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RESUMEN

Se realizé un estudio para determinar la relaciébn eco-epidemioldgica y molecular
de la rabia paralitica bovina (RPB) transmitida por el murciélago hemato6fago
Desmodus rotundus a las diferentes especies animales domeésticas en la region
centro de México: Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi. Se encontré que de
un total de 1037 casos presentados en diferentes especies domésticas y
silvestres, 911 (87.9%) ocurrieron en San Luis Potosi, 82 (7.9%) en Querétaro y
44 (4.2%) en Guanajuato. EI mayor niumero de casos (85%) ocurrié en bovinos.
Una alta proporcion de casos en Guanajuato y Querétaro, 77.3% y 42.3%
respectivamente, ocurrieron en alturas mayores de 1500 msnm, por lo que se
evidenci6 que la altitud ya no es una limitante para la movilizacion del murciélago
hemat6fago. Los meses de mayor incidencia fueron de diciembre a marzo y la
variante antigénica viral V11, asociada a transmision por murciélago hematéfago
fue la més frecuente (173 casos) para los tres estados estudiados. Se observo
que la diseminacion reciente de la enfermedad a zonas antes libres coincide con
la presencia del murciélago y que las zonas de mayor riesgo para la presencia de
casos de RPB en la regidn son, la Huasteca Potosina, el Nordeste de Guanajuato
y la Sierra Gorda de Querétaro. Las condiciones ambientales que mayormente
influyen en su distribucion son la temperatura y la precipitacion pluvial. La
filogenia basada en la secuenciacién del genoma completo de cuatro cepas del
virus de la rabia (VR) provenientes de bovino indic6 que la propagacion de la
rabia paralitica en la regién es local, su distribucion se asocia al Desmodus
rotundus y, que regiones recientemente infectadas de Querétaro tienen focos de
infeccidon ajenos a la Sierra Gorda, zona endémica del estado. Se demostré que el
uso del genoma completo es una mejor herramienta para explicar la relacién

epidemioldgica de las cepas que las secuencias parciales de genes especificos.

(Palabras clave: Epidemiologia, Rabia, Desmodus rotundus, Genoma).



ABSTRACT

An eco-epidemiologic and molecular study was conducted to evaluate the
relationship between bovine paralytic rabies (BPR) transmited by the vampire bat
Desmodus rotundus to the different domestic animal species in the states of
Guanajuato (Gto), Querétaro (Qro) and San Luis Potosi (SLP), and the
environmental conditions. From total of 1037 cases presented in different domestic
and wild species, 911 (87.9%) were from San Luis Potosi, 82 (7.9%) from
Querétaro, and 44 (4.2%) from Guanajuato. A geospatial analysis showed that
recent disease dissemination to previous free areas agrees with the presence of
the vampire bat Desmodus rotundus. The areas with the higher risk for cases are
the "Huasteca Potosina”, the northeast of Guanajuato and the "Sierra Gorda" in
Queretaro. Environmental conditions that influence case distribution are
temperature and pluvial precipitation. The largest amount of cases (85%) occurred
in cattle. Guanajuato and Queretaro reported the highest proportion 77.3% and
42.3% respectively of cases at altitudes above 1500 masl, showing that altitude is
not longer a restriction for the distribution of the vampire bat. The highest incidence
of cases was during the period between December and March, and the most
frequent viral antigenic variant was V11 (173 cases), which is associated with
transmition by the vampire bat. The phylogentic analysis based on the complete
genomic sequence of four rabies virus (RV) strains from cattle showed that the
spread of paralytic rabies in the region is local, and that the distribution matches
the distribution of Desmodus rotundus. This is the first study where using the
rabies virus whole genome showed that sequencing is a highly accurate tool to
explain the epidemiological relationship and this is more useful than sequencing

only some genes or fragments.

(Key words: Epidemiology, Rabies, Desmodus rotundus, Genome).
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad zoondtica letal cosmopolita causada por un
virus neurotrépico del género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae (Mochizuki et

al., 2011) (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). Esta enfermedad afecta

a cualquier animal de sangre caliente, causa una encefalomielitis fatal y, en el
ganado se caracteriza por pardlisis del tren posterior. La rabia ha sido erradicada
de muchos paises: Reino Unido, Escandinavia, Australia, Nueva Zelanda y Japon
entre otros; sin embargo, es prevalente en paises en desarrollo en Asia, América y
Africa (Kalita et al., 2014). La mayoria de los casos de rabia se deben a la
infeccion por el virus de la rabia clasica (VR) del genotipo uno, pero, hay trece
Lyssavirus que causan rabia en murciélagos (OMS, 2013).

Los Lyssavirus que causan esta enfermedad estan bien adaptados a sus
huéspedes (Hayman et al., 2016). La rabia es una zoonosis y en todo el mundo
causa aproximadamente 60, 000 muertes anualmente (Hampson et al., 2011;
Singh et al., 2017).

Segun el tipo de reservorio, la rabia presenta dos ciclos epidemiolégicos:
el ciclo urbano, que afecta a perros, gatos y otras especies animales en estrecho
contacto con el hombre, y el ciclo silvestre, que involucra reservorios como
zorrillos 'y quiropteros. ElI Murciélago hematéfago, Desmodus rotundus (D.
rotundus), es considerado uno de los reservorios naturales mas importantes del
virus de la rabia (VR) en América Latina. Este quiroptero se localiza en las areas
tropicales y subtropicales, desde el norte de México hasta el norte de Argentina y
Chile y transmite la enfermedad al ganado, principalmente bovino, en donde se le
conoce también como Rabia Paralitica Bovina (RPB) (Da Rosa et al., 2006; Loza-
Rubio et al., 2012). Por lo que la rabia en murciélagos es un problema limitado a
América Latina (Velasco-Villa et al., 2006; Streicker et al., 2012; Johnson et al.,
2014 y Escobar et al., 2015).


http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

El genoma del VR es ARN monocatenario de sentido negativo, con
aproximadamente 12 Kb, que codifica cinco genes en el orden: 3'-N-P-M-G-L-5’
(Johnson et al., 2014). La caracterizacion parcial del genoma del VR usando los
genes N, G y P, ha sido util en la epidemiologia molecular de la rabia para facilitar
el desarrollo de pruebas genéticas rapidas a fin de identificar aislados virales
provenientes de murciélago vampiro y definir ciclos epidemiologicos (Johnson et
al., 2014). La secuenciacion y la obtencidon de la filogenia de estos genes han
permitido conocer su historia evolutiva, patrones de transmision y relacion del virus
con su reservorio, como la influencia de la evolucion y propagacion en el tiempo
en algunas areas geogréaficas (Badrane et al., 2001; Jiao et al., 2011; Matsumoto
et al., 2011; Nadin-Davis, 2013 y Seetahal et al., 2013). Estudios recientes han
usado secuencias del genoma completo del VR para detectar un mayor nimero de
polimorfismos (0-34), ademas de obtener una mejor diferenciacion de las cepas
virales que circulan en un area geogréfica determinada (Nadin-Davis et al., 2017).

El comportamiento epidemiolégico de la rabia transmitida por D. rotundus
al ganado esta relacionado con el habitat, diversidad y dinamica de las
comunidades de murciélagos, y grado de areas geograficas perturbadas (Torres et
al., 2014). Los analisis espacio-temporal han determinado que las areas de mayor
riesgo para la rabia bovina se encuentran en la proximidad de rios y carreteras.
Actualmente la RPB tiene una distribucion irregular, relacionada con extensas
areas deforestadas, grandes rebafios de ganado y actividades antropogénicas
(Kobayashi et al., 2008). La comprensién de factores ambientales, sociales y su
relacion con la forma en la que la enfermedad se mantiene en los quirdpteros
dentro de extensiones es pertinente al plantear estrategias dirigidas a reducir el
riesgo de la transmision de la RB por D. rotundus al ganado bovino (Lee et al.,
2012).

En México, los casos de RPB han incrementado y la enfermedad es cada
vez mas frecuente en regiones tradicionalmente consideradas libres (Hidalgo,
2005; Balsamo et al., 2010). De acuerdo a reportes oficiales del Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica (SIVE) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), el promedio de focos de RPB reportados



del 2011 al 2013 fue de 209 casos, predominando en estados con clima tropical o
semitropical, como Chiapas, Hidalgo, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco,
Veracruz y Yucatan. No obstante, se considera que esta enfermedad esta
subreportada, debido a la falta de laboratorios especializados suficientes para el

diagndstico, muchos casos ocurridos en campo no son registrados.

En México, el nUumero de casos de rabia en ganado varia mucho de un
afio a otro, sin una tendencia clara en la prevalencia de la enfermedad. Muchos de

estos casos son transmitidos por D. rotundus (Johnson et al., 2014).

En la region centro de México, que involucra a los estados de Guanajuato,
Querétaro y San Luis Potosi, se sabe que por ejemplo en la Huasteca potosina se
presenta afio con afio un considerable nimero de casos de RPB por mordedura
de murciélago hematodfago. Esta zona colinda con la Sierra Gorda de Querétaro,
donde la enfermedad es endémica desde el 2005, generando la hipotesis de que
la enfermedad se esta diseminando. En los uUltimos afios han ocurrido casos de
rabia en el semidesierto del estado de Querétaro, donde la enfermedad no era
conocida. Por lo tanto, incrementar el conocimiento ecolégico, molecular y
epidemiologico del comportamiento de la RPB transmitida por el murciélago
hematofago a las diferentes especies animales domésticas en los estados de
Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, para detectar eslabones susceptibles de
modificacién de la cadena epidemioldgica de la enfermedad para mejorar su

control.



CAPITULO Il

[Il. ANTECEDENTES

2.1. Panorama de la rabia paralitica bovina en las Américas.

Desde la introduccion del ganado doméstico en el Nuevo Mundo, la rabia
transmitida por murciélagos vampiro, ha sido un factor que ha limitado a la
industria ganadera de América Latina (Massad et al., 2001; Belotto et al., 2005).
Ademas, existe una disminucion en la produccion de carne de 39.7 kg por animal
al afio (Scmhidt et al., 1979) y aumento de las infecciones bacterianas secundarias
por causa de la mordedura de murciélago vampiro (Kuzmin et al., 2007). Aln no
hay un consenso sobre los efectos de la pérdida de sangre en el ganado (Lee et
al., 2012). Las cifras de mortalidad en bovinos por rabia en los distintos paises de
América, difieren considerablemente. En los afos sesenta mas de 500, 000
bovinos murieron a causa de la enfermedad transmitida por quiropteros (Arellano-
Sota, 1988). Con el inicio de métodos de control de murciélagos y vacunas para el
ganado bovino, después de 38 afios, se obtuvo una reduccion del 99% en el
namero de casos (Mayen, 2003; Kuzmin et al., 2007; PAHO, 2007). Sin embargo,
éstas son sOlo estimaciones conservadoras. Actualmente, no se dispone de cifras
de vacunacion de los 18 paises de América Latina afectados por RPB (Lee et al.,
2012); No obstante, se estima que las pérdidas econdmicas anuales por esta

enfermedad contindan superando los 30 millones de ddlares.

La distribuciébn geografica de la enfermedad ha ido en incremento
paulatinamente (Lee et al.,, 2012), con la participacion del murciélago vampiro,
principalmente. Asi, el mayor desafio para el control de la RPB en América es este
vector (Massad et al., 2001 y Delpietro et al., 1996). Estudios de epidemiologia
espacial y ambiental han tratado de identificar areas geogréficas con alto riesgo de
transmision y los posibles factores ambientales relacionados con la aparicion de la
enfermedad en aquellas regiones donde un gran numero de animales y D.
rotundus co-ocurren, ya que la ganaderia, principalmente bovinos, representa la

fuente primaria de alimento para los vampiros, sobre todo en los paises de
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América Central y México. Altas densidades de ganado bovino por Km? y el habitat
adecuado favorecen la presencia del vector (Lee et al., 2012).

La tipificacion genética del VR por anticuerpos monoclonales contra la
nucleoproteina o glicoproteina viral, ha permitido discriminar las variantes
antigénicas asociadas a vampiros. Analisis basados en la comparacion de las
secuencias gendmicas del VR se han expandido para inferir la variacion del virus a
través del tiempo y el espacio. En la ultima década diversas investigaciones han
descrito aspectos ecolégicos y moleculares para explicar el fenomeno completo

sobre el comportamiento epidemiologico de la RPB en el continente americano.

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-Z00-2007). Dificilmente se diferencia que la rabia en bovinos sea
producida por otros animales infectados, sean terrestres o aéreos. Sin embargo,
procedimientos inmunoldgicos utilizados en la caracterizacion viral basados en el
empleo de anticuerpos monoclonales y, mas recientemente, los analisis de
secuenciacion genética, han permitido generalizar que la mayoria de los casos de
rabia en bovinos, en la América Tropical, se deben a la transmisiéon de D.
rotundus, aunque, se han encontrado murciélagos de todo tipo de dieta infectados
del VR (Escobar et al., 2015).

