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GLOSARIO DE TERMINOS

Anticuerpos monoclonales: Son moléculas producidas por hibridos producto de la

fusién de un mielomay un esplenocito hiperinmune (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Ciclo epidemiologico: Es la secuencia de elementos que intervienen en la transmision
de un agente desde una fuente de infeccién a un huésped susceptible, o sea los pasos
gque sigue un agente causal, desde su habitat natural (reservorio), hasta el hospedero
susceptible (Wilkerson, 1995).

Encefalomielitis aguda: Se caracteriza por un ataque breve pero intenso de
inflamacién en el cerebro y la médula espinal que lesiona la mielina, la cubierta

protectora de las fibras nerviosas (Dietzschold, Li, Faber, Schnell, 2008).

Endémica: Significa que una enfermedad se presenta en una poblaciéon o lugar
especifico (Wilkerson, 1995).

Epidemia: Es una descripcién en la salud comunitaria que ocurre cuando una
enfermedad infecta a un nimero de individuos superior al esperado en una poblacion

durante un tiempo determinado (Wilkerson, 1995).

Epidemiologia molecular: es una nueva rama de la ciencia en la cual se implementan

técnicas moleculares en los estudios epidemioldgicos (Vargas, 2000).
Epidemiologia: Es la rama de la ciencia que se dedica al estudio del origen, la
distribucion y el control de las enfermedades que afectan a las poblaciones (Vargas,

2000).

Fondos de saco epidemiolégico: Son huéspedes en los cuales una vez que un

patdgeno llega a ellos resulta dificil que lo propaguen a otros (Wilkerson, 1995).

Hemato6fago: Que se alimenta de sangre (Téllez, 1944).

Host switching: (cambio de huésped) Es un cambio evolutivo de la especificidad del

huésped de un agente patdégeno (Piaggio, et al., 2017).



Huésped amplificador: Aquel en que el un agente encuentra el medio adecuado para
un incremento repentino en el tamafio de su poblacién y a partir del cual se puede

transmitir en ocasiones repetidas o simultaneas (Vargas, 2000).

Huésped incidental: Es aquel que normalmente no transmite un agente infeccioso a

otros animales (Vargas, 2000).

Inmune: Animal que alberga un agente infeccioso en forma natural o inducida y que
independientemente de presentar manifestaciones de la enfermedad o alternativamente
una infeccién inaparente, produce anticuerpos o inmunidad celular en niveles
protectores a infecciones subsecuentes; consecuentemente se encuentra protegido
(Vargas, 2000).

Inmunidad: Estado de resistencia generalmente asociado con la presencia de
anticuerpos o células que poseen un actividad especifica contra el microorganismo

causante de una enfermedad infecciosa (Vargas, 2000).

Inmunofluorescencia directa: Es la técnica utilizada para el diagnéstico del virus de la
rabia. Su principio se basa en la deteccion por medio de inmunofluorescencia directa
epitopos de la proteina N del virus de la rabia a través de interacciones
inmunoenziméaticas mediante la mezcla de anticuerpos monoclonales y la fluoresceina

(Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Patognémonicos: Indicador de que se trata de un sindrome o enfermedad ya descrito
y conocido, para el que se conoce algun tratamiento a seguir o una forma de abordaje

(Torres y Queiroz Lima, 1935).

PCR anidada: Es una variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacién con distintos pares de iniciadores en cada una, con el fin de incrementar

la sensibilidad y la especificidad de la detecciéon (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Quirdptero: Orden de mamiferos voladores cuyos miembros anteriores, muy
desarrollados y con los dedos largos, sirven de soporte a unas alas membranosas que
se extienden por ambos lados del cuerpo y abarca los miembros posteriores y la cola
(Blackwood et al., 2013).

Rabia paralitica: Es una enfermedad infecto-contagiosa de origen viral aguda y mortal

que afecta el sistema nervioso central y es causada por un virus del género lyssavirus,

2


https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad

afecta principalmente a bovinos y a todos los mamiferos susceptibles como: ovinos,

caprinos, porcinos y equinos, entre otros incluido el humano (Vargas, 2000).

Rabia: Enfermedad de origen viral que causa una encefalomielitis de curso agudo y
progresivo ocasionada por un virus neurotropico ARN de sentido negativo, del género
Lyssavirus perteneciente a la familia Rhabdoviridae del orden de los Mononegavirales
(Wunner, 2007).

Reservorio natural: una poblacién de animales de una misma especie, hospedadores
a largo plazo de un patdgeno que causa una enfermedad infecciosa zoondtica
(Wilkerson, 1995).

Retro-transcripciéon de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa: Es una variante de
PCR que nos permite amplificar un fragmento de la proteina N del virus de la rabia y se

lleva a cabo en dos etapas (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Spillover: (desbordamiento, derrame) significa algo que fluye fuera de o se extiende
mas alla de un area, es usada con frecuencia en enfermedades infecciosas para denotar
infecciones donde el agente causal surge a partir de un foco animal y se extiende o

transmite al humano (Piaggio, et al., 2017).

Transmision secundaria: Transferencia de un patdgeno desde el organismo infectado

a organismos adicionales (Vargas, 2000).

Virus ARN: El genoma del virus esta compuesto de ARN helicoidal, de una sola cadena
de polaridad negativa, con polimerasa (nucleoproteina) dependiente de ARN (Albertini,
Ruigrok, Blondel, 2011).

Zoonosis: Enfermedades infecciosas transmisibles naturalmente desde animales
vertebrados al ser humano (OMS, 2020).
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RESUMEN

La rabia sigue constituyendo una amenaza latente para las poblaciones humanas y
animales. Actualmente México se encuentra libre de rabia humana transmitida por
caninos domésticos, sin embargo en los Ultimos afios la rabia humana transmitida por
el murciélago hematéfago Desmodus rotundus ha cobrado mayor importancia
epidemioldgica. Las alteraciones en el medio ambiente natural ocasionadas por la
actividad humana y el cambio climatico han generado desequilibrios de impacto en la
ecologia influenciando el movimiento de este quiréptero desde areas naturales hacia
ambientes rurales y urbanos, donde existen asentamientos humanos y presencia de
animales domésticos. Los ataques por Desmodus rotundus a especies ganaderas son
cada vez mas frecuentes representando un problema de Salud Publica, porque estos
casos pueden generar contactos entre los animales infectados y las personas. Los
estudios de epidemiologia molecular son herramientas U(tiles para la vigilancia
epidemioldgica de enfermedades virales, ya que se pueden estudiar los patrones de
comportamiento del virus dentro de la region asi como la identificacion de sus
reservorios y con ello evaluar el impacto de los programas de prevencion y control de la
enfermedad. El objetivo de este trabajo fue determinar la epidemiologia molecular del
virus de la rabia en murciélagos hematofagos (Desmodus rotundus) en zonas
endémicas de la regién Otomi-Tepehua, Hidalgo. Para lo cual se realiz6 un estudio
epidemioldgico descriptivo, de corte transversal y analitico, donde el tamafio de la
muestra fue de n=80 murciélagos hematofagos (ICgs%, a=0.05 y Z=1.96). La
identificacion del virus de la rabia se realiz6 en muestras de tejido encefélico a través de
las pruebas moleculares de RT-PCR y PCR anidada. De las 80 muestras de tejido
encefalico 6 muestras fueron positivas al virus de la rabia a través de PCR anidada. La
prevalencia del virus en murciélagos hemat6fagos en zonas endémicas de la regién
Otomi-tepehua fue de 7.5%. Los andlisis de asociacion mediante la razén de prevalencia
y razén de momios de la prevalencia (ICese(1.4-72), X2=5.43, p=0.020) mostraron que
el riesgo de estar infectados con el virus de la rabia es 7.9 veces mayor en el grupo de
las hembras, comparado con el grupo de los machos y que existe 9.2 veces el riesgo de
gque las hembras estén infectadas con el virus de la rabia en comparacién con el grupo
de los machos. En el modelo de regresién logistica binaria se obtuvo una OR de 9.2
resultado cosistente con la RMP. Es importante sefialar que el virus de la rabia ain se
encuentra circulando en la region y que el murciélago hematofago es el principal
reservorio y transmisor de la rabia a los bovinos y especies ganaderas de la zona, por
ello se deben realizar esfuerzos dirigidos a limitar la propagacion de la enfermedad. Por
lo tanto, este escenario epidemiolégico exige reexaminar las medidas de control
aplicadas hasta el momento desde un abordaje multidisciplinar, asi como cooperacion
intersectorial y participacion de la comunidad.

Palabras clave: rabia, desmodus rotundus, prevalencia, salud publica.
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ABSTRACT

Rabies remains a latent threat to human and animal populations. Currently Mexico is
free of human rabies transmitted by domestic canines, however in recent years human
rabies transmitted by the hematophagous bat Desmodus rotundus has gained greater
epidemiological importance. The alterations in the natural environment caused by human
activity and climate change have generated imbalances of impact on the ecology,
influencing the movement of this chiroptera from natural areas to rural and urban
environments, where there are human settlements and the presence of domestic
animals. Desmodus rotundus attacks on livestock species are increasingly frequent,
representing a Public Health problem, because these cases can generate contacts
between infected animals and people. Molecular epidemiology studies are useful tools
for the epidemiological surveillance of viral diseases, since it is possible to study the
behavior patterns of the virus within the region as well as the identification of its reservoirs
and thereby evaluate the impact of prevention and prevention programs disease control.
The objective of this work was to determine the molecular epidemiology of the rabies
virus in hematophagous bats (Desmodus rotundus) in endemic areas of the Otomi-
Tepehua region, Hidalgo. For which a descriptive, cross-sectional and analytical
epidemiological study was carried out, where the sample size was n = 80
hematophagous bats (Cl=95%, a = 0.05 and Z = 1.96). The identification of the rabies
virus was carried out in brain tissue samples through molecular tests of RT-PCR and
nested PCR. Of the 80 brain tissue samples, 6 samples were positive for rabies virus by
nested PCR. The prevalence of the virus in hematophagous bats in endemic areas of
the Otomi-Tepehua region was 7.5%.The association analyzes using the prevalence
ratio and the odds ratio of the prevalence (95% CI (1.4-72), X2 =5.43, p = 0.020) showed
that the risk of being infected with the rabies virus is 7.9 times higher in the group of
females, compared to the group of males and that there is 9.2 times the risk that females
are infected with the rabies virus compared to the group of males. In the binary logistic
regression model, an OR of 9.2 was obtained. It is important to note that the rabies virus
is still circulating in the region and that the hematophagous bat is the main reservoir and
transmitter of rabies to cattle and livestock species in the area, therefore efforts should
be made to limit the spread of the disease. Therefore, this epidemiological scenario
requires a reexamination of the control measures applied to date from a multidisciplinary
approach, as well as intersectoral cooperation and community participation.

Key words: Rabies, Desmodus rotundus, prevalence, public health.
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define a la rabia, como una enfermedad virica
infecciosa que acaba siendo mortal en casi todos los casos una vez que han aparecido
los signos clinicos, es considerada una de las zoonosis con mayor letalidad y
ampliamente generalizada en el mundo (OMS, 2020). Esta enfermedad afecta el
sistema nervioso de los mamiferos tanto domésticos como silvestres y su propagacion
al ser humano normalmente es por el contacto directo con la saliva de animales
infectados a través de mordeduras y arafiazos; o bien, via aerosoles en condiciones de

laboratorio y a través de membranas mucosas (Dietzschold, Li, Faber, Schnell, 2008).

Se trata de una encefalomielitis de curso agudo y progresivo ocasionada por un virus
neurotropico ARN de sentido negativo, del género Lyssavirus perteneciente a la familia

Rhabdoviridae del orden de los Mononegavirales (Wunner, 2007) .

Pese a los adelantos logrados en cuanto al método cientifico y herramientas de control,
la rabia sigue constituyendo una amenaza latente para las poblaciones humanas y
animales ya que se encuentra ampliamente extendida, desatendida y notificada por
debajo de su nivel real, ocasionando la muerte de alrededor de 59,000 personas cada
afio en el mundo, de las cuales el 95% suceden en Asia y Africa; es decir una persona
muere de rabia cada 15 minutos y otras 300 son expuestas (OIE, 2020; Warrell, Warrell,
2015). Esto sucede principalmente en las comunidades mas pobres y vulnerables de los
paises en vias de desarrollo representando una carga social y econémica significativa
(OMS, 2020).

El virus de la rabia esta presente en todos los continentes, excepto en la Antartica.
Algunos paises han establecido medidas de control y vigilancia y han conseguido
erradicar la enfermedad, sin embargo en los paises en donde la enfermedad es
endémica los principales reservorios y transmisores de la rabia son los animales
silvestres (OMS, 2020).

Todos los mamiferos son susceptibles al virus de la rabia y se pueden dividir en dos
categorias: la primera corresponde a los reservorios o animales que mantienen el virus
y lo diseminan de manera eficaz, estos animales son principalmente del orden Carnivora
como perros, zorros, zorrillos, mapaches, lobos, coyotes, entre otros y del orden

Chiroptera al que pertenecen los murciélagos. La segunda corresponde a los animales



gue si bien pueden padecer la enfermedad, no la diseminan de manera tan eficaz como
lo hacen los reservorios, estos animales son en su mayoria herbivoros como bovinos,
equinos, ovinos, caprinos, entre otros y el hombre, especies consideradas como
huéspedes accidentales, o fondos de saco epidemiol6ogico pues una vez que el virus
llega a ellos resulta méas dificil que se propague a otros animales susceptibles
(Wilkerson, 1995).

El virus de la rabia es mantenido en dos ciclos epidemiol6gicos, cada uno con diferentes
reservorios: el ciclo urbano donde existe participacion, principalmente, de perros, gatos
y otros animales que viven en contacto directo con el hombre y el ciclo silvestre que se
concentra principalmente en reservorios terrestres (zorros, zorrillos y mapaches) y un
reservorio aéreo (los murciélagos) (Blackwood et al., 2013; Barcenas-Reyes et al.,
2015). También en el ciclo urbano puede existir relacidn con el ciclo silvestre, ya que ha
sido posible el aislamiento de variantes del virus correspondientes a animales silvestres
en el ser humano y animales domésticos infectados (Kotait et al., 2007; Paez Nufez,
Garcia, Boshell, 2003; Guarino, et al., 2013; CENAPRECE, 2020).

Algunos autores mencionan el ciclo rural, que involucra la participacién de animales
silvestres, especialmente el ciclo aéreo en donde el murciélago hematéfago Desmodus
rotundus transmite el virus de la rabia a los bovinos y especies ganaderas (Barcenas, et
al., 2015). Este ciclo presenta un gran impacto econémico y de Salud Publica (Acha y
Malaga-Alba, 1988; Hanlon et al., 2007; OIE, 2020).

Las alteraciones en el medio ambiente natural influenciadas por el cambio climatico y la
actividad humana, han generado desequilibrios ambientales que impactan en el
ecosistema, alterando la distribucion geografica y las poblaciones de cientos de
animales silvestres que transmiten patégenos de riesgo para el ser humano y los
animales domésticos (Crowl, Crist, Parmenter, Belovsky y Lugo, 2008). Tal es el caso
del murciélago hemat6fago (Desmodus rotundus) adaptandose a distintos climas,
alturas y ecosistemas que hace algunas décadas eran consideradas como barreras
naturales para su especie (Piaggio, et al., 2017); influenciando su movimiento desde
areas naturales hacia ambientes rurales y urbanos, donde existen asentamientos
humanos y presencia de animales domésticos (Constantine, 2003), incrementando la
posibilidad de contacto entre el hombre, los animales domésticos y los animales
silvestres infectados (Shi, 2010).



En América Latina, la rabia humana transmitida por los caninos domésticos se encuentra
en vias de eliminacion. No obstante, en los Ultimos afios, la rabia humana transmitida
por Desmodus rotundus ha cobrado mayor importancia epidemioldgica ya que es el
principal reservorio y transmisor del virus de la rabia en alrededor del 68% de los casos
registrados (OPS, 2018). Este quirOptero se localiza en las &reas tropicales y
subtropicales, desde el norte de México hasta el norte de Argentina y Chile (Da Rosa et
al., 2006; Loza-Rubio et al., 2012).

En México a partir del 2010 al 2016, el Centro Nacional de Programas Preventivos y
Control de Enfermedades registré 10 casos de rabia humana transmitida por animales
silvestres, de los cudles 9 casos fueron transmitidos por el murciélago hematéfago
(CENAPRECE, 2020).

