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El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de una serie de oclzo anticuerpos 
monoclonales antim~cleoc~pside desarrollados en Europa para identificar diferentes virus de la rabia 
procedentes de dizwsas especies animales y zonas geogníficas de México. Se estudiaron 51 muestras 
de cerebros de distintas especies animales y de personas posiliz,ns a estos zGlts. A partir del material 
procesado de esas muestras, se infectaron ratones, ~1~10s cerehos se essflldiaroll posteriormente me- 
diante inrmrnofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos monoclonales mencionados. Las ce- 
pas de virils identificadas que moskaron znriabilidad anligénica se enviaron al lllstituto Pastew de 
París para corroborar los resultados. Eu las muestras de cerebros de ratón no se detectó ningún pa- 
trón de reactividad antigénica que corresponda al de algunos Lyssavirus difeuentes de los de la rabia 
clkica. En total se obserzaron cuatro zariaciones antigénicas distintas a las del serotipo 1 (de la rabia 
clásica). ln serie de anticuerpos evaluada es lítil para tipificar con rapidez el zhs de la rabia en 
México. Cabe la posibilidad de que err este país estén apareciendo cepas con variaciones antigénicas 
autóctonas, lo cual podría explicar algunos de los fracasos obss-oados con cierras vacunas. Por ello, 
se justifica la necesidad de producir anficwrpos monoclowles antinucleocciysillepside con cepas de virus 
procedentes de la zona. 

La aplicación de la técnica de anticuer- 
pos monoclonales (AM) ha permitido cono- 
cer mejor las características epidemiológicas 
de la rabia, al demostrar la variabilidad anti- 
génica del virus en diversas regiones del 
mundo. Algunos autores señalan que dicha 
variación depende de la especie animal en la 
cual se aísla el virus de la rabia y de la proce- 
dencia geográfica del virus (2, 2, 3). Sin em- 
bargo, otros autores han refutado esta afir- 
mación (4). 
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En los primeros ensayos realizados con 
AM para identificar el virus de la rabia se lo- 
gró fusionar células de mieloma P3 x Ag8 con 
esplenocitos de ratones inmunizados con la 
cepa ERA. Con dicha hibridación se obtuvo 
gran cantidad de AM que reconocían la glu- 
coproteína y la nucleoproteína de la envol- 
tura (es decir, solo los peplómeros víricos de 
la nucleocápside), aunque se desconocía su 
especificidad (5). Posteriormente, se dio a co- 
nocer el uso de AM dirigidos contra la nu- 
cleocápside, para diferenciar virus pertene- 
cientes al grupo Lyssavirus (Lagos bat, Mokola 
y Duvenhagen), y la glucoproteína, para dis- 
tinguir cepas del virus de la rabia (6, 7). Más 
tarde se notificó el empleo de diversas series 
de AM antinucleocápside y antiglucopro- 
teína (1,3,4, 8,9). 

En un informe de la OMS (10) sobre el 
uso de AM para diagnosticar la rabia, se 
planteó la necesidad de desarrollar una serie 
reducida de estos anticuerpos con el fin de 
identificar las principales variaciones antigé- 



nicas de los Lyssavirtrs relacionados con la ra- 
bia clásica. En el Instituto Pasteur de París se 
desarrollaron cuatro AM para identificar cada 
uno de los serotipos del género Lyssavirus y 

otros cuatro que permitían distinguir el virus 
de origen terrestre de los virus de murciéla- 
gos europeos tipo 1 y 2 (EBLl y EBL2) (11). 

En México, como en todos los países de 
América, no se han detectado otros Lyssavi- 
rus distintos del de la rabia clásica. Las carac- 
terísticas antigénicas de las diferentes cepas 
del virus de la rabia que circulan en este país 
han sido poco estudiadas (22). Por ello, en el 
presente trabajo se analizó la capacidad de una 
serie de ocho AM desarrollados en Europa 
para identificar diferentes virus de la rabia 
procedentes de diversas especies animales y 
zonas geográficas de México. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Para realizar el estudio, se obtuvieron 
51 muestras de cerebro positivas al virus de la 
rabia según los resultados de una prueba de 
inmunofluorescencia directa en la que se em- 
pleó un conjugado policlonal. Dichas mues- 
tras se eligieron teniendo en cuenta la diver- 
sidad y procedencia geográfica de la especie 
animal en la que se aislaron. Las muestras 
procedían del Centro Nacional de Sanidad 
Animal (CENASA), el Laboratorio de Diag- 
nóstico Veterinario del Distrito Federal y el 
Rancho del Molino de la Facultad de Veteri- 
naria de la Universidad Veracruzana. El es- 

