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Abstract

The objective of this study was to characterize antigenically and genetically a rabies virus isolate
obtained from an insectivorous bat Tadarida brasiliensis in Mexico City in 1995. At the time of the
capture, the animal was presented with incoordination, hirsute hair and general weakness. The bat was
positive for rabies using the direct immunofluorescence test. The antigenic characterization was carried out
by the indirect immunofluorescence technique with a pandl of 8 monoclonal antibodies produced against the
vird nucleoprotein. A positive rabies sample isolated from a bovine bitten by a vampire bat, Desmodus
rotundus, was used as a control. Genetic studies were done by the limited sequencing analyses of a
portion of 320 base pairs between postions 1094 and 1413 of the nucleoprotein gene. The genetic
comparison of the samples was performed using the Pile Up- and Distance programs of the Genetic
Computer Group package (GCG) version 8.1. The antigenic characterization showed that the bat sample
was antigenic variant 9 which reservoir is the non-hematophagous bat Tadarida brasiliensis. The control
virus was the antigenic variant 3. This variant is widely distributed throughout Latin America, and its
reservoir is the Desmodus rotundus. Geneticaly, the Tadarida brasiliensis virus was 91.7% homologous
to the bovine isolate, but showed a high degree of homology (99.7%) with rabies isolates obtained from
Tadarida brasiliensis in the US. This finding suggests the possible occurrence of rabies endemic cyclesin
the Tadarida brasiliensis population of Mexico. The high diversty and population density of non
hematophagous bats in Mexico and the results presented here emphasize the need to further study about
the role of non-hematophagous bats in rabies epidemiology in this country and other parts of Latin
America.

Key words: RABIES, NON-HEMATOPHAGOUS BATS, ANTIGENIC-, GENETIC
CHARACTERIZATIONS.

Recibido el 15 de septiembre de 1998 y aceptado el 17 de febrero de 1999.

" Centro Nacional de Investigaciones en Microbiologia Veterinaria, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolasy Pecuarias, Secretariade Agricultura, Ganaderiay Desarrollo Rural, Carretera-México Toluca, Km, 15.5,
Col. Palo Alto, 05110, México, D.F. Correo €lectronico: manban@data.net.mx

" Centersfor Disease Control and Prevention, Division of Viral and Rickettsial Diseases, MSG33, 1600 Clifton Road
NE, Atlanta, Georgia, 30333,USA.

™ Unidad de Inmunologia, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro
Social, Apartado postal 73-032, 03220, México, D. F.



Resumen

El objetivo de este estudio fue caracterizar antigénicay genéticamente un aidamiento del virus de
la rabia obtenido de un murciélago insectivoro (Tadarida brasiliensis) encontrado en la ciudad de México
en 1995. Al momento de la captura, € anima presentaba incoordinacién de miembros, peo hirsuto y
debilidad general. El murciélago fue positivo ala prueba de inmunofluorescencia directa para e diagnostico
de rabia. Para la caracterizacion antigénica se efectud un panel de ocho anticuerpos monoclonaes
dirigidos contra la nucleocdpside vira, mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Como testigo
se usd una muestra positiva a rabia proveniente de un bovino agredido por un murci€éago vampiro
(Desmodus rotundus). La tipificacion genética se realizé a través del secuenciado de una posicion del
ADN complementario de la nucleoproteina viral, comprendida entre las posiciones 1094 y 1413. Para los
estudios genéticos comparativos se aplicaron los programas PilUp y Distances Programa Genetic
Computer Group (GCG) version 8.1. La caracterizacion antigénica determind que € virus aidado del
Tadarida brasiliensis pertenecia a la variante antigénica 9 y d testigo a la variante 3. Esta Ultima se
encuentra digtribuida en toda Améica Latina y su reservorio es € Desmodus rotundus. La
caracterizacion genética demostré que la muestra problema compartia un porcentgje de homologia del
91.7% con d testigo, pero siendo altamente homdloga (99.7%) a aidamientos obtenidos de Tadarida
brasiliensis en Estados Unidos de América. Esto Ultimo sugiere la posible presencia de ciclos endémicos
dd virus de la rabia en las poblaciones de estos murciéagos en México. La dta diversdad y densidad de
murciélagos en € pais, asi como los resultados obtenidos en este estudio, enfatizan la necesidad de
efectuar investigaciones mas detalladas acerca del papel que juegan los murciélagos no hematéfagos en la
epidemiologia de larabia en México.

Palabras clave: RABIA, MURCIELAGOS NO HEMATOFAGOS, CARACTERIZACION
ANTIGENICA Y GENETICA.