La Rabia Paralitica (RP) es la presentacion de la enfermedad en bovinos y especies
ganaderas, caracterizada por la paralisis del tren posterior. La RP es transmitida a éstos
animales a través de la mordedura del murciélago hemat6fago Desmodus rotundus por
ser su principal fuente de alimento (Lee, Papes y Van Den Bussche, 2012). Esta
enfermedad es endémica en zonas tropicales y subtropicales del continente americano
(FAO, 2017).

Los ataques por Desmodus rotundus a especies ganaderas son cada vez mas
frecuentes, incluso en regiones que por décadas se habian considerado libres de rabia.
Esta problematica se agrava, ya que la presencia del ganado favorece el incremento de

las poblaciones y la distribucién geogréfica de este reservorio (Barcenas, et al., 2015).

En México la rabia paralitica en bovinos y especies ganaderas se considera endémica
en el 78% del territorio nacional siendo uno de los principales problemas que afecta al
sector pecuario mexicano (PRONABIVE, 2018), ya que se han notificado casos positivos
en 25 estados de la Republica, por la costa del Pacifico desde el sur de Sonora hasta
Chiapas, y por la costa del Golfo de México desde Tamaulipas hasta Quintana Roo
(SENASICA, 2020). La pérdida econémica por la rabia paralitica en la industria
ganadera es estimada en mas de 23 millones de ddlares anuales (Anderson, et al.,
2014).

De acuerdo con los indicadores del Sistema de Vigilancia Epidemiologica del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, en el periodo de Enero a

Diciembre del 2019, se notificaron 309 casos positivos a rabia en bovinos y especies
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ganaderas transmitida por Desmodus rotundus de los cuales 26 corresponden al estado
de Hidalgo (SENASICA, 2020), posicionandose en el sexto lugar con mayor nimero de
casos de rabia paralitica en el pais. Esto representa un serio problema de impacto en la
Salud Publica, ya que estos casos pueden generar contactos entre los animales
infectados y las personas, puesto que ha sido posible el aislamiento del virus de la rabia
a partir de muestras de saliva y glandulas salivales de bovinos infectados (Delpietro y
Russo, 1996). Lo cual constituye un nuevo desafio, debido a la gran variabilidad que
presenta el virus de la rabia, lo que hace que su transmision y distribucion, sea méas
dependiente del reservorio, que de la regidon geogréfica, haciendo que la prevencion y
el control sean bastante complejos (Piaggio, et al., 2017).

El comportamiento epidemioldgico del virus de la rabia, esta relacionado con el habitat,
diversidad y dinamica poblacional del murciélago hematéfago (Desmodus rotundus), asi
como el grado de las areas geogréaficas perturbadas (Torres et al.,, 2014). La
comprension de factores ambientales, sociales y su relacion con la forma en que la
enfermedad se mantiene en el reservorio, es pertinente al plantear estrategias dirigidas
a reducir el riesgo de la transmisién del virus de la rabia a bovinos y especies ganaderas
(Lee, et al., 2012).

Este trabajo fue realizado en zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua, en los
municipios de Tenango de Doria, San Bartolo Tutotepec y Huehuetla, donde se han
confirmado casos positivos a rabia paralitica, se han identificado nichos con la
presencia de Desmodus rotundus, se ha notificado agresion (mordeduras) en bovinos y
especies ganaderas y existe una inquietud social que demanda el control de la poblacion
de este quirdptero en la region. Hasta la fecha no existen estudios sobre epidemiologia
molecular del virus de la rabia en murciélagos hematé6fagos (Desmodus rotundus) de
esta region, por lo que resulta relevante el presente estudio a fin de realizar una
actualizacion de la distribucion geogréfica de la enfermedad, para predecir areas
potenciales en riesgo de infeccidn, asi como continuar en coordinacién con el personal
de salud humana y de salud animal, buscando introducir estrategias que permitan limitar
la propagacion del virus de la rabia entre los animales silvestres y los animales

domésticos, salvaguardando la salud humana.
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ANTECEDENTES

La posibilidad de que los murciélagos hematéfagos fuesen transmisores del virus de la
rabia, fue contemplada inicialmente a comienzos del siglo XX. La hipotesis surgi6 a raiz
de un brote de rabia, (que sucedié en el estado de Santa Catarina, Brasil), en el cual
murieron cerca de 4000 bovinos, 1000 equinos y mulares, la situacion produjo grandes
pérdidas econdmicas a la poblacion local, la enfermedad era conocida como “peste das
cadeiras”. Por medio de la informacion de productores de la region, se llegd a saber
sobre casos fatales de la enfermedad en ambos margenes del Rio Itajai, lugar de dificil
acceso para los perros, hecho sumado a la presencia de murciélagos hematéfagos que
se estaban alimentando sobre el ganado, los cuales demostraban un comportamiento

agresivo entre sus congéneres (Carini, 1911).

Dos veterinarios alemanes, Haupt y Rehaag en 1925, investigando en la misma region
donde Carini habia diagnosticado la rabia en bovinos, identificaron por microscopia
Optica la presencia de corpusculos de Negri, los cuales son patognomonicos para rabia,
en el sistema nervioso central de un murciélago hematéfago que estaba alimentandose
a partir de un bovino, confirmando la hipétesis de Carini. Ellos también describieron por
primera vez, en Brasil, la presencia del virus de la rabia en un murciélago no hematéfago
de la especie Phyllostoma superciliatum, actualmente clasificado como Artibeus lituratus
(Haupt y Rehaag, 1925).

Una década después, de la epidemia de rabia en Santa Catarina, entre 1925y 1936 la
rabia devasto la Isla caribefia de Trinidad, comprometiendo incluso a seres humanos.
Los médicos Hurst y Pawan (1931) confirmaron que se trataba del virus de la rabia
transmitido por el murciélago hematéfago Desmodus rotundus, ademas se constaté que
la transmision ocurria por la mordedura de murciélagos enfermos, los cuales
generalmente después de atacar a su presa, morian, siendo posible confirmar en el

laboratorio la presencia del virus en estos especimenes (Hurst y Pawan, 1931).

Después de iniciadas las primeras investigaciones, el virus de la rabia comenzé a ser
aislado de otras especies de murciélagos de habitos hematofagos, Desmodus rotundus
y Diphylla ecaudata (Lima. 1934; Torres, 1934). Un espécimen de D. ecaudata, que fue
diagnosticado positivo para rabia, estaba en el mismo refugio con cinco ejemplares de
Desmodus rotundus, de éstos, dos presentaron paralisis y dificultad de vuelo, otros dos
murieron sin signos clinicos, uno sobrevivid a la infeccidn y se convirti6 aparentemente

en diseminador del virus (Torres y Queiroz Lima, 1935).
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En México por primera vez se demostré que la enfermedad conocida como “renguera”,
eraigual a “la peste das cadeiras” de Brasil y que correspondia a la rabia ancestral, que
habia sido descrita por Queiroz Lima (Tellez, 1944).

Despues de estos hallazgos, la comunidad cientifica internacional acepté que
Desmodus rotundus podia transmitir el virus de la rabia al ser humano y a otras especies
de mamiferos. Existen varios relatos de mordeduras de murciélagos a seres humanos.
Algunos ocurrieron en las poblaciones indigenas como los yanomami, en Venezuela, en
1979, como consecuencia de la deforestacion generada por la actividad minera de
explotacién aurifera (Almansa y Garcia, 1980). En 1975, varias personas fueron
mordidas por Desmodus rotundus en Bélice, Centro América, después del sacrificio de
especies ganaderas en esta area (MacCarthy, 1989). En una villa en el area rural de
Brasil, los ataques se distribuyeron en funcién de cambios ambientales locales vy

aplicacion de un pesticida tépico en bovinos (Bastida, Bonito, Nishioka, 1993).

En Venezuela, en 1992, hubo un brote de rabia causada por murcielagos hematéfagos,
con 154 casos de mordeduras en un periodo de cuatro meses en la mina de oro Payapal.
En este brote los pacientes fueron mordidos durante la noche, en su mayoria en los
dedos. Es posible que los cambios introducidos por la actividad minera y el incremento
de la poblacion humana favorezcan comportamientos predatorios alternativos del
murciélago hematéfago Desmodus rotundus, recurriendo a la sangre humana como

fuente de sustento (Caraballo, 1993).

La regiébn Amazénica es un area de alto riesgo. Epidemias de rabia en humanos,
transmitida por Desmodus rotundus han ocurrido en areas remotas de Per(, Venezuela
y Brasil, generalmente en lugares de dificil acceso. Durante los afios 2004 y 2005,
decenas de personas contrajeron la rabia por murcielago en esta region. Brasil fue el
pais con mayor numero de casos (64), seguido por Peru (15) y Colombia (14) (Da Rosa,
Kotait, Barbosa, Carrieri, Branddo, Pinheiro, et al., 2006). En los lugares donde
ocurrieron éstos casos de rabia humana, muchas personas vivian en condiciones de
extrema pobreza, en casas vulnerables y areas en las cuales la poblacion ganadera es

pequeiia (Rupprecht, Barret, Briggs, Cliquet, Fooks, Lumlertdacha, et al., 2008).
Las transmisiones secundarias del virus de la rabia en seres humanos puede ocurrir

principalmente por contacto entre animales domésticos y murciélagos infectados. En el

afo 2001, en San Pablo, Brasil, una mujer fallecié después de haber sido mordida por
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su gata. La tipificacion antigénica revel6 que se trataba de la variante 3 (AgV3), propia

del murciélago hematofago Desmodus rotundus (Kotait, et al., 2007).

De manera similar, en Quilichao, Colombia en el afio 2008 fueron registrados dos casos
de rabia en nifios que fueron mordidos por un gato, la tipificacion antigénica confirmoé
variante AgV3 (Brito, Chamone, da Silva, Wada, Miranda y Castilho, 2011).

Asi mismo en 2009 en Jalisco, México se registro un caso de transmision secunadria de
rabia en una persona de 63 afios quien manipulé el hocico y tuvo contacto directo con
la saliva de un bovino sospechoso de rabia (CENAPRECE, 2020).

Del 2010 al 2016 en México se han reportado 10 casos de rabia humana transmitida por
animales silvestres, de los cuales 9 casos fueron transmitidos directamente por el
murciélago hematofago (Desmodus rotundus), sucediendo principalmente en
poblaciones rurales que residen cerca de nichos ecolégicos donde prolifera esta especie
(CENAPRECE, 2020).

En el afio 2016 se regitraron dos casos de Rabia humana en México. El primer caso
sucedi6 a finales de Septiembre del 2015, en el Estado de Guerrero, un hombre de 54
afios fue agredido por un murciélgo hematéfago en su mano derecha dentro de su casa,
no acude a solicitar atencion médica, seis meses después, inicia el cuadro clinico,
refiriendo cefalea, dolor cervical, fiebre no cuantificada, espasmos y disminucién de la
fuerza muscular en brazos y piernas, presentando dificultad para deambular. Acude a
unidad médica privada con diagndstico de tétanos, es referido a unidad de terapia
intensiva en Hospital presentando un cuadro compatible con encefalomielitis aguda.
Durante su estancia intrahospitalaria es manejado con ventilacion asistida, antibiotico
terapia y vacuna e inmunoglobulina antitetdnica, se toman muestras antemortem:
impronta de cérnea y biopsia de cuero cabelludo. El paciente present6 cuatro paros
cardiorrespiratorios y fallecié el 19 de Marzo; se obtuvo tejido nervioso, mismo que el
INDRE reporta como positivo a rabia y la tipificacién antigénica confirmé variante AgV3
(CENAPRECE, 2019).

El segundo caso de rabia humana sucedié en Tamaulipas, un hombre fue agredido por
un murciélago el 5 de Septiembre del 2016, en el Ejido 8 de mayo, municipio de Soto la
Marina, en la rodilla derecha. El 3 de Octubre inicia con cuadro clinico para lo cual
refiere, sensacion de calor, escalofrios, dolor en miembro pélvico derecho, sin acudir a

consulta médica; el jueves 6 de Octubre percibe mayor dolor a nivel del miembro pélvico,

14



con sensacion de perdida de fuerza y dolor abdominal, acude al IMSS donde es referido
al departamento de epidemiologia, aplicandole la primera dosis de la vacuna antirrdbica
humana el 7 de Octubre y citAdndolo para el 10 de Octubre para la segunda dosis. El
paciente acude nuevamente por continuar con sintomatologia, por lo que se decide su
traslado al Hospital General de Ciudad Victoria el 8 de Octubre, ya con diagnéstico de
mordedura de murciélago el 9 de Octubre, se le aplicé IgAH: 820 Ul en la herida y 820
via IM. Fallece el 19 de Octubre, el INDRE reporta resultado positivo de muestra
encefalica con variante antigénica AgV1l perteneciente a Desmodus Rotundus
(CENAPRECE, 2020). Cabe destacar que en ambos casos se recibe la atenciébn medica
y la vacunacion antirrabica muy tardia y esto se debe al desconocimiento tanto de la
enfermedad, como del reservorio, en estos casos el murciélago hematofago. Por lo cual
resulta relevante informar y concientizar a la poblacion que vive en las zonas
vulnerables en donde la rabia es endémica y existe la presencia del reservorio. De igual
manera no bajar la guardia en cuanto a la prevencion mediante las camapafas de
vacunacion a los animales domésticos, puesto que el 14 de abril del 2009, en Jalisco,
en el municipio de Hostotipaquillo, una persona se infect6 de rabia al manipular el hocico

de un bovino infectado, la cual fallecié un mes después (CENAPRECE, 2020).

De igual forma en el afio 2017, en México, se registraron dos casos de rabia en dos
caninos domésticos; el primer caso sucedié en Yucatan, fue un canino macho de 5
meses, carente de vacunacion antirrabica, el cual agredié a una personay al realizar la
tipificacion antigénica, se le encontré la variante AgV3 perteneciente a Desmodus
rotundus. El segundo caso sucedié en Chiapas, fue una hembra también carente de la
vacunacion antirrbica, esta perra no agredio a ninguna persona, sin embargo tuvo
contacto con 15 y tambien le fue hallada la variante antigénica AgV3 (CENAPRECE,
2019).

Ademas de los problemas de impacto en la salud publica, estan los de impacto
econdmico en el sector agropecuario. De acuerdo con la Organizacién Panamericana
de la Salud, la rabia en bovinos y especies ganaderas sucede principalmente en
América Latina (OPS, 2019). Las actividades hematéfagas del murciélago Desmodus
rotundus sobre el ganado, generan pérdidas econdmicas directas, ocasionando la
muerte del animal al infectarlo con el virus de la rabia, o bien, pérdidas econémicas
indirectas, causando una baja en la produccion de carne de 39.7kg por animal (Scmhidt
y Badger, 1979) y depreciacion del cuero al disminuir su calidad, también pueden
ocasionar infecciones secundarias en las heridas ocasionadas por la mordedura. Asi

mismo la pérdida continla de sangre causada por su alimentacién diaria, puede llegar
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a debilitar a los animales ocasionando anemia u otras enfermedades que podrian
causarles la muerte (Romero-Almaraz, Aguilar- Setién y Sanchez-Hernandez, 2006;
Kuzmin, et al., 2007).

En México la Rabia Paralitica en bovinos y especies ganaderas se considera endémica
en el 78% del territorio nacional siendo uno de los principales problemas que afecta al
sector pecuario mexicano (PRONABIVE, 2018), ya que se han notificado casos positivos
en 25 estados de la Republica, por la costa del Pacifico desde el sur de Sonora hasta
Chiapas, y por la costa del Golfo de México desde Tamaulipas hasta Quintana Roo
(SENASICA, 2019). La pérdida econdmica por la rabia paralitica en la industria
ganadera es estimada en mas de 23 millones de délares anuales (Anderson, et al.,
2014).

De acuerdo con los indicadores del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, en el periodo de Enero a
Diciembre del 2019, se notificaron 309 casos positivos a rabia en bovinos y especies
ganaderas transmitida por Desmodus rotundus de los cuales 26 corresponden al estado
de Hidalgo (SENASICA, 2020), posicionandose en el sexto lugar con mayor nimero de

casos de rabia paralitica en el pais.

Al igual que en muchos otros paises, en México existe un considerable sub-registro de
casos debido, principalmente a la falta de suficientes laboratorios especializados para
realizar el diagndstico. Asimismo, la mayoria de los casos que suceden en areas rurales,
no son registrados debido al desconocimiento de la enfermedad por parte de los
productores (Lee et al., 2012; Ramirez-Romero, 2014). Se considera que por cada caso

de rabia notificado, existen diez que no se informan (Fornes et al., 1974).