3 tudio se llevó a cabo entre mayo y noviembre 
3 de 1991. 
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s Las muestras de cerebro positivas se 
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suspendieron en una solución salina tampo- 
nada al 20% con fosfatos. A esta solución se 

5 añadieron una solución de albúmina bovina 

8 al 0,75% y la fracción V con antibióticos 
.z 
E 

(BAPS). A continuación, los cerebros se al- 

2 

macenaron a - 70 “C hasta su uso posterior. 
Las suspensiones se descongelaron y 

$ centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minu- 
tos. El sobrenadante se colocó en viales de 2 

õ cq ml (previamente etiquetados con la identifi- 
cación adecuada). A continuación, del sobre- 
nadante de cada suspensión obtenida se in- 

392 yectaron 0,03 ml por vía intracerebral a seis 

ratones albinos (13). Cuando los ratones pre- 
sentaron signos de agonía y manifestaciones 
características de la rabia, se sacrificaron y se 
les extrajo el cerebro. Esto ocurrió, en pro- 
medio, 14 días después de la inoculación. A 
continuación, los cerebros se congelaron a 
- 70 “C. 

Para detectar la presencia del virus de 
la rabia, se empleó la prueba de inmunofluo- 
rescencia indirecta (IFI) (13). Además, se uti- 
lizó una serie de ocho AM antinucleocápside 
(AMAN) para identificar los diferentes sero- 
tipos de Lyssavirus. La serie estuvo consti- 
tuida por los siguientes AM: el AM 1, que es 
positivo a los cuatro serotipos de Lyssavirtls 
(serotipo 1 tipo CVS (rabia clásica); serotipo 2 
Lagos; serotipo 3 Mokola, y serotipo 4 Du- 
venhagen), así como a los virus EBL 1 y EBL 
2; el AM 2, que es positivo al serotipo 1 y al 
EBL 2 (aislado a partir de Myotis dasymene (14); 
el AM 3, positivo a los serotipos 2, 3, 4 y al 
EBL 1 (hallado en Epseficus serofinus) (15,Ió); 
el AM 4, solo positivo al serotipo 3; el AM 5, 
negativo al serotipo 4; el AM 6, negativo al 
serotipo 2 Lagos tipo 1, al serotipo 3, al sero- 
tipo 4 y al EBL 1; el AM 7, que también es po- 
sitivo al serotipo 3 y que se incluyó en la serie 
para poder distinguir el EBL 2 (positivo al 
AM 7) del serotipo 1 (negativo al AM 7), y, por 
último, el AM 8, que es negativo al Lagos 3, 
al serotipo 4 y al EBL 1 (cuadro 1) (12). 

CUADRO 1. Patrón de reactividad obtenido con 
una serie de anticuerpos monoclonales 
utilizados para diferenciar el virus de rabia de 
virus relacionados. México, 1991 

Anticuerpo monoclonal 
Serotipo* 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 + + - - + + - + 
EBL-2 + + - - + + + + 
2 
LAG-1 + - + - + - - + 
LAG-2 + - + - + + - + 
LAG-3 + - + - + + - - 
3 + - + + + - + + 
4 + - + - - + - - 

EBL 1 + - + - + - - - 

l Serotipo 1 = cepas de laboratorio; EBL’2 = cepas de E se- 
fotinus y un caso en una persona (Yoli Rwa); Serotipo 2 = 
Lagos bat; Serotipo 3 = Mokola: Serotipo 4 = Duvenhagen; 
EBL 1 = cepas de Myot/s&syonemey un caso en una persona 



Como controles negativos se utilizaron 
improntas de cerebro normal de ratón, y como 
controles positivos, cerebros de ratón infec- 
tados con virus estándar fijo. Los resultados 
se expresaron con un signo ( -) cuando no se 
observó fluorescencia, y con un signo ( + ), en 
caso contrario. 

Las muestras en las que se detectó al- 
guna variación antigénica, se enviaron a la 
Unidad de Rabia del Instituto Pasteur de Pa- 
rís para estudiarlas con una serie de AM mu- 
cho más amplia (Instituto Wistar, EUA). 