2.2. Panorama de la Rabia Paralitica Bovina en México.

En México el ciclo epidemioldgico preponderante de la RPB es el rural, en
él cual el murciélago hematéfago transmite el VR al ganado y ocasionalmente al
humano y otros animales. El 82% de los casos de rabia en animales en México
ocurre en el ganado bovino (Blanton et al., 2012). Muchas areas geograficas,
particularmente en aquellas que son habitat normal para D. rotundus, resultan ser
zonas susceptibles. Estas areas de alto riesgo incluyen zonas a lo largo del Golfo
de México y la Costa del Pacifico (Lee et al., 2012). Actualmente existe un



incremento en el nimero de casos de rabia transmitidos por D. rotundus en zonas
antes libres, asi como su distribucion potencial en areas geogréaficas que tienen
una alta densidad de ganado bovino por Km? y un habitat adecuado para la
presencia de vampiros (Ramirez-Romero et al., 2014). Sin embargo, el nUmero de
casos de rabia en ganado flucta ampliamente de un afio a otro, sin una tendencia

clara en la prevalencia de la enfermedad.

México tiene un inventario de 23 millones de cabezas de ganado bovino,
de las cuales 19 millones son destinadas a la produccion de carne y el resto a la
produccion de leche (Peel et al., 2011). Mas de un millén de cabezas se exporta
anualmente a Estados Unidos, principalmente del Norte de México (Huntsinger y
Starrs, 2006). La gran mayoria de los animales engordados en los lotes de México
provienen de regiones tropicales y subtropicales de México y Centroamérica,
donde la poblacion de murciélago vampiro y la RPB son endémicas (Peel et al.,
2011).

En la dltima década se han reportado casos confirmados de RPB en el
ganado en regiones que tienen distancias geograficas lejanas a zonas endémicas,
sin las condiciones ambientales adecuadas para el establecimiento de los
vampiros (Lee et al., 2012), contradiciendo la creencia de que el vampiro no puede
vivir en zonas con altitudes mayores a los 1,500 msnm & en climas
semidesérticos. Resultados de la caracterizacion del VR han permitido identificar
variantes antigénicas en quirépteros, V3, V5 y V11, para murciélago hematéfago

D.rotundus; y V4 y V9, para murciélago insectivoro Tadarida brasiliensis.

El vampiro D. rotundus también representa un problema para la salud
publica. De acuerdo al Programa de Accion Especifico, 2007-2012, de la
Secretaria de Salud, para rabia y otras zoonosis, en el periodo 2000-2006 se
presentaron 23 casos de rabia humana transmitida por fauna silvestre; de éstos,
14 (60 %) fueron ocasionados por agresion de murciélago en poblaciones rurales

gue residen cerca de nichos ecolégicos donde prolifera este tipo de fauna.



2.3. Epidemiologia de la rabia paralitica bovina en México.

La RPB es una enfermedad endémica en México y su presencia esta
asociada a la existencia de D. rotundus, que afecta principalmente a los bovinos.
De acuerdo con informes oficiales del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica del
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, entre el afo
2009 y el 2013 se confirmaron, 1,176 casos fueron 2009 y 2010. En 2011 hubo
una disminucion, sin embargo, para el 2012 y 2013 hubo un nuevo incremento.
Los estados con mayor numero de casos fueron: Chiapas, Guerrero, Hidalgo,
Nayarit, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y Yucatan con el 77.8% del total de
los casos. En estos estados, el ganado, en especial las razas cebuinas, conviven

con el murciélago vampiro (SIVE, SENASICA).

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 diagnostico. Ademas, muchos de los casos que
ocurren en areas rurales, no son registrados por el desconocimiento de la
enfermedad por parte de los productores (Lee et al., 2012; Ramirez-Romero et al.,
2014). Se considera que, por cada caso de rabia notificado, existen diez que no se
informan (Fornes et al.,, 1974). De acuerdo a reportes de la Direccién de
Campafias Zoosanitarias, entre los afios 2001 y el 2010, la prevalencia de la RPB
se incrementd de 3.8% a 5.6%, esto implica que 649,596 cabezas de ganado
bovino estaban en riesgo de contraer la enfermedad. Las pérdidas econémicas
directas anuales estimadas en la ganaderia nacional por la muerte de bovinos a
causa de esta enfermedad ascienden, aproximadamente, a 500 millones de pesos
(NOM-067-Z00-2007). La enfermedad no tiene una distribucion uniforme en los
estados afectados, en muchos de ellos existen areas libres, de baja y de alta
endemicidad y otras con brotes epizodticos. Un punto critico en la incidencia de
casos de RPB es el manejo que los productores dan al ganado bovino. En algunas
regiones de México se aplican diferentes sistemas de pastoreo extensivo con un
considerable movimiento de ganado en primavera y verano, épocas en la que hay

mejores agostaderos.



Las estrategias para reducir el nimero de casos de rabia paralitica bovina
son la vacunacion al ganado y el control de poblacion del murciélago hematofago.
En México la vacunacion es limitada, con pocos bovinos inmunizados (Anderson
et al., 2012). El control de murciélago hematofago se lleva a cabo de manera
selectiva en corrales y refugios. Consiste en que una vez capturados los
murciélagos estos son tratados con una pomada vampiricida y luego liberados con
el fin de que regresen a sus colonias y, aprovechando su comportamiento gregario
y habitos de acicalamiento, otros murciélagos ingieran el topico y asi provocar una
hemorragia interna en ellos, provocandoles la muerte. Es importante recalcar que
aunque los vampiros tratados pueden ubicarse en refugios compartidos con otras
especies de murciélagos, estos ultimos no son afectados por el producto
vampiricida, ya que estan bien definidos sus nichos y no tienen una relacion
estrecha entre especies distintas. Sin embargo, el conocimiento sobre la biologia y

el comportamiento ecolégico del D. rotundus es escaso.

En México la diseminacion de la enfermedad puede deberse a la
migracion del vampiro infectado, la presencia de ganado y la estrategia de
vacunacién. La aparicion de casos parece estar mas relacionada con la
distribucién del ganado y del murciélago vampiro (Lee et al., 2012), lo que puede
estar asociado a factores ecologicos tales como: Sin embargo, la erradicacion de
la rabia en quirépteros es actualmente imposible por lo que existe la necesidad de
maximizar la eficiencia de la vacunacion en las especies ganaderas (Anderson et
al., 2012).

2.4. Epidemiologia espacial en rabia paralitica bovina.

La epidemiologia espacial es la descripcion de los patrones espaciales de
incidencia y morbi - mortalidad de la enfermedad (Barcellos, 2003). Se refiere al
analisis de la distribucion espacial de la incidencia de la RPB (Auchincloss et al.,
2012; Lawson 2001). La epidemiologia moderna, incorpora cada vez mas la
perspectiva espacial en disefios y analisis de la distribucion, los factores

relacionados con las interacciones huésped-vector-agente y al analisis ambiental



(Pina et al., 2010), usando los sistemas de informacién geogréafica (SIG) y
sistemas de posicionamiento global (GPS), que permiten generar estrategias

epidemiologicamente informadas.

2.4.1. Sistemas de informacion geogréafica (SIG).

Los SIG son en realidad un sistema integrado por equipos, programas,
meétodos, personas y aspectos institucionales para recolectar, almacenar, analizar
datos digitalizados o referencias geograficas. (Ascuntar-Tello et al., 2016). Los SIG
constituyen una herramienta Util al identificar areas geogréficas o poblaciones
expuestas a un determinado evento para establecer zonas de riesgo y el analisis
de datos ecoldgicos (Lawson, 2001; Elliott y Wartenberg, 2004; Singh et al., 2015;
Lawson et al., 2016). Los SIG favorecen la organizacion y visualizacién de datos,
la generacion de mapas a partir de coordenadas geogréficas, consulta espacial
sobre sitios geograficos con propiedades especificas de un determinado evento,
analisis espacial usando niveles de informacion (capas) a fin de evidenciar
patrones que infieran un significado a partir del cruce de datos, la prevision
mediante el modelaje de escenarios para evaluar la ocurrencia de eventos

naturales en condiciones similares 6 diferentes.

Los SIG responden a preguntas de localizacion, condicion, tendencia, ruta,
patrones, modelado espacial de epidemias y transmision espacial de
enfermedades (Eliott et al., 2000). En la actualidad se han desarrollado muchos
paquetes de SIG, algunos de licencia abierta como Open Jump, Grass, GvSIG
Desktop y UDIG. Otros de caracter comercial como ArcGIS, los cuales han ido

incursionando en el campo de la salud (Ascuntar-Tello et al, 2015).



2.4.2. Modelo de nicho ecoldgico.

Los SIG han tenido gran influencia en el desarrollo del modelaje de nicho
ecoldgico. Un Modelo de nicho ecolégico es la caracterizacion de los factores
bidticos y abibticos con los cuales un organismo de relaciona en un tiempo y
espacio determinado (Grinnell, 1917; Hutchinson 1959). Su implicacion es para
inferir areas de distribucion potencial de las especies con base a la estimacién de
los factores ambientales que dan forma a las distribuciones espaciales de los
organismos (Naoki, 2006). Esta integracion en la salud publica y la epidemiologia
permite comprender la geografia, analizar las relaciones entre los factores
ambientales y la ecologia de los vectores o la transmision de enfermedades
pasadas, actuales y emergentes (Escobar et al., 2015).

Los modelos de prediccion utilizan dos tipos de informacion, datos
primarios y secundarios, sitios de colecta u observacion de la especie de interés y
la informacion de clima, topografia 0 medio ambiente del area donde se quiere
predecir la distribucion de la especie de interés. Esto permite interpolar o
extrapolar, a partir de observaciones puntuales sobre el espacio, similar a la
prevision a través del tiempo, con el fin de predecir la ocurrencia de una especie
para lugares donde se carece de datos. Lo que genera un mapa predictivo

(Peterson y Vieglais, 2001).

En el modelaje de nicho ecolégico se utilizan dos enfoques basicos, el
primero es para predecir el potencial geografico de una especie invasora en una
nueva region con base a informacion sobre sus preferencias de habitat en su area
de distribucion natural y, la segunda, es el uso de la informacién en donde se ha
establecido en su nuevo rango para identificar lugares aun no invadidos que
pueden estar en riesgo (Beerling et al., 1995; Peterson y Robins, 2003). Si la
especie cuyo habitat potencial esta siendo pronosticado es un organismo de la
enfermedad que afecta a los animales o los seres humanos, o su vector o
huésped, entonces la prediccion espacial de su distribucion potencial sirve para

los objetivos de salud publica y es compatible con los estudios epidemiolégicos
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(Kelly y Meentemeyer, 2002), consolidandose el campo de la epidemiologia

espacial.

2.4.3. Geoestadistica.

La geo estadistica es una herramienta que sirve para analizar y predecir
los valores de una variable que se muestra en el espacio de una forma continua
que utiliza el método de interpolacion. Debido a su aplicacion orientada a los SIG,
también se podria definir como la estadistica relacionada con los datos
geograficos. El desarrollo de los SIG y la aplicacion de la geo estadistica ha
supuesto un nuevo impulso al analisis de la distribucién espacial aplicada a la
ecologia de las enfermedades, principalmente aquellas transmitidas por vectores
(Parra-Heano, 2010). La geo-estadistica utiliza el Krigeaje, estimador espacial,
gue estima valores de puntos circundantes conocidos (Schabenberger et al.,
2017).

El Krigeaje es un método de prediccion espacial utlizando una
interpolacién media mévil ponderada para producir una prediccion lineal espacial
optima (Schabenberger et al., 2017). Los valores reflejan las distancias entre la
ubicacion para la cual un valor se esta prediciendo y las ubicaciones con valores

medidos. Esto proporciona un mejor estimador lineal no sesgado.

2.4.3.1. Distribucion espacial y modelaje de nicho ecoldégico para rabia
paralitica bovina.

Las Zoonosis, especialmente la rabia silvestre, plantean un reto importante
debido a la poca disponibilidad de informacion de la poblacion de los vectores y
hospederos animales involucrados. Esto hace que la epidemiologia espacial tenga
mayor utilidad, ya que brinda informacion de dificil obtencién con otros métodos
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(Recuenco et al., 2008). Diversos estudios en la epidemiologia de la rabia silvestre
han mencionado que es de particular relevancia identificar factores naturales y
antropogénicos que influyen en la prevalencia de la infeccion en las poblaciones y
colonias de murciélagos (Streiker et al., 2012). Asi, el planteamiento y la aplicacion
del control de la RPB, estan directamente vinculados a la distribucion espacial y
dinamica de los elementos contenidos en un &rea geografica determinada tales
como: temperatura, vegetacion, cambios climaticos, uso de la tierra, actividades
econdémicas y antropogeénicas (Recuenco et al., 2008; Kostyrka, 2015). Se ha
sugerido que los enfoques basados en el paisaje y el nicho son un complemento
importante para evaluar los efectos del medio ambiente y del paisaje sobre la
distribucion del VR (Escobar et al., 2015).

Los sistemas de vigilancia epidemiologica de la RPB son frecuentemente
la Unica fuente disponible de datos de muchos paises de América Latina, y suelen
ser de gran apoyo por tener series de tiempo Utiles para modelaje espacio-
temporal y predictivos, a pesar de que sus bases de datos no representen el 100%
de los casos. El modelaje espacial para RPB debe combinar métodos y
conocimientos de geografia, epidemiologia, salud publica, estadistica, ecologia,
virologia, demografia, medio ambiente, biologia animal, y en algunos casos

sociologia, antropologia y economia (Recuenco et al., 2009).

