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: Rabia: La enfermedad

£
g

La rabia es una encefalitis viral zoonodtica L )

revenible por vacunacion. L e ,
P P someone dies from -

even though it is completely

preventable }

Take our free online course to learn how.
Presente en mas de 150 paises. OpenWHO.org @)

Practicamente 100% mortalidad tras
aparicion de sintomas.

95% de los casos en Asia y Africa, el 40% son nifios < 15 afios.

Los perros son la principal causa de rabia humana (99% de las transmisiones de rabia a
humanos).

A nivel mundial, la rabia tiene un costo estimado de 8.600 millones USD anuales.

La rabia es una enfermedad tropical desatendida (NTD) que afecta
predominantemente a poblaciones marginadas, pobres y vulnerables.

www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies
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Filogenética y taxonomia

Familia Rhabdoviridae, subfamilia Alpharhabdovirinae.

2 géneros: Vesiculovirus (virus de la estomatitis vesicular) y Lyssavirus (rabia).

Ademas del Lyssavirus de la rabia (RABLV), el
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Comité Internacional en Taxonomia Viral (ICTV "
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Pendiente Kotalahti (KBLV) y Matlo (MBLV). / ‘
‘ IRKV - Eurasia "=

Lysssavirus se divide en 5 St, 7 Gt (gen de la ﬁ?&:ﬁl"u,@'.ﬂ,n* | Wi e

proteina N o G) y 3 filogrupos. . ~ ' \ e o |
_E mm{]{ W/ PHYLOGROUP

Filogrupo I: RABLV, European BLV1y BLV2, < e R o 344

Duvehage y Australian BLV. e wans R e

= ~ ! e, e N A
Filogrupo II: Mokola, Shimoni BLV y Lagos BLV.. ‘Pé g H * ——
. ) |; ; fﬁ Wesv oy | PHYLOGROUP i
Filogrupo Ill: West Causasian BLV, lkoma'y = o L S—

Lleida BLV.

Banyard AC, Encyclopedia of Virology (4th Ed), 2021
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¢ Virologia

Rhabdovirus son un gran grupo de virus envueltos (o no) de RNA con forma de
bala, que pueden infectar a mamiferos, reptiles, peces, artrépodos y plantas.

Glycoprotein (G) Large polymerase protein (L)

Matrix (M) protein N
Lipid envelope \ Phosphoprotein(P)

1x or 2x (-) ssRNA
- 10.8-16.1kb
genome

45-100 nm

Nucleocapsid or
®—— Ribonucleoprotein
Complex(RNP)

I 100-430 nm I °Nucleoprotein(N)

www.ictv.global/report/rhabdoviridae
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Rabia: Importancia del diagndstico virologico

Las herramientas de diagndstico actuales no
adecuadas para detectar la infeccién por
rabia antes de manifestaciones clinicas.

Presuncion clinica dificil a menos de que
exista hidrofobia, aerofobia o antecedentes
de agresion animal.

La rabia humana se puede confirmar
intravitam y post mortem a través de
técnicas diagnosticas que detectan:

- virus completos,

- antigenos virales

- acidos nucleicos en tejidos infectados
(cerebro, piel o saliva).

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based
on this document, including commercial use, as long as they credit the author as “Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina UASLP".
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Rabia: Importancia del diagndstico virologico

Solo se puede hacer un diagndstico fiable de la
rabia basandose en examenes de laboratorio de
muestras recogidas de animales sospechosos.

Sin datos de pruebas diagnodsticas no es posible
establecer politicas de control de la rabia.

Estos datos también son necesarios para evaluar el
impacto de las medidas de control sobre la
enfermedad y adaptar las politicas de salud
humana y veterinaria a la situacion de la rabia.

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based
on this document, including commercial use, as long as they credit the author as “Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina UASLP".



Diagnadstico viroldgico

Diagndstico de rabia en animales realizado en cerebro post-mortem.
Identificacion de antigenos o acidos nucleicos virales o anticuerpos contra el virus.

