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RESUMEN

El presente trabajo titulado: “Deteccidn del virus rabico en glandula parétida de ratones CD-
1 inoculados con diferentes dosis de Virus Estandar de Desafio”. Se realizd en el laboratorio
del Instituto Nacional de Investigacidon en Salud Publica- Leopoldo Izquieta Pérez - Regional
Austro. El presente trabajo tiene como finalidad valorar el uso de tejido parotideo para la
deteccion del virus rabico mediante inmunofluorescencia directa en ratones CD-1 tras la
inoculacién experimental en cerebro con varias dosis de virus estandar de desafio. Para el
diagnodstico del virus rabico se uso la técnica estandar de inoculacion intracebral con Virus
Estandar de Desafio. Se formaron cuatro grupos de 20 ratones con distintas dosis de antigeno;
la deteccion del virus en improntas de tejido cerebral y parotideo se realizé mediante
inmunofluorescencia directa. Para determinar la asociacién de los factores en estudio (tejido,
tiempo y dosis de virus estdndar), se realizaron los siguientes calculos: Chi-cuadrado, prueba
exacta de Fisher y regresion logistica binaria. El tipo de tejido, las dosis de antigeno y el tiempo
de deteccion del virus rabico, no mostraron diferencia significativa alguna. Lo que permitio
concluir que es posible usar tejido parotideo para la deteccidon de virus rabico en ratones

PALABRAS CLAVE: virus rabico, impronta en cerebro, impronta en tejido parotideo.

ABSTRACT

The present work is entitled "Detection of rabies virus in the parotid gland of CD-1 mice
inoculated with different doses of Standard Challenge Virus". It was carried out in the
laboratory of the National Institute of Public Health Research - Leopoldo lzquieta Pérez -
Austro Regional. The present work aims to evaluate the use of parotid tissue for the detection
of rabies virus using direct immunofluorescence in CD-1 mice after experimental inoculation
in the brain with several doses of standard challenge virus. The standard technique of
intracerebral inoculation with Standard Virus of Challenge was used for the diagnosis of rabies
virus. Four groups of 20 mice were formed with different doses of antigen; detection of virus
in imprints of the brain and parotid tissue was performed by direct immunofluorescence. To
determine the association of factors under study (tissue, time and dose of standard virus),
the following calculations were performed: Chi-square, Fisher exact test and binary logistic
regression. The type of tissue, the antigen doses and the time of detection of the rabies virus
did not show any significant difference. This led to the conclusion that it is possible to use
parotid tissue for the detection of rabies virus in CD-1 mice.

KEY WORDS: rabies virus, imprint in brain, imprint in parotid tissue

INTRODUCCION

La agricultura y la produccion de alimentos en el mundo actualmente reciben una De acuerdo
a la Organizacion mundial de la salud (OMS) la rabia es una enfermedad zoonotica viral que
ataca al sistema nervioso central (SNC) generalmente aguda, cuyo agente causal es un virus.
Todos los animales de sangre caliente, incluyendo al hombre son susceptibles en mayor o
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menor grado, pudiendo ser transmitida por mordedura o el arafiazo profundo de un animal
infectado.

El virus de la rabia pertenece a la clase V (virus ARN mono catenario negativo), familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus, especie Rabbies virus. Teniendo como caracteristica la
forma de una bala. Es una enfermedad de distribucién mundial, de elevada prevalencia en
Africa y Asia. En América Latina la presencia de rabia silvestre, ocasiona graves pérdidas en el
sector ganadero. Se han presentado brotes en ganado bovino en zonas donde se ha
identificado la presencia de murciélagos hematdéfagos, que son el reservorio natural del virus.
La toma de muestras para el diagndstico presenta cierta dificultad para el Médico Veterinario,
ya que el examen se ha limitado al uso de tejido cerebral donde el virus de la rabia es
particularmente abundante. Pero presenta cierta dificultad de acceso y mayor riesgo de
contaminacion.