En los dltimos afios, en América Latina se han realizado estudios
enfocados a la distribucion geografica de los brotes de RPB transmitida por
quirdpteros utilizando datos espacio-temporales de casos de rabia en ganado
bovino para predecir el tiempo y el lugar de futuras transmisiones. El modelaje
espacial del paisaje ha permitido evaluar las condiciones bibticas y abioticas
asociadas con la incidencia de RPB en Colombia. Esto ha permitido inferir que los
cambios en la incidencia de casos de rabia en ganado pueden deberse a las
variaciones climaticas anuales que afectan al D. rotundus y a la ubicacion
geografica de los territorios y sus caracteristicas fisiograficas tales como el clima,
hidrografia, relieve y altitud, asi como a la plasticidad ecologica que tienen los
murciélagos (Brito-Hoyos et al., 2013; Escobar et al., 2015; Streicker et al., 2016),
sobre todo en aquellas areas geogréficas donde la RPB es endémica y el principal
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transmisor es el murciélago vampiro (Kobayashi et al., 2007). Otros estudios han
usado el modelaje de nicho ecoldgico, para predecir la distribucién potencial actual
de D. rotundus y la distribucion futura de la especie para los afios 2030, 2050 y
2080 con base a los escenarios climaticos y densidad de ganado bovino por km?
(Lee et al.,, 2012). Lo que ha determinado que el habitat adecuado para D.
rotundus ocurre en la mayor parte de México y América Central, asi como
porciones de Venezuela, Guyana, las tierras altas brasilefias, el oeste de Ecuador,
el norte de Argentina y el este de los Andes en Perq, Bolivia y Paraguay. Se ha
reportado que no es probable que D. rotundus se expanda a los Estados Unidos
debido a la inadecuada "estacionalidad de la temperatura” (Lee et al., 2012). Por
otra parte, se ha sugerido que la propagacion espacial de la rabia esta

influenciada por el sexo de los vampiros (Streicker et al., 2016).

En México se han utilizado los SIG para conocer la distribucion del
murciélago hematofago D. rotundus, con base a los focos de RPB notificados. Asi
se ha reportado que las poblaciones de vampiros van desde el norte de
Tamaulipas y Sonora, hasta la frontera sur del pais, ademas, se ha identificado la
distribucion geografica de las principales variantes antigénicas y linajes genéticos
del virus de la rabia asociada a murciélagos. Se ha determinado que las barreras
geograficas naturales tales como la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre
Occidental podrian estar jugando un papel importante en el aislamiento geogréafico
en los linajes del VR asociados a poblaciones de vampiros del este de México, con
los que circulan en el oeste (Nadin-Davis & Loza-Rubio, 2006). Estudios basados
en el modelaje de nicho ecoldgico han referido que en la region centro de México,
en los estados de Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi la RPB se ha
extendido a regiones anteriormente libres de esta enfermedad y que las
caracteristicas ambientales, precipitacion pluvial y la altura sobre el nivel del mar,
no limitan la presentacion de casos (Barcenas-Reyes et al., 2015). Un estudio
previo determind que la estacionalidad de la precipitacion pluvial y el incremento
en el padrén granadero son factores que influyen en la distribucién de la RPB en la
Sierra Gorda y el Semidesierto de Querétaro (Barcenas-Reyes, 2013). En la

misma perspectiva, otros estudios refieren que los prondsticos climaticos futuros
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predicen un habitat adecuado para D. rotundus, y que las areas con grandes
porciones de ganado en riesgo de presentar rabia transmitida por este quirdptero
incluyen a México (Lee et al.,, 2012). Sin embargo, son pocos los estudios
relacionados con los factores individuales y poblacionales que impulsan la
transmision del VR en murciélagos vampiro al ganado. A pesar del conocimiento
de la dispersion del murciélago y el compromiso de las campafas de control para
la prevencion y la erradicacion de la RPB, los patrones de movimiento de los
murciélagos infectados aun no han sido determinados. En parte porque las
distancias de dispersion de los murciélagos infectados y el tamafio de las colonias
son desconocidos (Streicker et al., 2016).

2.5. Epidemiologia molecular de la rabia paralitica bovina en México

Es a principios de los noventas que se empiezan a publicar estudios
epidemiologicos sobre aislados de rabia mexicanos, que en su mayoria
corresponden a caracterizaciones antigénicas (De Mattos et al., 1999; Velasco-
Villa et al., 2002). Recientemente se han publicado estudios de epidemiologia
molecular de aislados de rabia que datan de los afios noventa a la fecha
(Aréchiga, 2012).

El uso de la biologia molecular como herramienta en la epidemiologia de
la RPB en México ha permitido inferir sus principales reservorios, las regiones
endémicas y la diseminacion de la enfermedad mediante el estudio de la

diversidad genética del virus rabico (Velasco-Villa et al., 2006).

El genoma del virus de la rabia es de tipo ARN monocatenario y sentido
negativo, de aproximadamente 12 kb, que codifica cinco genes en el orden: 3"- N -
P - M- G - L -5 (Nucleoproteina, matriz y glicoproteina, y proteinas no
estructurales, fosfoproteinas y ARN- polimerasa dependientes) (Tordo, 1996). Las
secuencias parciales de los genes N y G han sido utilizadas para reconocer los 13
genotipos virales (Bourhy et al., 1993; Guyatt et al., 2003). En México, mediante la

comparacion de secciones del gen que codifica para la nucleoproteina del virus
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rabico aislado en su mayoria de ganado bovino, se han identificado variantes
antigénicas asociadas a su reservorio: V1 (perro), V3, V5 y V11 (murciélago
hematofago), V8 y V10 (mapaches), V7 (zorros), V4 y V9 murciélagos insectivoros
(Tadarida brasiliensis). Las variantes antigénicas asociadas a vampiros han sido
encontradas con una alta frecuencia en el ser humano y el ganado, representando
el mayor problema para México en la salud publica y animal. Con base a lo
reportado en otros estudios, la mayoria de los casos parece ser debido a la V11, y
en menor proporcién la V3, variantes que circulan en vampiros de México. Dichas
variantes tienen polimorfismos que ya han sido reportados (Nadin-Davis y Loza-
Rubio 2006).

Actualmente la V11 del VR tiene una distribucién continua que abarca las
zonas tropicales y subtropicales a lo largo del Golfo de México hasta la peninsula
de Yucatan, mas las planicies subtropicales del este del Istmo de Tehuantepec
dentro de los estados de Chiapas y Oaxaca. La distribucion y la diseminacion de
los casos RPB en México son el producto del movimiento gradual de las
poblaciones de murciélago vampiro realzado por la expansion de la industria
ganadera o situaciones de estrés ecoldgico (Loza-Rubio et al., 1996; Velasco-Villa
et al.,, 2006). La importancia del papel que tiene la ecologia ante la variacion
genética del VR radica en su evolucion. El virus rabico muestra fuerte
conservacion y existe una buena correlacion entre los criterios genéticos y
geograficos que indican una lenta evolucion. La epidemiologia de la rabia se ve
influenciada por la dindmica de infeccion que tienen los Lyssavirus con la
distribucion local, abundancia, demografia, comportamiento ecolégico, dispersion

e interaccion con otras especies de hospederos (Hayman et al., 2013).

En las ultimas dos décadas la generacion de datos de secuencias de
nucleotidos para colecciones de Lyssavirus se han sometido a métodos de analisis
filogenéticos, que intentan definir la estructura taxondmica de este género y
predecir las relaciones evolutivas de las cepas que circulan hoy en dia. Los
enfoques coalescentes pueden dar una idea de las caracteristicas demograficas
de los brotes virales. Ademas hay que considerar que las actividades

antropogénicas han ayudado al movimiento de las especies que sirven como
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huésped o reservorio lo que facilita la transferencia del virus entre los continentes
por las caracteristicas topograficas de los paisajes lo que puede influir de manera
significativa en la velocidad y el grado de propagacion de la enfermedad (Brunker
et al., 2012).

2.6. Factores moleculares y enfoques ecoldgicos en la epidemiologia de la
rabia paralitica.

Los enfoques ecolégicos y moleculares son necesarios para la
comprension y el control exitoso de la rabia. Dado que es un virus de ARN
circulante entre multiples huéspedes, vectores y reservorios (Kostyrka, 2015; Rico
et al., 2015). En el comportamiento epidemiolégico de la RPB, existen factores
tales como interacciones dentro y entre las diferentes especies hospederas y el
ambiente. Por otro lado la comprensién molecular de la evolucién genética del
virus de la rabia es critica, debido a la ausencia de actividad de la polimerasa que
corrige errores, lo que resulta en una alta tasa de mutacion por generacion, por lo
que las poblaciones del virus rabico cuenta con variantes antigénicas asociadas a
tipos de reservorios. Para determinar el comportamiento evolutivo y adaptativo del
virus rabico en diferentes hospederos se han comparado secuencias de
nucleotidos de la nucleoproteina (N) y glicoproteina (G). El gen N se elige porque
codifica una funcién interna implicada en la regulacién de la transcripciéon y la
replicacion del virus, factor importante en la adaptacién del virus al huésped. El
gen G, es importante porque codifica una proteina externa relacionada con la
patogenicidad, que reacciona con los receptores celulares del virus de la rabia
(Bourhy et al., 1999; Dietzschold et al., 1983). Estos dos genes se conservan
generalmente con pocas sustituciones de aminoacidos. Sin embargo, esto no
excluye que los cambios genéticos permitan la adaptacién a otros huéspedes,
pero como son muy limitados, es probable que los factores ecolégicos expliquen
mejor la transmision cruzada de especies del virus rabico. La ecologia intra-
huésped del virus de la rabia se ha explicado a través de las restricciones
selectivas en el gen G, debido a que la replicacion viral no sélo ocurre en células
neuronales ya que se ha hipotetizado que permite la entrada a diversos tipos

celulares (Holmes et al., 2002). Esto significa que el virus de la rabia puede saltar
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antigénicamente, lo que relaciona a los factores genéticos y ecoldgicos. Esto
debido a la ecologia extra-huésped, que se refiere a la densidad y especies
susceptibles, puede ser una causa inmediata que desencadene saltos antigénicos

de especies.

Los factores moleculares y ecologicos de la transmision entre
especies han sido de interés en el estudio epidemiolégico de la rabia transmitida
por murciélagos, particularmente la transmision de especies cruzadas (Bourhy et
al., 2008). Un estudio reciente basado en la caracterizacion molecular del gen P,
una region relativamente divergente del virus rabico y que puede modular
interacciones entre el virus y el hospedero por via de numerosas caracteristicas
estructurales variables, perteneciente a una cepa de zorrillo mexicano revelé que
las dos variantes asociadas a zorrillo que circulan en México, V8 y V10, son
evolutivamente distintas. Se ha propuesto que las cepas de rabia circulando en
hospederos terrestres de América surgieron a partir de quirépteros hospederos
(Rupprecht et al., 2011) y se ha documentado el potencial para el surgimiento de
nuevas cepas de rabia posteriores a la transmision de esta enfermedad por el
murciélago como reservorio, a una poblacion localizada de zorrillos (fenbmeno
denominado "spillover” (Arechiga, 2012). De la misma manera, la variante V8 bien
pudo emerger de ciertas cepas de murciélago (Loza-Rubio et al.,, 2012). De
acuerdo con Matsumoto et al., 2011, la clasificacion usando secuencias del
genoma completo, en lugar de partir de una secuencia parcial de un gen
especifico, ofrece bases mas soélidas e integrales para abordar la evolucion del
VR. El comportamiento evolutivo no evidencia recombinacion en su genoma. Esto
hace suponer que los factores ecoldgicos deben ser objeto de especial atencion

en el control y la vigilancia epidemioldgica.

Se ha propuesto que los datos genéticos proporcionados por la
epidemiologia molecular y la genética de poblaciones, asi como los datos
ecologicos o ambientales proporcionados por las redes de epidemiologia espacial,
sean utilizados para identificar las vias de transmision viral entre diferentes
huéspedes (Biek Et al., 2007).
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2.7. Los murciélagos.

Los murciélagos son un grupo de mamiferos diverso con amplia
distribucion geogréfica (Medellin et al., 2000). Pertenecen al orden Chiroptera,
donde se conocen aproximadamente 1,240 especies organizadas en 18 familias
en dos subdrdenes: Megachiroptera y Microchiroptera (Chan et al., 2013; Rodhain,
2015; Calisher et al., 2006; Jones et al., 2005; Wibbelt et al., 2010; Calisher,
2015). Los murciélagos proveen servicios ecologicos que benefician a los
ecosistemas, la polinizacion de plantas y flores, la depredacion de insectos
dafiinos a la agricultura y la dispersién de semillas (Pijl,1957; Fleming et al., 2009;
Lobova et al.,, 2003). La importancia ecolégica de los murciélagos se origina a
partir de sus habitos alimenticios, pues es por esta caracteristica que mantienen el
equilibrio ecoldgico en la naturaleza. No obstante, también tienen un papel
relevante en la emergencia de virus zoongticos, pues al menos 60 especies de
virus encontrados en alguna especie de murciélago se han relacionado a
enfermedades emergentes y re-emergentes (Wong et al., 2007; Rodhain, 2015).

Del gran niumero de especies de murciélagos, solo tres se alimentan de sangre.