El estandar de oro sigue siendo (tristemente) el ensayo de deteccidn de anticuerpos
fluorescentes (FAT, DFA o IFD) o mas recientemente empleando el ensayo
inmunoquimico directo rapido (DRIT).

En la mayoria de los laboratorios, la IFD se utiliza como la prueba primaria mas
importante.

La prueba de infeccidn por cultivo de tejidos de la rabia (RTCIT) o la prueba de
inoculacidn en ratén (MIT) se utiliza como procedimiento confirmatorio.

Los ensayos de RT-PCR recientemente adoptados como técnica diagnostica,
complementando a ensayos IFD requeridos por legislacion.

A comparative review of serological assays for the detection of rabies virus-specific antibodies.
Ciconello FN, Acta Trop. 2022 Feb;226:106254.
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Fluorescemly labeled
anti=rabbit antibody

Generalmente dirigidos contra
nucleoproteina viral.

Rapida.

Alta especificidad.

Baja sensibilidad.

Positive dFA Megative dFA

Estandar de oro.

RTCIT es mas sensible(92.5%) y la RT-PCR mas especifica (92.3%) que la IFD.

Centers for Disease Control and Prevention,
National Center for Emerging and Zoonotic Infectious Diseases (NCEZID),
Division of High-Consequence Pathogens and Pathology (DHCPP)
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Desarrollado en 2000 en los CDCs.

Version simplificadad del ensayo diagnodstico
inmunihistoquimico de complejos avidina-biotina.

Rapido (1 hora), barato y facil de interpretar (vs
IFD).

Utiliza anticuerpos mono / policlonales acoplados a
biotina.

Requiere de impresion (no corte) de cerebro en
laminilla (al igual que IFD).

La estreptavidina acoplada a una enzima cataliza
formacion de precipitado de color rojo antigeno

viral en la presencia de H,0, y un cromdgeno (AEC).

No requiere de microscopio de epifluorescencia.
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Direct, Rapid Inmunohistochemical Test
(DRIT)

- Official training manual and standard operating procedure -
th -

Global Alliance for Rabies Control

Official training manual and standard operating procedure. Coetzer A, 2017. 4th Edition
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Rabies Tissue Culture Infection Tests (RTCIT o VICC)

Propagacion in vitro de aislado viral de muestra de
cerebro animal en una linea celular de neuroblastoma
(Neuro-2a, ATCC® CCL-131TM empleada en VICC o
neuroblastoma murino (MNA) CCL-13 RTCIT).

Breve incubacidn, alternativa ética a MIT, puede tardar
hasta 12 dias.

La infeccion in vitro de la linea celular neuroblastica
produce inclusiones que pueden visualizarse con

anticuerpo FITC conjugado. N7
anses
Imagen semejante a IFD “verde manzana”. R
Rabies Tissue Culture Infection

Test (RTCIT)

Requiere de microscopio de epifluoresencia.

Sensibilidad de VICC es 100%, espec 99.7%, ppv de
98.9%, npv de 100% vy precision de 98%. Tras 96 hrs. ot s ey

ANSES Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife
European Union Reference Laboratory for Rabies

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based Version 1, Ap ril 2021
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Mouse Innoculation Test (MIT)

Inoculacion intracerebral de cerebro sospechoso en
5 a 10 ratones lactantes (3-4 semanas).

Prueba confirmatoria realizada en InNDRE Mexico.
Todos casos humanos y algunos animales.

Tarda 28 dias, pero puede brindar resultados al 8vo
dia.

Cerebro, saliva, glandulas salivales, cuero cabelludo
y LCR.

IFD en cerebro de ratones muertos (d5, 7,9y 11).

Ensayo caro, lento, baja tecnologia y que produce
mucho virus para investigaciones de cepas.

Menos controversia ética con RTCIT o VICC.

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based
on this document, including commercial use, as long as they credit the author as “Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina UASLP".