Esta investigacion permitié el uso de tejido parotideo en el diagndstico de virus rabico.
Contribuyendo con el estudio de una variante que implica evitar la posibilidad de una
infeccidn en las personas que abren las cabezas de los animales. La rabia se considera una de
las enfermedades de mayor impacto para la salud publica y animal, el nombre de esta
enfermedad proviene del Latin Rabbas que traducida al castellano significa “actuar con
violencia”; ademas a la rabia, también se la conoce como hidrofobia, es la zoonosis viral de
mayor importancia causada por un virus que afecta a animales domésticos y salvajes, y se
propaga a las personas a través del contacto con la saliva infectada, mordeduras o arafiazos
(2).

La rabia es una enfermedad inscrita en la lista del Cédigo Sanitario para los Animales
Terrestres de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) (2). La rabia esta presente en
todos los continentes, excepto en la Antartida, pero mas del 95% de las muertes humanas por
rabia se registran en Asia y Africa. Una vez que aparecen los signos y sintomas, la enfermedad
el humano es casi siempre mortal. La transmision se produce casi exclusivamente por la
mordedura de un animal rabioso, con la probabilidad de inocular el virus rabico contenido en
la saliva del animal infectado; es menos frecuente a través de arafazo, lamedura de mucosa
o de piel lesionada; excepcionalmente penetra por via respiratoria al inhalarse en ambientes
cargados con altas concentraciones de virus rabico, el cual se puede encontrar suspendidos
en el aire (efecto aerosol), debido a falla de bioseguridad en centros de zoonosis, consultorios
y clinicas veterinarias, bioterios, laboratorios de diagndstico o de produccién de vacunas para
rabia

La eficiencia de transmisién varia con la especie hospedadora y la presentacidn de la rabia.
Los animales con la presentacidn furiosa de la rabia son mds propensos a difundir la rabia que
los animales con la forma paralitica. Antes de que aparezcan los primeros signos clinicos el
virus se puede transmitir (periodo de transmisibilidad). Los gatos excretan el virus durante 1
a 5 dias antes de que los signos aparezcan; el ganado en 1 a 2 dias, en los zorrillos en un
maximo de 14 dias y murciélagos durante 2 semanas. La propagacién del virus en los perros
se suele decir que se limita de 1 a 5 dias antes de la aparicidn de signos clinicos

MATERIALES Y METODOS
Esta investigacion fue de caracter experimental controlada en laboratorio del Centro de
Referencia Nacional en Zoonosis Regional Austro del Instituto Nacional de Investigacidn en
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Salud Publica — Leopoldo lzquieta Pérez (INSPI-LIP) en la provincia del Azuay del cantdn
Cuenca ubicado en la parroquia Canaribamba.

Metodologia para la investigacion experimental:

Factor de estudio:

Fue en tejido parotideo, cerebral de ratones CD-1 inoculados con diferentes dosis de CVSy se
prepard 140 improntas para su examinacién por IFD.

Métodos de laboratorio

Andlisis de las muestras:

Las muestras fueron obtenidas, procesadas y analizadas en el Centro de Referencia Nacional
en Zoonosis Regional Austro del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica —
Leopoldo Izquieta Pérez (INSPI-LIP).

Obtencidén, procesamiento, y andlisis de las improntas de tejido cerebral y tejido parotideo
en el laboratorio:

Protocolo analitico para el uso de tejido parotideo en el diagndstico de rabia.

Inoculacion intracerebral del raton.

Se trabajo con 4 grupos de 20 animales cada grupo, a los tres de cuales se les aplico diferentes
dosis de virus estandar de desafio mas el grupo control (suero equino).

Sujecidén al ratén, con la mano libre sostener la jeringuilla con la dosis de inoculo
correspondiente al grupo experimental, manteniendo el bisel hacia arriba.

Inocular en el punto medio de una linea imaginaria trazada mentalmente del ojo a la oreja.
Introducir la aguja dentro del craneo en angulo recto, e inocular la cantidad de inoculo segun
el grupo experimental, después de inoculado, observar que una gota del inéculo aparezca en
el sitio de la inoculacidn.

Terminada la inoculacion se procede a desechar la aguja en el guardian y el cuerpo de la
jeringuilla en el recipiente correspondiente.

Mantener en observacién a los ratones; aquellos que mueren dentro de las primeras 24 a 48
horas se consideran fuera de la investigacién experimental, ya que éstos pudieron haber
muerto por traumatismo.

Dejar que el proceso patoldgico del virus rabico concluya con la muerte de los animales,
tomando en cuenta que cada grupo tiene lapso de tiempo de muerte experimental.