El Desmodus rotundus también conocido como vampiro comun 6 de patas
pelonas; el Diphyla ecaudata o vampiro de patas peludas y el Diaemus youngi 0
vampiro de alas blancas (Aguilar et al., 2006). Pertenecen al suborden
Microchiroptera y son especies endémicas de México. Sin embargo, Diphylae
caudata y Diaemus youngi no son consideradas de importancia en el

mantenimiento de la rabia (Brass, 1994; Loza-Rubio et al., 2000).

2.7.1. Desmodus rotundus.

Desmodus rotundus es una de estas tres especies propias de América, su
distribucion va del norte de México a Sudamérica, a lo largo de la Costa Pacifica
por Chile y la costa atlantica de Uruguay, hasta el extremo de Brasil (Villa, 1976).

Se alimentan de sangre mediante la mordedura en otros vertebrados, en especial
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la del bovino y ocasionalmente del hombre. Su tamafio es como el pufio de una
mano, tiene en el labio inferior una escotadura en forma de V por donde succiona
la sangre, su dedo pulgar es bastante largo y le sirve para fijarse a la piel de sus
victimas; el murciélago hematofago extrae 20 ml de sangre en un lapso de 10 a 25
minutos, que es el consumo diario que requiere para su supervivencia (Velasco et
al., 2002). Este héabito les ha causado una serie de complicaciones hacia su
existencia, el problema aumenta cuando son portadores de la rabia transmitiendo
el virus a diferentes especies animales, incluso al humano (Gandara et al., 2006).
Cabe sefalar que esta especie sirve como reservorio del VR. Los murciélagos
hematéfagos viven en muy diversos lugares, algunos de ellos naturales y otros
construidos por el ser humano tales como cuevas, alcantarillas, cavernas o
arboles huecos. Es comun encontrarlo en ambientes y refugios muy variados,
donde suele ser la Unica especie, o0 bien, coexistir con murciélagos inofensivos
(Sanchez, 2004; Lépez et al., 2007). Sin embargo, nunca es la especie mas

abundante en un refugio compartido.

La abundancia local de D. rotundus se ve favorecida por el incremento del
namero de cabezas de ganado en el campo. Se considera que el area de pastoreo
y el establecimiento de sus colonias son puntos clave en la ecologia del D.
rotundus. Es habitual que su area de pastoreo abarque de 5 a 8 km alrededor de
su refugio. Se ha reportado que éste quiréptero puede viajar en busca de alimento
hasta 15 6 20 km de distancia respecto a su refugio. También es conocido que
algunos machos llegan a viajar hasta 100km en busca de nuevas colonias y
hembras. El tamafio de las colonias varia de 500 hasta 5,000 individuos, pero en
general son relativamente pequefias que van de 10 hasta 200. El nimero de
individuos de una colonia depende de la disponibilidad del alimento, el espacio y
de las condiciones micro climaticas de los refugios (Fornes, 1974). De Thoisy et al
(2016), estim6 un tamafio poblacional promedio de 25 individuos, con un rango de
5 a 60. Se ha observado que D. rotundus es una especie gregaria y de poca
actividad migratoria. ElI D. rotundus se reproduce todo el afio y no presenta
incrementos estacionales de nacimientos, lactancia o prefiez (Quintana y

Pacheco, 2007). Se ha observado que existe un maximo de reproducciéon en la
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estacion lluviosa o al inicio de ésta (Carrasco-Rueda, 2011). El tamafio de la
camada es de una sola cria por parto (Bernard, 2005), con un periodo de
gestacion de siete meses (Suzan, 2005). De Thoisy et al (2016), observaron que
en todo el afio tienen actividad reproductiva, con una proporcion sexual de un

macho por cada hembra.

2.8. El virus de larabia en poblaciones de murciélago D. rotundus.

D. rotundus tiene un papel preponderante en la diseminacion de la rabia al
ganado y al humano. En América Latina los asentamientos humanos y las
practicas agricolas y ganaderas alteran el habitat del vampiro (Belotto et al., 2005;
Jones et al.,, 2013). Estas perturbaciones ecologicas del vampiro tienen efecto
sobre la circulacion del virus, lo que explica el comportamiento epidemiologico

extensivo de la rabia silvestre (Bastiani et al., 2012).

En América Latina se han documentado al menos tres variantes
antigénicas del VR asociadas al vampiro: V3, V5 y V11. La mayoria de los casos
son por V11, aunque se han identificado casos por V3 en vampiros mexicanos a lo
largo del Océano Pacifico y el Golfo de México (Loza-Rubio et al., 1996; Nadin-
Davis y Loza-Rubio, 2006).

El virus de la rabia puede mantenerse dentro de las poblaciones de
murciélagos hematéfagos con una probabilidad muy baja de desarrollar una
infeccion letal. Sin embargo, lo mas probable es que la mayoria de las
exposiciones son subclinicas e inmunizantes, lo que permite la persistencia viral a
largo plazo en las colonias de una especie con una lenta tasa de reproduccion,
estas infecciones inmunizan al vampiro previniendo la extincién de la colonia y la
persistencia del virus. Se estima que la probabilidad de que un vampiro desarrolle
infeccion letal es del 10% (Blackwood et al., 2013). Se cree que los huéspedes
originales de todos los Lyssavirus son murciélagos. El virus de la rabia clasica

ocurre en murciélagos en las Américas (Beranova, 2016).
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En México se ha estudiado una gran cantidad de virus de la rabia
relacionados con murciélagos. Estos se han obtenido principalmente de animales
domésticos, ganado, seres humanos y en bajos numeros de diferentes especies
de murciélagos. Los virus de la rabia asociados a murciélagos en México tienen
mucha similitud con virus que actualmente se encuentran circulando de forma
enzodtica en las mismas o diferentes especies de murciélagos en otros paises de
América (Cisterna et al, 2005; Smith, 2002; Yung et al., 2002; Ito et al., 2001). La
distribucion generalizada del murciélago vampiro, de México a Argentina, junto con
un mecanismo para la transmisibn de especies cruzadas (comportamiento
obligatorio de alimentacién de sangre) crea altas cargas econémicas, sociales y de

salud publica de la rabia en toda la region.

Aungue la vacunacion post-exposicion de los seres humanos y la
vacunacion pre-exposicion de ganado estan disponibles y son eficaces, no se
practican a gran escala (Sodre et al., 2010; Schneider et al., 2009). En cambio, el
control de la rabia transmitida por murciélagos vampiros utiliza el control de la
poblacién de murciélagos. La eliminacion de vampiros para reducir el riesgo de
transmision del virus de la rabia hace realmente poco para detener la diseminacion
de la rabia y puede, por el contrario, incrementarla (Blackwood et al., 2013). La
eficacia de estos programas ha sido cuestionada por estudios de campo que
demuestran que practicas agresivas tales como el uso de explosivos en cuevas
obligan a los vampiros infectados a moverse a otras colonias y a otras regiones,

donde el virus inicia un nuevo ciclo de infeccion (Arellano-Sota et al., 1988).

Por otro lado, se ha mencionado que el tamafio de la colonia no es un
buen predictor de la prevalencia de la rabia. Esto porque la eliminacion del
vampiro no reduce la transmisién ya que el virus de la rabia pasa periodos de
incubacion suficientemente largos en murciélagos en hibernacién, lo que permite
gue la infeccién pase de un afio al siguiente, favoreciendo el estado epidémico de
la rabia (George et al., 2011). En la mayoria de los paises de América Latina se
han utilizado los anticoagulantes para el control de poblaciones de murciélagos
vampiro. En México su uso esta indicado en las recomendaciones nacionales en

respuesta a un brote de enfermedad. Sin embargo, las poblaciones de murciélago
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han aumentado con el tiempo (Jonhson et al., 2014). A partir de los afos setenta,
la rabia estaba presente en aproximadamente el 65% del area habitada por el
murciélago vampiro comun y actualmente es casi el 100% de esta area la que

muestra rabia paralitica bovina (SENASICA).
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CAPITULO IlI

3.1. JUSTIFICACION

El problema de la rabia transmitida por murciélago hematéfago D.
rotundus representa un riesgo para las poblaciones humanas y el ganado bovino,
principalmente. Actualmente ha sido documentado el nimero de casos de rabia
transmitidos por este vector en zonas antes libres, asi como su distribucion
potencial en los paises de América Latina. En México la rabia se mantiene como
un problema de salud publica y de ganaderia. El nUmero de casos no presenta
una tendencia clara en la prevalencia de la enfermedad. Muchos de los casos, en

particular los de ganado, son transmitidos por el murciélago vampiro.

El fenbmeno epidemioldgico de la rabia es complejo debido a la gran
diversidad de reservorios distribuidos en los dos ecosistemas que definen los dos
ciclos epidemioldgicos de la rabia, urbano y silvestre. La vacunacion ha sido una
de las principales estrategias para el control de la rabia en las regiones de alto
riesgo del pais y se ha logrado reducir el riesgo de presencia de casos de rabia
urbana, pero no ha sido asi para la rabia transmitida por vampiro. La falta de
conocimiento sobre el comportamiento ecologico del vector y su relacion con la
transmision inter-especifica del virus en los distintos ecosistemas del pais, ha

limitado el control de la enfermedad.

En México, como en otros paises, se han realizado estudios filogenéticos
basados en secuencias parciales del gen N, G y el P, lo que ha mostrado
evidencia sobre los patrones moleculares y de distribucion geografica del virus en
sus diferentes tipos de reservorios naturales y huéspedes susceptibles, asi como
la diversidad entre las variantes antigénicas del virus y su papel epidemioldgico.
Se ha sugerido que la secuenciaciéon del genoma completo, puede ser una mejor
herramienta para incrementar el conocimiento sobre los cambios microevolutivos

del virus en sus hospederos y reservorios naturales.
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Esta tesis plantea un analisis basado en el comportamiento
epidemiologico de la enfermedad en la region, la estructura filogenética del virus y
los patrones ecoldgicos que posiblemente determinen la distribucién geogréafica de
los linajes genealdgicos encontrados. Los resultados de este trabajo generaran un
conocimiento méas amplio y solido sobre la epidemiologia de la enfermedad en la
regidbn, que podran ser interpretados para un mejor diagndstico, una mejor
estrategia de vacunacion y mejores acciones para el control de la rabia paralitica

bovina en el Bajio e incluso en México.
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CAPITULO IV

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion eco-epidemioldgica y molecular del virus de la
rabia bovina en el murciélago hematofago y las diferentes especies animales

domésticas en los estados de Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi.
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CAPITULO V

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la incidencia de casos de rabia transmitida por murciélago

hemato6fago en las diferentes especies ganaderas.
Determinar zonas de riesgo de diseminacion de rabia paralitica en la region.

. Aislar y secuenciar los virus aislados del murciélago/vampiro y de otras

especies animales, especialmente bovinos.

Establecer la filogenia de cepas del virus de la rabia paralitica bovina en

Querétaro, Guanajuato y San Luis Potosi.

. Comparar la resolucién filogenética de la secuencia del genoma completo
con secuencias parciales de los genes N, P y G de cepas mexicanas del

virus de la rabia.
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CAPITULO VI

Comportamiento epidemiolégico de la rabia paralitica bovina
en la region central de México, 2001-2013

Isabel Barcenas-Reyes, Elizabeth Loza-Rubio, Horacio Zendejas-Martinez, Hugo
Luna-Soria, Germinal J. Cant6-Alarcon y Feliciano Milidn-Suazo

Revista Panamericana de Salud Publica. 2015; 38 (5): 396—-402.
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Comportamiento epidemioldgico
de larabia paralitica bovina en la
region central de México, 2001-2013

Isabel Barcenas-Reyes,! Elizabeth Loza-Rubio,?
Horacio Zendejas-Martinez,* Hugo Luna-Soria,*
Germinal J. Canto-Alarcén! y Feliciano Milian-Suazo?

Forma de citar Barcenas-Reyes I, Loza-Rubio E, Zendejas-Martinez H, Luna-Soria H, Cantd-Alarcon GJ, Milidn-Suazo
F. Comportamiento epidemioldgico de la rabia paralitica bovina en la region central de México, 2001-
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RESUMEN  Objetivo. Determinar la distribucion geoespacial de los casos de rabia paralitica bovina transmi-
tida por Desmodus rotundus en los estados de Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, México.
Meétodos. Estudio epidemioldgico transversal a partir de los casos notificados por las cam-
paiias estatales de control de la rabia paralitica bovina en Guanajuato (2008-2013), Querétaro
(2005-2013) y San Luis Potosi (2001-2013). Se confirmaron los casos por inmunofluorescen-
cia directa. Se elaboraron mapas de distribucion de los casos por afio y por especie, mediante el
software ArcMap version 10.1. Para identificar dreas con condiciones apropiadas para la
presencia de casos se combinaron las variables bioclimdticas con los casos georreferenciados,
mediante el programa MaxEnt version 3.3.3.

Resultados. Se registraron 1 037 casos, de los cuales, 911 (87,9%) ocurrieron en San Luis
Potosi, 82 (7,9%) en Querétaro y 44 (4,2%) en Guanajuato. Del total, 87,4% ocurrié en altu-
ras menores de 1500 msnm. En Guanajuato y Querétaro, 77,3% y 42,3% de los casos, respec-
tivamente, ocurrieron en alturas mayores de 1 500 msnm. Los meses de mayor incidencia
fueron de diciembre a marzo. La variante antigénica viral V11 fue la mds frecuente (173 casos),
presente en los tres estados estudiados. En el canal endémico, el promedio de casos semantiene
en la zona de seguridad de enero a marzo, pero de abril a junio excede la mediana. La distribu-
cién espacial de los casos muestra la diseminacion reciente de la enfermedad, lo que coincide con
la presencia del murciélago vampiro.