En relacion al diagnéstico de la rabia, la participacion de los laboratorios ha sido crucial
para la confirmacion de un caso positivo por la técnica de inmunofluorescencia directa
(IFD), que es la prueba de referencia a nivel mundial (NOM-067-Z0O0-2007) (SAGARPA,
2014). De igual modo, los procedimientos inmunoldgicos utilizados en la caracterizaciéon
viral basados en el empleo de anticuerpos monoclonales y, mas recientemente, los
andlisis de secuenciacion genética, han permitido generalizar que la mayoria de los
casos de rabia en bovinos, en América Latina, se deben a la transmision por el
murciélago hemat6fago Desmodus rotundus (Escobar, Peterson, Favi, Yung y Medina,
2015).
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La distribucién geogréfica de la rabia paralitica en bovinos y especies ganaderas ha ido
en incremento paulatinamente (Lee, et al., 2012). Estudios de epidemiologia espacial y
ambiental, han tratado de identificar &reas geogréaficas con alto riesgo de transmision y
posibles factores ambientales relacionados con la aparicion de la enfermedad en
aguellas regiones donde existe la presencia especies ganaderas y Desmodus rotundus,
ya que la ganaderia representa la fuente primaria de alimento para estos quir6pteros
sobre todo en paises de América Central y México. Altas densidades de ganado bovino
por km? y el habitat adecuado favorecen la presencia del reservorio (Lee, et al., 2012).

Las alteraciones en el medio ambiente natural influenciadas por el cambio climatico y la
actividad humana, han generado desequilibrios ambientales que impactan en el
ecosistema, alterando la distribucién geogréfica y las poblaciones de cientos de
animales silvestres que transmiten patégenos de riesgo para el ser humano y los
animales domésticos (Crowl, Crist, Parmenter, Belovsky y Lugo, 2008). Tal es el caso
del murciélago hemat6fago Desmodus Rotundus adaptandose a distintos climas, alturas
y ecosistemas que hace algunas décadas eran consideradas como barreras naturales
para su especie (Piaggio, et al.,, 2017); influenciando su movimiento desde areas
naturales hacia ambientes rurales y urbanos, donde existen asentamientos humanos y
presencia de animales domésticos (Constantine, 2003), incrementando la posibilidad de

contacto entre el hombre y los animales infectados (Shi, 2010).

Es conveniente destacar que los murciélagos no son solamente importantes reservorios
del virus de la rabia, sino también de una amplia gama de patégenos que pueden ser
causa de enfermedad en humanos y animales domésticos (Hayman, Bowen, Cryan,
McCracken, O’Shea, Peel, et al., 2013).

Avelino et al., 2011, realiz6 un trabajo cuyo objetivo fue estudiar el patron epidemioldgico
de la rabia en muestras del sistema nervioso central de murciélagos no hemato6fagos y
animales herbivoros de Sdo Paulo, Brasil. Utilizando la caracterizacion antigénica con
anticuerpos monoclonales y la caracterizacion genética mediante la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa de transcriptasa inversa (RT-PCR), seguida de secuenciacion
y andlisis filogenético, obtuvieron como resultado, la identificacion de la variante 3 (AgV-
3) en el 71.4% (15/21) de las muestras de murciélagos y el 100% (5/5) en las muestras
de animales herbivoros. También se identifico en el 90,9% (10/11) de las muestras de
murciélagos frugivoros (Artibeus lituratus) y en el 55,6% (5/9) de las muestras de los
murciélagos insectivoros (tres Lasiurus ega, un Molossus molossus y un Lasiurus

blossevillii). Cabe resaltar que ninguna de las muestras estudiadas pertenecia a
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Desmodus rotundus y que la variante antigenica mas encontrada fué la relacionada con
ésta especie. Se puede inferir que los murciélagos hematofagos parecen ser la fuente
méas eficiente de propagacion del virus de la rabia, ya que sus hébitos de alimentacion
conducen a atacar a diferentes especies animales, incluidas otras especies de
murciélagos en interacciones sociales agresivas. Es por ello que el estudio de la
epidemiologia molecular del ciclo aéreo de la rabia es una herramienta muy importante
para comprender las posibles relaciones entre las diferentes especies de murciélagos
en cuanto a las posibilidades de transmision del virus rabico a otras especies animales
y humanos. Ademas, surge la necesidad de estudios en refugios de murciélagos, para
observar la biologia y el comportamiento de estos animales y su participacion en la

transmisién del virus de la rabia (Avelino, et al., 2011).

Un estudio epidemioldgico descriptivo de corte transversal realizado en Coérdoba,
Colombia, determiné la presencia del virus rabico en 100 murciélagos hematéfagos
(Desmodus rotundus) mediante la técnica de inmunofluorescencia directa (IFD),
teniendo como resultado el 13% de positividad, en consecuencia sugieren continuar
realizando vigilancia epidemiol6gica y control de las poblaciones de este quiréptero, con
la finalidad de prevenir la transmision del virus de la rabia entre los animales silvestres

y las especies ganaderas (Betancur, Calderén y Rodriguez, 2016).

Barcenas-Reyes, Loza-Rubio, Zendejas, Luna, Cant6 y Milidn, en 2015, realizaron un
estudio para determinar la relacion eco-epidemiol6gica y molecular de la rabia paralitica
bovina transmitida por el murciélago hematofago Desmodus rotundus a las diferentes
especies de animales domésticos en la region centro de México: Guanajuato, Querétaro
y San Luis Potosi en un periodo de 10 afios, encontrando 1037 casos presentados en
diferentes especies domésticas vy silvestres, de las cuales 911 (87.9%) ocurrieron en
SLP, 82 (7.9%) en Querétaro y 44 (4.2%) en Guanajuato. El mayor nimero de casos
(85%) ocurrié en bovinos. Los meses de mayor incidencia fueron de diciembre a marzo
y la variante antigénica viral fue AgV11 propia del murciélago hemat6fago. Ademas
observaron que la diseminacion reciente de la enfermedad a zonas libres coincide con
la presencia del murciélago hematéfago Desmodus rotundus. Asi mismo recomienda
mantener un monitoreo constante para la deteccion oportuna de casos cuando existen
condiciones favorables para la presencia del reservorio y la presencia de especies
ganaderas, ademas de los antecedentes de casos en regiones cercanas (Barcenas, et
al., 2015).
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MARCO TEORICO

El papel de los murciélagos como principales reservorios y transmisores de
virus patdégenos

Los murciélagos son un grupo de mamiferos diverso con amplia distribucién geogréfica,
pertenecen al orden Chiroptera, donde se conocen aproximadamente 1,240 especies
organizadas en 18 familias en dos subdrdenes: Megachiroptera y Microchiroptera
(Chan, To, Tse, Jin, Yuen, 2013; Calisher, Field, Holmes, Schountz, 2006; Jones, et al.,
2005; Wibbelt, Marianne, Schountz, Voigt, 2010; Calisher, 2015).

Los murciélagos proveen servicios ecoldgicos que benefician a los ecosistemas, tales
como la polinizacion, la depredacion de plagas de insectos y la dispersion de semillas
(Pijl, 1957; Fleming et al., 2009; Lobova et al. 2003). Sin embargo, a pesar de su
importancia ecoldgica, los murciélagos también actiian como principales reservorios y
transmisores eficientes de mas de sesenta virus, de los cuales 59 son virus ARN,
potencialmente importantes en la generacion de enfermedades emergentes y
reemergentes en humanos, animales domésticos y animales silvestres. Es asi que
algunas especies de murciélagos, representan un riesgo para la salud publica y la salud
animal (Rodhain, 2015), actuando como principales reservorios y transmisores del virus
de la Rabia (Familia Rhabdoviridade), el virus Nipah y Hendra (Pramyxoviridae), el virus
del Ebola y Marburg (Filoviridae), el virus del SARS-CoV y el MERS-CoV
(Coronaviridae), entre otros (Wong, Lau, Woo, Yuen, 2007). La diversa bioecologia de
las diferentes poblaciones de murciélagos permite el intercambio de virus entre especies

conespecificas migratorias y no migratorias (Rodhain, 2015).

La infeccidn cruzada entre la gran cantidad de especies de murciélagos, puede generar
nuevos virus que pueden saltar la barrera entre especies animales poniendo en riesgo
a la humanidad. La comprensién del reservorio natural, el huésped amplificador, el
centro epidémico y las poblaciones humanas en riesgo, son cruciales en el control de

las zoonosis emergentes y reemergentes (Tabla 1) (Rodhain, 2015).
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Tabla 1. Dindmica de transmision de virus asociados a murciélagos

Virus Reservorio Huésped amplificador Poblacién en alto Epicentro parala Epicentro para
natural riesgo de infeccion transmision de la transmision
zoono6tica animales a de humano a
humanos humano
Coronavirus  Murciélagos?® Civeta de las palmeras y  Restaurant o Wet markets  Centros
SARS-CoV posiblemente otros trabajadores en el (mercados mojados  médicos,

Coronavirus
MERS-CoV

Coronavirus
CoVid-19

Ebola virus

Hendra
virus
Menangle
virus

Nipah virus

Virus de la
Rabia

European
and
Australian
bat
lyssaviruses

Murciélagos?

Murciélagos?,

Pangolin?

Murciélagos®

Murciélagos
Murciélagos

Murciélagos

Murciélagos,
carnivoros

Murciélagos

animales en wet markets

Camellos,
(posible).

antilopes

Primates

Equinos
Cerdos
Cerdos
Nulo (la transmision es

directa, murciélago a
humano u otro mamifero.

Nulo (la transmisién es
directa, murciélago a
humano u otro mamifero.

manejo de animales
silvestres

Biodlogos o personal que

realice  manejo de
murciélagos
Restaurant o

trabajadores en el
manejo de animales
silvestres

Biélogos en el manejo
de primates,
consumidores de carne
de animales silvestres

Contacto directo con
equinos
Granjas de cerdos

Trabajadores de granja
0 matadero

Bidlogos, veterinarios,
personal que realice
manejo de murciélagos
y residentes en areas

endémicas  (América
Latina).

Bidlogos y personas
que manejen
murciélagos

populares en Asia)

Personas que
manejen camellos

Wet markets
(mercados mojados
populares en Asia)

Bosques

Granja de equinos
Granjas de cerdos

Granja de cerdos y
mataderos

Residentes en zonas
rurales endémicas y
ocasionalmente  en
zonas urbanas.

Solamente
esporadicos

casos

contacto directo
con  personas
infectadas.
Centros
médicos,
contacto directo
con  personas

infectadas.
Centros médicos
y contacto
directo con
personas
infectadas.
Centros médicos
y contacto
directo con
fluidos de
personas
infectadas

Nulo

Nulo

Centros médicos
(posible) y
familias (posible)
Nulo, raramente
debido a
trasplante de
6rganos

Nulo

2 La transmisién de murciélagos a humanos ha sido postulada para esos virus pero no han sido probados.

Fuente: Adaptado de Wong, et al., 2007; Zhang, Zhang, 2020

Aspectos bioldgicos del murciélago hemat6fago Desmodus rotundus

De entre las aproximadas 138 especies de murciélagos que habitan en México, existen
tres de habitos hematoéfagos, pertenecen a la familia Phyllostomidade, subfamilia
Desmondotinae. Estos murciélagos tienen comportamiento Unico y grandes
adaptaciones anatoémicas que favorecen sus habitos y tipo de alimentacion. Estan
representados por tres géneros: Desmodus rotundus o vampiro de patas pelonas, es el
mas comun y abundante, con amplia distribucion desde México hasta América del sur
(Greenhall et al., 1983). Este murciélago se alimenta de sangre de mamiferos,
especialmente bovinos, equinos y porcinos y es responsable por ataques eventuales a

humanos (Aguiar, 2007). La especie Diphylla eucadata o vampiro de patas peludas es
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el que posee habitos mas especializados, consumiendo sangre de aves de tamafio
mediano y grande (Greenhall et al., 1984). Otra especie, Diaemus youngi 0 vampiro con
la punta de las alas blanca, es la mas rara y con distribucién restringida. Ataca
preferencialmente aves, pero puede consumir sangre de cabras y ganado (Greenhall y
Schutt Jr., 1996; Peracchi et al., 2006).

El murciélago hematéfago Desmodus rotundus es de tamafio mediano su longitud va de
75 a 93 milimetros; cuando son jovenes el dorso es gris pélido o gris negruzco; cuando
son adultos, su coloracion es café oscuro, café claro o rojizo; el vientre es blanquecino;
el pelo corto, denso y suave; el rostro corto y afilado, con la hoja nasal rudimentaria;
tienen ojos grandes, orejas pequefias y puntiagudas; labio inferior escotado en forma de
“V”; membrana interfemoral con pelo corto y escaso en el dorso; se caracteriza por
presentar el pulgar bien desarrollado con tres cojinetes bien marcados (Greenhall et al.,
1983; Velasco-Villa et al., 2002), asi como locomocién cuadripeda y capacidad para
levantar el vuelo desde el suelo (Ceballos y Oliva, 2005); sus alas son largas y anchas;
no tiene cola; presenta calcaneo corto; los huesos de la extremidades superiores son
fuertes y con bordes y procesos para la fijaciéon de los musculos; caja craneal globosa;
incisivos y caninos superiores grandes y con forma de navaja, tiene cuatro incisivos
inferiores, pequefios y bilobados, y un diastema en la parte media de la mandibula (Fig.
1y 2). El peso promedio de los individuos adultos, inactivos y sin alimento es de 27 a

33 gramos (Romero-Almaraz, et al., 2006).

[T A :
Fig. 2 Desmodus rotundus juvenil,
Hidalgo, México.

Fig. 1 Desmodus rotundus adulto.
Hidalgo, México.
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Distribucién geogréafica

Historicamente se ha sefialado que la distribucion de Desmodus rotundus esta
restringida a las zonas tropicales y célidas de América. Para México esta documentada
desde el Norte de Tamaulipas y Sonora, hasta la frontera sur del pais, y de alli hasta el
norte del territorio argentino y la regién central de Chile (Greenhall et al., 1983; Sanchez-
Hernandez et al., 2002). Sin embargo, el frecuente incremento de la ganaderia y la
alteracion de la vegetacién tropical han favorecido su distribucion, adaptandose a
altitudes y climas que hace algunas décadas eran consideradas como barreras
naturales para su especie (Ceballos et al, 2005). En México se ha reportado en altitudes
gque van desde los 3 msnm, presentes en las costas de Campeche y Yucatan, hasta los
2,420 msnm en la Sierra del Estado de Hidalgo (Jiménez, 2005), llegando hasta los 3680

msnm en paises de América del Sur como Perd (Quintana y Pacheco, 2007).

Este quirdptero ocupa una gran variedad de habitats, como grutas, cuevas, fisuras de
rocas y oquedades de troncos y ramas de arboles, asi como refugios artificiales como
minas, canales de riego, alcantarillas, chimeneas, casas abandonadas, sotanos,
tejados, pozos y drenajes, lo que demuestra que son oportunistas muy adaptables que
aprovechan los cambios ocasionados por el ser humano en los ambientes naturales. El
tamafio de sus colonias varia mucho dependiendo el lugar, tipo, tamafio, caracteristicas
y condiciones del refugio Salmier et al., (2017), estimé un tamafio poblacional que va de
60 a 100 individuos. Se ha observado que Desmodus Rotundus es una especie gregaria
y de poca actividad migratoria (De Thoisy et al., 2016).

Las colonias se componen por lo comun por adultos. En estas colonias los murciélagos
forman grupos compactos, donde interactian con sus congéneres en actividades de
acicalamiento individual y social, durante las cuales se limpian y se lamen entre ellos,
se auxilian en el cuidado de las crias. Los machos adultos compiten y luchan
constantemente para tener acceso a las hembras o a los refugios con hembras. Es
frecuente observar machos adultos con las orejas mutiladas, o con heridas y sangre en

el rostro y antebrazos que indican que hubo una lucha (Romero-Almaraz, et al., 2006).
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Reproduccion

Algunos autores han reportado que la reproduccién de Desmodus rotundus es
poliéstrica asincrénica, es decir, que se reproduce todo el afio con una proporcién sexual
de 1:1 es decir, un macho por cada hembra; y que no presenta incrementos estacionales
de nacimientos, lactancia o prefiez, dado que se han encontrado hembras gestantes,
lactantes e inactivas y machos con testiculos escrotados, abdominales e inguinales en
cualquier periodo del afio (Crespo et al., 1961; Alencar et al., 1994; Arellano-Sota. 2004,
Bernard, 2005; Quintana y Pacheco, 2007). Sin embargo se ha observado que existe un
maximo de reproduccién en la estacion lluviosa o al inicio de ésta (Carrasco-Rueda,
2011).

