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RESUMEN

Diferentes autores han reportado estudios experimentaies que revelan
recuperacién de animales y en el caso de humanos la sobrevivencia a la
infeccién rabica adquirida en forma natural; en ambas situaciones se ha
comprobado la presencia de anticuerpos neutralizantes en suero y en liquido
cefalorraquideo. Este hecho motivé la presente investigacion, cuyo objetivo fue
evidenciar 1a respuesta inmune causada por el virus rabico en animales
aparentemente sanos para ello se tomaron muestras de suero y de liquido
cefalorraquidec de 288 perros callejeros que fueron capturados por el Centro
de Control Canino “Alfonso Angellini de la Garza” de la Jurisdiccién Sanitaria de
Coyoacan. Los perros se caracterizaron de acuerdo al sexo, la edad y la
delegacidén politica de procedencia. Se obtuvieron muestras de sangre y liquido
cefalorraquideo de perros que no presentaron signos sugerentes de rabia u
otra enfermedad. En el animal vivo la sangre se obtuvo de la vena safena y
posterior a su sacrificio por choque eléctrico se realizé una puncién en la
cisterna magna para extraer liquido cefalorraquideo. Las muestras fueron
refrigeradas a 7°C y congeladas posteriormente a -32°C. Previo a su proceso
fueron inactivados a 56°C durante 30 minutos y se evaluaron por medio de la
prueba rapida de inhibicién de focos fluorescentes (RFFIT) en diluciones 1:5 en
el caso de sueros y sin diluir en el caso det liquido cefalorraquideo. Los
resultados mostraron que se evalud una mayor proporcién de animales adultos
(69.1%); que las hembras representaron el 55.2% del total y las principales
delegaciones politicas de las cuales procedieron los animales fueron
Xochimilco (37.85%), Milpa Alta (29.51%) y Alvaro Cbregon (20.49%). Las
muestras consideradas positivas a los anticuerpos neutralizantes deberian
hacerlo por lo menos en el 50% de los campos tanto en muestras de suero
como de liquido cefalorraquideo. Se encontraron 156 (54.17%) sueros
positivos, de los cuales 100 muestras (64.1%) correspondieron a animales

aduitos. El mayor porcentaje de muestras positivas se presentd en hembras.
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Las muestras positivas se obtuvieron predominantemente de animales de
Xochimilco (40.38%) Milpa Alta (28.85%) y Alvaro Obregon (19.88%) En los
resultados de liquido cefalorraquideo no mostraron la presencia de anticuerpos
neutralizantes, con lo cual se descarta la existencia de animales recuperados
en la infeccion rabica dentro de la poblacion estudiada.

Palabras claves: rabia, perro callejero, anticuerpos neutralizantes, Ciudad de
México, inmunidad.



MVZ LUZ MARIA GALINDO CHIRINOS:CONTRIBUTION TO RABIES STUDY
IN STRAY DOGS OF MEXICO CITY THROUGH NEUTRALIZING
ANTIBODIES OF SERUM AND CEREBROSPINAL FLUID DETERMINATION
(1998)

Abstract

Several authors have reported the recovery of clinically rabid dogs in
experimental conditions as well as the human survival from rabies in natural
conditions; neutralizing antibodies in cerebrospinal fluid and serum have been
present at the same time in both cases. The purpose of this survey is to show
the immune response to rabies virus in apparently healthy dogs. Blood and
cerebrospinal fluid samples from 288 apparently healthy stray dogs were
obtained from roytine activities from the ongoing antirabies campaign in Mexico
City. Dogs were kept at the “Alfonso Angellini de |a Garza" Canine Control
Center of the Sanitary District of Coyoacan, where the dogs were kept and were
fed for 72 hours. Dogs were characterized according to sex, age and their
political delegation origin. The bloocd and cerebrospinal fluid samples were
coliected from animals without signs of iliness or other evident disease. Blood
was collected from the saphenous vein, the dogs were then killed by electric
shock and the cerebrospinal fluid obtained by cisternal puncture. Subsequently,
samples were kept at 7°C and then frozen at -32°C until tested. Before analysis,
they were heated at 56°C during 30 minutes and then tested by the Rapid
Fluorescent Focus Inhibition Test. Sera were tested at a 1.5 dilution and
cergbrospinal fluid were tested undilutied. Most dogs were adult (69.1%) female
dogs predominated (55.2%) the most common political delegations represented
were Xochimilco (37.85%), Milpa Alta (29.51%) and Alvaro Obregén (20.49%).
156 sera (54.17%) were positive; 100 (64.1%) were from adult animals. Most
positive samples were from female dogs ann depended on the origin:
Xochimilco (40.38%) Milpa Alta (28.85%) and Alvaro Cbregbn (19.88%).
Finally, neutralizing antibodies were not found in any cerebrospinal fluid, so the