Conclusiones. La rabia paralitica bovina se ha extendido a regiones anteriormente libres de esta
enfermedad. Las caracteristicas ambientales y la altura sobre el nivel del mar no limitan la presenta-
cién de casos. Se debe mantener un monitoreo constante para la deteccion oportuna de casos. La
vacunacion se debe realizar antes del comienzo de las lluvias, sin esperar la aparicién de brotes.

Palabras clave Rabia; quirdpteros; zoonosis; bovinos; México.

La rabia es una enfermedad zoonotica
letal, causada por un virus neurotré-
pico del género Lyssavirus, familia Rhab-
doviridae (1), que afecta a cualquier
animal de sangre caliente, excepto las
aves. Esta enfermedad presenta dos
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ciclos, cada uno con diferentes reservo-
rios: el urbano, que afecta a perros, gatos
y otros animales que viven en contacto
estrecho con el hombre; y el silvestre,
que se concentra principalmente en
dos reservorios terrestres —zorrillos y
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mapaches— y uno aéreo —los quirdpteros—
(2, 3). En América Latina, el murciélago
hematdfago Desmodus rotundus esactual-
mente el principal reservorio y transmi-
sor del virus al ganado y a los humanos
(4-6). Se estima que 70 000 personas
mueren anualmente en el mundo infecta-
dos por este virus (3).

En México, la rabia urbana se ha redu-
cido significativamente durante la tiltima
década gracias al control canino inten-
sivo y las campafias de vacunacion; sin
embargo, la rabia transmitida por anima-
les silvestres, en especial por quirdpte-
ros, ha ido en aumento (4). Los ataques
por D. rotundus al ganado son cada vez
mas frecuentes, incluso en regiones que
por décadas se habian consideradolibres
de esta enfermedad (7).

La rabia paralitica bovina (RPB) es una
forma de presentacion de la enfermedad
en bovinos y otras especies domésticas,
caracterizada por la paralisis del tren pos-
terior. Esta enfermedad es endémica en
muchas dreas de México, principalmente
donde coincide la presencia de ganado
bovino con la del murciélago D. rotundus.
En general, se han notificado focos en 24
delas 31 entidades federativas de México:
por la costa del Pacifico desde el sur
de Sonora hasta Chiapas, y por la costa
del Golfo de México desde el sur de
Tamaulipas hastalaPeninsula de Yucatan
(8). De acuerdo con informes oficiales del
Sistema de Vigilancia Epidemioldgica
del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria,
entre los afios 2011 y 2013 se registraron
como promedio 209 focos de RPB anua-
les, principalmente en los estados con
clima tropical o subtropical: Chiapas,
Hidalgo, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tabasco, Veracruz y Yucatan. En estos es-
tados, el ganado, en especial las razas ce-
buinas, conviven con el murciélago vam-
piro (8,9).

Al igual que en muchos otros paises,
en México existe un considerable subre-
gistro de casos debido, principalmente, a
la falta de suficientes laboratorios espe-
cializados con capacidad para realizar
el diagnodstico. Ademas, muchos de los
casos que ocurren en areas rurales no son
registrados por el desconocimiento de la
enfermedad por parte de los productores
(8, 10). Se considera que por cada caso de
rabia notificado, existen diez que no se
informan (11).

Se ha establecido que ademas de los
factores ambientales —temperatura y
nivel de precipitacion pluvial, entre
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otros—, hay factores biologicos —pre-
sencia de ganado y otros reservorios— y
socioecondmicos —deforestacion, urba-
nizacion e intensificacion de la actividad
agricola y ganadera— que influyen en la
presencia de los murciélagos vampiros
(12-15) y en la ocurrencia de casos (13-
15). La distribucion de estos quirdpteros
es cada vez mas amplia.

En el caso de los estados Guanajuato,
Querétaro y San Luis Potosi, ubicadosen
la region central de México, el numero de
casos de RPB transmitida por D. rotundus
ha ido en aumento y se ha extendido a
zonas tradicionalmente libres de esta en-
fermedad. Esto ha llevado a la necesidad
de estudiar con mayor detalle el compor-
tamiento de la enfermedad y su relacion
con las condiciones ambientales, biologi-
cas y socioecondmicas que influyen di-
rectamente en el habitat del murciélago
hematoéfago y de su hospedero principal,
el ganado bovino (16).

El objetivo del presente trabajo fue de-
terminar la distribuciéon geoespacial de
los casos de RPB transmitida por D. ro-
tundus y su relacion con la precipitacion
pluvial, la temperatura ambiental y la
altura sobre el nivel del mar en los esta-
dos Guanajuato, Querétaro y San Luis
Potosi, México.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio epidemiologico
transversal a partir de la informacion con-
tenida en las bases de datos de casos
notificados por las campanias estatales de
control de la RPB entre 2008 y 2013 en
Guanajuato, 2005 y 2013 en Querétaro y
2001 y 2013 en San Luis Potosi. La infor-
macién epidemioldgica relacionada con
los casos de RPB abarco datos del lugar
(estado, municipio, coordenadas geogra-
ficasy altura sobre el nivel del mar), fecha
de deteccion (mesy afo), datos del animal
(ntimero del caso, especie, sexo y edad) y
variante antigénica del virus. La informa-
cion sobre el nivel de precipitacion plu-
vial y la temperatura se tom¢ de Bioclim
(http://www.worldclim.org/bioclim).

La confirmacién de los casos sospecha-
dos de rabia se hizo mediante inmu-
nofluorescencia directa con anticuerpos
monoclonales contra la proteina de lanu-
cleocapside viral conjugados con isotio-
cianato de fluoresceina, de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana vigente (17).

Para la proyecciéon de los mapas se
unificaron las diferentes formas de geo-
rreferenciacion de las bases de datosa
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coordenadas decimales. Para ello, des-
pués de corroborar que los puntos co-
rrespondieran al lugar de presentacion
de los casos, las coordenadas se transfor-
maron de unidades sexagesimales a
coordenadas del sistema universal trans-
versal de Mercator (UTM) y a unidades
decimales.

Una vez homogenizada la informa-
cioén, se elaboraron mapas de distribu-
cién de los casos por afio y por especie
mediante el software ArcMap version
10.1 (18). Para elaborar el mapa de
prediccion de riesgo de presentacion
de casos de la variable regionalizada
“numero de casos”, se utilizd el méto-
do de krigeaje ordinario, del programa
ArcMap. Este es un método geoestadis-
tico de estimacion de puntos que utiliza
un modelo de variograma para la obten-
cion de datos y calcula los valores que se
daran a cada punto de referencia em-
pleado en la valoracion. Esta técnica de
interpolacion se basa en la premisa de
que la variacion espacial contintia con el
mismo patrdn, y los puntos préximos en
el espacio tienden a tener valores mas
parecidos entre si que con los puntos
mas distantes. En este método se asume
que los datos recogidos de una determi-
nada poblacién se encuentran correlacio-
nados en el espacio (19).

Con el fin de evaluar el comporta-
miento de la RPB en la region estudiada,
se elabor el canal endémico a partir de
las frecuencias mensuales de casos ocu-
rridos en los tres estados para los afios
2008-2013. Este canal endémico se basd
en el método de la mediana y los cuarti-
les con nameros crudos (20).

Para modelar los sitios con condicio-
nes apropiadas para la presencia de
casos de rabia en las diferentes especies
domésticas y evaluar la importancia de
las variables bioclimaticas, estas se com-
binaron con los casos georreferenciados
(21, 22). Para ello se utilizé el programa
MaxEnt version 3.3.3 (23), que se basa en
el modelo de maxima entropia. Este
método permite detectar asociaciones
entre variables ambientales en capas, con
formato de sistema de informacién geo-
grafica y lugares de ocurrencia, y de esta
forma estimar la probabilidad de presen-
cia de la especie estudiada en cada pixel
del area de trabajo mediante mapas digi-
tales. Este tipo de modelo ha sido util
para identificar dreas de diseminacion de
enfermedades y su asociacion con areas
con condiciones ambientales apropiadas
para el hospedero y el vector (24, 25).
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De esta forma, se generé un modelo de
nicho ecoldgico que refleja la probabilidad
de encontrar las condiciones apropiadas
para la ocurrencia de casos de RPB (26).

RESULTADOS

Se registraron 1 037 casos de RPB en
diferentes especies animales en los esta-
dos de Guanajuato, Querétaro y San Luis
Potosi (cuadro 1). En Guanajuato se noti-
ficaron 44 casos (4,2% del total) en ocho
municipios; el municipio con mayor
numero de casos fue San Luis de la Paz
con 13. En Querétaro se informaron 82
casos (7,9%) en 12 municipios; destaca-
ron Jalpan de Serra y Pefiamiller con 15
casos cada uno y Toliman con 10. En San
Luis Potosi se notificaron 911 casos
(87,9%) en 42 municipios; Ciudad Valles
fue el de mayor incidencia con 142.

De ese total, 881 (84,9%) ocurrieron en
bovinos y de ellos, 63,0% correspondié a
animales mayores de 6 meses. De los 156
restantes, 51 (32,7%) se registraron en
murciélagos hematoéfagos de la especie
D. rotundus, 40 (25,6%) en equinos, 25
(16,0%) en zorrillos, 18 (11,5%) en ovinos,
12 (7,7%) en caprinos y 6 (3,9%) en mur-
ciélagos insectivoros (Tadarida brasilien-
sis); se registraron también un caso en
canino doméstico, uno en murciélago
frugivoro, uno en humano y uno en
venado cola blanca (2,6%).

En total, 182 casos correspondieron a
variantes antigénicas del virus de la rabia
propias de murciélagos vampiros: V11
(173 casos), V5 (3 casos) y V3 (2 casos); 2
casos a variantes de murciélagos insecti-
voros V4 (1 caso) y V9 (1 caso), y 2 casos
con una variante propia de zorrillos, V8.
Los restantes 855 registros no presenta-
ron informacién sobre la variante viral.
En cuanto a su distribucién, en el estado
de San Luis Potosi se identificaron todas
las variantes virales, en Guanajuato solo
la V11 y en Querétaro la V5 y la V11. Al
tomar en cuenta la poblacion de anima-
les (bovinos, ovinos, caprinos, porcinosy
equinos) segun el tltimo censo gana-
dero, realizado en 2010 (27), la tasa de
incidencia de casos en la region fue  de
20 por cada 100 000 animales: 1,3 en
Guanajuato, 10,5 en Querétaro y 58,9 en
San Luis Potosi.

De los 1 030 casos que informaron
la altitud del sitio de ocurrencia, 900
(87,4%) se presentaron en localidades de
hasta 1 500 msnm y 130 (12,6%) en areas
con altitudes mayores; la proporciéon de
casos registrados en altitudes superiores
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alos 1500 msnm fue mayor en Guanajuato
(77,3%) y Querétaro (42,3%) (cuadro 2).
La mayor cantidad de casos se presentd
en los meses de enero, febrero y marzo,
con 111, 103 y 103 casos, respectiva-
mente; mientras, los de menor frecuencia
fueron abril, mayo y julio, con 63, 51y 67
casos, respectivamente.

Segun el canal endémico, la notifica-
cién de casos se mantuvo en la zona de
seguridad durante los meses de enero a
marzo (época de seca), debido a que el
promedio no excedié el cuartil de la me-
diana. Sin embargo, no fue asi para los
meses de abril —también considerado
época de seca—, mayo y junio —época
de lluvia—, cuando el promedio de casos
superd el valor de la mediana para ese

periodo, es decir, el promedio de casos se
ubico en la zona de alarma (figura 1).
Segun el prondstico —calculado a partir
del valor de la mediana—, la mayor fre-
cuencia de los casos debe ocurrir en los
meses de enero, febrero, junio, septiem-
bre y diciembre.

La distribucién espacial de los casos
porafio mostro dispersionenelnordeste
del estado de San Luis Potosi —en lalla-
mada Huasteca Potosina—, elnordeste
del estado de Querétaro —ocupado por
la Sierra Gorda—, el altiplano de San
Luis Potosi y el nordeste del estado de
Guanajuato (http://gaia.inegi.org.mx/
mdmé6) (figura 2). En los afios mas re-
cientes, también se observd la presencia
de casos en regiones antes libres de la

CUADRO 1. Casos anuales de rabia paralitica en los estados de Guanajuato, Queré-

taro y San Luis Potosi, México, 2001-2013?

Ao
Estado 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 Total
Guanajuato 3 8 13 12 4 4 44
Querétaro 9 8 7 3 4 26 16 6 82

San Luis Potosi 10 98 121 93 79 49
Total 10 98 121 93 88 52

48 68 76 73 98 48 50 911
56 78 87 90 136 68 60 1037

2L as campafas estatales de control de la rabia paralitica generaron datos a partir de 2001 en San Luis Potosi, 2005 en

Querétaroy 2008 en Guanajuato.

CUADRO 2. Casos de rabia paralitica en ganado y animales silvestres, segun la altura
sobre el nivel del mar, registrados en Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi,

México, 2001-2013

<1500 msnm

>1 500 msnm

Estado No. % No. % Total
Guanajuato 10 22,7 34 77,3 44
Querétaro 45 57,7 33 42,3 78
San Luis Potosi 845 93,1 63 6,9 908
Total 900 87,4 130 12,6 1030

Nota: No se informd la altitud de siete casos: 4 de Querétaro, 2 de San Luis Potosiy 1 de Guanajuato.