Tienen un periodo de gestacion de siete meses, con una sola cria por parto (Ceballos,
et al., 2005). En la naturaleza el murciélago hematofago puede llegar a vivir mas de 17
afnos (Romero-Almaraz, et al., 2006).

Comportamiento poblacional y alimentacion

Los primeros conocimientos ecolégicos generados sobre Desmodus rotundus estan
relacionados con su area de forrajeo y el establecimiento de sus colonias. Malaga- Alba
(1954) reporta que estos quirdpteros pueden viajar en busca de alimento de 15 a 20 km
de distancia respecto a su refugio. No obstante se conoce que algunos machos llegan

a viajar hasta 100 km en busca de nuevas colonias y hembras (Lord, 1981).

Los murciélagos hemat6fagos normalmente salen a buscar su alimento en completa
oscuridad, la cual depende de las fases de la luna. La mayor actividad la realizan entre
la media noche y la 1:00 am, pero pueden buscar presas entre las 20:00 y las 4:00
horas, con un total de 7 a 8 horas de actividad diaria. Ademas de la blsqueda de
alimento, los desplazamientos de estos quirdpteros de un area a otra, se deben a la
necesidad que tienen los machos jévenes de formar o integrarse a otras colonias cuando
son rechazados y expulsados por los individuos dominantes que gozan de un estatus

social bien definido en el refugio (Romero-Almaraz, et al., 2006).

Se alimentan de sangre de diferentes vertebrados, en particular ganado vacuno. Cuando
los murciélagos hemat6fagos van a atacar a su presa se acercan cuidadosamente,
caminando sobre sus pulgares y patas traseras, con el cuerpo y la cabeza levantada.

En otras ocasiones aterrizan en el lomo de su presa. Para morder escogen areas muy
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vascularizadas, como el dorso del cuello, el borde de las orejas o la parte lateral, el
borde de las pezufas y la base de la cola. Una vez que el murciélago ha elegido el sito
donde va a morder, lo humedece con su saliva en un radio de 10 a 15 milimetros; luego
recarga la mandibula inferior contra la piel de la presa, de modo que se forma un reborde
pequefio y muerden con los incisivos de manera rapida. La saliva tiene una sustancia
que actla como anestésico. La herida llega hasta la dermis, razon por la cual emana
sangre en abundancia, ademas de que el vampiro la mantiene fresca pues durante la
ingestion de la sangre golpea continuamente la zona de la herida con la lengua e
introduce un anticoagulante, la desmoquinasa, que posee en la saliva. La alimentacion
dura hasta 25 minutos, pero los vampiros lamen la sangre activamente por 13 minutos.
En vida libre el murciélago ingiere de 15-20 ml de sangre por dia, lo cual representa la
mitad de su peso corporal (Romero-Almaraz, et al., 2006). Llegan a formar grupos de
caza de dos a seis individuos, comportamiento que puede reflejar la estructura social
dentro del refugio (Greenhall, 1983).

Por lo general, se alimentan de la misma presa y de la misma herida durante muchas
noches seguidas, inclusive un sélo animal puede ser visitado por varios murciélagos,

durante la misma noche (Perachi et al., 2006; Langoni et al., 2008).

Durante los primeros dias posteriores al nacimiento de las crias, algunos de los
miembros de la colonia alimentan a la madre con sangre que le regurgitan en la boca a
fin de que no descuide a la cria al salir a alimentarse. Otro comportamiento semejante
es de las hembras que actian como nodrizas en el cuidado y lactancia de los individuos

jovenes, cuando la madre se encuentra ausente (Sanchez-Hernandez, et al., 2002).

En la colonia, cuando un individuo no puede asegurarse de su alimentacién diaria, los
otros regurgitan la sangre consumida para alimentarlo, esta conducta es altruista es
necesaria, pues un murciélago no es capaz de sobrevivir mucho tiempo sin alimento y

puede morir después de 48 horas aproximadamente (Quintana y Pacheco, 2007).

El virus de la rabiay su relacién con los murciélagos

El virus de la rabia es un lyssavirus compuesto de genoma de ARN, que tienen una
polimerasa desprovista de un mecanismo de correccion, por lo cual evolucionan mas
rapidamente (Drake, Charlesworth y Crow, 1998). Sus vectores pertenecen a los
ordenes Carnivora y Chiroptera. Badrane y Tordo (2001) realizaron un estudio en donde

compararon los genes que codifican para la glicoproteina de membrana de superficie
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en 36 lyssavirus de carnivoros y 17 de quiropteros. Haciendo una reconstruccion
filogenética, encontraron que se produjo un cambio de huésped en la historia de los
lyssavirus y que estos evolucionaron en los murciélagos mucho antes de la aparicion de
la rabia en los carnivoros terrestres, determinando su aparicion de 888 a 1459 afios
atras (Badrane y Tordo, 2001).

Actualmente, la transmisién del virus de la rabia de murciélagos a mamiferos terrestres
sigue produciéndose, fendmeno que los epidemidlogos llaman spillover o “derrame” y
gue puede dar origen a enfermedades emergentes. Cuando el virus gana suficiente
adecuacién a un nuevo hospedero se presenta el fendmeno “host switching” (cambio de
huésped) (Badrane y Tordo, 2001; Kuzmin et al., 2009). Los host switching del virus de
la rabia de murciélagos a carnivoros terrestres son importantes para comprender la
evolucién y emergencia de esta enfermedad, las implicaciones en la Salud Publica,

particularmente en areas donde la rabia terrestre ha sido eliminada (Kuzmin, 2009).

En América Latina y en particular en México, la incidencia de casos de rabia en animales
domésticos principalmente en perros y gatos se encuentra en vias de eliminacién (OMS,
2020). No obstante, la rabia transmitida por el murciélago hematéfago Desmodus
rotundus a bovinos y especies ganaderas ha tenido un incremento importante y esto es
debido a las alteraciones en el medio ambiente natural influenciadas por el cambio
climético y la actividad humana, generando desequilibrios ambientales que impactan en
la ecologia de este quirdptero influenciando su movimiento desde areas naturales hacia
ambientes rurales y urbanos, donde existen asentamientos humanos y presencia de
animales domésticos (Constantine, 2003), incrementando la posibilidad de contacto

entre el hombre, los animales domeésticos y los animales silvestres (Shi, 2010).

La patogenia del virus de la rabia en murciélagos es poco conocida, se sabe que estos
animales cuando estan infectados, pueden albergar el virus por periodos mayores que
otras especies en su saliva y permanecer infectantes antes de presentar signos clinicos,
se estima que la probabilidad de que un murciélago hematéfago desarrolle la infeccion
letal es del 10%. Son considerados murciélagos sospechosos de estar infectados con
el virus rébico, aquellos que sean encontrados durante el dia en lugares no habituales
y con dificultad de vuelo o signos neuroldégicos. Todo animal sospechoso debe ser
enviado al laboratorio para diagndstico e identificacion. En el caso de Desmodus
rotundus los principales signos que se presentan son: habito de comer durante el dia,
hiperexcitabilidad, agresividad, falta de coordinacion, espasmos musculares, paralisis y

muerte (Blackwood et. al, 2013).
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Aspectos moleculares del virus de la rabia

El virus de la rabia pertenece al orden de los Mononegavirales, dentro de este orden se
agrupa en la familia Rhabdoviridae, y es del género Lyssavirus, por microscopia
electronica se define su forma como bala, mide 100-300 nm de longitud por 75 nm de
diametro aproximadamente, tiene una envoltura exterior de 8 nm con espiculas de 5 nm
gue engloban a una ribonucleocapside central de aspecto denso y estructura helicoidal
(Tordo y Poch, 1988).

El virus de la rabia tiene 12,000 ribonucleétidos. Esta compuesto bioquimicamente por
74% de proteinas, 20% de lipidos, 3% de carbohidratos y 3%, RNA (Albertini, Ruigrok,
Blondel, 2011). El genoma del virus esta compuesto de ARN helicoidal, de una sola
cadena de polaridad negativa, con polimerasa (nucleoproteina) dependiente de ARN y
se transcribe en el orden 3’'N-P-M-G-L-5" en un ARN corto y en cinco ARN mensajeros
que codifican sucesivamente para 5 proteinas estructurales: una glicoproteina
superficial (G), una proteina de la membrana interna o matriz (M), tres proteinas
nucleares, ribonucleoproteina (RNP), nucleoproteina (N) y fosfoproteina (P) y una ARN-
polimerasa dependiente de ARN (L). Las cinco proteinas son producidas a partir de ARN
mensajeros monocistronicos transcritos de los correspondientes genes estructurales
(Fig. 3) (Albertini, Ruigrok, Blondel, 2011).

1424 nt 991nt 805nt  1675nt 6475nt Ly, TIS

3’ P G # = %’5’ VRNA(-) JTTP
L1 L 1 L 1

Glycoprotein (G)

505aa \ Lipid membrane
Phosphoprotein (P)

297 aa

(~) Viral RNA
12kb

Matrix protein (M)

RNA-dependent 202aa

RNA-polymerase (L) Nucleoprotein (N)
2130aa 450 aa

Fig. 3 Organizacion del virus de la rabia y sus proteinas: N nucleoproteina, P fosfoproteina, M proteina
matriz, G glicoproteina y L una ARN-polimerasa dependiente de ARN.

Fuente: Adaptado de Albertini, Ruigrok, Blondel (2011).
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Las proteinas N, M y L son similares en estructura y longitud en todos los lyssavirus,

mientras que la longitud en las proteinas P y G son variables (Marston et al., 2007).

La proteina N encapsula y protege de la degradacion al genoma del virus formando una
nucleocéapside (o ribonucleoproteina), resistente a las enzimas RNAsas, que sirve de
molde tanto para la replicacibn como para la transcripcion. La ribonucleoproteina (N),
antes de asociarse al ARN, se asocia a la fosfoproteina (P) la cual la mantiene en una
forma soluble. La fosfoproteina (P), junto con la polimerasa (L), constituyen los
componentes de las actividades de la polimerasa dependiente, la cual consiste en la
transcripcion y la replicacion. Estas dos actividades se desarrollan por distintos
complejos de la polimerasa, el complejo L-(P)3, en la actividad transcriptasa, o0 N-P-L en
la replicasa. Los complejos de la transcriptasa y la replicasa también se asocian con
proteinas celulares, que son necesarias para la actividad. El ensamblaje de la
polimerasa viral dentro de los viriones es esencial, ya que el genoma viral, que es ARN
negativo, no puede ser usado como ARNm, y las células huésped no tienen las enzimas

apropiadas para catalizar la transcripcién (Albertini, Ruigrok, Blondel, 2011).

La proteina de la Matriz (M) es la proteina mas pequefa actuando como puente de union
entre la parte de las espiculas de la glicoproteina (G) que atraviesan la membranay la
nucleocapside. Entre las funciones de la proteina M se encuentran la participacion en el
ensamblaje del virus y en su salida de la célula, asi como la regulacién a la baja de la
transcripcion. Por dltimo, la proteina L dirige la transcripcion y replicacion del ARN virico.
La tasa de mutacion de los genomas de los virus ARN es entre mil y un millon de veces
mayor que la de los genomas de los virus ADN, hecho debido en gran medida a que las
polimerasas de ARN carecen de los mecanismos intrinsecos de “correccion de pruebas”
gue poseen las polimerasas de ADN. No obstante, y a pesar del gran potencial de
mutacion aleatoria, los aislados de virus de la rabia presentan en general altos niveles
de conservacion, lo cual indica la existencia de fuertes presiones selectivas (Albertini,
Ruigrok, Blondel, 2011).

La proteina G es una glicoproteina tipo |, con un domino extracelular de gran tamafio
que forma las espiculas triméricas que sobresalen de la membrana y juegan un papel
imprescindible en la patogenia, ya que es responsable de la union del virus en las células
huésped y también colabora en el ensamblaje de los viriones; un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico. Junto con la proteina M, esta implicada en

la formacion de la envoltura virica y en la produccién de viriones. La proteina G es
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también una diana de los linfocitos T y de los anticuerpos neutralizantes del virus
(Albertini, Ruigrok, Blondel, 2011).

Ciclo del virus de la Rabia

El ciclo viral se lleva a cabo en el citoplasma de la célula huésped. Lo primero que
sucede es la adsorcion, proceso por el cual inicia la infeccidén a través de la interaccion
del virus y de los receptores de la superficie celular tales como, el receptor nicotinico
para la acetilcolina (nAChR), el receptor para neurotropina p75 o moléculas de adhesion
de células neuronales (NCAM). Posteriormente se origina la penetracién, en donde el
virus ingresa a la célula a través de la via endocitica. EI ambiente acido del endosoma
induce un cambio en la conformacién de la glicoproteina (G) que media la fusién de la
envoltura viral con la membrana celular y da como resultado la liberacion al citoplasma
de la ribonucleoproteina (RNP) a este proceso se le conoce como desnudamiento.
Antes de iniciar la replicacion del RNA viral ocurre la transcripcion del genoma. La
glicoproteina (G) se sintetiza sobre los ribosomas adosados al reticulo endoplasmico,
luego es transportada hacia el aparato de Golgi donde es modificada. La glicoproteina
madura es transportada por vesiculas hacia la membrana plasmatica de la célula
huésped, con la que se fusiona. Por otro lado, se sintetizan las proteinas de la matriz
(M) y de la nucleocapside (N), se ensamblan y se asocian con la membrana plasmatica
gue contiene las glicoproteinas transmembranales. Finalmente, la membrana

plasmética se pliega alrededor de la nucleocapside y los viriones son liberados por

gemacion (Fig. 4).
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Fig. 4 Ciclo del virus de la rabia. Se pueden observar varias fases: unién al receptor, endocitosis seguida
de fusion de membrana y liberacion de nucleocapsides, luego transcripcion, replicacion y finalmente
ensamblaje de virus y progenie de gemacion virion.

Fuente: Adaptado de Albertini, Ruigrok, Blondel (2011).

28



Actualmente se ha demostrado que la transcripcidn y la replicacion del virus de la rabia
tienen lugar dentro de los corpusculos de Negri, que son cuerpos de inclusién formados
durante la infeccion viral (Albertini, Ruigrok, Blondel, 2011).

Patogenia del virus de la rabia

La severidad, localizacién y cantidad de mordeduras influye en la transmision del virus
de la rabia, habiéndose asociado las mordeduras en la cabeza o en el cuello con los
periodos de incubacion mas cortos y las tasas de mortalidad més altas (Rupprecht et al,
2002). El éxito de la transmision depende de la cantidad de virus inoculado, la ruta de
administracion y la susceptibilidad del hospedador (Nel y Markotter, 2007).

Los mecanismos de patogenicidad del virus de la rabia son el neurotropismo, la
neuroinvasividad y el deterioro de las funciones neuronales (Dietzschold et al, 2005).
Una vez inoculado el virus, se une a los receptores celulares, posteriormente infecta las
neuronas a través de las placas motoras o fibras sensoriales y se propaga hasta
alcanzar el sistema nervioso central (SNC), donde comenzard su rapida replicacién. Es
entonces cuando comienzan los efectos patoldgicos y se manifiestan los signos clinicos.
Posteriormente, el virus es transportado desde el SNC a través de los nervios
periféricos, hacia multiples localizaciones, entre las que se destacan a las glandulas
salivales por su importancia en la transmisién. Con la diseminacion del virus a través de
la saliva se completaria su ciclo de infeccion. El periodo de incubacion varia entre 25y
150 dias, periodo en que los animales infectados desarrollan e intensifican sintomas
como temblores musculares, salivacion excesiva y espasmos causadas por las
alteraciones en el SNC, que puede desencadenar la pardlisis final del sistema

respiratorio y la muerte (Turmelle, Jackson, Green, McCracken, Rupprecht, 2010).

Clasificacion y aspectos epidemioldgicos del virus de larabia

El género Lyssavirus estd conformado por varias especies, entre los criterios usados
para efectuar dicha subdivision se consideran los siguientes: la distancia genética, el
perfil antigénico, la distribucion geografica y el espectro de hospederos. Todos los
miembros de este grupo causan encefalitis fatales en humanos y en una amplia variedad
de mamiferos, siendo imposible hacer una diferenciacion clinica entre ellas (Wunner,
2007).