Manual de la OIE sobre animales terrestres
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RT-PCR

Ensayos pan-lyssavirales para fines diagndsticos rutinarios para detectar a una
amplia gama de especies Lyssavirales incluyendo las raras.

Al menos cinco paneles internacionales para la deteccién de todos los Lyssavirus
conocidos.

Ensayos recomendados por la OMS y OMSA.

Ensayo RT-PCR en tiempo real LN34

Ensayo RT-PCR en tiempo real IW12/N165-146
Ensayo RT-PCR semi-anidado Heaton et al.
Ensayo RT-PCR de un solo paso.

Ensayo mejorado LN34 para incrementar complementariedad de oligos.

Laboratory Techniques in Rabies—Volume 2, 5th ed.;World Health Organization:
Rupprecht, CE, Geneva, Switzerland, 2018.

Heminested PCR Assay for Detection of Six Genotypes of Rabies and Rabies-Related Viruses.
Heaton PR, J. Clin. Microbiol. 1997, 35, 2762-2766
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Limite de deteccidon (LoD) de los ensayos RT-PCR contra 18 especies Lyssavirales.
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Comparison of Pan-Lyssavirus RT-PCRs and Development of an Improved Protocol for Surveillance of Non-RABV Lyssaviruses.
Drzewniokova P, Viruses. 2023 Mar 4;15(3):680.
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Los ensayos RT-PCR basados en sondas poseen mayor sensibilidad,
reproducibilidad y especificidad y menos post-procesamiento y tiempo total.

Nuevo conjunto de primers capaces de amplificar a todas las especies Lyssavirales
conocidas.

Incrementaron inclusividad de todas las especies pertenecientes a filogrupo 1 (de
83% a 100%) y del filogrupo Il (de 0% a 100%), sin modificar la de filogrupo Il

(100%).

Name S/As  Sequence (5' to 3') Length (nt) Tm (°C)
FW1 5 ACGCTTAACAACMARATCAAAGAA 24 56.6-59.2
FWw2 5 ACGCTTAACAACAAAATCADARAAG 25 55.7-58.6
FW3 5 ACGCTTAACGACAAAAHCAGARAAG 25 59.1-62.0
FWw4 5 ACGCTTAACAGCTAAAAACYAGAAG 25 57.9-60.3
FW5 5 ACGCTTAACARCAAAATCTTATAAG 25 54.7-56.5
REV1 As Same as original (LN34 REV) [26] 25 51.5-62.2
REV2 As CTOGATATTTGTAYTCATAYTGATC 25 52.0-54.9
REV3 As CAGCATATTTATATTCATACTGGTC 25 52.9
Probel 5 Same as original (LN34 probe) [26] 7 48.7-51.6
Probe2 5 Same as original (LN34lago probe) [26] 17 458

5 sense, As: antisense. Data were generated by primer3 in Geneious Prime® 2022.1.1 {Biomatters, Auckland,

Mew Fealand).

Comparison of Pan-Lyssavirus RT-PCRs and Development of an Improved Protocol for Surveillance of Non-RABV Lyssaviruses.
Drzewniokova P, Viruses. 2023 Mar 4;15(3):680.
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Vigilancia epidemiologica de la rabia y otros Lyssavirus

Un sistema de vigilancia epidemioldgica robusto basado en estrategias diagndsticas
precisas y comprensivas contribuye a definir el riesgo, la frecuencia y el impacto de
infecciones por Lyssavirus en regiones endémicas.

Permite monitorear el progreso de los programas de control.

Permite la deteccidon oportuna de casos importados en zonas libre-de-rabia.
Permite evaluar la carga de Lyssavirus presentes en animales silvestres de la region.
RABV y otros lyssavirus son patdégenos multi-hospedero con ciclos de transmision

establecidos en varias especies de mamiferos, con distintos nichos ecoldgicos y
geograficos.

