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Resumen

Introduccion: La prueba bioldgica establecida por la Organizacion Mundial de la Salud para aislar y amplificar el virus de la
rabia consiste en inocular via intracraneal ratones lactantes para detectar signos de rabia en un periodo de 21 dias.
Objetivo: Constatar el contagio viral en las madres de ratones lactantes inoculados con virus de la rabia. Método: Veintisie-
te aislados mexicanos de virus de la rabia se inocularon via intracraneal en ratones lactantes, los cuales fueron observados
por 21 dias y sus madres, por 60 dias. El diagndstico se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia en cerebro. El virus se
caracterizo por secuenciacion y anticuerpos monoclonales. Resultados: Todas las camadas presentaron rabia entre siete y
15 dias posinoculacion (p. i.); tres de las 27 hembras (11 %), a los dias 33, 37 y 39 p. i. de sus crias. La caracterizacion viral
mostré que las madres se infectaron con la misma variante de sus crias, dos procedian de murciélago hematdfago y una de
perro. Las camadas que trasmitieron rabia a sus madres fueron nueve individuos. Conclusiones: En la naturaleza, el virus
de la rabia podria preservarse mediante la transmision de los neonatos (mas susceptibles de contraer y amplificar el virus) a
sus madres.

Virus de la rabia. Transmision vertical cria-madre. Pruebas bioldgicas.

Abstract

Introduction: The biological test established by the World Health Organization to isolate and amplify the rabies virus consists
in inoculating lactating mice by intracranial route and detecting rabies signs for 21 days. Objective: To verify viral transmission
in mothers of rabies virus-inoculated lactating mice. Method: Twenty-seven Mexican rabies virus isolates were inoculated by
intracranial route in lactating mice, which were observed for 21 days. The mothers were observed for 60 days. The diagnosis
was established by immunofluorescence in brain tissue. The virus was characterized by sequencing and with monoclonal
antibodies. Results: All litters showed rabies at between 7 and 15 days post-inoculation (p. i.). Three of the 27 females (11 %)
had developed rabies at days 33, 37 and 39 p. i. of their litters. Viral characterization showed that the mothers were infected
with the same variant of their offspring, two of them stemming from hematophagous bat and one from dog. The liters that
transmitted rabies to their mothers were nine individuals. Conclusions: In nature, the rabies virus could be preserved by
transmission from neonates (more susceptible to contracting and amplifying the rabies virus) to their mothers.

Rabies virus. Litter-to-mother vertical transmission. Biological tests.
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|ntroducci6n

La prueba bioldégica estandar de la rabia recomendada
desde hace mucho tiempo por la Organizacion Mundial
de la Salud es el aislamiento y amplificacion del virus
inoculando camadas de ratones de alrededor de tres
dias de nacidos.! El uso de animales lactantes fue esta-
blecido debido a su mayor susceptibilidad, ya que su
sistema inmune no esta completamente desarrollado.’

Actualmente, por el bienestar animal, los organis-
mos internacionales han recomendado abandonar
gradualmente la utilizacion de ratones y limitarse a la
utilizacion de cultivos celulares. Sin embargo, la prue-
ba bioldgica es aun practica comun, pues ademas de
aislar e incrementar el titulo viral permite reproducir
los postulados de Koch.

En México, las campafias de vacunacion antirrabica
canina han sido exitosas y desde 2005 no se han
registrado casos de rabia humana transmitida por
perros. De 2000 a 2018 se presentaron 52 casos de
rabia humana, de los cuales 48 (92 %) fueron trans-
mitidos por animales silvestres (quirdpteros y musté-
lidos principalmente) y solo cuatro (8 %) por perro
(Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgi-
cos, datos no publicados). Esto hace necesario estu-
diar mas la permanencia y diseminacién del virus de
la rabia (VR). En la fauna silvestre, las peleas intra e
interespecies, el aseo comunitario, compartir la ali-
mentacion por regurgitacion y la secrecion de aero-
soles parecen ser vias de diseminacién del virus.

El objetivo de esta investigacion fue constatar si el
contagio cria-madre podria ser un medio de disemi-
nacion viral al realizar la prueba bioldgica de VR con
varias muestras de un banco histérico, para lo cual
se alargd el periodo de observacion de las madres
(hasta 60 dias).

Método

Se trabajaron 27 muestras de VR procedentes de
diferentes lugares de México y de distintas especies
(Tabla 1).