El género lyssavirus se clasifica en siete genotipos (Tabla 2). El genotipo 1 corresponde

al virus de la rabia clasica que incluye a las cepas de referencia de laboratorio, a las
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cepas vacunales, asi como a los virus aislados de animales rabiosos silvestres o

domésticos a través de todo el mundo (ICTV, 2019).

Tabla 2. Clasificacion y distribucion de los lyssavirus

Nombre
Lyssavirus
Rabia clasica

Lagos-bat-virus

Mokola-virus

Duvenhage virus

European  bat
lyssavirus

European  bat
lyssavirus

Australian
lyssavirus

Aravan virus
Khujand virus
Bokeloh
lyssavirus

Gannoruwa
lyssavirus

Irkut lyssavirus

bat

bat

bat

Khujand lyssavirus

Ilkoma lyssavirus

Lleida bat lyssavirus

Shimoni bat
lyssavirus

Taiwan bat
lyssavirus

West  Causcasian
bat virus

Genotipo
1

Virus Abbrev.

RABV

LBV

MOKV

Obodhiang (OBD)

Kotonkan (KOT)

DUVV

EBLV-1

EBLV-2

ABLV

IKOV

LLEBV

SHIBV

TWBLV

WCBV

Distribucién geogréafica
Cosmopolita; excepto en Australia,
Gran Bretafia, Inglaterra, Irlanda,
Nueva Zelanda, Japén, Antartida,
Escandinavia, Hawai.

Nigeria, Senegal, Zimbabwe, Rep.
Centroafricana, Sudafrica.

Nigeria, Camerun, Zimbabwe,
Republica Centroafricana.

Sudan

Nigeria

Sudafrica, Zimbabwe.

Francia, Polonia,

Alemania

Francia,
Alemania.

Esparia,

Australia

Asia central
Este de Siberia
Alemania

Sri Lanka

Tajikistan

Tanzania

Lleida, Espafia

Kenya

Taiwan

Regién Caucésica

Dinamarca,

Dinamarca,

Reservorios
Carnivoros (todo el mundo)
Murciélagos (América)

Murciélagos frugivoros
(Megachiroptera)

Gatos, perros, musarafas,
roedores.

Equinos, bovinos y mosquitos
Mansonia uniformis

Mosquitos del
Culicoides spp.

género

Murciélagos insectivoros.

Murciélagos insectivoros:
Eptesicus y Pipistrellus.
Murciélagos insectivoros
Myotis sp.

Murciélagos Pteropus spp. y
Saccolaimus flaviventris.

Murciélagos insectivoros
Murciélagos insectivoros
Myotis nattereri

Indian
medius)

flying fox (pteropus

Myotis mystacinus

Civeta africana

Murciélago insectivoro
(Miniopterus schreibersii)

Murciélago de nariz de hoja de
Commerson

Murciélagos insectivoros

Fuente: Adaptada y/o modificada de International Committee on Taxonomy of Viruses (2019). Genus: Lyssavirus. Berlin,
Germany.: Microbiology society. Recuperada de https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-
rna-viruses/mononegavirales/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus

El genotipo | estd ampliamente distribuido en el mundo y es de mayor importancia

epidemioldgica ya que se ha demostrado que existen varios reservorios para este

genotipo, cuyas variantes (AgV) permanecen en la naturaleza en ciclos independientes
(Wilkerson, 1995).

Todos los mamiferos son susceptibles al virus de la rabia y se pueden dividir en dos

categorias: la primera corresponde a los reservorios o animales que mantienen el virus

y lo diseminan de manera eficaz, estos animales son principalmente del orden Carnivora
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como perros, zorros, zorrillos, mapaches, lobos, coyotes, entre otros y del orden
Chiroptera al que pertenecen los murciélagos. La segunda corresponde a los animales
gue si bien pueden padecer la enfermedad, no la diseminan de manera tan eficaz como
lo hacen los reservorios, estos animales son en su mayoria herbivoros como bovinos,
equinos, ovinos, caprinos, entre otros y el hombre, especies consideradas como
huéspedes accidentales, o fondos de saco epidemiolégico, pues una vez que el virus
llega a ellos resulta méas dificil que se propague a otros animales susceptibles
(Wilkerson, 1995).

El virus de la rabia es mantenido en dos ciclos epidemiologicos, cada uno con diferentes
reservorios: el ciclo urbano donde existe participacién, principalmente, de perros, gatos
y otros animales que viven en contacto directo con el hombre y el ciclo silvestre que se
concentra principalmente en reservorios terrestres (zorros, zorrillos, mapaches, entre
otros) y un reservorio aéreo (los murciélagos) (Blackwood et al., 2013; Barcenas-Reyes
et al., 2015). También en el ciclo urbano puede existir relacién con el ciclo silvestre, ya
gque ha sido posible el aislamiento de variantes del virus correspondientes a animales
silvestres en el ser humano y animales domésticos infectados (Kotait et al., 2007; Paez
Nufiez, Garcia, Boshell, 2003; Guarino, et al., 2013; CENAPRECE, 2020).

Algunos autores mencionan el ciclo rural, que involucra la participacion de animales
silvestres, especialmente el ciclo aéreo en donde el murciélago hematofago Desmodus
rotundus transmite el virus de la rabia a los bovinos y especies ganaderas (Barcenas, et
al., 2015). Este ciclo presenta un gran impacto econémico y de Salud Publica (Acha y
Malaga-Alba, 1988; Hanlon et al., 2007; OIE, 2020).

En México se han aislado 9 de las 11 variantes del genotipo 1, estas variantes son:
AgV1 la cual corresponde al perro (Canis lupus familiaris), AgV3, AgV5 y AgV11 propias
del murciélago hematéfago (Desmodus rotundus), AgV4 y AgV9 del murciélago
insectivoro (Tadarida brasilensis), AgV7 del zorro de Arizona, AgV8 y AgV10 de zorrillo
(Diaz et al., 1994).

Ko-Villa et al. (2006) usando un panel de ocho anticuerpos monoclonales desarrollados
para la caracterizacion del virus de la rabia de muchas partes de América Latina,
identificaron una cantidad de antigenos variantes (Ag) que circulan en México. Estos
son AgV3 y AgV1l (murciélago hematofago). La variante antigénica AgV3 y AgV1l
mostraron una superposicion en la distribucion a lo largo de la costa este de México. La

variante AgV11l tiene una distribucion continua sobre las regiones tropicales y
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subtropicales a lo largo del Golfo de México, asi como también en los estados de
Chiapas y Oaxaca dentro de las llanuras del Istmo de Tehuantepec, mientras que la
variante AgV3 se encontr0 desde Tamaulipas hasta Yucatdn en toda la region
adyacente al Golfo de México y el Caribe Mexicano (Velasco-Villa, et al., 2006).

Diagnostico del virus de la rabia

La rabia es una importante zoonosis para la cual las técnicas de diagndstico se han
tenido que estandarizar internacionalmente (OIE, 2020). En México, el Programa
Nacional de Zoonosis del Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE), la Direccién General de Epidemiologia (DGE) vy el
Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel Martinez Baez”
(InDRE) mantienen la vigilancia epidemiolédgica de la rabia a través de la implementacion
de diferentes estrategias, las mas utilizadas son: la técnica de Inmunofluorescencia
Directa (IFD), la caracterizacion antigénica, la prueba biol6gica, el aislamiento viral en
cultivo celular, la RT-PCR y secuenciamiento nucleotidico (Meslin, Kaplan y Koprowsky,
1996).

Técnica de Inmunofluorescencia directa

La inmunofluorescencia directa (IFD) es la técnica de oro utilizada para el diagnéstico
del virus de la rabia en todo el pais. Su principio se basa en la deteccién por medio de
inmunofluorescencia directa epitopos de la proteina N del virus de la rabia a través de
interacciones inmunoenzimaticas mediante la mezcla de anticuerpos monoclonales y la
fluoresceina. La identificacion del agente se realiza en una impronta de tejido del
sistema nervioso central (SNC), incluyendo asta de Amon, el cerebelo y la médula

oblonga (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Caracterizacion antigénica

Mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales (AcMo) dirigidos contra diferentes
epitopos de la proteina N del virus de la rabia y un anticuerpo (anti IgG) de raton
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) se determina el reservorio
responsable de la transmision de la enfermedad. Los AcMo son moléculas producidas
por hibridos producto de la fusién de un mielomay un esplenocito hiperinmune. Cuando
estos AcMo se emplearon para analizar su reactividad contra los virus aislados de

diferentes reservorios, se encontrd que algunos reconocian todas las cepas virales, pero
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otros poseian una reactividad especifica para un solo tipo de reservorio. De esta manera
al utilizar un grupo o panel de anticuerpos se pueden determinar patrones antigénicos,
los cuales son especificos dependiendo de la especie animal (reservorio) de la cual se
ha aislado el virus. Esto se pudo determinar gracias al estudio de un gran nimero de
cepas virales, aisladas de diferentes especies de animales en todo el continente
Americano. Esta técnica se utiliza exclusivamente para investigaciones
epidemioldgicas, actualmente se usa para confirmar la fuente de infeccion en cualquier

caso de rabia (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Extraccion y purificacion del RNA

Se lleva a cabo mediante la utilizacion de agentes caotrdpicos que permiten la
eliminacion de material organico, asi como también de las diferentes capsides que
conforman al virus de la rabia, dejando libre al RNA el cual puede ser solubilizado en
agua grado PCR, quedando listo para su posterior utilizacion en las diferentes técnicas
de biologia molecular (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Técnica de Retro-transcripcién de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR)

Es una variante de PCR que nos permite amplificar un fragmento de la proteina N del
virus de la rabia y se lleva a cabo en dos etapas. En la primera etapa ocurre la
transcripcion inversa utilizando la enzima transcriptasa reversa con el fin de obtener
cADN complementario (CADN), el cual es utilizado para llevar a cabo la siguiente etapa.
La segunda etapa se lleva a cabo con la enzima Taq polimerasa para obtener DNA de
doble cadena y consta de tres ciclos:

a) Desnaturalizacion: en la cual la muestra se somete a una temperatura de ebullicion

de 94°C, es aqui donde la doble cadena de DNA se separa.

b) Alineacién: donde al bajar la temperatura a 55°C se incorporan los iniciadores y se

alinean a los extremos 5y 3"terminal del fragmento que se desea amplificar.

c) Extension: se lleva a cabo a 72°C, temperatura optima en la que la Taq polimerasa
junto con el cofactor catibnico MgCI2 incorpora los desoxinucle6tidos
(dTTP,dGTP,dATP,dCTP) para formar la nueva cadena (Meslin, Kaplan y Koprowsky,
1996).
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Prevencion y control de la rabia transmitida por el murciélago hemat6fago en
México

En México la prevencién y el control de la rabia transmitida por el murciélago
hemat6fago Desmodus rotundus se realiza bajo el seguimiento de la Norma Oficial
Mexicana NOM-067-Z0O0-2017, Campafa Nacional para la prevencion y control de la
rabia en bovinos y especies ganaderas. Las vertientes estratégicas de esta campafia se
basan en el diagnostico de la enfermedad, la capacitacion del personal operativo y de
los productores, la vacunacion antirrdbica del ganado y el control de las poblaciones del
murciélago hematofago (SAGARPA, 2014).

La vacunacién antirrdbica en bovinos y especies ganaderas, es obligatoria en areas
endémicas del territorio mexicano. En aquellos lugares donde se presentan casos
clinicos de la enfermedad confirmados por laboratorio, se realizan acciones de manera
focal y perifocal en un radio minimo de 10 kilometros del foco inicial. El esquema de
vacunacion antirrdbica en el ganado mayor de un afio de edad se realiza de manera
anual y en el ganado menor de un afo, se le pone la primera vacuna al primer mes edad
con los siguientes refuerzos a los tres y a los seis meses respectivamente. Ademas se
realiza el control de las poblaciones del murciélago hematéfago (Desmodus rotundus),
mediante el disefio de estrategias y un programa de acciones, considerando e indicando
la dimension del area, las barreras naturales, la poblacidén bovina y especies ganaderas,
la incidencia de mordeduras. Una vez que se realiza la identificacion taxonémica de los
murciélagos hematédfagos capturados, en corral o refugio por personal capacitado, se
realiza el tratamiento topico con pomada vampiricida a base de anticoagulantes orales
(SAGARPA, 2014).

Laregion Otomi-Tepehua

La region Otomi-Tepehua se encuentra localizada geograficamente al oriente del
Estado de Hidalgo, situada entre los meridianos 20° 28’ latitud norte y 98° 21’ longitud
oeste. Se encuentra integrada por seis municipios: Acaxochitlan, Agua Blanca de
lturbide, Huehuetla, Metepec, San Bartolo Tutotepec y Tenango de Doria.

Cabe desatacar a los municipios de Tenango de Doria, San Bartolo Tutotepec y
Huehuetla por su relevancia en este trabajo. Estos municipios se encuentran ubicados
a una altura sobre el nivel del mar (msnm) que va de los 100 a los 2,800 msnm
respectivamente (INEGI, 2009).
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En cuanto a su poblacién el 33% pertenece a grupos indigenas, entre los que destacan
otomies y tepehuas. Méas del 80% de la poblacion vive en condiciones de alta a muy alta
marginaciéon con déficits de infraestructura, agua potable, drenaje, electrificacion, vias
de comunicacion, educacion y salud. Aproximadamente el 80% de la poblacion se
dedica a actividades primarias por lo que su economia es fundamentalmente

agropecuaria (Vargas, 2011).

Tenango de Doria

El municipio se encuentra ubicado entre los paralelos 20° 15" y 20° 25" de latitud norte;
los meridianos 98° 05" y 98° 20"de longitud oeste; tiene una altitud que va de los 700 a
los 2,800 msnm. Colinda al norte con los municipios de San Bartolo Tutotepec y
Huehuetla; cuenta con 57 localidades y una poblacion total de 18,766 habitantes (INEGI,
2015). Se localiza dentro de la Sierra Madre Oriental, formado por sierra en un 70% y
localizado también en el eje neovolcanico, conformado por lomerios y constituido por
pendientes mayores al 15%. De las principales elevaciones presentes en el municipio,
se encuentran los cerros del Estribo, Brujo, Debosda, el Crio, Macho y la Cuchila todos
ellos por encima de los 1000 msnm (INEGI, 2009).

Presenta una diversidad de climas como templado himedo con lluvias todo el afio en
un 47%, templado humedo con abundantes lluvias en verano en un 31%, semicalido
hamedo con lluvias todo el afio en un 13% y semifrio himedo con abundantes lluvias
en verano en un 9%. La temperatura se mantiene en un rango que va 10- 20°C, con una

precipitacién pluvial de 100- 2,600 milimetros anuales (INEGI, 2009).

San Bartolo Tutotepec

El municipio se encuentra ubicado entre los paralelos 20° 19" y 20° 37 de latitud norte;
los meridianos 98° 02" y 98° 21 de longitud oeste; tiene una altitud que va de los 300 a
los 2,600 msnm. Colinda al norte con el estado de Veracruz y el municipio de Huehuetla;
al este con el municipio de Huehuetla; al sur con los municipios de Huehuetla, Tenango
de Doria. Cuenta con 140 localidades y una poblacion total de 17, 837 habitantes
(INEGI, 2009). EI municipio de San Bartolo Tutotepec tiene una superficie abrupta, ya
gue esta en la Sierra Madre Oriental, ademas de acantilados, grutas, mesetas y una
planicie de valles (INEGI, 2009).

Presenta diferentes climas que va de semicalido himedo con lluvias todo el afio en un
60%, templado humedo con lluvias todo el afio en un 32%, templado humedo con

abundantes lluvias en un 7% y semifrio hiimedo con abundantes lluvias en verano en
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1%. Tiene un rango en la temperatura que va de los 10°C a los 24°C; su precipitacion
pluvial va de 100-2,600 milimetros anuales con un periodo de lluvias de junio a octubre.
En el municipio se encuentran los rios: Beltran, Borbollon, rio Xuchitlan, Pactepec y
Tenango (INEGI, 2009).