RESULTADOS

De un total de 100 ratones utilizados en la presente investigacion, 10 resultaron muertos por
traumatismo durante la inoculacién intracerebral con virus estandar de desafio (CVS) al
140%=0,04ml, 20 se usaron como grupo testigo (inoculacién de suero equino) y los 70 restantes
fueron analizados en la investigacion.
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Tabla N22. Presencia de virus rabico tras inoculacion intracerebral de virus estandar de desafio
en base a los diferentes grupos de dosificacidén con virus estandar de desafio.

PAROTIDA CEREBRO

GRUPO  VIRUS NO CASOS 3 0
1 RABICO

(100%=0

.03ml)

% 15,0% 0,0%

S CASOS 17 20

% 85,0% 100,0%

TOTAL CASOS 20 20
GRUPO  VIRUS NO CASOS 1 1
2 RABICO

(40%=0.

01ml)

% 5,0% 5,0%

Sl CASOS 19 19

% 95,0% 95,0%

TOTAL CASOS 20 20
GRUPO  VIRUS Sl CASOS 20 20
3 RABICO

(70%=0.

02ml)

% 100,0% 100,0%

TOTAL CASOS 20 20
GRUPO PRESENCIA NO CASOS 0 1
4 DE VIRUS

(140%=0 RABICO

.04ml)

% 0,0% 10,0%

S CASOS 10 9

% 100% 90%

TOTAL CASOS 10 10

Grupo 2 (40%=0.01ml) 19 casos positivos en impronta de tejido parotideo y cerebro. Grupo 3
(100%=0.03ml) 20 casos positivos tanto en tejido parotideo como en cerebro. Grupo 4
(140%=0.04ml) 10 casos positivo en impronta de tejido parotideo y cerebro mientras que los otros
10 casos murieron por traumatismo.

Presencia de virus rabico tras inoculacién intracerebral de virus estdndar de desafio

Del total de 70 individuos analizados, se obtuvo 70 improntas de tejido parotideo y 70 de tejido
cerebral; se detectd la presencia de virus rabico en 66 improntas de tejido parotideo vs las 68 de
tejido cerebral.
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Resultados no significativos (p>0.05) segiin Prueba de Chi —Square Test y Prueba exacta de Fisher
por ende no hay diferencias estadisticas para la deteccién de virus rdbico tanto en tejido
parotideo como cerebral.

El modelo anterior expresa la relacion entre la presencia o no de virus rdbico de acuerdo a las
variables del tipo de impronta y de la cantidad de indculo (%/grupo). En una evaluacion general,
a pesar de que no existe evidencia estadistica para expresar que las diferencias entre los valores
observados y los valores esperados (Test Hosmer y Lemeshow, p>0.05, Anexo 6), los valores del
ajuste del modelo no son elevados (R2de Cox y Snell y Nagelkerke = 7% y 2,3% respectivamente,
Anexo 7). Esto se corresponde con los resultados no significativos para cada variable del modelo
estimado (Anexo 8), lo que indicaria como el modelo no fue significativo de manera global debido
a que todos los resultados salieron p>0.05.

CONCLUSIONES

De la investigacion realizada se obtuvieron las siguientes conclusiones:

El uso de tejido parotideo y tejido cerebral no presentan una diferencia significativa en la
deteccion del virus rdbico. La inoculacidn intracerebral con diferentes dosis de virus estandar
de desafio en ratones CD- 1; no muestra diferencia significativa en cuanto a la deteccidn de
virus rabico, por lo cual, basandose en los resultados obtenidos, se llegd a la conclusién que
la dosis de 0.02ml (grupo numero tres) es la que mas presenta casos positivos para la
deteccidon del virus rabico en glandula parétida, mediante el uso de inmunofluorescencia
directa, ya que utilizando dosis elevadas (0.04ml) se observé traumatismo y muerte
instantanea.

La variacién en el volumen de virus estdndar de desafio no influye en el tiempo, asi como la
duracion del periodo de supervivencia del animal infectado deteccion de virus rabico, esta
investigacion concluye que el numero de dias sugeridos para la deteccién de virus rabico en
tejido parotideo es de 8 a 9 dias post inoculacién intracerebral en ratones CD-1.
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