Se inocularon camadas de ratonas BALB/C de cuatro
a siete dias de edad, una camada por muestra (n = 27),
siguiendo la metodologia descrita por la Organizacion
Mundial de la Salud para la prueba bioldgica,' con al-
gunas modificaciones. Los lactantes fueron inoculados
por via intracraneal con 0.03 mL de una suspension al
20 % (peso/volumen) del macerado de la muestra de
VR en solucién amortiguadora de fosfatos. Los

lactantes inoculados se dejaron con sus madres y fue-
ron observados durante 21 dias. Cada camada inocu-
lada permanecié en condiciones de aislamiento.

Los que presentaban signos de rabia (paralisis,
emaciacion, pelo hirsuto, etcétera) fueron sacrificados
humanitariamente, colectandose el cerebro y glandu-
las salivales para el diagndstico y posterior caracteri-
zacion del virus. Una vez que todos los lactantes se
sacrificaron se conservaron las madres de cada ca-
mada y se mantuvieron en observacion por 60 dias,
después de los cuales fueron sacrificadas.

El diagnodstico de rabia en los animales se llevo a
cabo mediante inmunofluorescencia directa en
improntas del cerebro, utilizando un anticuerpo mo-
noclonal dirigido contra la nucleoproteina del VR, si-
guiendo la metodologia estandar descrita por la Or-
ganizacion Mundial de la Salud.?

A fin de constatar si la variante antigénica de rabia
con la que fueron infectadas las hembras que enfer-
maron era la misma que la inoculada en sus crias, se
hicieron pruebas de inmunofluorescencia indirecta uti-
lizando un panel de ocho anticuerpos monoclonales
(AcM) estandarizado por el Center for Disease Control
and Prevention de Atlanta, Georgia, Estados Unidos,
para identificar las variantes del virus de la rabia mas
importantes que circulan en América Latina y el Cari-
be, siguiendo la metodologia descrita por Diaz et al.®

Adicionalmente, se realizé la deteccion del ARN viral
a partir de los encéfalos de los ratones lactantes y sus
madres, asi como de las glandulas salivales de los
lactantes. La retrotranscripcion se llevé a cabo em-
pleando ARN total y el oligonucledtido correspondien-
te, usando la enzima Superscript® (Invitrogen). Se uti-
lizaron los iniciadores disefiados especificamente para
amplificar el gen de la nucleoproteina: Jw12* Forward
5" ATGTAACACCYCTACAATG 3’ 55- 73 y Jw6* Rever-
se 5° CARTTVGCRCACATYTTRTG 3 660-641. Los
productos de amplificacion por PCR se purificaron a
partir de un gel de agarosa con el estuche QIAquick
Gel Extraction® (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los productos purificados se prepararon
para ser secuenciados a 25-100 fmol de producto de
la reaccion en cadena de la polimerasa y 3.2 pmolas
de los oligonucledtidos correspondientes de cada gen.

El producto eluido se secuencio en el secuenciador
Beckman Coulter Sequencing Ceq 8800 Genetic
Analysis System® (Beckman Coulter).

Las secuencias se ensamblaron por concatenacion
y se comprobaron tanto la secuencia directa como la
reversa por duplicado empleando el programa CEQ
incluido en el equipo secuenciador. La edicion de las
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Tabla 1. Resultados de la observacion durante 60 dias de las madres de ratones BALB/C lactantes inoculados con diferentes aislados
mexicanos del virus de la rabia

Lugar Afo Variante Nimero | Mortalidad | Transmisién | Canibalismo** | Variante | Seroconversion
de antigénica | deratones | porrabia |derabiaala antigénica | de las madres
recoleccion en los lactantes en enla madre enla sobrevivientes
ratones lacamada | camada* madre (60 dias)***
Humano Ciudad de México 1991 1 5 5 0.25
Bovino Chiapas 1991 8 4 4 0
Bovino Chiapas 1994 B 8] 2 1 0
Bovino Estado de México 1994 11 5 5 0
Bovino Puebla 1994 1 3 3 0
Bovino Veracruz 1991 11 9 9 Positiva 11
Bovino Hidalgo 1995 11 8 8 0
Bovino Morelos 1994 11 9 9 Positiva 1
Caprino Michoacan 1991 3 2 2 0
Caprino Puebla 1990 ND 5 4 0
Caprino Tlaxcala 1991 1 6 6 0
Ovino Estado de México 1994 11 7 7 0
Ovino Estado de México 1994 11 6 6 0
Equino Michoacan 1991 3 5) 4 1 0
Equino Ciudad de México 1994 1 4 4 0
Equino Puebla 1990 8 6 6 0
Porcino Ciudad de México 1994 1 1 1 0
Porcino Ciudad de México 1994 1 9 7 Positiva 1
Perro Durango 1991 1 5 5) 0
Perro Oaxaca Sin fecha 1 8 8 0
Perro Puebla Sin fecha 1 4 4 0
Gato Michoacan 1991 1 4 4 0
Gato Jalisco 1990 ND 6 4 1 0.28
Gato Tlaxcala 1990 1 0
Gato montés  Chihuahua Sin fecha 7 6 6 0
Gato montés  Sonora 1990 7 1 1 1.39
Zorrillo BCS 1991 10 4 4 0
* Numero de ratones lactantes muertos por rabia.
** Nimero de ratones lactantes muertos por canibalismo.
** |U: Unidades Internacionales.
Todas las madres fueron seronegativas contra la rabia antes de la inoculacién de los ratones lactantes.
secuencias, los alineamientos y la traduccién nucleoti- Las hembras lactantes que permanecieron sanas a