possibility of recovery in dogs after infectious rabies was discarded.

Key words: rabies, stray dogs, neutralizing antibodies, México City.
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CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA RABIA EN PERROS CALLEJEROS DE
LA CIUDAD DE MEXICO A TRAVES DE LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS
EN SUERO Y LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
(1998)

INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad que se encuentra ampliamente distribuida en
el mundo (Acha 1977, Meslin 1999). Una gran variedad de mamiferos mantienen y
transmiten la enfermedad cuyo ciclo se divide en silvestre y urbano (Acha 1977).
En el ciclo silvestre existen especies terrestres que actlan como reservorios,
principalmente carnivoros como coyotes, chacales, lobos y diferentes variedades
de zorros. En el ciclo urbano la rabia canina es la principal fuente de infeccién para
el hombre (OMS 1984, Wandeler y col. 1993 Meslin 1999). Esta situacién no es
ajena a México (Vargas P.F., 1987, SSA, NOM.011-SSA2 1893, SSA 1994,
Vargas y Cardenas 1996, SSA 1999)

En los paises no industrializados, la rabia urbana es aun de prevalencia
elevada probablemente debido a que de acuerdo a Vargas y Cardenas (1996) la
poblacion canina es cada vez mas abundante por razones de seguridad y
proteccion, lo que a su vez genera un incremento de perros que callejean o que
son verdaderos callejeros y garantiza que el ciclo se mantenga activo.
Investigadores como Beck (1973) y Daniels (1983) asocian este incremento al

abandono de mascotas.

En Meéxico los casos de rabia canina confirmados por laboratorio.
presentaron un descenso continuo durante el periodo 1893-1998, con 1596 casos
en el primer afio y 397 en el Gltimo. Para los mismos afios, los Servicios de Salud

Publica del Distrito Federal (1999) informaron que el numero de focos rabicos tuvo



una tendencia similar con un descenso continuo, con excepcion del afio 1994 en el
cual se presentd un incremento en comparacion al afio anterior. Cabe destacar
que mientras que en 1997 las delegaciones politicas de Tlahuac, Xochimilco y
Gustavo A. Madero ocuparon los primeros sitios en presentacion de focos rabicos,
en 1998 solo Tlahuac y Gustavo A. Madero presentaron casos de rabia canina.

A raiz de que en la Jurisdiccion Sanitaria de Coyoacan, en el periodo de
1997-1999 se reportd un foco rabico en el primer afio, esta delegacion establecio
como una parte de su programa de vigilancia epidemioldgica et envio regular de
encéfalos de perros del Centro de Control Canino “Alfonso Angellini de la Garza”
(CCCAAG) al Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiologica
(INDRE) con el propésito de confirmar sus diagnésticos y descartar otras
enfermedades (lturbe 1989, Tierkel 1982); o bien identificar animales que sin
manifestar signologia hayan padecido la enfermedad.

A este respecto llama la atencién la existencia de casos de animales que
han presentado la enfermedad y que se han recuperado (Markus y col., 1969;
Afshar y col., 1972; Baer y col., 1972; Bell y col.,, 1972; Fekadu y col., 1981;
Fekadu y col., 1988; Aghonomo y col. 1889; Fekadu y col., 1992; Aghonomo y col.
1990), incluyendo tres casos de recuperacion en humanos. (Alvarez y col., 1994,
Arellano y col., 1997, Hattwick y coi. 1972)