RESULTADOS 

Por orden decreciente de frecuencia, la 
procedencia animal de las 51 muestras de ce- 

rebro fue la siguiente: 20 pertenecían a pe- 
rros (39,22%), 17 a vacas (33,33%), 5 a hu- 
manos (9,81%), 4 a gatos (7,84%), 2 a cerdos 
(3,92%), 2 a caballos (3,92%), y 1 a una cabra 
(1,92%). El cuadro 2 muestra la distribución 
geográfica de las 551 cepas de virus de la ra- 
bia aisladas que fueron analizadas en este es- 
tudio. Como puede observarse, se estudia- 
ron muestras en 11 estados del país. 

En el cuadro 3 aparecen los patrones de 
respuesta antigénica de las cepas de virus 
aislados que mostraron variabilidad antigé- 
nica atipica. Respecto al patrón de reactivi- 
dad, 44 muestras fueron idénticas al serotipo 
1, y en el patrón de 7 se apreciaron pequeñas 
variaciones antigénicas. El primer animal en 
el que se detectaron diferencias fue un perro 

CUADRO 2. Distribucibn geogrtifica de las cepas aisladas y analizadas del virus de la rabia (n=51). 
México, 1991 

Municipio o colonia No. de cepas 
Estado (No. de casos por regibn) examinadas 

Chlapas Escuintla (2), Tuxtla Gutiérrez (1) 3 
Distrito Cuajimalpa (3), Nueva Atzacoalco (1), Rojo Gómez (1), Tlalpan (1), Culhuacán (1) 

Federal 7 
Durango Gómez Palacio (2) 2 
Estado de Cuautitlán (2), Coacalco (1), Ecatepec (3) Tejupilco (l), Texcoco (2), Coatepec (1) 

Mexico 10 
Guerrero Cutzamala (3) 3 
Michoacan CoalcomBn (2). Tinijaro (1), Tacámbaro (1), Huetamo (1), Huacana (l), Uruapan (1). 

Sta. Ana Maya (l), Apatzingán (1), Puruándiro (1) 10 
Oaxaca Jamiltepec (1), Pinotepa Nacional (2) 
Puebla Puebla (2). Santiago Miahuatlan (1), Quecholac (1), Tlacotepec (1), Tecamachalco (2) : 
Tlaxcala Tlaxcala (2) 2 
Veracruz Medellín (1), Nautla (1), Santiago Tuxtla (1) 3 
Yucatán Peto (1) 1 

CUADRO 3. Patrones de reactividad antigéniea detectados en cepas del 
virus de la rabia que presentaron variabilidad antigénica atlpica, según su 
procedencia geográfica. México, 1991 

Patrón de reactividad a Animales en los 
anticuerpos monoclonales Frecuencia que se aislaron Procedencia 

12345678 

+++-++-+ 3152 Perro Cuajimalpa, D.F. . 
Cerdo Tlalpan, D.F.* 
Vaca Pinotepa Nal, Oaxaca* 

++--+--+ ll.52 Vaca Tlaxcala, Tlaxcala 
++--++-- ll52 Vaca Peto, Yucatán* 
++--++++ ll52 Vaca Tecamachalco, Puebla 
++++++-+ ll52 Hombre Ecatepec, Estado de 

Mkxico 

* Los resultados obtenidos con estas muestras fueron confirmados en el Instituto Pasteur de Park 



procedente de Cuajimalpa D.F., que fue po- 
sitivo al AM 3, si bien no se puede afirmar que 
corresponda al serotipo 2 Lagos tipo 2, ya que 
el AM 2 también fue positivo. 

En vacas se aislaron cuatro cepas dife- 
rentes. La primera provenía de Pinotepa Na- 
cional, Oaxaca, que fue positiva al AM 3. La 
segunda, procedente de Tlaxcala, fue nega- 
tiva al AM 6, aunque tampoco puede decirse 
con certeza que se trate del serotipo 2 Lagos 
tipo 2, porque el AM 2 fue asimismo posi- 
tivo. La tercera cepa que reconoció diferentes 
epítopes procedía de Peto, Yucatán, y fue ne- 
gativa al AM 8. Tampoco puede afirmarse que 
corresponda al serotipo Lagos tipo 3, ya que 
fue positiva al AM 2. La cuarta cepa procedía 
de Tecamachalco, Puebla, y presentó un pa- 
trón antigénico igual al de un Lyssnuirus de 
murciélago europeo tipo 2 (EBL2). 