dica de las secuencias se realizd con el programa los 60 dias posinoculacion (p. i.) de las crias fueron
BioEdit 5.0.9.% Las secuencias se sometieron a un and- sangradas de la vena marginal de la cola, para de-
lisis BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Education/ tectar seroconversién anti-VR mediante la técnica de
BLASTinfo/credits.html). Los alineamientos mdltiples reduccion rapida de focos fluorescentes recomenda-
se efectuaron en el programa Clustal W.® da por la Organizacién Mundial de la Salud.
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Resultados

Diagnostico y caracterizacion del virus

En todas las camadas inoculadas con las diferentes
muestras de VR hubo lactantes con signos de rabia;
solo en cuatro de las 27 muestras inoculadas sobrevi-
vieron lactantes (Tabla 1). Todos los lactantes que
presentaron signos de rabia fueron positivos en la
prueba de inmunofluorescencia directa y por RT-PCR.
Adicionalmente, se detecté el VR por RT-PCR en las
glandulas salivales de los ratones lactantes que trans-
mitieron la enfermedad a sus madres.

Mediante la utilizacién del panel reducido de ocho
AcM se identificaron las variantes antigénicas de perro
(V1), murciélago hematdfago (V3 y V11), zorro de Ari-
zona (V7) y zorrillo Baja California Sur (V10) (Tabla 1).

En total tres (11 %) de las 27 hembras lactantes que
amamantaban a las crias inoculadas presentaron sig-
nos de rabia (paralisis, pelo hirsuto, etcétera.) a los
33, 37 y 39 dias p. i. de las crias. Estas hembras fue-
ron positivas por inmunofluorescencia directa y RT-
PCR. El periodo de incubacidn de la rabia en las crias
de las hembras que presentaron signos de rabia fue
de 10, 14 y 15 dias, a diferencia de las 24 hembras
lactantes restantes, cuyo periodo de incubacion en las
crias fue en promedio 6.5 dias (rango 5-10 dias p. i.).

Las variantes del VR detectadas con el panel de
ocho AcM en las hembras que adquirieron la
enfermedad fue la misma que presentaron las crias
inoculadas y correspondieron: dos a la variante 11
(vampiro) y una a la 1 (perro).

Los tres VR que se transmitieron de los lactantes a
sus madres provenian de especies no reservorios (dos
bovinos y un cerdo). El analisis de secuenciacién de un
fragmento del gen de la nucleoproteina revelé que los
dos aislamientos del ganado bovino correspondian a
virus de origen vampiro y el de porcino era de origen
canino. Estos resultados fueron congruentes con la ca-
racterizacion antigénica de los mismos. El andlisis bioin-
formatico corrobord que las hembras lactantes tenian el
mismo virus que sus crias (100 % de similitud).

Prueba de anticuerpos neutralizantes
contrael VR

Entre las 24 hembras lactantes que permanecieron
sanas a los 60 dias p. i. de sus crias, tres (12.5 %) mos-
traron la presencia de anticuerpos contra el VR con titu-
los de 0.25, 0.28 y 1.31 Ul (Tabla 1). Debido a las con-
diciones fisicas de las hembras y los lactantes enfermos
no fue posible obtener sangre de estos animales.

Discusion

En este trabajo se demostré en un modelo murino la
posibilidad de transmisién vertical de la rabia de los
lactantes a sus madres, ya que tres de las 27 hembras
que amamantaron a sus camadas infectadas con VR
enfermaron y los analisis mostraron que estas tenian el
mismo virus que su respectiva camada. Es probable que
la inoculacion del VR de los lactantes a las hembras se
haya producido a través de laceraciones causadas du-
rante la lactancia, pues los ratones neonatos poseen
dientes pequenfios y afilados. Se detect6 el VR por RT-
PCR en las glandulas salivales de los ratones lactantes
que transmitieron la enfermedad a las hembras.