El virus de la rabia pertenece a género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae. Su genoma,
constituido por una cadena simple de ARN de sentido negativo, es de aproximadamente 12 000 nucledtidos
de longitud y esta formado por cinco genes ordenados desde el extremo 3 a 5’ de la siguiente manera: N,
NS, M, Gy L. Cada uno de ellos codifica para una proteina vira (1).

La rabia se presenta en dos ciclos epidemiol égicos diferentes: € urbano y € silvestre. El perro es
el principa reservorio y transmisor ddl virus en € ciclo urbano en México y en € resto de América Latina.
Los reservorios del ciclo silvestre varian en las diferentes regiones del mundo, en Latinoamérica €
principa es e murciélago hemat6fago, Desmodus rotundus (2). Esta especie transmite la rabia paresiante
bovina, responsable de cuantiosas pérdidas econdmicas para la ganaderia (3). Las otras dos especies de
murciélagos hematéfagos presentes en esta region, Diphyla ecaudata y Diaemus youngii, ho son
considerados de importancia en € mantenimiento del ciclo silvestre de larabia (4).

Los murciélagos no hemat6fagos también son reservorios de larabiay mantienen ciclos endémicos
independientes (5, 6). El primer caso de rabia notificado en Estados Unidos de América ocurrio en Florida
en 1953, en un murciélago insectivoro de la especie Lasiurus intermedius. Desde entonces, la rabia en
murciélagos no hemat6fagos autdctonos ha sido registrada en todos los estados, con excepcidn de Hawai.
Entre 1981 y 1997 ocurrieron 20 casos de rabia en humanos transmitida por estos animales en los Estados
Unidos (7), lo que indica claramente laimportancia de los mismos como reservorio de la enfermedad (8, 9).

En Europa se han identificado dos nuevos genotipos de Lyssavirus (European Bat Lyssavirus 1y
2) aidados de las especies Epseticus serotinusy Myotis dasycneme, que son de importancia en salud
publica (10-12).

En & caso particular de América Latina, existen aproximadamente 250 especies de murciélagos no
hemat6fagos y la mayoria son atamente beneficiosos para @ mantenimiento del equilibrio ecolégico de la



region . Algunos contribuyen a la polinizacion, a aimentarse del néctar (nectivoros) y polen (polinivoros)
de las flores; otros se adimentan de frutos (frugivoros), y ayudan a la diseminacion de las semillas, y otros
se nutren de insectos, muchos de ellos dafiinos para la agricultura (insectivoros) (13-15).

La importancia de los murciflagos no hemat6fagos como reservorios de la enfermedad en
América Lating, ha sido demostrada en Chile, donde la rabia canina ha sido erradicada desde 1985. En
este pais, la enfermedad se mantiene en su ciclo silvestre, principamente, por la especie Tadarida
brasiliensis (16, 17).

En Meéxico, la primera identificacion del virus de la rabia se rediz6 en un murciélago no
hematéfago del género Artibeus rda (17). Desde entonces, numerosas especies de murciéagos han sido
diagnosticados con rabia en este pais (17).

Dada |a continua disminucion de casos de rabia canina en México (7, 18) como consecuencia de la
gecucion de eficaces programas de control de la rabia urbana, se hace evidente la importancia
epidemiolgica de los murciélagos no hematéfagos como reservorios del virus en los centros urbanos (18).
Al mismo tiempo, cobra importancia la caracterizacion molecular de las variantes virales que circulan en
las poblaciones de estos animales, a fin de establecer una correcta vigilancia epidemiolégica de estas
especies y disefiar medidas apropiadas para la proteccion de la poblacion humana.

En respuesta a las necesidades que derivan de esta nueva situacién epidemiol 6gica en México, €
objetivo de este estudio fue caracterizar antigénica y genéticamente un aidamiento del virus de la rabia
obtenido de un murciélago insectivoro Tadarida brasiliensis. Este animal fue capturado en 1995, frente a
una escuela en la colonia Condesa, que corresponde a la delegacion Cuauhtémoc en la ciudad de México.
Al momento de la captura, € murci@lago presentaba incoordinacion de los miembros, pelo hirsuto y
debilidad general. Su clasificacion taxondmica se basd principamente en las siguientes caracteristicas
taxonoémicas. hoja nasal, péndice auricular, formula denta y cola (14, 15, 19, 20).