DISCUSIÓN 

En las 51 muestras de cerebros de ori- 
gen mexicano analizadas en este estudio no 
se detectó ningún pI&ón de reactividad anti- 
génica que corresponda al de algunos Lyssa- 
virus diferentes de los de la rabia clásica. Sin 
embargo, se observaron otros patrones de 
reactividad distintos a los preestablecidos 
originalmente en la serie de AM empleada. 

Algunas cepas no se pudieron tipificar 
con certeza. Por ejemplo, no fue posible con- 
firmar si la segunda cepa procedente de Tlax- 
cala correspondía al serotipo 2 Lagos tipo 2, 
ya que el AM 2 fue positivo. Cabe esta duda, 
ya que en el esquema de Montaño-Hirose et 
al. (II) solo se examinaron muestras de ani- 
males europeos y en América todavía no se 
ha notificado la presencia de ningún otro Ly- 
ssavirus que no pertenezca al grupo de los de 
la rabia clásica (serotipo 1). Por otro lado, la 
tercera cepa fue negativa al AM 8, lo cual im- 
pide afirmar que corresponda al serotipo La- 
gos tipo 3, ya que fue positiva al AM 2. Este 
hallazgo es poco habitual porque esta misma 
serie de AM se empleó para tipificar 25 cepas 
de las cuales solo una, que procedía de 
un murciélago Epseticus serotinus, fue nega- 
tiva al AM 8. 

La cuarta cepa presentó un patrón 
antigénico igual al de un Lyssauirus de mur- 
ciélago europeo tipo2 (EBL). Este patrón solo 
se ha notificado en dos ocasiones, una de ellas 
en Finlandia, en donde se tipificó un virus 
Duvenhagen tipo 8 aislado en una muestra de 
una persona infectada (3, 14). 

Al interpretar estos resultados -es- 
pecialmente aquellos sobre los que caben 
ciertas dudas- es preciso tener en cuenta que, 
durante la realización de la prueba de tipifi- 
cación, la reacción antígeno-anticuerpo puede 
modificarse en función de la mayor o menor 
cantidad de antígeno presente en la célula in- 
fectada, lo cual dificulta la lectura final (li: 28). 

A la luz de los resultados obtenidos, 
cabe la posibilidad de que en México estén 
apareciendo cepas que presenten variaciones 
antigénicas autóctonas (19), y ello podría ex- 
plicar algunos de los fracasos observados re- 
cientemente con ciertas vacunas. A su vez, se 
justificaría la necesidad de producir anticuer- 
pos monoclonales antinucleocápside con ce- 
pas de virus procedentes de la zona. 
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ABSTRACT 

Evaluation of a monoclonal 
antibody panel for classification of 
Lyssavirus in Mexico 

The purpose of this study was to evaluate 
the ability of a panel of eight antinucleocapsid 
monoclonal antibodies developed in Europe to 
identify different strains of rabies virus isolated 
from a variety of animal species from diverse 
geographic areas in Mexico. Fifty-one virus- 
positive samples of brain tissue from various 
animal species and humans were studied. Ma- 
terial from these samples was used to infect mice, 
whose brains were later tested by indirect im- 
munofluorescence, using the monoclonal anti- 

bodies described above. Strains of the virus that z 
showed antigenic variations were sent to the 
Pasteur Institute in Paris for confirmation of the 
results. No mouse brain sample showed a pat- 

\g 

tern of antigenic reactivity that indicated the 8 

presente of a L~~nvirtls other than the classic 3 
rabies virus. However, four antigenic variations 

z 

from serotype 1 of classic rabies were found. The % 

panel of antibodies was judged to be useful for 
z 
. 

the rapid classification of rabies virus in Mex- . 
ico. It is possible that autochthonous antigenic -G 
variations are appearing among strains circulat- -G 
ing in that country, a scenario that could explain 2 

some of the failures observed with certain vac- 
cines. For this reason, there is a need to pro- I 

duce antinucleocapsid monoclonal antibodies 
with strains of rabies virus indigenous to the 

i 

area. 
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