Huehuetla

El municipio de Huehuetla esté ubicado en el corazén de la Sierra Hidalguense entre los
paralelos 20° 23y 20° 41 de latitud norte, los meridianos 97° 59y 98° 11°de longitud
oeste, altitud entre 100 y 1,700 msnm, forma parte de Sierra Madre Oriental, que
comprende la franja desde la Sierra de Puebla y forma parte de la Sierra de Tenango.
Huehuetla estd encumbrado en una cafiada donde se observan formaciones rocosas y
abundante vegetacion, con grandes extensiones montafiosas. Dentro del relieve de
mayor altura estan los cerros de Nanjuai y Ocotal con una altura de 1600 msnm, el cerro
de Chamisal de 1330 msnm, el cerro de Chapingo y el de La luna de 1100 msnm. A
medida que se avanza hacia San Lorenzo Achiotepec va disminuyendo la altura, asi
tenemos que la Esperanza 2 y Juntas Chicas alcanzan una altura de 300 msnm. Cuenta
con 71 localidades y una poblacion total de 22, 927 habitantes (INEGI, 2009).

La variacion climética del municipio va de semicélido humedo con lluvias todo el afio en
un 78%, calido humedo con lluvias todo el afio en un 19 % y templado humedo con
lluvias todo el afio en un 3%. Se registra un rango en la temperatura que va de 16-26°C
con una precipitacion pluvial que va de 1,900-2,600 milimetros (INEGI, 2009).

Los principales rios que cruzan al municipio son cuatro: rio Chiflén, que sirve de limite
entre el estado de Veracruz y el municipio, el rio Pantepec que pasa por la cabecera
municipal, el rio Blanco que sirve de limite entre el municipio y el estado de Puebla y el

rio Beltran, que pasa por la localidad que lleva el mismo nombre (INEGI, 2009).
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JUSTIFICACION

Pese a los adelantos logrados en cuanto al método cientifico y herramientas de control,
la rabia sigue constituyendo una amenaza latente para las poblaciones humanas y
animales. Actualmente México se encuentra libre de rabia humana transmitida por
caninos domésticos (OPS, 2020), sin embargo en los ultimos afios la rabia humana
transmitida por el murciélago hemat6éfago Desmodus rotundus ha cobrado mayor
importancia epidemiolégica (OMS, 2020).

De acuerdo con el Centro Nacional de Programas Preventivos del 2010 al 2016 se
registraron 10 casos de rabia humana en el pais transmitida por animales silvestres, de
los cuales 9 casos fueron por Desmodus rotundus (CENAPRECE, 2020). Asi mismo el
Sistema de Sanidad, Calidad e Inocuidad Agroalimentaria registré de Enero a Diciembre
del 2019, 309 casos de rabia transmitida por Desmodus rotundus a bovinos y especies
ganaderas (SENASICA, 2020), representando un serio problema de impacto en la salud
publica, ya que estos casos pueden generar contactos entre los animales domeésticos
infectados y las personas. Cabe mencionar que en el 2009 se registré un caso de rabia
humana por transmision secundaria al manipular el hocico y tener contacto directo con

la saliva de un bovino infectado por este reservorio (CENAPRECE, 2020).

Los estudios de epidemiologia molecular son herramientas Utiles para la vigilancia
epidemioldgica de enfermedades virales, ya que se pueden estudiar los patrones de
comportamiento del virus dentro de la region asi como la identificacion de sus
reservorios y con ello evaluar el impacto de los programas de prevencion y control de la
enfermedad. La organizacién de campafias para la prevencion y control de la rabia
requiere de la correcta identificacion del virus que circula en la region y de las especies
involucradas asi como de los movimientos interespecificos e intraespecificos del virus
para determinar las medidas sanitarias apropiadas para su control (Aréchiga-Ceballos,
2010).

El presente trabajo pretende determinar la epidemiologia molecular del virus de la rabia
en murciélagos hematéfagos de zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua, Hidalgo,
donde se han identificado nichos con la presencia del murciélago hematéfago, se ha
notificado agresion (mordeduras) en bovinos y especies ganaderas y existe una
inquietud social que demanda el control de la poblacién de este reservorio en la region.
Hasta la fecha no existen estudios sobre epidemiologia molecular del virus de la rabia

en murciélagos hematofagos (Desmodus rotundus) de esta regién, por lo que resulta
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relevante el presente estudio a fin de realizar una actualizacion de la distribuciéon
geografica de la enfermedad, para predecir reas potenciales en riesgo de infeccion
humana, asi como continuar en coordinacion con el personal de salud animal, buscando
introducir estrategias que permitan limitar la propagacion del virus de la rabia entre los
animales silvestres y los animales domésticos, salvaguardando asi la salud de la
poblacion ya que se han detectado casos de rabia humana transmitida de manera
directa por el murciélago hematéfago (Desmodus rotundus) y casos de transmision
secundaria a través de la manipulacion y contacto directo con animales domésticos

infectados por este reservorio.

HIPOTESIS
La prevalencia del virus de la rabia es mayor en murciélagos hematéfagos (Desmodus

rotundus) machos juveniles, comparada con el grupo de los machos adultos y de las
hembras juveniles y adultas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la epidemiologia molecular del virus rabico en murciélagos hematofagos

(Desmodus rotundus) de zonas endémicas en la region Otomi-Tepehua, Hidalgo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Describir la prevalencia del virus de la rabia en Desmodus rotundus por sexo y
edad relativa.

= Determinar la asociacion del sexo y la edad relativa con la positividad al virus
de la rabia.

= Realizar un modelo de regresion logistica para establecer la relacion
estadistica que existe entre la VD y las VI.
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MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos

Antes de comenzar con la realizacibn de este trabajo de investigacion, se requirid
cumplir con un esquema de vacunacién antirrabica pre-exposicién completo de acuerdo
con la NOM-011-SSA2-2011 Para la prevencién y control de rabia, el cual fue
proporcionado por la Secretaria de Salud en el municipio de Tulancingo perteneciente
al Estado de Hidalgo. Posteriormente se realizd un prueba serolégica de titulaciéon de
anticuerpos en el Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE) “Doctor
Manuel Martinez Baez”, obteniendo un resultado de 1.5 Ul/ml (valores = de 0.5 Ul/ml de

acuerdo con la OMS).

La recoleccion de los murciélagos hematéfagos del género Desmodus rotundus se
realizd con la supervisién, equipo, coordinacién y el acompafamiento del personal
capacitado que labora dentro la Campafia Nacional para la Prevencién y Control de la
Rabia en bovinos y especies ganaderas (NOM-067-ZO0-2007) del Comité Estatal de
Fomento y Proteccion Pecuaria del Estado de Hidalgo (C.E.F.P.P.E.H). Los murciélagos
fueron sacrificados de forma humanitaria de acuerdo con la NOM-033-SAG/Z00-2014,

Métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres.

Todas las técnicas para el diagnostico del virus de la rabia utilizadas para este trabajo
de investigacion, se llevaron de acuerdo con los estandares de procedimientos de
bioseguridad del reglamento de la Ley general de salud en materia de investigaciéon para
la salud en su titulo cuarto de la Bioseguridad de las Investigaciones, Capitulo | De la
Investigacibn con Microorganismos Patégenos o Material Bioldgico que pueda
contenerlos en su art 78 y 79 grupo de riesgo Il (riesgo individual elevado, riesgo
poblacional bajo), art 81 y 83, asi como el seguimiento de las recomendaciones emitidas
por el manual de bioseguridad en el laboratorio de la Organizacién Mundial de la Salud,
atendiendo el nivel Il de bioseguridad, laboratorio para diagnéstico e investigacion, con
buenas practicas de laboratorio, equipo de proteccion personal y sefiales de riesgo
biol6gico, uso de gabinete de bioseguridad clase Il tipo A/B2 para diagndstico (Ginebra,
2005).
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Material biolégico

Para la realizacion y validacién de este trabajo de investigacion se utilizé un control
positivo al virus de la rabia a partir de una muestra de encéfalo de bovino determinado
por la técnica de inmunoflorescencia directa (IFD) con niumero de identificacién 78, el
cual fue validado por el INDRE y donado por el Laboratorio Estatal de Salud Publica de
Tamaulipas (LESPT).

Determinacion del tamario de la muestra

Se realizé un estudio epidemiolégico descriptivo, de corte transversal y analitico. Se
llevé a cabo un muestreo no probabilistico por conveniencia. El tamafio de la muestra
se determin6 de acuerdo con Salmier et al., (2017) partiendo de 100 individuos como
poblacion total (N) obteniendo una n= 80 especimenes con un nivel de confianza del
95% (0=0.05 y Z=1.96).

N 100
D) N = os2aoo-1n

1+—3 y I+ 196)2 (0.25)

n= = 80

Criterios de inclusién: Murciélagos hematofagos del género Desmodus rotundus
machos y hembras, cualquier edad que se capturen en el area de estudio.

Criterios de exclusion: Murciélagos de otro género.

Criterios de eliminacion: Murciélagos del género Desmodus rotundus sexo hembra y

macho cualquier edad que no se les pueda extraer tejido encefalico.

Captura de murciélagos

El periodo de recoleccion se realiz6 del 05 de abril del 2019 al 30 de enero del 2020 en
potreros y refugios situados en algunas localidades de los municipios de Tenango de
Doria, San Bartolo Tutotepec y Huehuetla pertenecientes al Estado de Hidalgo, lugares
que se georreferenciaron a través de un equipo satelital eTrex® 20 y se registraron en
una base de datos. Por medio de un muestreo por conveniencia, se seleccionaron 3
cuevas habitadas por el murciélago hematéfago Desmodus rotundus y 8 potreros donde
se notific6 y se observo la presencia de agresién (mordeduras en dorso, cuello,
extremidades, entre otras) por este reservorio en el ganado. Se programaron los dias
de captura con base en el calendario lunar, tomando los dias de mayor oscuridad como

optimos para la realizacion de la colecta; se colocaron redes de niebla de 3, 6 y 12
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metros alrededor de los potreros, las cuales se revisaron cada 20 minutos a partir de las
horas con menos luz para recoger a los especimenes una vez clasificados
taxon6micamente conforme a las claves establecidas por el personal capacitado del
C.E.F.P.P.E.H (Fig.5). En las cuevas, la captura se realiz6 en el dia (Fig. 6).

Fig. 6. Potrero "La periquera”, Huehuetla, Hgo. Fig. 5 Cueva "Zopilote", San Bartolo
Tutotepec, Hgo.

En total se realizaron 11 capturas dentro de la region, colectando un total de 80
especimenes en todo el periodo, los cuales se trasladaron al laboratorio de patologia
del Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. En donde se realiz6
el sacrificio, necropsia y toma de muestras de encéfalo. Asi mismo, las muestras se
clasificaron y registraron en una base de datos de acuerdo a su sexo (macho y hembra),

edad relativa (juvenil y adulto) y ubicacién geografica.

Determinacion del sexo y de la edad relativa de los murciélagos hemat6fagos
(Desmodus rotundus)

El sexo de los especimenes se determin6 mediante la observacion directa de sus
aparatos reproductores, en el caso de las hembras se observé vulva y en los machos
testiculos y pene. Los murciélagos juveniles se distinguieron de los murciélagos adultos
por la falta de osificacién en la articulaciéon epifisaria entre los huesos metacarpiano y
de la falange proximal, demostrada tras la transiluminacion del ala (Nufiez y Viana,

1997) asi como la posicion de los testiculos en los machos (inguinal e intraabdominal).
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Necropsiay toma de muestras

Los ejemplares fueron sacrificados humanitariamente. Se anestesiaron con 0.03 ml de
ketamina/xilacina (1:1) con jeringa hipodérmica de 1 ml via subcutanea, posteriormente
fueron sangrados en blanco via intracardiaca con una jeringa de 3 ml. Inmediatamente
después del sacrificio, se realizdé la necropsia y extraccion del encéfalo el cual se
resguardd a -80°C para la identificacién del virus de la rabia mediante las técnicas de
RT-PCR y PCR anidada.

Diagnostico del virus de la Rabia a través de pruebas moleculares

El diagnéstico se realiz6 en el laboratorio de Aislamiento BSL2 de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia “Dr. Norberto Trevifio Zapata” de la Universidad
Autonoma de Tamaulipas. En donde se realizaron las pruebas moleculares de Retro-
transcripcion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) y PCR anidada.

Purificacion de ARN

Para la purificacion del ARN en un solo paso se utilizé el reactivo RNAget (BioTecMol,
cat.RP-200-RNAget). Inicialmente se colocaron 200 mg de tejido encefalico en un tubo
eppendorf de 2 ml al cual se le agreg6é 1 ml de RNAget y se mezclé vigorosamente en
un vortex por 15 segundos dejandolo incubar a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente se le adicionaron 0.2 ml de cloroformo (SIGMA, cat. 288306-1) y se agit6
vigorosamente en un vortex por 15 segundos dejandolo incubar a temperatura ambiente
por 3 min. Luego se centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4°C. Posteriormente se recupero
la fase acuosa en un tubo eppendorf de 1.5 ml. A continuacion, a la muestra se
adicionaron 500 pl de alcohol isopropilico absoluto (bioWORLD, cat. 40970004-1) el cual
se homogenizé por inversion y se dejé incubar por 10 min, después se centrifug6 a
12,000 g por 10 min a 4°C. El ARN se identifico6 mediante la observacion directa de una
pastilla en el fondo del tubo. El sobrenadante se decantd y se le adicioné a la pastilla de
ARN 1 ml de etanol al 75% en agua dietil pirocarbonato (DEPC) (ambion, cat. 9935)
para mezclarlo vigorosamente en un vortex. Una vez mezclado se centrifug6 a 10,500
g por 10 min a 4°C. Luego se eliminé el sobrenadante por decantacion dejando secar la
pastilla a temperatura ambiente por 10 min y posteriormente se resuspendié el ARN en

25 pl de agua DEPC y se conservo a -80°C hasta su utilizacion (Fig. 7).
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Fig. 7 Extraccion de ARN en muestras de tejido encefalico de murciélagos (D. rotundus).

Evaluacion del ARN

La concentracion y pureza del ARN de las muestras de tejido encefalico obtenido en el
proceso de extraccion se determiné mediante espectrofotometria Genova nano
(JENWAY, cat. 737501) a una longitud de onda entre 260/280 nanémetros. El valor de

pureza se determiné mediante la media de 2 lecturas por cada muestra (Fig. 8 Ay B).

Fig. 8 A. Evaluacion de la concentracion y pureza de ARN. B. Lectura de la concentracion y pureza de
ARN.

Identificacion del virus de la Rabia por RT-PCR

La retro-transcripcion (RT-PCR) es una variante de la PCR y su principal uso esta
relacionado en el diagndstico molecular de genes de virus ARN. Su principio se basa en
la retro-transcripcion de una hebra de ARN en ADN complementario (ADNc) usando una
enzima llamada transcriptasa inversa o transcriptasa reversa y el resultado se amplifica
mediante una PCR tradicional (Meslin, Kaplan y Koprowsky, 1996).

Para esta prueba molecular se utilizé el Super Mix RT-PCR 2X (BioTecMol, cat. RT-
PCR-TR-100) que consiste en una mezcla calibrada, para llevar a cabo en un solo paso,
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la retro-transcripcion (RT) y amplificacion por la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando la secuencia del iniciador sentido JW12
(ATGTAACACCYCTACAATTG) y el iniciador antisentido JW6
(CARTTVGCRCACATYTTRTG) que codifica para el gen de la proteina N del virus de la
rabia obteniendo un producto final de 606 pb (Heaton et al., 1997).

Para la retro-transcripcion (RT) se realiz6 una primera mezcla de reaccion en cada tubo
eppendorf de 0.2 ml al cual se le agregaron 2 pl del iniciador antisentido JW6, 1 pl de
DNTP’s (10mM) (Invitrogen, cat.10297018), 3 pl de agua (DEPC) (ambion, cat. 9935) y
3 pl de ARN, obteniendo un volumen final de 9 pl en cada tubo, los cuales se colocaron
en un termociclador (BIO-RAD, cat. 1709701EDU) a 65°C durante 5 minutos.
Posteriormente se prepar6 una segunda mezcla de reaccion en la cual se agregaron 10
ul del Buffer Super Mix RT-PCR 2X (BioTecMol, cat. RT-PCR-TR-100), 1 ul de DNTP's
(10 mM) (Invitrogen, cat. 10297018), 2.5 pl del iniciador sentido JW12, 2.5 pl del iniciador
antisentido JW6 y 30 pl de agua (DEPC) obteniendo un volumen final de 45 ul, el cual
se agreg6 a cada tubo correspondiente de la primera mezcla. La programacion del
termociclador para RT-PCR del virus de la rabia correspondi6é a los siguientes ciclos
(Tabla 3):

Tabla 3. Programacion del termociclador para la identificacion del virus de la rabia por RT-PCR

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Retro-transcripciéon  65°C 5 minutos 1
42°C 40 minutos 1

Desnaturalizacién 94°C 10 minutos 1

inicial

Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Alineacion 55°C 30 segundos 35

Extensién 72°C 1 minuto

Extensién final 72°C 10 minutos 1

Fuente: Breslauer, Frank, Blocker, Marky, (1986).