FIGURA 1.Canal endémico de casos de rabia paralitica
en laregion central de México, 2008-2013
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Nota: elaborado a partir de las frecuencias mensuales de casos paralos afios
2008-2013, segun las bases de datos de casos notificados por las campafias
estatales de control de larabia paralitica en Guanajuato, Querétaroy San Luis
Potosi.
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FIGURA 2. Zonas de riesgo de presentacion de casos
de rabia paralitica por municipio en los estados de Gua-
najuato (2008-2013), Querétaro (2005-2013) y San Luis

Potosi (2001-2003)

»Casos de rabia paralitica
por municipio
Prediccion (casos)
1-2
3-4
5-7
8-15
w 16-32
- 33-67
- 68-142

enfermedad, lo que indica su diseminacién.
Asi ocurre en Querétaro, donde a partir
de la notificacién del primer caso en la
Sierra Gorda en 2005 se han registrado
casos en la region del semidesierto y los
valles centrales. La distribuciéon de los
casos de rabia paralitica en las diferentes
especies domésticas coincidié con la dis-
tribuciéon de los casos identificados en
murciélagos, lo que confirma la impor-
tancia de este vector en la diseminacién
de la enfermedad.

Segtn los mapas de riesgo, obtenidos
a partir de la distribucién de los casos y
la interpolacién por el método de kri-
geaje, la zona de mayor riesgo se ubica
en la Huasteca Potosina, la Sierra
Gorda de Querétaro y el nordeste de
Guanajuato. Entre las zonas de menor
riesgo, pero con presencia de casos, estan
la regién central de San Luis Potosi, el se-
midesierto y los valles centrales de
Querétaro, y el nordeste de Guanajuato
(figura 2).

Segun el mapa de probabilidad esti-
mada de encontrar las condiciones apro-
piadas para la presencia de casos de
rabia paralitica en diferentes especies ga-
naderas (figura 3), la Huasteca Potosina
presenta la mayor probabilidad de ocu-
rrencia de casos, seguida por la regién
central que colinda con la Sierra Gorda
de Querétaro, por un lado, y el nordeste
de Guanajuato, por el otro. Los munici-
pios que se encuentran en el altiplano de
San Luis Potosi y en el valle central de
Querétaro también se encuentran en
riesgo de presentar casos de rabia. El
modelo de nicho ecoldgico tuvo un ajuste
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de 0,84, lo que indica que se logré una
buena sensibilidad con un elevado poder
de predictibilidad (26, 28). La tempera-
tura minima de los meses mas frios fue la
variable que mejor predijo la distribu-
cién de la enfermedad. Otras variables,
como la temperatura media y el prome-
dio de precipitaciones de los meses mas
calidos y los meses mas hiimedos, pueden
también influir en la presencia de casos
de rabia.

DISCUSION

La mayoria de los casos registrados en
la base de datos fue en ganado bovino,
causados por la mordedura de D. rotun-
dus. El empleo de periodos diferentes de
notificacion para los estados estudiados
—San Luis Potosi desde 2001, Querétaro
desde 2005 y Guanajuato desde 2008 —,
se debe a que la implementacién de la
campana de control de la RPB no co-
menzé al mismo tiempo y a que en
alguno de estos estados no se informé
la enfermedad hasta que el nimero de
casos se considerd suficientemente im-
portante. Ademas, la falta de comunica-
cién entre los servicios de salud y agro-
pecuario pudo haber impedido que se
informara oportunamente la presencia
de casos, lo que puede haber llevado a
minimizar el problema y a la subnotifica-
cién (29).

En concordancia con el hecho de que
las condiciones climaticas y la presencia
de ganado favorecen la distribucién del
vector, la mayor frecuencia de casos se
observo en la Huasteca Potosina, donde
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hay condiciones que favorecen la presen-
cia del vector —la precipitacion pluvial
anual fue de 996,5 mm a 2 508 mm, la
temperatura media anual fue de 25,3°Cy
hay abundancia de rios— (30, 31) y la po-
blacion de ganado —534 547 cabezas—
es muy superior a la de los otros dos es-
tados incluidos en este estudio. Se estima
que en areas de alta densidad de mur-
ciélagos vampiros, un mismo bovino
puede recibir hasta 12 mordeduras en
una noche y alimentar hasta a cuatro de
estos hematéfagos a la vez (32).

Aunque la RPB estd considerada una
enfermedad propia de zonas con una al-
titud menor de 1 500 msnm, por ser el
hébitat del vector (33, 34), se ha encon-
trado que este puede vivir en altitudes
de hasta 3 600 msnm (35). Los presentes
resultados corroboran esta afirmacion,
aunque queda atin por comprobar siesto
obedece tinicamente a la disponibilidad
de alimento (36).

Segun el canal endémico, los meses de
enero, abril y octubre son los de mayor
riesgo, debido a que el promedio de
casos puede alcanzar valores de epide-
mia. Por lo tanto, la vacunacion del
ganado debe aplicarse entre julio y sep-
tiembre. Aunque todavia es necesario
profundizar en este tema, se ha demos-
trado que la vacunacion previa a la expo-
siciéon puede ser mas eficiente y renta-
ble que el control de los murciélagos
hematofagos (37, 38). La Norma Oficial
Mexicana NOM-067-ZO0-2007 (17) esta-
blece que se debe vacunar al ganado en
areas endémicas al mes de nacido, con
aplicaciones de refuerzo cuando cum-
plen tres y seis meses. Con este esquema
se asegura la inmunizaciéon de los anima-
les recién nacidos y durante la época de
pastoreo (38). En las estrategias de vacu-
nacion es esencial considerar el ciclo re-
productivo del murciélago hematoéfago
—gestacion en época de lluvias y lactan-
cia de agosto a noviembre—, que esta
asociado con una mayor demanda de ali-
mento y, en consecuencia, con un mayor
numero de ataques al ganado, lo que
lleva a un mayor riesgo de ocurrencia de
casos. Cabe recordar que en la variabili-
dad en el nimero de casos también influ-
yen las condiciones climaticas que afec-
tan al ciclo de vida del vector (14, 39).

El manejo que los productores dan al
ganado bovino desempena un papel im-
portante en la incidencia de la RPB. En
algunas regiones de México se aplican
diferentes sistemas de pastoreo ex-
tensivo y algunos de ellos generan un
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FIGURA 3. Zonas de probable presentacién de casos de rabia paralitica transmitida por Desmodus rotundus,
Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, 2001-2013

Nota:Laescalade coloresindicalas condicionesparalapresenciadelaespecie (1: masfavorable; 0: menosfavorable). Los puntos blancosindicanlaubicaciénde
los casos de entrenamiento; los puntos violetas indican los lugares de prueba del modelo.

considerable movimiento de ganado en
primavera y verano, épocas en la que hay
mejores agostaderos. En la regién de es-
tudio, este trasiego se realiza de marzo a
agosto, mientras que de julio a septiem-
bre los animales se recluyen en corrales
para su reproduccion y la produccion de
leche. Es probable que estas practicas in-
fluyan en la mayor o menor exposicion
del ganado al ataque del murciélago
vampiro en ciertas épocas del afio.
El modelo de méxima entropia para

determinar el efecto de diferentes varia-
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bles climaticas sobre la presencia de
casos de rabia paralitica en la region
de estudio reveld que las temperaturas
medias, la precipitaciéon anual durante
los meses mas calidos y los meses mas
hiimedos fueron las variables que mejor
predijeron la diseminacion de la enfer-
medad en la zona estudiada. Esto coin-
cide con otros estudios, que sugieren que
D. rotundus no tolera los climas frios ni
las bajas temperaturas del invierno, es-
pecificamente cuando son menores de
10 °C (40). No obstante, en este trabajo se
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detecto la presencia de casos de rabiapa-
ralitica en el semidesierto de Querétaro,
que no presenta las condiciones climati-
cas mas apropiadas para la presencia del
murciélago vampiro. Esta alteracion de
su hdbitat natural y la colonizacién de
nuevas regiones pudiera deberse a la
presencia de ganado y ciertas caracteris-
ticas topograficas favorables del terreno,
como la presencia de minas y cuevas de
reciente creacion (41).
Al analizar estos resultados, se debe

tener en cuenta que la informacion de los
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casos de rabia se bas6 en fuentes secun-
darias, por lo que puede haber un subre-
gistro. Ademas, dado que los datos no
provienen de un muestreo aleatorio, los
resultados no son estadisticamente re-
presentativos de toda la poblacion y la
region estudiada, por lo que se deben
tomar con cautela y su extrapolacion es
limitada.

No obstante, estos resultados demues-
tran que en la region central de México la
RPB se esta extendiendo a regiones que
hasta hace poco tiempo se encontraban
libres de esta enfermedad. Esto puede
deberse a la migracion del vampiro, la
presencia de ganado y la propagacion del
virus. Se ha confirmado también que la
especie D. rotundus es capaz de adaptarse
a diferentes ecosistemas que le permitan
alimentarse y sobrevivir, lo que también
puede haber influido en la diseminacion
de la enfermedad. Asi, la aparicién de
casos esta relacionada con la distribuciéon
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del ganado y del murciélago vampiro, lo
que puede estar asociado con diversas
condiciones ambientales. Sin embargo,
otro posible factor puede ser la urbaniza-
cién de zonas rurales, que implica una
mayor presencia de ganado, y cambios
en las condiciones ambientales, que favo-
recen una mayor distribuciondel vector.
Se deben desarrollar estudios mas pro-
fundos, especificos e interdisciplinarios
para entender mejor la epidemiologia,
tanto del vector como del virus de la
RPB. Las estrategias de control de la RPB
deben tomar en cuenta quelas caracteris-
ticas ambientales y la altura sobre el nivel
del mar, por si mismas, no son limitantes
para la presentacion de casos de la enfer-
medad. Por lo tanto, se recomienda man-
tener un monitoreo constante para la de-
teccion oportuna de casos cuando existan
condiciones favorables para el vector y
haya presencia de ganado, ademas de los
antecedentes de casos en regiones cerca-
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ABSTRACT

Epidemiological trends in bovine paralytic rabies in central Mexico, 2001-2013

Objective. To determine the geospatial distribution of bovine paralytic rabies cases transmitted by
Desmodus rotundus in the Mexican states of Guanajuato, Querétaro, and San Luis Potosi.

Methods. This was a cross-sectional epidemiological study based on cases reported during statewide

campaigns for the control of bovine paralytic rabies in Guanajuato (2008-2013), Querétaro (2005-2013) and
San Luis Potosi (2001-2013). All cases were confirmed by direct immunofluorescence. Maps showing the
distribution of cases by year and species were constructed using ArcMap version 10.1. To identify areas
where conditions favor the appearance of cases, bioclimatic variables were combined with georeferenced
cases using MaxEnt version 3.3.3.

Results. Of the 1037 cases recorded, 911 (87.9%) occurred in San Luis Potosi, 82 (7.9%) in Querétaro, and
44 (4.2%) in Guanajuato. Of the total number of cases, 87.4% occurred at altitudes of less than 1500 meters
above sea level. In Guanajuato and Querétaro, 77.3% and 42.3% of the cases, respectively, occurred at
altitudes greater than 1 500 meters above sea level. Peak incidence was recorded from December to March.
The V11 anti- genic variant of the virus was the most common (173 cases); it was found in all three states.
In the endemic channel, the average number of cases remains within the security zone from January to
March but exceeds the median value from April to June. The spatial distribution of cases shows that the
disease has spread recently, which correlates with the presence of the vampire bat.

Conclusions. Bovine paralytic rabies has spread to areas that were formerly free of the disease.
Environmental characteristics and the altitude above sea level do not limit the appearance of cases. Constant
monitoring should be conducted for early case detection. Vaccination should take place before the rainy
season starts, without waiting for outbreaks to occur.
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ABSTRACT

Phylogenetic analysis of the rabies virus in molecular epidemioclogy has been traditicnally performed on partial
sequences of the genome, such as the N, G, and P genes; however, that approach raises concems about the
discriminatory power compared 1o whole genome sequencing. [n this study we characterized four strains of the
rabies virus isolated from cattle in Quer&aro, Mexico by comparing the whole genome sequence to that of strains
from the American, European and Asian continents. Four cattle braln samples posidve to rables and char-
acterized as AgV1l, genotype 1, were used in the study. A cDNA sequence was generated by reverse tran-
scription PCR (RT-PCR) using oligo dT. cDNA samples were sequenced In an Tlumina NextSeq 500 platform. The
phylogenetic analysB wn performed with MEGA 6.0. Minimum evolution phylogenetic trees were constructed
with the Neigh thod and bo d with 1000 repli Three large and seven small clusters
mhrmdmmmemquatnud The largest cluster grouped stmains from different species in South
America: Brazil, and the French Guyana. The second duster grouped five strains from Mexico. A Mexican strain
reported In a different study was highly related to our four strains, suggesting common source of infection. The
phylogenetic analysis shows that the type of host is different for the differont regions in the American Continent;
mabies is moce related to bats 1t was concluded that the rables virus in central Mexico is genetically stable and
that it is transmitted by the vampire bat Desmodus rotunds,

1. Introduction

Rabies, a lethal zoonotic disease caused by a neurotropic virus from
the Lyssavirus genus, affects all kind of warm-blooded animal species
(Mochizuld et al, 2011). According to the reservoir, rabies presents two
epidemiological cycles: the urban cycle that affects dogs, cats and other
animal species in close contact with man, and the sylvatic cycle, in
volving reservoirs such as skunks and bats. Desnodus rotundus is the
most important natural reservoir of the rabies virus in the tropical and
subtropical areas, from the north of Mexico to the north of Argentina
and Chile (Delpietro et al,, 1992 Da Rosa et al., 2006, Kobayashi et al,,
2008; Loza-Rublo et al,, 2012).