A lamuerte del animal, se extrgo € encéfalo y se llevo a cabo la técnica de inmunofluorescencia
directa para € diagnostico de rabia, obteniéndose un resultado positivo. Posteriormente, se hizo una
suspension a 20% en una solucion salina fosfatada, que se inocul en 6 ratones abinos lactantes (20, 21).
Cuando los animales presentaron la correspondiente semictica, fueron sacrificados, para extraer € cerebro
como material de estudio en la caracterizacion antigénicay genética. Como testigo se utilizé un aidamiento
apartir de un bovino agredido por un murciélago hemat6fago en Escuintla, Chiapas, México.

La caracterizacion antigénica se realizd mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta
sobre improntas de cerebro de ratén lactante infectado, fijadas en acetona (22). Se usd un panel de ocho
anticuerpos monoclonales (AM) (Cuadro 1) reconocido por € Consorcio Ingtitucional Multinaciona de
Laboratorios Subregionales para € Diagnéstico y Caracterizacion de la Rabia en América Latina. La
seleccion de dichos anticuerpos producidos por los Centros para €l Control y Prevencién de Enfermedaes
(CDC) en Atlanta, Georgia (EUA) estuvo basada en un estudio conjunto efectuado entre e Instituto
Panamericano de Proteccion de Alimentosy Zoonosis (INPPAZ) y el CDC (23).

Para llevar a cabo la caracterizacion genética, se extrgjo € ARN vira de la muestra infectada
mediante Trizol siguiendo e protocolo del fabricante. EI ADN complementario, para la reaccion de
secuenciado, fue obtenido a través de la transcripcion reversa del ARN vird y su posterior amplificacion,
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, con los iniciadores 10 g y 304 (24). El
secuenciado del ADN complementario se llevé a cabo con e ADN Sequencing Kit™ por € método del
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” en un aparato de secuenciado automético Applied
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Biosystems 377 DNA Sequencer®. La region del gen de la nucleoproteina, comprendida entre las
posiciones 1094 y 1413 (320 pares de bases), fue andizada con los programas PileUp y DISTANCES de
programa Genetics Computer Group (GCG) version 8.1 (25). Para determinar las distancias genéticas
entre las muestras comparadas se utilizé e agoritmo del modelo de los dos parametros de Kimura (26).

En € andliss genético comparativo se utilizaron muestras de otras &reas de América, donde la
rabia es endémica en los perros domeésticos, vampiros y murciélagos no hematofagos, obtenidas del banco
de datos de CDC de Atlanta, Georgia, Estados Unidos de América, y que fueron gentilmente cedidas para
este estudio (datos no mostrados).

La caracterizacion antigénica dd aidamiento de Tadarida brasiliensis en este estudio revelé que
pertenecia a la variante antigénica 9 (AgV9). El virus usado como testigo, obtenido a partir de un bovino
fue tipificado como variante antigénica 3 (AgV 3) (Cuadro 1).

El Cuadro 2 muestra la comparacion de una region de 320 nucledtidos de la nucleoproteina viral
entre estos dos virus. La caracterizacion genética del virus problema demostré que compartia 91.25% de
homologia del con € testigo, pero un mayor porcentgie de homologia (99.7) con muestras obtenidas de
Tadarida brasiliensisen Texasy Alabama, en 1993 y 1994, respectivamente.

Este resultado indica su estrecha relacion genética con representantes del ciclo endémico de la
rabia en esta especie en EUA. El virus testigo presentd un porcentgje alto de homologia genética (97.8)
con dos muestras clasificadas como AgV3 aidadas de bovinos atacados por vampiros en Venezuela en
1993 (27). Esta variante antigénica se encuentra distribuida por toda América Latinay su reservorio es €l
murciélago vampiro Desmodus rotundus (24, 28).

La variante antigénica 9 ha sido previamente identificada en EUA, y se mantiene en forma
endémica en las poblaciones de murciélagos de esta especie (5). En @ caso particular de Chile y
Argenting, la variante antigénica detectada en esta especie de murciélagos es la variante 4 (28). La
comparacion genética entre e aidamiento mexicano y dos muestras obtenidas de Tadarida brasiliensis,
en Chile en 1985y en Argentina en 1991, revelé un porcentaje mas bajo de homologia genética (86.6) con
estas dos variantes virdes. Esta Situacion es |la probable consecuencia del comportamiento migratorio de la
especie Tadarida brasiliensis, que ha sido cuidadosamente estudiada en € hemisferio norte (29). En este
hemisferio, aunque algunas subpoblaciones son relativamente no migratorias, la mayoria de elas redizan
extensos movimientos estacionales, desde € sur de Estados Unidos hasta la region central de México (13,
29). Este comportamiento contribuiria a la amplia distribucion de la misma variante vira entre estos dos
paises.