Identificacion del virus de la rabia por PCR Anidada

La PCR anidada es una variante de la PCR convencional que comprende dos rondas
de amplificacién con distintos pares de iniciadores en cada una, con el fin de incrementar
la sensibilidad y la especificidad de la deteccion. Primero se realiza una reaccion con
los iniciadores externos para amplificar una region del ADN mas extensa, que contiene

el segmento diana. Después, este producto de amplificacion se utiliza como molde para
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una segunda PCR con los iniciadores internos para amplificar la region especifica,
obteniendo un producto final de 586 pb (Pichart et al., 2004).

En la PCR anidada se preparé una mezcla de reaccion por cada tubo eppendorf de 0.2
ml, al cual se le adicion6 2 pl de ADN complementario (ADNc) obtenido en la RT-PCR,
de igual forma se le adicionaron 5 pl de buffer 10X (BioTecMol), 1 pl de DNTP’s
(Invitrogen, cat. 10297018). Los iniciadores utilizados correspondieron a 2 pl del
iniciador sentido JW12 (ATGTAACACCYCTACAATTG), 2 pl del iniciador antisentido
JW10.1 (GTCATCAAAGTGTGRTGCTC), 2 ul del iniciador antisentido JW10.2
(GTCATCAATGTGTGGRTGTTC), 2 pul del iniciador antisentido JW10.3
(GTCATTAGAGTATGGTGTTC), 2.5 ul de MgCl, 1 pl de polimerasa (BioTecMol) y por
ultimo 26.5 pl de agua (DEPC) (ambion, cat. 9935) obteniendo un volumen final de 46
pl en cada tubo. La programacion del termociclador 2720 (Applied Biosystems, cat.
4359659), para el virus de a la rabia a través de la prueba de PCR anidada fue la

siguiente (Tabla 4).

Tabla 4. Programacion del termociclador para la identificacion del virus de la rabia por PCR

anidada
Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C 10 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineacion 55°C 30 segundos 30
Extensién 72°C 1 minuto
Extensién final 72°C 10 minutos 1

Fuente: Breslauer, Frank, Blocker, Marky, (1986).

Visualizacién de los productos de PCR mediante electroforesis

Para la visualizacién de los productos de PCR se utilizaron geles de agarosa al 2% para
lo cual, se coloc6é en la camara de electroforesis (BIO-RAD, cat.Sf1704467) ya
preparada con TAE 1X. Se utilizaron 5 pl del marcador de peso molecular de 100 pb
(Bioline, cat. BIO-33056) en el primer pozo, en los siguientes pozos se colocé la mezcla
de 2.5 pl de buffer de muestra (Bioline, cat. BIO-33056) mas 9 ul de ADN obtenido en la
PCR, ademas se coloco un control negativo y un control positivo (No.78, LESPT) por
gel. Las condiciones de la electroforesis fueron a 80 voltios constantes por 60 minutos.
Una vez terminada la electroforesis se realizé la tincion del gel, utilizando bromuro de

etidio a 0.5 pg/ml. Posteriormente se realiz6 la visualizacion del gel y resguardo de las
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imagenes en el fotodocumentador E-Gel ™Imager System (ThermoFisher scientific, cat.
4466611).

ANALISIS ESTADISTICO

Se describird la ocurrencia de las variables mediante cifras absolutas y relativas; para
determinar la diferencia de proporciones se utilizara X2.

Se estimara la asociacion mediante la Razén de Prevalencias y la Razén de Momios de
la Prevalencia con IC95% y p<0.05, asi como un analisis multivariado mediante un

modelo de Regresion logistica. Se utilizara el programa estadistico SPSS.
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RESULTADOS

Tamafo de la muestra

Se realizé un estudio epidemiolégico descriptivo, de corte transversal y analitico. Se
llevé a cabo un muestreo no probabilistico por conveniencia. El tamafio de la muestra
se determiné de acuerdo con Salmier et al., (2017) partiendo de 100 murciélagos
hematofagos (Desmodus rotundus) como poblacién total (N), obteniendo una n= 80

especimenes con un nivel de confianza del 95% (a=0.05 y Z=1.96).

_ N _ 100 _ 80
n= 1 e2(N-1) n= 1+(0'05)2(100_1) -
+ Z2 pq (1.96)2 (0.25)

Se colectaron 80 murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) en el periodo de Abril
del 2019 a Enero del 2020 en zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua
perteneciente al Estado de Hidalgo. Se determind el sexo de los murciélagos capturados
mediante la observacion directa de sus aparatos reproductores; se identificé vulva en
las hembras y testiculos y pene en los machos obteniendo los siguientes resultados en
donde el 61.3% (49/80) fueron machos y el 38.8% (31/80) fueron hembras (Tabla 5)

(llustracion 1).

Tabla 5. Clasificacién de los murciélagos segun el sexo

Sexo
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido Macho 49 61.3 61.3 61.3
Hembra 31 38.8 38.8 100.0
Total 80 100.0 100.0

Tabla 5. Andlisis estadistico de la variable sexo. Los resultados se expresan de acuerdo a la frecuencia de machos y
hembras capturadas utilizando cifras absolutas y relativas.

‘_ Hembra [ Macho ‘

llustracion 1 Representacion grafica de la proporcion
sexo.
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De igual forma se determiné la edad relativa de los especimenes en donde los juveniles

se distinguieron de los adultos por la falta de osificacion en la articulacion epifisaria entre

los huesos metacarpiano y de la falange proximal, demostrada tras la transiluminacién

del ala (Nufiez y Viana, 1997) asi como la posicion de los testiculos en los machos

(inguinal e intraabdominal). Como resultado se obtuvo lo siguiente: el 65% (50/80)

fueron adultos y el 35% (28/80) fueron juveniles (Tabla 6) (llustracion 2).

Tabla 6. Clasificacién de los murciélagos segun la edad relativa

Edad
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido  Adulto 52 65.0 65.0 65.0
Juvenil 28 35.0 35.0 100.0
Total 80 100.0 100.0

Tabla 6. Analisis estadistico de la variable edad. Los resultados se expresan de acuerdo a la frecuencia
de adulto y juvenil utilizando cifras absolutas y relativas.

‘_ Adulto Juvenil ‘

llustracién 2 Representacion gréafica de la proporcion edad relativa
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Deteccidn del virus de larabia mediante la prueba molecular de RT-PCR

En la prueba molecular de RT-PCR realizada en las 80 muestras de tejido encefélico de
murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) no se detecté amplificacion del gen N
del virus de la rabia (606pb). Por lo tanto todas las muestras se consideraron negativas

a través de esta técnica (Fig. 9).

M 16 24 47 56 74 77 C-C+

Fig. 9 Gel de agarosa al 2% mostrando productos de amplificacion por RT-PCR para un
segmento del gen N del virus de la rabia.

De izquierda a derecha, carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb (Bioline), carriles
del 2-7: muestras de quirépteros 16, 24, 47, 56, 74y 77 respectivamente, carril 8: control

negativo (sin templado), carril 9: control positivo.
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Deteccidn del virus de la rabia mediante la prueba molecular de PCR anidada

En la prueba molecular de PCR anidada realizada a partir del producto final de la RT-
PCR de las 80 muestras de tejido encefalico de murciélagos hemat6fagos (Desmodus
rotundus) se detecté amplificacion del gen N del virus de la rabia en seis muestras, con
un producto de 586 pb (Fig. 10).

M 16 24 47 56 74 77 C+ C-

Fig. 10 Gel de agarosa al 2% mostrando los productos de amplificacién por PCR anidada para
un segmento del gen N del virus rabico.

De izquierda a derecha: carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb (Bioline), carriles
del 2-7: muestras de quirépteros 16, 24, 47, 56, 74y 77 respectivamente, carril 8: control

positivo, carril 9: control negativo (sin templado).

Prevalencia del virus de la rabia en murciélagos hemat6fagos (Desmodus
rotundus) de zonas endémicas de la regién Otomi-Tepehua

De los 80 murciélagos hemato6fagos (Desmodus rotundus) capturados para este estudio
se identificaron 6 positivos al virus de la rabia a través de la prueba molecular de PCR
anidada. Por lo tanto la prevalencia del virus de la rabia en murciélagos hematéfagos de
zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua del Estado de Hidalgo correspondi6 a
7.5% (tabla 7).

6
P = 30" 0.075(100) = 7.5%
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Tabla 7 Rango del Intervalo de confiaza de la proporcion del RABV

Estadistico Desv.
Error
RABV Proporcién de positividad al virus de rabia .0750 .030
95% de intervalo de Limite inferior .0160
confianza para la media Limite superior .1340

Se tiene la confianza del 95% de que la verdadera proporcién de murciélgos infectados
con el virus de la rabia esta entre 1.6% y 13.4%.

Prevalencia de la positividad al virus de la rabia por sexo

p= 3—51 =0.16(100) = 16% p= 419 = 0.02(100) = 2%
La proporcion de la positividad del virus de la rabia fue mayor en el grupo de las hembras
(16%) en comparacién con el grupo de los machos (2%) (llustracion 3).

RABV

[ negative
EPositivo

Eiquisy
oxag

oy2El

llustracion 3 Prevalencia del virus de la rabia en hembras y machos

Prevalencia de la positividad del virus de la rabia por edad relativa

P = 5_52 = 0.09(100) = 9% P = % = 0.03(100) = 3%

La proporcién de la positividad del virus de la rabia por edad relativa fue mayor en el
grupo de los adultos (9%) en comparacion con el grupo de los juveniles (3%).
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RABV

M Negativo
Positiva

oUnpY

pep3

Jluzanp

llustracion 4 Prevalencia del virus de la rabia por edad relativa

Prueba de hipoétesis

Tabla 8 Prueba de hipétesis

Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
1 Las distribuciones de los diferentes valores Prueba de McNemar para  .000 Rechazar la
entre Sexo y RABV tienen las mismas muestras relacionadas hipétesis nula.

probabilidades.

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de .05.

Asociacion del sexo con la positividad al virus de la rabia

Estimacion de la asociacion del sexo (hembra/macho) con la positividad al virus de la

rabia (RABV), mediante la razén de prevalencias (RP) y la razon de momios de la

prevalencia (RMP) con un intervalo de confianza ICgse (1.4-72)y un valor de p < 0.05

(Tabla 9).

Tabla 9. Sexo*RABV

RABV

Positivo Negativo

Hembra 5 26 31
Macho 1 48 49
Total 6 74 80

Tabla 7. Tabla de contingencia para buscar la asociacion en
el cruce de la variable dependiente (RABV) con la variable
independiente sexo (hembra/macho), en donde el ser
hembra indica la exposicion.
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Razoén de prevalencias

RP =25 RP==:1—-79
nil no 31 49

Por lo tanto el riesgo de estar infectados con el virus de la rabia es 7.9 veces mayor en
el grupo de las hembras, comparado con el grupo de los machos.

Razon de momios de la prevalencia (RMP)

RMP =X RMP = & _ g5
bc (26)(1)

Existe 9.2 veces el riesgo de que las hembras estén infectadas con el virus de rabia en
comparacion con el grupo de los machos. Prueba de X2

n (ad — bc)?

‘= (a+o)b+d)(a+b)(c+d

_ 80 (5)(48) — (26)(1)?
~ (5+1)(26 +48)(5 + 26)(1 + 48)

X2

, _ 80(240 — 26)?
OIDIEHICE)
X? =543

Las diferencias en las proporciones observadas entre el grupo de las hembras y el grupo

de los machos son estadisticamente significativas (p<0.05).

Asociacion de la edad relativa con la positividad al virus de larabia

Estimacion de la asociacion de la edad relativa (juvenil/adulto) con la positividad al virus
de la rabia (RABV), mediante la razén de prevalencias (RP) y la razén de momios de la

prevalencia (RMP) con un intervalo de confianza 1Cgs% y un valor de p <0.05 (Tabla 10).

Tabla 10. Edad*RABV

Tabla 8. Edad*RABV

RABV

Positivo Negativo

Adulto 5 47 52
Juvenil 1 27 28
Total 6 74 80

Tabla 8. Tabla de contingencia para buscar la asociacién en
el cruce de la variable dependiente (RABV) con la variable
independiente edad relativa (juvenil/adulto), en donde el ser
adulto indica la exposicion.
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Razén de prevalencias

RP=2+% RP==+2=26
nil no 52 28

Por lo tanto la el riesgo de estar infectados con el virus de la rabia es 2.6 veces mayor

en el grupo de los adultos, comparado con el grupo de los juveniles.

Razon de momios de la prevalencia (RMP)

RMP = %2 rRuMp =& _ 5 g
bc 47

Existe 2.8 veces el riesgo de que los murciélagos hematofagos adultos estén infectados

con el virus de rabia en comparacién con el grupo de los juveniles.

Prueba de X?

. n (ad — bc)?
T (a+o)(b+d)(a+b)(c+d)

80 (5)(27) — (4N (1)

‘= G+ 147+ 27)(5 + 47)(1 + 27)

, _ 80(135—47)?
~ (6)(74)(52)(28)
X? =09

Las diferencias en las proporciones observadas entre el grupo de los adultos y el grupo

de los juveniles no son estadisticamente significativas.
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Modelo de Regresion logistica binaria

La prueba de Durbin-Watson indica que se cumple el supuesto de independencia de

errores (2.403) (Tablall).

Tabla 11. Resumen del modelo®

R cuadrado Error estandar
Modelo R R cuadrado ajustado de la estimacion  Durbin-Watson
1 .2612 .068 .056 .258 2.403

a. Predictores: (Constante), Sexo

b. Variable dependiente: RABV

En la estadistica de colinealidad el VIF tiene un valor igual a 1 por lo tanto indica que no

hay multicolinealidad (VIF: 1) (Tabla 12).

Tabla 12. Coeficientes?

Coeficientes

Coeficientes no estandariza Estadisticas de
estandarizados dos colinealidad
Modelo B Desv. Error Beta t Sig. Tolerancia VIF
1 (Constante 9.120 .087 104.941 .000
)
Sexo -.141 .059 -.261 -2.384 .020 1.000 1.000

a. Variable dependiente: RABV

Para el bloque 1 del modelo de regresiéon logistica, la puntuacion de la eficiencia
estadistica de ROA indica que hay una mejora significativa en la prediccion de la
probabilidad de ocurrencia de las categorias de la variable dependiente (RABV) con un
valor de Chi-cuadrado (X?) de 5.46 y un valor de p < 0.05 (p=0.019) (Tabla 13).

Tabla 13. Pruebas 6mnibus de coeficientes de modelo

Chi-cuadrado Gl Sig.
Paso 1 Paso 5.467 1 .019
Bloque 5.467 1 .019
Modelo 5.467 1 .019
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El valor de R cuadrado de Nagelkerke indica que el modelo propuesto explica el 16%

de la varianza de la variable dependiente (0.160) (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen del modelo

Logaritmodela R cuadradode R cuadradode
Paso verosimilitud -2 Cox y Snell Nagelkerke

1 37.1552 .066 .160

a. La estimacion ha terminado en el nimero de iteracion 7
porque las estimaciones de parametro han cambiado en

menos de .001.

Para el andlisis de regresion logistica el bloque 1 indica que hay un 92.5% de
probabilidad de acierto en el resultado de la positividad al virus de la rabia (RABV),

cuando se conoce el sexo de los murciélagos (Tabla 15).

Tabla 15 Clasificacion?®

Pronosticado
RABV Porcentaje
Observado Negativo Positivo correcto
Paso 1 RABV Negativo 74 0 100.0
Positivo 6 0 .0
Porcentaje global 92.5

a. El valor de corte es .500

Por lo tanto la interpretacion de nuestro modelo de regresion logistica binaria nos dice
gue los murciélagos hematé6fagos (Desmodus rotundus) del sexo hembra presentan 9.2
veces mas el riesgo de estar infectadas con el virus de la rabia en comparacién con el

grupo de los machos (Tabla 16).