Comparison of Pan-Lyssavirus RT-PCRs and Development of an Improved Protocol for Surveillance of Non-RABV Lyssaviruses.
Drzewniokova P, Viruses. 2023 Mar 4;15(3):680.
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Enfermedades Infecciosas Emergentes (EIDs)

Aquellas cuya incidencia se ha incrementado en los ultimos 20 afos y cuya incidencia no
se piensa disminuira en el futuro.

A
T 2014 Ebola
2012 MERS

2009 A(HIN1)
2003 SARS

1999 WNV en EUA
1998 Nipah
1997 H5N1 -HPAI

1993 Hantavirus
1986 BSE

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based
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Dinamica de transmision

PULL - La destruccidn de habitats
obliga a reservorios a buscar alimentos y
hospedaje en asentamientos humanos.

Hendravirus (HeV) en Australia, 1994.

Primer zoonosis asociada a murciélagos en
documentarse.

Ocasiona distrés respiratorio y encefalitis.

PUSH - La explotacion de recursos naturales
lleva a humanos a invadir habitats.

Nipahvirus (NiV) en Malasia, 1999.
Segunda zoonosis asociada a murciélagos.

Ocasiona distres respiratorio y encefalitis.

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based
on this document, including commercial use, as long as they credit the author as “Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina UASLP".
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¢ Vigilancia epidemioldgica de Lyssavirus silvestres

Los Lyssavirus (fuera de RABV) han co-evolucionado con un hospedero especifico (una o
dos especies de murciélagos por especie viral).

Distribucidon geografica de los Lyssavirus depende de la de su hospedero.

Eventos de “spill-over” hacia mamiferos no-voladores son raros, no existen reportes de
transmision o establecimiento de infecciones en mamiferos terrestres.

A pesar del bajo riesgo de eventos “spill-over”, no deben ser considerados de nulo
riesgo para la salud humana y animal.

Es indispensable minimizar la posibilidad de que los eventos “spill-over” que involucren
a otros Lyssavirus se propaguen, causando brotes, epidemias y posibles pandemias.

Es necesario contar con ensayos rapidos y comprensivos (que abarquen a todos los
Lyssavirus) para monitorear la distribucion y frecuencia de Lyssavirus en reservorios
animales al igual que para detectar eventos de “spill-over”.

Comparison of Pan-Lyssavirus RT-PCRs and Development of an Improved Protocol for Surveillance of Non-RABV Lyssaviruses.
Drzewniokova P, Viruses. 2023 Mar 4;15(3):680.
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Referencias nacionales

SALUD Subsecretariade Prevencion y Promaocion deo la Salud

Direccidn General de Epidemiclogia

Lineamientos para la Vigilancia
por Laboratorio : GOBIERNO DE

de la Rabia MﬁXICO

2

I n D R E ,’-’-’] MANUAL DE PROCEDIMIENTOS ESTANDARIZADOS PARA

Institute de Diagnéstico y Referencia Epidemiclégicos LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE RABIA HUMANA
“Dr. Manuel Martinez Biez"

www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies
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Red de Vigilancia de Patégenos Virales Emergentes (RVPVE)

Fuera de la rabia, no sabemos mucho acerca de EIDs en murciélagos Mexicanos.
Fuera de brotes, es raro encontrar casos humanos de EIDs

RVPVE busca establecer un analisis del riesgo sanitario que representan EIDs en murciélagos.

Hot Spots: global distribution of relative risk of an EID event caused by zoonotic pathogens from wildlife, (Jones Nature, 2008).

www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies
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Informacion georeferenciada del
sitio de muestreo, meteorologica y
fase lunar.

Informacion taxonomica, sexado,
estado de salud, edad reproductiva
del murciélago.