Este hecho ha generado una interrogante sobre la existencia de la rabia
asintomatica, especialmente por el hallazgo de la excrecion de virus rabico por
perros aparentemente sanos, misma que se ha incrementado (WHO 1984) y es
conocido que algunos caninos pueden sobrevivir con 0 sin secuelas a una
infeccion experimental, mostrando ser posteriormente inmunes (Soave,1967;
Markus y col. 1969; Afshar 1972; Bell y col.1972; Roux, Babes, Hogyes, Hejj.
mencionados por Hutyra y col. 1973; Fekadu y Baer ,1980. Fekadu, Shaddock y



Baer 1981; Andral y Seri¢ y Veeraraghavan y col. citados por Tierkel 1982; Fekadu
y col.1988) '

Con relacién a lo anterior se ha observado la presencia de signos de rabia
en cachorros previamente inoculados con virus rabico aislado de saliva de perros
no vacunados y clinicamente sanos (Aghomo y col. 1989). También se ha
descubierto la presencia de anticuerpos en suero de animales salvajes capturados

o sacrificados, principalmente en areas enzodticas (Bell 1975)

En personas y animales recuperados se observaron niveles importantes de
anticuerpos tanto en la sangre como en el liquido cefalorraquideo durante y
después de la recuperacion (Alvarez y col., 1994; Arellano y col., 1997; Bell y
col.1972, Fekadu y col.1980; Fekadu y Baer ,1980; Hattwick y col. 1972).

Con relacion a la inmunidad, se sabe que anticuerpos producidos contra el
virus pueden ser transferidos de la madre al feto a través de la placenta, variando
el titulo entre hermanos. En cachorros recién nacidos se han encontrado titulos
altos de anticuerpos al iguat que en la leche materna dos dias después del parto
(Winters 1981) los cuales son transmitidos a las crias durante la lactancia (Tizard
1879) Sin embargo, los titulos decrecen de manera importante llegando a niveles
muy bajos o no detectables entre 3 y 4 semanas post-parto.

En los cachorros, los anticuerpos se mantienen en niveles altos hasta la
sexta semana, a partir de la cual empiezan a decrecer, llegando a desaparecer
alrededor de la decimosegunda semana, por lo que en algunos casos, por la
presencia de anticuerpos, la inmunidad mediante vacunacién no se estimula.

Ante un desafio del virus, los anticuerpos generados son del tipo G y tipo M.
En la respuesta primaria los anticuerpos Ig M pueden ser detectados a partir del
tercero o cuarto dia, mientras que las Ig G son detectadas en promedio hasta el
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décimo dia. Las g M generalmente disminuyen su concentraciéon dentro de los
primeros 41 dias en contraste con las Ig G que comienzan a disminuir antes de
225 dias, .y en algunos casos, pueden ser detectadas hasta los 20 afios 0

despues.

En humanos o en animales que enferman de rabia, los anticuerpos
neutralizantes en suero aparecen generalmente a partir del octavo dia posterior a
la aparicion de los signos, y los anticuerpos en liquido cerebroespinal se hacen
presentes uno o dos dias después de presentarse en suero. Este hecho ha llevado
a pensar que la presencia de anticuerpos neutralizantes en liquido cefalorraquideo
se considere como un signo caracteristico que involucra dafo en el Sistema
Nervioso Central (Bell J.F. y Moore G.J. 1979) y en animales aparentemente
sanos, como evidencia de recuperacion de la rabia. (Bell y col. 1972, Hattwick M.
A.y col. 1972. Fekadu M. y Baer G., 1980, Fekadu M. y col. 1992, Alvarez H.L. y
col. 1994, Arellano C.E. y col. 1997).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (1992) es de suponer
que el perro callejero es un animal no vacunado, por lo que se esperaria la
ausencia de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, se ha observado que perros
no vacunados y con duefio han estado asociados en la presentacion de focos
rabicos (Archivos Jurisdiccion Sanitaria de Coyoacan 1995) en tanto que otros
perros son vacunados hasta mas de una ocasion al afio, muchos de los cuales
son abandonados en las calles oscureciendo el panorama epidemiolégico de la
rabia, sobre todo cuando se pretende estudiar la presentacidn del ciclo urbano de

la enfermedad.