Los estudios filogenéticos de muestras provenientes de México y otros paises del continente
americano indican que las muestras obtenidas de Tadarida brasiliensis en & hemisferio norte (Estados
Unidos y México) segregan formando un grupo monofiléico claramente diferenciado de aguellos
condtituidos por los aidamientos viraes de vampiros y otros murciélagos provenientes de otras &reas
geogréficas (30). En otro estudio comparativo entre € virus rébico y una muestra de Tadarida
brasiliensis obtenida en € estado de Veracruz, México, pero en este caso utilizando € seudogen del
genoma viral, se obtuvieron resultados similares a los presentados aqui (31).

Con € control progresivo de la rabia urbana en América Latina, € impacto de la rabia silvestre se
hace més evidente. La estrecha relacion entre los murciélagos y 10s seres humanos en las areas urbanas y
la demostracién de la presencia del virus rébico en estos animales, alin con baja frecuencia, |os convierten
en una importante fuente de infeccion para los humanos y animales domésticos (32). La dta diversidad y
densidad de murciélagos en México, asi como los resultados obtenidos en este estudio, enfatizan la
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necesidad de efectuar investigaciones mas detalladas acerca de la importancia que tienen los murciélagos
no hematéfagos en la epidemiologia de la rabia en México.
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Cuadro 1
PATRON DE REACCION DE LAS VARIANTES 3, 4 Y 9 CON EL PANEL DE OCHO
ANTICUERPOS MONOCLONALES DIRIGIDOS CONTRA LA NUCLEOPROTEINA VIRAL

Anticuerpos monoclonales

C1 4 C9 C10 C12 Ci15 C18 C19 VA g1
CVS + + + + + + + + Lab*
Vampir
0 - + + + + - - + 3
T. br? - + + + + ; ; ; 4
T.brm’ + + + + + - - - 9

1. V ag. Variante antigénica

2. T. br. Tadarida brasiliensis

3. T.brm. Tadarida brasiliensis mexicana
4. Cepa de laboratorio



Cuadro 2
COMPARACION DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE LA MUESTRA OBTENIDA
DEL Tadarida brasiliensis (MXTBBT 3150) Y DEL BOVINO ATACADO POR UN MURCI ELAGO
VAMPIRO (MXBV3130).

1 50

Vag3' mxbv3130 - - a- ---- T IR a -

Vag9 mxtbbt3150 --&----- g----- R LR R R c- -

Consenso® GA-AAGGA-C TTCA-GAATA TGAGGCAGCT GAATTGACAA AAGCTGA-AC
51 100

Vag3' mxbv3130 Y T T T Comh mmmmmmmenn - temmeeee mmeeeeeea

Vag9 mxtbbt3150 R G t--g- ------mem - Crmmmmm mmmmmaee

Consenso® GGCC-TGGCA GATGA-GG-A CAGTCAATTC TGA-GATGAG GACTACTTCT
101 150

Vag3 mxbv3130 - o e mmmmm e e e oo 8- -Q-- -=mmmm----

Vag9 mxtbbt3150 - --- - e i e e tae-g-- ----------

Consenso® GGAGGTAGAC CAGGAGTCCA GAGGCAGTTT ACAC--G-AT CATGATGAAT
151 200

Vag3 mxbv3130 - oo mmmmmme e e - Q- mmmmmeaas

Vag9 mxtbbt3150 - ----- e e e - Q----mm e

Consenso? GGAGGTAGAC TAAAAAGATC ACACATAAGG AG-TATGTCT CAGTCAGCTC
201 251

Vag3 mxbv3130 - - - mmmee aeeaaoo temeeeeee- G -Q------ =----- a---

Vag9 mxtbbt3150  --------mim i - C--------- e e g- - -

Consenso? TAATCATCAA ACTCGCCCTA A-TCGTTTGC -GA-TTTTTA AACAA-ACAT
251 300

Vag3" mxbv3130 C--------- ---Q-0Q-- ---------- -g--t--- & ----- c--

Vag9 mxtbbt3150 e ---t-aa-- ---------- -t---¢---- Qg------ a--

Consenso? A-TCGAGTGA CTC-T-A-GA GTTGAACAAC A-GAT-GTAA -CACCAA-GA
301 320

Vag3 mxbv3130  ----------- oo |

Vag9 mxtbbt3150 ----------- -- C--------

Consenso® GATGTATACA TC-CTCATGA

1. Variante antigénica
2. Indicala secuencia nucleotidica compartida por las dos muestras.