Caracteristicas morfométricas,
muestreo y cosehca de organos y
documentacion fotografica.
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Golecrién Mexizana de Murciéiagos y Patgencs Exsticos
Laborataris 4a Genémica Viral y Furena,

g (EiZh, FORMATO DE CAPTURA
s

Faculiac e Medicra. UASLE (Versicn 2 Espanicl; 20 Ens, 2016) ID ESPECIMEN:
Sitio:
Fecha: Hore:| |
Localidad: Municipio: Estado:
Lat: ] Long: | rh Fase lunar:
Temp rcy:  Viento (wis;  Baro (nmHgi:  Animales domésticos presentes:
Sitio de captura: [_|Silvestra " Rural ["] Suburbano [ JUrbano
Especimen:
Nombre comun: | Género y especie:
Sexo: | |°‘ [ ]g Status reproductive: _ Pre-juvenil [ Juveni [ |Adulle | |Embarazo
Estado de salud: [ |Sano [JLesionado [ |Ectoparasitos _|Muerto
A [k go [ [IFrugivoro [ ICamivoro [ |Pclin/Nectarivore

Mativo de captura: | |Ceplurafiberacion | |Necropsia | |Carcasa museo | |Marcaje/anillado

Modalidad de captura: | |Red niebla | |Trampa harpa | |Red manual | |Recoleccion del suelo
Moarfometria: Muestras: Fotografias:
Pesa(grs) | | | Hisopooral[ ] Antero-postarior: [ | ]
Envergadura (cm). Hisapo rectal: ] Poslero-anterior: [_|
Longitud cefalo-caudal (mm); l:l Bl Detalle facial: [_|
Corazén: ||
Langitud fronto-occipital (mm): Puimén Der: (] Dientes: | |
Longitud crejas (mm): ‘ | Pulmén 1zq.: [ ] Orejas: | |
Longitud radial (mm): || Higada: [ Ala derecha: [ |
Longitud pulgar (mm): ‘ | Baza: [ | Ala izguierda: [
Longitud tibial (mm): l:l Rifiones: [ | wemb. Interfemeral: [ ]
Longitud pie (mm): :I Intestino: [] Cola:[] l:l
Longitud cola (mm): l:l Corebra: [] Genit N ’—|
Otra: [

www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies
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Conclusion

El desarrollo e implementacion de mejores estrategias de diagndstico viroldgico y
de vigilancia epidemioldgica para la rabia (y otros Lyssavirus) es reconocida como
una actividad prioritaria del programa ZeroBy20 del Plan Estratégico Mundial para
la erradicacion de muertes humanas por rabia.

BY 30

THE GLOBAL
STRATEGIC PLAN

¥V A

FROM DOG-MEDIATED

@ 2L @ GE

World Health Organization; Food and Agriculture Organization of the United Nations;World Organisation for Animal Health;

Global Alliance for Rabies Control. Zero by 30: The Global Strategic Plan to End Human Deaths from Dog-Mediated Rabies by 2030:
United Against Rabies Collaboration: First Annual Progress Report: Global Strategic Plan to End Human Deaths from Dog-Mediated Rabies
by 2030;World Health Organization: Geneva, Switzerland, 2019..
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Christian Garcia-Sepulveda — Laboratorio de Gendmica Viral & Humana, Medicina UASLP

Sandra Guerra-Palomares — Laboratorio de Genomica Viral & Humana, Medicina UASLP

Andreu Comas Garcia — Departamento de Microbiologia, Medicina UASLP

Mauricio Comas Garcia — Laboratorio de Microscopia de Alta Resolucion, CICSAB Ciencias UASLP

Guillermo Espinosa Reyes — Centro de Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud) (CIAAS), Medicina UASLP
Fernando Diaz-Barriga Martinez — Centro de Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud) (CIAAS), Medicina UASLP
Juan Carlos Cuevas Tello — Grupo de Bioinformatica, Ingenieria UASLP

Ignacio Amezcua Osorio — Comité Estatal para el Fomento y Proteccion Pecuaria de San Luis Potosi.

Dulce Ma. Hernandez Pifia — Lab manager, LGVH UASLP
J. Manuel Mendoza Méndez — Hantavirus americanos, LGVH UASLP
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