Tabla 16. Variables en la ecuacion

B Error estandar Wald gl Sig. Exp(B)
Paso 12 Sexo(1) 2.223 1.122 3.923 1 .048 9.231
Constante -3.871 1.010 14.680 1 .000 .021

a. Variables especificadas en el paso 1: Sexo.
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DISCUSION

Se realizd un estudio epidemiolégico descriptivo, de corte transversal y analitico en
donde se determiné la epidemiologia molecular del virus de la rabia en murciélagos
hemat6fagos (Desmodus rotundus) de zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua,
Hidalgo. Se llevé a cabo un muestreo no probabilistico por conveniencia. El tamafio de
la muestra se determindé de acuerdo con Salmier et al., (2017) partiendo de 100
quirépteros como poblacion total (N), obteniendo una n= 80 especimenes con un nivel
de confianza del 95% (0=0.05 y Z=1.96). De los especimenes capturados se determin6
el sexo en donde el 61.3% (49/80) fueron machos y el 38.8% (31/80) fueron hembras lo
cual difiere con los hallazgos de Juérez (2012), en donde identific6 mayor proporcién de
hembras (44.5%) en comparacion con los machos (22%). Nufiez y Viana (1997)
informaron que la proporcion entre las hembras y los machos, descrita en varios
estudios, presentaron resultados que diferieron segun la distribucion poblacional de la
especie, el tamafio de la muestra o el método de captura. Es posible que el periodo del
afo, las condiciones climaticas y el tiempo de recoleccion del los murciélagos a lo largo
de la noche también puede interferir en la proporcién sexual de los especimenes
recolectados (Gomes y Uieda, 2004). El periodo de muestreo del presente estudio se
realizo en el periodo de otofio e invierno durante las horas de mayor oscuridad y el
tiempo de captura de 7 horas (20:00 pm a la 3:00 am) aproximadamente. La mayor

parte del muestro se realizo en los potreros.

Ademas se realiz6 la deteccion del virus de la rabia en las 80 muestras de tejido
encefalico de los quirépteros capturados, mediante dos pruebas moleculares: la RT-
PCR y PCR anidada. En RT-PCR no se detecté amplificacion del gen N del virus de la
rabia en ninguna de las muestras. Por lo tanto todas las muestras se consideraron como
negativas. Sin embargo de acuerdo con Heaton, et al., (1997) y Rojas, et al., (2006) se
podrian considerar como falsos negativos debido a que si la concentracién de ADN es
menor a 10 ng/pl no es posible visualizar el producto esperado (606pb) en el gel de
agarosa a través de la transiluminacién, por ello se recomienda un segundo ciclo de
amplificacién (Olave, 2009). Es por esta razén que se realiz6 la prueba molecular de
PCR anidada a partir del producto final de la RT-PCR, en la cual se amplificé el gen N
del virus de la rabia en seis muestras (6/80) identificando un producto final de 586 pb,
qgue comprende dos rondas de amplificacion, con el fin de incrementar la sensibilidad y
la especificidad de la deteccion (Pichart et al., 2004). Wang, et al., (2019) demostraron
gue este método tiene 100% de sensibilidad y 99.97% de especificidad en comparacion

con la inmunofluorescencia directa (IFD) que es el método estandar de oro
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recomendado por la OMSy la OIE, por ello sugiere, que podria ser un método alternativo

conveniente a la IFD para el diagndstico del virus de la rabia.

Se determin6 la prevalencia del virus de la rabia en murciélagos hemato6fagos
(Desmodus rotundus) en zonas endémicas de la region Otomi-Tepehua, Hidalgo,
obteniendo un valor de 7.5% que es mayor con lo tipicamente estimado (<1%) en
poblaciones de murciélagos silvestres dentro de regiones endémicas (Rupprecht, 2000
y Childs, et al., 2007, citados por Seetahal, et al., 2020). Sin embargo, el valor de
prevalencia ha descendido en los ultimos afios con respecto a los hallazgos de Olave,
2009 donde obtuvo un 35% de prevalencia en lugares préximos a la region (Huehuetla,
Hidalgo; Huayacocotla, Veracruz, entre otros). Los valores de prevalencia bajos con
respecto a estos estudios podrian relacionarse a que el sistema inmunoldgico de los
murciélagos juega un papel importante controlando rapidamente la replicacién viral a
niveles muy bajos, lo que limita las consecuencias clinicas en estos animales, pero que
aun da como resultado la diseminacion viral y la posterior propagacién a otros animales
(Loza-Rubio, et al., 2018). Por otro lado, se realiz6 una comparacién de la proporcion
de la positividad al virus de la rabia con respecto al sexo en donde fue mayor en el grupo
de las hembras (16%) en comparacion con el grupo de los machos (2%). Valores que
concuerdan con los hallazgos de Seetahal, et al.,, 2020 en donde obtuvo mayor
seropositividad en las hembras (57.6%) comparada con el grupo de los machos (42.4%).
Con relacion a la asociacion del sexo de los murciélagos hemat6fagos con la positividad
al virus de la rabia, se realiz6 una estimacion mediante la razon de prevalencias (RP) y
la raz6n de momios de la prevalencia (RMP) con un intervalo de confianza I1Cgsy% y un
valor de p<0.05. Encontrando que el riesgo de estar infectados con el virus de la rabia
es 7.9 veces mayor en el grupo de las hembras, comparado con el grupo de los machos
y que de acuerdo con la razén de momios de la prevalencia existe 9.2 veces el riesgo
de que las hembras estén infectadas con el virus de la rabia en comparacion con el
grupo de los machos. De igual forma se realizé la prueba de Chi cuadrado (X?) en donde
se obtuvo un valor de 5.43, (p<0.019), (ICss%=1.4-72) donde las diferencias en las
proporciones observadas entre el grupo de las hembras y el grupo de los machos son
estadisticamente significativas.

Asi también, de las cinco hembras infectadas, dos se encontraron en estado de
gestacion, quiz& seria interesante plantearse que puede ocurrir la transmision del virus
de la rabia a las crias mediante interacciones cercanas con la madre ya que se han
descrito comportamientos que podrian tener relacion con la transmisién tales como la
regurgitacion de sangre, el acicalamiento y los lamidos sociales en donde la saliva entre

en contacto con la piel lesionada o mucosas de las crias (Kobayashi, 2005; Velasco-
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Villa, 2006). Esto es consistente con estudios previos que sugieren que los murciélagos
pueden estar expuestos al virus de la rabia poco después del nacimiento (Steece y
Altenbach, 1989) lo cual podria facilitar el mantenimiento del virus a largo plazo
(George, et al., 2011). Seetahal, et al., 2020, observé que los niveles de titulos de
anticuerpos eran comparables entre la madre y la cria seropositiva, ademas encontro

una mayor prevalencia viral en hembras gestantes y lactantes.

En cuanto a la comparacion de la proporcion de la edad relativa (juvenil/adulto) con la
positividad al virus de la rabia, fue mayor en el grupo de los adultos (9%) en comparacion
con el grupo de los juveniles (3%). Valores que difieren con los hallazgos de Seetahal,
et al., 2020 en donde su proporcién de seropositividad fue mayor en juveniles (34.8%)
comparada con los adultos (6.9%) y ademas encontré una asociacion en donde nos dice
gue los juveniles tienen mayor riesgo de estar infectados con el virus de la rabia. Por el
contrario en este estudio la asociacion de la edad relativa (juvenil/adulto) con la
positividad al virus de la rabia mediante la RP y la RMP (ICgs0 y p < 0.05) es 2.6 veces
mayor en el grupo de los adultos, comparado con el grupo de los juveniles y que en
relacibn con la RMP existe 2.8 veces la probabilidad de que los murciélagos
hemato6fagos adultos estén infectados con el virus de rabia en comparacién con el grupo
de los juveniles. Sin embargo (X?= 0.9) las diferencias en las proporciones observadas
entre el grupo de los adultos y el grupo de los juveniles no son estadisticamente
significativas.

Se realiz6 un modelo de regresion logistica bivariada para establecer la relacion
estadistica que existe entre la positivad del virus de la rabia (RABV) y el sexo, cabe
mencionar que la variable de la edad relativa no se tomé en cuenta para este modelo
ya que no fue estadisticamente significativa. Para el bloque 1 del modelo, la puntuacién
de la eficiencia estadistica de ROA indica que hay una mejora significativa en la
prediccion de la probabilidad de ocurrencia de las categorias de la variable dependiente
(RABV) con un valor de Chi-cuadrado (X?) de 5.46 y un valor de p <0.05 (p=0.019). El
valor de R cuadrado de Nagelkerke indica que el modelo propuesto explica el 16% de
la varianza de la variable dependiente (RABV) (0.160). Para el andlisis de regresién
logistica el bloque 1 indica que hay un 92.5% de probabilidad de acierto en el resultado
de la positividad al virus de la rabia (RABV), cuando se conoce el sexo de los
murciélagos. Por lo tanto la interpretacion de nuestro modelo de regresion logistica nos
dice que los murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) del sexo hembra

presentan 9.2 veces mas el riesgo de estar infectadas con el virus de la rabia en
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comparacion con el grupo de los machos, valor que coincide con la razon de momios de

la prevalencia.

En respuesta a la hipétesis planteada, existe diferencia estadisticamente significativa
entre las proporciones de sexo (macho/hembra) establecidas (X?=5.46, gl. 1, p=0.019),
sin embargo la mayor prevalencia correspondi6 al grupo de las hembras y en cuanto a
la edad relativa (juvenil/adulto) y la positividad al virus de la rabia no hubo diferencia
estadisticamente significativa.

Cabe destacar que el virus aun se encuentra circulando en la region y que el murciélago
hematofago es el principal reservorio y transmisor de la rabia a los animales domésticos
especialmente a bovinos y especies ganaderas de la zona, lo cual representa un serio
problema de impacto en la Salud Publica, ya que estos casos pueden generar contactos
entre los animales infectados y las personas, puesto que en México del 2010 al 2016 se
registraron 9 casos de rabia humana transmitida de manera directa por esté quirdptero
y un caso de rabia humana en 2009 por transmision secundaria a través de la
manipulacién y contacto directo con la saliva de un bovino infectado (CENAPRECE,
2020). El comportamiento epidemioldgico del virus de la rabia, esta relacionado con el
habitat, diversidad y dinAmica poblacional del murciélago hematéfago (Desmodus
rotundus), asi como el grado de las areas geogréficas perturbadas (Torres et al., 2014).
En los lugares donde han ocurrido casos de rabia humana transmitida por este
reservorio, la poblacion habita en condiciones de extrema pobreza, en casas vulnerables
y areas en las cuales existe ganaderia familiar (Rupprecht, Barret, Briggs, Cliquet,
Fooks, Lumlertdacha, et al., 2008; CENAPRECE, 2020), cabe resaltar que estas
caracteristicas son afines con la region Otomi-Tepehua, donde la rabia es endémica y
existe la presencia del murciélago hematofago asi como el que mas del 80% de la
poblaciéon vive en condiciones de alta a muy alta marginacién con déficits de
infraestructura, agua potable, drenaje, electrificacion, vias de comunicacién, educacion
y salud (Vargas, 2011). Aproximadamente el 80% de la poblaciéon de esta zona se
dedica a actividades primarias por lo que su economia es fundamentalmente
agropecuaria, la mayoria de los productores cuentan con pocas cabezas de ganado
(INEGI, 2009). La comprensién de factores ambientales, sociales y su relacion con la
forma en que la enfermedad se mantiene en el reservorio, es pertinente al plantear
estrategias dirigidas a reducir el riesgo de la transmision del virus de la rabia en zonas
vulnerables (Lee, et al., 2012). Es por ello que la vigilancia epidemiolégica del virus de
la rabia es importante para conocer el comportamiento del virus dentro de la regién asi

como las especies involucradas, dirigiendo la atencion del personal de salud animal a

60



los lugares afectados con la finalidad de prevenir brotes que pongan en riesgo a la salud

humana.

CONCLUSIONES

De los 80 murciélagos hemat6fagos estudiados en la region Otomi-tepehua,
Hidalgo se detectaron 6 positivos al virus de la rabia mediante la prueba

molecular de PCR anidada.

La proporcién de positividad al virus de la rabia fue mayor en las hembras (16%)

en comparacion con el grupo de los machos (2%).

La prevalencia del virus en murciélagos hematofagos en zonas endémicas de la

region Otomi-tepehua fue de 7.5%.

Los andlisis de asociacion mediante la razon de prevalencia y raz6n de momios
de la prevalencia (IC=95%, X?=5.43, p=0.020) mostraron que la probabilidad de
estar infectados con el virus de la rabia es 7.9 veces mayor en el grupo de las
hembras, comparado con el grupo de los machos y que existe 9.2 veces la
probabilidad de que las hembras estén infectadas con el virus de la rabia en
comparacion con el grupo de los machos. En el modelo de regresion logistica se
obtuvo una OR de 9.2.

La rabia continua siendo un riesgo para las poblaciones humanas y animales de
la regién Otomi-tepehua y el principal reservorio y transmisor de la enfermedad
es el murciélago hematofago (Desmodus rotundus) por ello es importante
realizar esfuerzos dirigidos a limitar exposiciones ya sea directamente con este

quiréptero o bien con animales domeésticos infectados.

Asimismo trabajar en educacion sanitaria para la poblacién, ya que se trata de
una enfermedad completamente prevenible y la ocurrencia de casos humanos
esta relacionada con la falla de las campafias de vacunacion en los animales
domeésticos, su vigilancia y control debido al aislamiento extremo de algunas
comunidades, estando relacionada directamente con la pobreza y ambientes

desfavorecidos.
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Este escenario epidemiologico exige reexaminar las medidas de control
aplicadas hasta el momento desde un abordaje multidisciplinar, asi como
cooperacion intersectorial y participacion de la comunidad.

La investigacion del virus de la rabia en los murciélagos es importante para
identificar la presencia y la circulacion viral en la region, dirigiendo la atencion
del personal de salud animal a los lugares afectados para limitar la propagacion

de la enfermedad.
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Resultados de Concentracion y pureza del ARN

ANEXO |

Resultados del ARN total obtenido en cada muestra de tejido encefalico, encontrandose dentro
del rango de calidad clasificado como éptimo 21.8 de ARN para pruebas moleculares
(Chomczynski, Cizdziel, Simms, 1993) (Tabla 15).

Tabla 17. Concentracion y pureza de ARN

Muestra ng/ pl Pureza 260/280
1802 3424.1 2.058
1803 4331.2 2.019
1804 1338 1.844
1805 3337.9 1.893
1905 2091.5 2.055
1806 4052.9 2.051
1807 4238.1 2.096
1808 5757.4 2.133
1809 1970.3 1.879
1810 1523.7 1.789
1811 2556.9 2.054
1812 964.62 2.001
1813 3448.1 2.020
1814 3250 2.080
1815 878.02 1.843
1816 2237 1.989
1917 2790.4 1.998
1918 2537.4 2.054
1920 2708.5 2.043
1921 2793.8 2.025
1922 5803.9 2.138
1923 4604.4 2.108
1924 2907.8 1.731
1925 1367.4 2.021
1926 2710.9 2.078
1927 3550.5 2.076
1928 5194.6 2.091
1929 1256.9 1.966
1930 1236.1 1.903
1931 1005 1.907
1932 1772.1 2.055
1933 3541 1.843
1934 1028.4 2.011
1935 752.32 1.904
1936 2021.6 2.055
1937 2527.5 1.576
1938 4867.8 1.503
1939 4709.3 1.427
1940 709.2 2.028
1941 2369.8 2.085
1942 1719.7 2.038
1943 3085.5 2.084
1944 2133 2.067
1945 2784.2 2.089
1946 5846.7 1.994
1947 5618.3 2.005
1948 5336.8 1.782
1949 2603.5 2.069
1950 2898.1 2.090
1951 3041.4 1.949
1952 642.77 2.047
1953 2229.8 2.002
1954 1440.8 1.962
1955 3993.2 2.090
1956 1307.6 2.046
1957 633.26 1.838
1958 1476.1 1.957
1959 3467 2.084
1960 1115 1.945
1961 744.87 1.901
1962 439.03 1.738
1963 646.76 1.701
1964 948.50 1.552
1965 1360.4 1.945
1966 739.04 1.923
1967 861.94 1.915
1968 1381.2 1.564
1969 414 1.616
1970 540.22 1.780
1971 592.62 1.859
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620.97
5502.5
245.32
908.88
327.40
1429.4
250.09
537.35
4425.2
539.98
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