Rabies vinss is transmitted to bumans and cattle, primarily by bites
and scratches from infected animals. Transmission routes are through
saltva, neurological tissues, mucosal and viral acrosolized particles
(Nadin-Davis and Loza-Rubio, 2006, Bumett, 2015). Transmission
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between species of bats is relatively common due to occasional ag-
gressive encounters in the roosts or during flight (Pifiero et al., 2012),
Transmission of the virus to mesocarnivores such as lynx and domestic
cats occurs through ingestion of dead bats during hunt (Theimer et al,
2017),

In humans, rabies is responsible for about 60,000 deaths worldwide
each year (Hampson et al, 2011; Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 2013). Since 2000, vampire bats have been the leading cause of
human rabies in Latin America and the Caribbean (Schneider et al,
2007; Mochizuki e al, 2011), Currently, rabies is considered a ne-
glected disease but it is a major public health problem, as both an
emerging and a re-emerging disease (Rupprecht et al, 2002; Blanton
and Rupprecht, 2008),

Recent phylogenetic studices of molecular epidemiology are based on
the N nucleoprotein, and the G glycoprotein genes to explain virus
circulation in endemic areas (Nadin-Davis et al, 2012 ltou et al,
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Table 1
Accens Genbonk bers und epick Jugical inf of rabiem virus stealos induded & the phylogenetic gudy with four Mexican stralm cbenined from cattle in Mexico,
Hegion Oaign Hiomt Year of isolation Access number GenBank
Nurth America Mex 0635CartleAcatinntigo-Qm. Mex Cattle aswociated to D, rotundin 014
Mex Cartle associated 10 D. rogundi 2014
09H7 E MoatesQua Mex Carle associated w0 0. rosundis 2014
4225CatdedalponQro Mex Carde masocated 10 D, rosundus 013
Mexico Carle assochaied w D, rosundis 2009 JO685336.1
Mexico Human 2009 JOLESE53.1
Narth America USA Arzom USA Insectivoroas Sat | Taderids braxilierai) 2003 JOBRSHOS.1
usa ! Bar (L agans 1983 AYT6373
UsA Inwctivarons Har (Eplesdos flacin) 2004 JO685933.1
usa Insectivarons far (Eptedews fascus) 19949 JO68SH21.1
South America Argentina Insec Sat (Tadenda brasdl 1997 LU29s1ied
Braxd Cande 012 KMS04041.1
Beazil tnsectivoroas Sat (Myeets nigricans) 2010 KM5M0321
Beazil frugivarous Bat (Artthews kremomes) 2011 ANS19641.1
Brazdl 1 Bat (Deanody ] 011 ABS5196421
Brazil * Bat (Desnody dus) 2013 KAMSS40421
Beuzil " Bat (D h dus) 2013 KMS564040.1
Beazdl Cartle w12 KNS94043 1
Beuzil Cattle 20006 ABSIS035.0
Freach Guyana Dog biten by D.muturdis 1990 2931131
Prench M phagous Bat (Desmod dus) 010 KUS23255.1
Parniba, So0 Jose de Lspinharo, Bzl Ovine 2007 AB6IB036
Southeast Asta Inda Hluman 2006 EF437215
Thatland Human 1983 2as1a
Western Europe France Fox 1991 Eu2as11S
Prance Hat (Ep 1) 2008 EUBXS510

2016). This methodology has been used to explain the epidemiology of
rabies in many countries (Nadin-Davis and Lozs-Rubio, 2006;

Velasco-Villa et al, 2008; de Novaes-Oliveira et al, 2010; Pifero
et al, 2012; Condori-Condori et al., 2013; Ellison et al, 2014). How-
ever, using partial sequences the information is limited and small
changes relevant on the evolution and the epidemiology of the virus
cannot be determined (Matsumoto et al., 2011). Although useful for
some purposes, the discriminatory power of the single gene approach
for viral typing is lower than that using WGS. A recent stdy showed
that strains differences based on SNP number are almost absent (range
0-3 SNP) when single gene sequencing was used, making strains in-
distinguishable; in contrast, based on WGS most sequence pairs ex-
hibited at least one SNP difference (range 0-34 SNP), providing a much
better differentiation of strains (Nadin Davis et al,, 2017). The potential
of WGS may reveal genetic differences between RV strains that influ-
ence host tropism and pathogenicity (Yu et al. 2014) Insufficient in-
formation on the epidemiology and dynamics of the RV has hampered
the establishment of appropriate measures to control this disease
(Warrilow ctal,, 2002; Faber et al., 2004; Kuzmin et al., 2008; Nagarajo
et al, 2008, Matsumoto et al, 2011 and Hanke et al., 2016),

Studies on the genetic diversity and phylogeographic structure of
the rabies virus associated with vampires in Mexico have shown that
the disease remains in marginal foci in subpopulations of vampires, and
that their gradual spread is by the sporadic movement of bats because
of ecological stress or natural geographic barriers (Avila-¥lores and
Medellin, 2004; Johnson et al, 2014; Iton et al, 2016). It has been
observed that, depending on time and geographical location, rabies
takes a different form that is related to the nature of the antigenic
variant (Almaroz and Setién, 2006). Most studies supporting these
premises, however, are based on partial analysis of the virus genome;
therefore, the purpose of this study was to characterize the whole
genome sequence of four Mexican rabies virus straing from cattle and
compare them to whole genome sequences with those from other
countries in the American, Europe and Asian continents reported in
GenBank.
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2. Materials and methods

Four brain samples, positive to rabies by fluorescent antibodies (FA)
obtained from cattle in 2014, and characterized as genotype 1, AgVi1
(vampire bat variant), were used in the study. Samples were provided
by the official Animal Pathology Laboratory at Calamanda, in the State
of Queretaro, Mexico. Confirmation of suspected cases of rables was
done by direct immunofluorescence with monoclonal antibodies
against the viml nucleocapsid protein conjugated with fluorescein vo-
thiocyanate (Auben, 1982; Barrat and Aubert, 1995; Bastida-Gonzalez
ctal, 2016), Three of these samples came from the State of Queretaro,
and one from the neighboring State of Hidalgo. To isolate the virus,
cantle beains were first suspended in a 20% solution containing 2% of
bovine albumin, and then macerated, The macerate was centrifuged at
1500 xg for 20 min and kept at — 70 °C overnight. A sample of
0.030 ml was taken from the supernatant and inoculated into 1-day old
albino mice (Bioterio Mexico, Mexico City). Total RNA was extracted
directly from the mice brain tissue by the Trizol (Invitrogen, Carisbad,
CA, USA) method, according to manufacturer's recommendations.

A cDNA sequence was generated by reverse transcription PCR (RT-
PCR) using oligo dT and MMLV (ROCHE). The ¢DNA samples were
submitted to the Biotechnology Institute at the National Autonomows
University of Mexico, in the State of Morelos for sequencing in an
MMlumina NextSeq 500 platform according to the manufacturers in-
structions. The complete genome of the rabies virus was reconstructed
by mapping the read against the reference genome of isolate BR-DR1
(GenBank number AB519642.1). The assembly was performed whit two
different assemblers (Velvet and ABYSS) (Cha and Bird, 2016), the best
result was chosen. The fragments were organized and joined to build a
single sequence,

A BLAST analysis was performed to identify RV sequences in the
GenBank (NCBI, 2014; hutp://www.nchinim nlh gov) with at least
908 similarity with the four Mexican strains. Twenty-two were ob-
tained, 12 from South America, two from Mexico, four from North
America, two from Asia, and two from Western Europe (Table 1). To
compare sequences, an alignment analysis was performed with the
Multiple Sequence Alignment method in Clustal W version 1.83, a
software from the Bioinformatics Center at Kyoto University (http//
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Table 2

Genetic similarity between four ralvies viras Mexican strainy isclated from catile in the State of Querétaro, Mexion,
Strainy 0967 Carthel. MoatesQrodlex 0635Cat deAcatiand Igo. QroMex U328CartleColonQroMex A225CattiednlpanQrohex
0987 CantieE MantesQroMex 100 96 n 9
0638 CatlieAcatiant igo-QroMex 9 100 a6 9
F28Catt eColonQrodiex « 9 100 s
A225CafelalgunQroMex an a8 £ 100

www.genome | p/tools/clustalw/) (Table 2).

The Phylogenetic analyses were performed with MEGA, Version 6.0
(Tamura et al, 2013), Minimum evolution phylogenetic trees werne
constructed with the Neighbor-Joining method, bootstrapped with
1000 replicates. Phylogenetic trees were also built using the Kimura-2
parameter. The bat virus EU626551.1EBL] from Western Europe was
used as the root outgroup strain, The cophenetic correlation 10 describe
the consistency of the phylogenetic tree was performed with the co-
phenetic function in the statistical package R, version 3.3.1 (Parsdis,
2011; Cardona et al., 2013; Peixoto et al, 2014; Team, 2016).

3. Results

Three large and seven small clusters were formed with the 26 se
quences. The largest cluster grouped strains from South America: eight
from Brazil and two from the French Guyana; three isolated from cattle,
four from D, rotundus, one from a sheep, one from a dog and one from
the A. literatus bat. The second cluster grouped five stmins, all from
Mexico. The Mexican strain JQ685953, 1humMex, reported in a dif-
ferent study (Kuzmin et al., 2012), solated from a human being was
related to the cattle strains, but it grouped in a different branch. The
third cluster included three strains from the United States of America
(USA), two in the same, and one in a different branch. In separated
branches were located, one strain from USA, isolated from T. brusiliensis
argenting, one from Brazil, isolated from Myoris brazil, one from Thai-
land, Isoluted from a human being, one from Western Europe, isolated
from a Fox, and one from India, isolated from 2 human being (Fig. 1),

The phylogenetic analysis revealed that the host is different for the
two regions of North America, where the main reservoirs are the in-
sectivorous bats E fuscus, Lnocivagens and T. brasiliensis, In Centrad

P——
w

Fig. 1. Phylogenetic tree of the relatiomship between four rabies vrius strains from
Querétaro, Mexko and those with 90% smilarity cbtnined from the Gesbank by wsing
MUGA 6,
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America and the South America regioms the main reservoir is D. ro-
tundus. Strains reported in Brazil are also associated to the insectivorous
bat Myotis spp. (Ito et al, 2003), In Argentina and Brazil the viral
strains circulate in 7. braviliensis, but are different from each other.
Strains in Western Europe and Southeast Asia are related to humans and
foxes,

To evaluate the performance of WGS and that of partial sequences
with the N, P and G genes in explaining genetic relationship between
virus strains, individual phylogenetic trees were built with 1000
iterations in bootstrupping. Twenty two out of the 23 internal nodes
had bootstrap values higher than 90% in the tree generated with WGS,
only two of the nodes had bootstrap values higher than 70% with the N
gene sequence, 13 nodes had higher than 90% bootstrap values with the
G gene sequence, and only 12 had bootstrap valves higher than 90% in
the P gene sequence (Data not shown).

4. Discussion

In this study the complete genome sequence of four rabies virus
isolated from cattle in central Mexico were characterized by compar-
tson with 22 RV Isolates reported in the GenBank. The phylogenetic
analysis revenled that all Mexican RV strains cluster together, sug-
gesting that the infecting stmin is endemic and genetically stable in the
State of Querétaro.

The Mexican stramn, JQ685953. 1 HumMex reported in the GenBank
grouped in the same cluster with our four Mexican strains, suggesting
that it came from the central region of Mexico, while the strain
JQ6859363.1CattleD.rotundusMex also from Mexico must probably
came from a different region, since it forms a different branch in the
dendrogram. Strain 0635CattleAcatlanHgo-QroMex is similar to
strain 328CattleColonQro.Mex; however, they come from two neigh-
boring states (Hidalgo and Querétaro), suggesting that the spread of
rabies is local and that the distribution is associated with the same
reservolr D. roeundus (Smith et al., 2005). In general, the 26 RV straing
cluster according to geographic distribution. The four Mexican strains,
0987, 4225, 0635 and 328, as expected, are more related to those
found in South America, suggesting & common ancestor. Indeed,
Mochizuki et al. (2011) have reported that the genotype 1 is widely
spread i bats in Latin America.