En el Distrito Federal durante 1998 se reportaron tres focos rabicos en los
que los animales involucrados fueron perros no vacunados y con duefio (SSA
1999).Asi mismo en la VI Reunién Interpaises sobre el Control de la Rabia (OPS,
SSA, 1988) se menciond que en el 74.3% de las agresiones a humanos por -
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animales sospechosos de rabia, son ocasionadas por perros con duefio y el resto
son animales callejeros. En 1995 el total de focos rabicos en el Distrito Federal fue
de 129, en los cuales estuvieron involucrados 91 (70.54%) animales con duefio.
La mayoria de elios (84) no vacunados (SSA 1995). Situacidn similar se report6 en

el Estado de México en el mismo periodo.

Para llevar a cabo programas preventivos y de control de la rabia es
necesario conocer, entre otras cosas, el tamario de la poblacién canina. A este
respecto, Fuentes (1981) calculé su poblacién en la Ciudad de México, estimando
que la relacion de habitantes por perro que variaba segun la delegacion politica
(Anexo |l). Esta relacion puede variar debido a la dindmica de las poblaciones y al
desarrolio urbano. Por ejemplo, la relacién de habitantes por perro en la
Delegacion Villa Alvaro Obregdn se calculd de 10:1 en 1979 (Fuentes 1981) y de
8:1 en 1988. Por su parte, los Servicios de Salud Pudblica del Distrito Federal ( SSA
1996) utilizan la relacion de un perro por cada 6.9 habitantes para los programas

de control de la rabia.

La gran cantidad de perros presentes en areas urbanas y particularmente
en la Ciudad de Mexico ha hecho necesario realizar acciones como el sacrificio
humanitario. A este respecto, se calcula que alrededor de tres mil quinientos
animales son sacrificados mensuaimente en los principales centros de control
canino en la Ciudad de México (alrededor de cinco mil animales en el area
metropolitana). De éstos, la mayoria son callejeros (Asociacién Nacional para la

Aplicacion de Leyes de Proteccion a los Animales, A.C.).

Como apoyo a la vigilancia epidemiclégica de la rabia se hace necesario
realizar investigaciones que permitan determinar la presencia de anticuerpos
neutralizantes en suero de perros que deambulan en la calle y ayuden a explicar
el descenso en el nimero de focos de rabia en la Ciudad de México. Asi mismo, la
bisqueda de anticuerpos neutralizantes en liquido cefalorraquideo de estos
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animales mediante pruebas alternas confirmatorias nos puede conducir a valorar
la posible existencia de perros callejeros que se hayan recuperado de la

enfermedad, con el riesgo potencial que pudiera representar para la poblacion.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes en suero y liquido
cefalorraquideo obtenidos de perros callejeros sin signos aparentes de rabia como
un indicador de que hayan enfermado y recuperado de esa enfermedad,
capturados dentro de la zona de influencia del Centro de Control Canino Alfonso

Angellini de la Garza.

Objetivos Especificos

1. lIdentificar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra virus rabico en

suero de perros callejeros que no presenten signos de rabia..

2. l|dentificar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra virus rabico en
liquido cefalorraquideo de perros callejeros que no presenten signos de

rabia.




HIPOTESIS

1.-Es posible encontrar anticuerpos neutralizantes contra el virus rabico en suero
sanguineo y liquido cefalorraquideo de perros callejeros, sin importar edad, sexo o
area de procedencia, que no presenten signos de la enfermedad en la zona de
influencia del Centro de Control Canino Aifonso Angeliini de la Garza.

2.-Existen perros callejeros, sin importar edad, sexo o procedencia, que han
enfermado y recuperado de rabia y que deambulan dentro de la zona de influencia
del Centro de Control Canino Alfonse Angellini de la Garza.



MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Virologia del Departamento
de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de fa Universidad Nacional Auténoma de México (FMVZ-UNAM) y en el
Laboratorio de Alta Seguridad de la Comision México Americana paré la
Prevencion de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exdéticas de ios Animales
(CPA) a partir de muestras de perros procedentes del Centro de Control Canino
"Alfonso Angellini de la Garza” (CCCAAG) de la Jurisdiccion Sanitaria de
Coyoacan. La lectura de los resultados se efectud en la Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Segurc Social. Este estudio fue de tipo transversal, prospectivo y

observacional.

l.- Poblacién objetivo. El criterio de inclusion consideré animales capturados,
clinicamente sanos, mayores de seis meses' sin importar el sexo, la raza o la talla.