Un denominador comun en los tres casos fue que
las camadas eran numerosas (nueve individuos), por
lo tanto, asumimos que esta condicién aumenta las
probabilidades de infeccion de la hembra debido a
mayor contacto, aunado a que los tres casos presen-
taron periodos de incubacion de la enfermedad largos
(10 a 15 dias). De acuerdo con nuestros resultados,
el tamafo de la camada fue aparentemente mas im-
portante que el canibalismo, puesto que en algunas
hembras lactantes se observé canibalismo y ninguna
contrajo la enfermedad (Tabla 1).

Los signos de rabia en las madres infectadas apa-
recieron después de los 21 dias de observacién re-
comendados para la prueba bioldgica,' lo que explica
por qué el fendmeno no se habia reportado.

Tres de las 24 hembras lactantes que estaban sa-
nas a los 60 dias p. i. de las crias presentaron sero-
conversion contra el VR (Tabla 1), lo que demuestra
que las madres estaban siendo sometidas a estimulos
con el VR por sus crias infectadas. Varios articulos
muestran alta prevalencia de anticuerpos contra el VR
con muy baja o nula presencia del virus, particular-
mente en quirdpteros, hienas, zorros y también en el
ser humano.”® Esto puede ser debido a una exposi-
cion a dosis subletales del VR.

La transmisién vertical de la rabia en el sentido
madre-hijo se ha descrito como poco probable, ya que
el virus se limita al tejido nervioso y no circula en la
sangre. En casos humanos, Aguémon et al.'® en 2016
describieron bebés sanos que fueron paridos por ma-
mas con rabia que sucumbieron a la enfermedad.

Los neonatos podrian actuar como amplificadores del
VR; se ha observado que dosis subletales para los adul-
tos pueden afectar a los lactantes dada su alta suscep-
tibilidad, ademas de que cepas vacunales atenuadas,
inocuas para adultos, pueden enfermar a los lactantes.'
Asi, podriamos establecer un mecanismo hipotético de
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Hipdtesis de la transmision vertical de crias a madres.
En este modelo se propone que el virus de la rabia podria conser-
varse en la naturaleza por medio de la transmision de los neonatos
(susceptibles de contraer la rabia, por ejemplo, via aerosoles, y que
funcionarian como amplificadores del virus) a las hembras, también
susceptibles durante la lactancia.

preservacion del VR en una poblacién reservorio, en el
cual los neonatos amplificarian bajas dosis de virus y
podrian diseminarlo con mayor éxito entre congéneres
susceptibles, en un proceso representado en la Figura
1. Apoyando esta hipétesis esta el hecho de que en los
quirdpteros la prevalencia de anticuerpos contra los Lys-
savirus coincide con la época reproductiva.’? Ademas,
Streicker et al.,’® en 2012, llegaron a la conclusién de
que la eliminacién de murciélagos hematdéfagos adultos
utilizando anticoagulantes aumentaba la diseminacion
del VR, al seleccionar a una poblacion de animales j6-
venes susceptibles que amplifican eficazmente el VR.
Es necesario considerar también que en las espe-
cies que tienen la capacidad de hibernar, el periodo
de hibernacién mantendria al VR latente por bajas en
el metabolismo, reactivandose cuando los animales
retoman su actividad.”? Otro factor importante en la
transmisién del virus es la presencia de anticuerpos
maternos y su duracién,” que en los quiropteros pa-
rece ser corta.’> Observaciones en murciélagos he-
matdfagos demostraron que las crias de estos anima-
les lactan durante largos periodos (entre siete y nueve

meses),'s esto puede ser importante en la transmision
del virus ya que el contacto intimo es prolongado.

Se ha descrito que algunos aislamientos de rabia
de quirdpteros pueden ser virulentos por inoculacion
epitelial en mayor proporcion que por via intramuscu-
lar.'” En este trabajo, dos de los que causaron la
muerte de las hembras procedian de quirdpteros.
Estas variantes podrian ser capaces de infectar epi-
telios. Ademas, los Lyssavirus pueden ingresar al sis-
tema nervioso central via cutdnea mediante los ner-
vios sensores.'

El fendmeno aqui descrito puede presentarse en la
naturaleza y favorecer la perpetuacion y estableci-
miento de enzootias en reservorios silvestres de
Lyssavirus.
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