The phylogenetic tree shows that the strain circulating in the Sierra
Gorda (4225), an endemic area of rabies in cattle and in D. rotundus in
the State of Queretaro is different from those found in the central
valley, suggesting that this last region has different source of infection.
This makes sense, between the Sierra Gorda and the valley regions there
is a natural barrier composed of mountains that makes movement of
either, cattle or bats between regions difficult. Purther WGS analysis
involving a larger number of RV isolates from cattle. and ideally also
from bats, may provide information to better understand the epide-
miology of the disease and to establish control measures with high
probabilities of success,

The WGS bootstrapping tree was compared 1o that of N, P and G
single gene trees. This analysis shows thiat the best phylogenetic re-
solution is achieved with the WGS dataset since 22 out of 23 of the
internal nodes had bootstrap values higher than 90%. However, the G
and P single gene sequences also showed a good phylogenetic resolu-
tion since 13, and 12 of the tree intermal nodes respectively had
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bootstrap values higher than 90%, suggesting these as good target genes
for phylogenetic studies when WGS is not availsble. Our results agree
with those of Nadin-Davis et sl (2017) who found that by using WGS,
16 intemal nodes had bootstrap values higher than 75% while data sets
of the single gene N, P and G sequences, contained only two, zero and
one respectively intemnal nodes with this value.

5. Conclusion

A complete genome sequence analysis of rabies virus strains from
cattle in central Mexico shows that the circulating virus in the region is
genetically stable and that it is transmitted by the vampire bat D. ro-
tundus. It was been shown that the source of infection for cattle in the
central valley of Queretaro come from out the state. Mexican strains are
more similar to those from south and North America, than to those from
Europe and Asia, suggesting a common ancestor for rabies in the new
world.
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CAPITULO VIII

8.1. DISCUSION

Los reportes sobre los casos de rabia paralitica bovina tuvieron diferentes
periodos, en San Luis Potosi desde 2001, Querétaro desde 2005 y Guanajuato
desde 2008. Esta diferencia puede tener dos razones: 1) a que la implementacion
de la camparia de control de la enfermedad inicié en diferentes tiempos, o bien, 2)
a que en alguno de estos estados no se informé de la enfermedad hasta que el

namero de casos se consideré suficientemente grande para tomar acciones.

El numero de casos fue considerablemente mayor en el estado de San
Luis Potosi, en especifico en la Huasteca Potosina, en comparacion a los otros
dos estados. Esto puede tener su explicacidon debido a que las condiciones
climaticas de esta region favorecen la distribucién del vampiro vector de la
enfermedad, y a que la densidad de ganado es también mucho mayor. En la
Huasteca Potosina la precipitaciéon pluvial anual va de los 996.5 mm a los 2 508
mm, la temperatura media anual es de 25.3 °C con abundancia de rios y una
poblacién de ganado de 534,547 cabezas (Aguirre et al., 2010; Voigt et al., 2006),
muy superior a la de los otros dos estados. Se estima que en areas de alta
densidad de murciélagos vampiro, un mismo bovino puede recibir hasta 12
mordeduras en una noche y alimentar hasta a cuatro de estos quirépteros a la vez
(Suzan, 2005). Aunque la RPB esta considerada como una enfermedad propia de
zonas con altitud menor a los 1 500 msnm (Voigt, 2006; Quintana et al., 2007),
existen reportes de que puede vivir en altitudes de hasta 3,600 msnm (Silva et al.,
2001). Nuestros resultados confirman esta aseveracion, aunque queda por
comprobar si esto obedece Unicamente a la disponibilidad de alimento o algun otro

factor (Almaraz y Setién, 2006).

De acuerdo a los resultados del canal endémico realizado en este estudio,
los meses de enero, abril y octubre son los de mayor riesgo para la presentacion
de casos, debido a que el promedio puede alcanzar valores de epidemia. Estos

mismos resultados sugieren que la vacunacion del ganado deberia aplicarse entre
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julio y septiembre de cada afio. Aunque hacen falta estudios, se ha demostrado
que la vacunacién previa a la exposicion puede ser mas eficaz y rentable que el
control de los murciélagos hematofagos (Anderson et al.,, 2012; Oliveira y
Andrade, 2000). La Norma Oficial Mexicana NOM-067-Z00-2007 establece que
en areas endémicas el ganado se debe vacunar al mes de nacido, con refuerzo a
los tres y seis meses. Con este esquema se asegura la inmunizacion de los
animales recién nacidos y durante la época de pastoreo, cuando el riesgo de

infeccion se incrementa (Oliveira y Andrade, 2000).

En las estrategias de vacunacion es esencial considerar el ciclo
reproductivo del murciélago hematoéfago, la gestaciéon en época de lluvias, y el
periodo de lactancia de agosto a noviembre. Esto asociado a una mayor demanda
de alimento y, en consecuencia, a un mayor numero de ataques al ganado. El
manejo que los productores dan al ganado bovino desempefia un papel importante
en la incidencia de la RPB. En algunas regiones de México se aplican diferentes
sistemas de pastoreo extensivo, que generan un considerable movimiento de
ganado en primavera y verano, épocas en la que hay mejores agostaderos. En la
region de estudio, este trasiego se realiza de marzo a agosto, mientras que de
julio a septiembre los animales se recluyen en corrales para su reproduccion y la
produccion de leche. Es probable que estas practicas influyan en la mayor o
menor exposicion del ganado al ataque del murciélago vampiro en ciertas épocas

del afo.

El modelaje espacial de maxima entropia para determinar el efecto de
diferentes variables climaticas sobre la presencia de casos de rabia paralitica en la
region de estudio reveld que las temperaturas medias y la precipitacion anual
durante los meses mas calidos y los meses mas humedos, fueron las variables
gue mejor predijeron la diseminacion de la enfermedad en la zona estudiada. Esto
coincide con estudios que sugieren que D. rotundus no tolera los climas frios ni las
bajas temperaturas del invierno, especificamente cuando son menores de 10 °C
(Greenhall et al., 1983). No obstante, en este trabajo se detect6 la presencia de
casos de rabia paralitica en el semidesierto de Querétaro, que no presenta las
condiciones climaticas mas apropiadas para la presencia del vampiro. Esta
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alteracion de su habitat natural y la colonizacion de nuevas regiones pudiera
deberse a la presencia de ganado y caracteristicas topograficas favorables del

terreno, como la presencia de minas y cuevas (Gomes et al., 2010).

Es pertinente considerar que la informacién de los casos de rabia se
fundamento en bases de datos secundarias, donde un subregistro es probable.
Ademas, dado que los datos no provienen de un muestreo aleatorio, los resultados
no son estadisticamente representativos de toda la poblacién y la region
estudiada, por lo que su extrapolacion puede ser limitada. No obstante, estos
resultados demuestran que en la region central de México la RPB se esta
extendiendo a regiones que hasta hace poco se encontraban libres. Esto puede
deberse a las perturbaciones ecoldgicas del vampiro, que tienen un efecto sobre la
dindmica adaptativa y la circulacion del virus, lo que en parte explica el
comportamiento epidemiologico extensivo de la rabia silvestre (Bastiani et al.,
2012).

En este estudio, la secuencia del genoma completo del VR de cuatro
aislamientos virales de ganado proveniente del centro de México, se compar6 con
22 aislados de los virus de la rabia reportados en el GenBank. El analisis
filogenético mostré que todos los virus provenientes de México se agrupan, lo que
sugiere que la cepa infectante es endémica y genéticamente estable en la region.
No fue posible averiguar de ddénde provienen las cepas mexicanas
JQ685953HUMMex y JQ685936.1CattleD.rotundusMex reportadas en el GenBank;
sin embargo, el hecho de que la primera agrupa en la misma rama del arbol
filogenético, con las cuatro cepas mexicanas, sugiere que proviene de la region
central de México, mientras que el segundo, que agrupa en una rama diferente
seguramente procede de una region lejana. La cepa 0635cattleAcatlanHgo-
QroMex es similar a la cepa 328CattleColonQro.Mex; que provienen de dos
estados vecinos, Hidalgo y Querétaro, lo que sugiere que la propagacion de la
rabia es local y la distribucion esta asociada con el mismo reservorio, D. rotundus
(Smith et al., 2005). El arbol filogenético mostré que la cepa que circula en la
Sierra Gorda, zona endémica de la rabia en el ganado y en D. rotundus en el

estado de Querétaro, es diferente de la del valle central, lo que sugiere que esta
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dltima region puede tener diferentes fuentes de infeccion. Esto tiene sentido ya
que entre la Sierra Gorda y las regiones del valle existe una barrera natural
compuesta de montafias que hace dificil el movimiento del ganado y del
murciélago; sin embargo, hay dos estados vecinos, el Estado de San Luis Potosi y
el Estado de Hidalgo, que tienen areas endémicas de rabia con una gran historia
de casos, y que mantienen un constante intercambio de animales con el estado de

Querétaro.

Al incluir las 26 cepas del virus de la rabia en el mismo analisis, se
observd que los principales grupos fueron formados por cepas de diferentes
hospederos (ganado, ovejas y murciélagos) en diferentes regiones geograficas:
América del Sur y del Norte, Europa Occidental y el Sudeste Asiatico. La cercania
genética que tienen las cuatro cepas mexicanas incluidas en el estudio 0987,
4225, 0635 y 0328, con las encontradas en América del Sur, sugiere un

antepasado comun.

La comparacién de las cuatro secuencias del genoma del virus de la rabia
aislado de cerebro de bovino proveniente de Querétaro con las reportadas en el
Genbank, muestran que la distribucion de las cepas tiene -caracteristicas
geograficas diferentes para el virus de la rabia y sus hospederos. Esto es
posiblemente debido a la adaptacion al huésped y a la transmision inter-especie,

que es rara vez detectada (Streiker et al., 2010).

El andlisis filogenético usando las 22 cepas localizadas en el GenBank
con 90% o mas de similitud con las cepas mexicanas proporciona ocho grupos
localizados en diferentes regiones geograficas y con diferentes hospederos. Por
ejemplo, el grupo de América del Sur en el arbol genético incluye cepas obtenidas
de ganado vacuno, ovejas, perros y diferentes tipos de murciélagos. Esto es
consistente con otros estudios basados en la filogenia del virus rabico realizada
con los genes N y G (Nadin-Davis y Loza-Rubio, 2006; Nadin-Davis et al., 2006;
Hao et al., 2016). Sin embargo, en el arbol genético se observéd que el virus de la
rabia tiene mayor diversidad genética en los murciélagos, independientemente del
tipo de dieta o habitat natural. Esto coincide con la propuesta de Real et al. (2005)

Acerca de la epidemia de rabia en expansion, resulta a menudo muy rapida entre
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las poblaciones de vida silvestre en todas las regiones de Europa y América del
Norte; sin embargo, en el caso de México, las cuatro cepas que circulan en la
Sierra Gorda y los valles centrales de Querétaro tienen una alta proporcion de
similitud, y presentan al murciélago hematofago como el principal reservorio. Lo
gue demuestra que D. rotundus sigue siendo el principal vector y transmisor del

virus de la rabia para el ganado en América Latina (Barbosa et al., 2008).

La comparacion de nuevas secuencias y secuencias reportadas en el
GenBank, sugiere que, ademas del comportamiento evolutivo conservado del virus
de la rabia, las mutaciones puntuales en el genoma que se producen durante la
replicacion pueden ser el resultado de micro procesos evolutivos que se asocian
con el tipo de deformacién encontrado en diferentes cepas (Appolinario et al.,
2015). Esto es evidente para las cepas mexicanas, donde la formacion de taxones
en linajes particulares es lenta, representada por una rama larga y muy pocas
ramas en el arbol filogenético. La relacién entre los linajes de América del Sur y
México revela que varios linajes experimentaron una explosion de formacion de
linaje al mismo tiempo. Por lo tanto, la importancia de monitorear el virus de la
rabia a lo largo de la secuenciaciébn del genoma completo es porque se ha
demostrado en estudios previos que la recombinacién homéloga del virus de la

rabia es posible (Liu et al., 2011).
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CAPITULO IX

9.1. CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la RPB se ha extendido a regiones
anteriormente libres de esta enfermedad en los estados de Guanajuato, San Luis
Potosi y Querétaro, y que el principal vector de transmision del VR al ganado es el
murciélago hematéfago, D. rotundus. Se ha confirmado también que este
quirdptero es capaz de adaptarse a diferentes ecosistemas que le permitan
alimentarse y sobrevivir. Asi, la tendencia de diseminacion de la enfermedad esta
influenciada por el comportamiento ecoldgico del murciélago D. rotundus y la
distribucion de ganado bovino asociada a regiones libres, donde la temperatura y
la precipitacion pluvial favorezcan una mayor distribucién del vector. Se ha
demostrado que la distribucion del murciélago vampiro y la distribucién de casos
de RPB en los tres estados, ya no esta limitada a lugares que se encuentren en
zonas con altitud menor a los 1500 metros sobre el nivel del mar. Es
recomendable mantener un monitoreo constante para la deteccion oportuna de
casos cuando existan condiciones favorables para la presencia del vector y
presencia de ganado, ademéas de los antecedentes de casos en regiones
cercanas. Se sugiere que la vacunacién con la mas amplia cobertura, debe

realizarse antes del comienzo de las lluvias.

A través de la tipificacion genética del genoma completo del VR se pudo
conocer que la cepa viral circulante en la region es genéticamente estable, y que
la fuente de infeccibn para el ganado en el valle central de Querétaro
posiblemente proviene de otros estados. Las cepas mexicanas son mas parecidas
a las del sur y norte de América, que a las de Europa y Asia, lo que sugiere un
ancestro comun para la rabia en el nuevo mundo. Se confirmé que el uso de la
secuencia del genoma completo del VR tiene una mejor resolucion filogenética. No
obstante, los genes P y G son una buena opcién para estudios filogenéticos del

VR, cuando la secuencia del genoma completo no esta disponible.
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