Tamafic de la_muestra. Para determinar el nimero de individuos sujetos de

estudio, se utilizd la férmula propuesta por Navarro (19), que requiere de un valor
esperado (P) obtenido a partir del conocimiento previo del problema.

N = (1-P)/ (PV)
donde

P = probabilidad de que ocurra el evento, es decir, porcentaje estimado de
individuos que se espera resulten positivos a la presencia de anticuerpos.

' Por restriccion de la representante de la Asociacion Protectora de Animales en el
Centro de Control Canino.



V = coeficiente de variacidn expresado como fraccién de! estimador (error
estandar del estimador). Para el presente estudio se considerd una variacion del
5%.

Se utilizé un valor de 7.84% obtenido por Afshar (1972) en la ciudad de
Shiraz, Iran en una investigacién llevada a cabo para determinar la presencia de
virus en glandulas salivales y saliva asi como de anticuerpos rabicos en suero de

perros callejeros asintomaticos.
Entonces,
N = 288.

Animales.- Los perros callejeros se obtuvieron, durante los meses de abril a junio
de 1998, de la captura rutinaria llevada a cabo por el personal de los centros de
control canino de las delegaciones politicas Alvaro Obregén, Coyoacan, Gustavo
A. Madero, |ztapalapa, Milpa Aita, Tlalpan y Xochimilco, de la Ciudad de México,
como parte del Programa de Prevencién y Control de la Rabia, y remitidos al
Centro de Control Canino Alfonso Angeliini de la Garza (Jurisdiccion Sanitaria de
Coyoacan) en donde permanecieron en observacion durante 72 horas (Ley de
Proteccion a los Animales, 1981) en jaulas individuales.

Durante su permanencia en este lugar se les proporcion6 agua ad libitum y

alimento comercial dos veces al dia. Durante este periodo no se les proporcioné
ningan tratamiento médico o profilactico.

-10-



Los perros fueron identificados con numero progresivo y se registraron los
siguientes datos: fecha de captura, sexo, edad y delegaciéon politica de

procedencia. Posteriormente se dividieron en cuatro grupos etareos’.

El primero se conformé por perros jovenes cuya edad fue menor de un afio.
El segundo grupo, animales adultos cuya edad varid entre uno y siete afios y el
tercer grupo estuvieron los animales mayores de siete afios. Por Ultimo se
consideré un grupo de animales cuya edad no fue registrada. Segan el sexo los

animales se dividieron en hembras, machos y no registrados
Il. Muestras.

Obtencién y manejo. De cada animal se obtuvo una muestra de aproximadamente

10 ml de sangre por puncién de la vena safena (Kirk'y col., 1990}, con tubos al
vacio, sin anticoagulante (Becton Dickinson Vacutainer Systems). Posteriormente
los animales fueron sacrificados de manera humanitaria utilizando choque
eléctrico (Banister y col., 1996; Asociacién Nacional para la Aplicacion de Leyes
de Proteccion a los Animaies, 1981)

Una vez sacrificado, se obtuvo una muestra de liquido cefalorraquideo de 3
ml aproximadamente, por puncion en la cisterna magna (Widner, 1991; Kirk y col.,
1890) con jeringa y aguja esteériles (Terumo Medical Corporation), de 5 ml y 22 g x
14" respectivamente y depositadas en tubos de ensayo estériles de 10 mi.

Las muestras fueron identificadas con el numero del animal y conservadas
en hieleras de poliuretano con refrigerante a 7°C, hasta su llegada et laboratorio,
donde se centrifugaron a 700 x g durante diez minutos para obtener el suero y
clarificar el liquido cefalorraguideo. De cada muestra, se deposité 1.5 ml en viales

2 Segun grafica del Dr. Fred Metzgar. Salud Animal Laboratorios Pfizer
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estériles. Las muestras se mantuvieron en congelacién (-30°C) hasta su

procesamiento.
lil. Procesamiento.

Técnica.- Los anticuerpos neutralizantes fueron detectados con una modificacién
de la prueba répida de inhibicion de focos fluorescentes (PRIFF) (Smith y col.,
1973) que requiere de monoestratos de cultivos celulares en placas de 96 pozos
(Costar®), en los que se incuba una dosis constante de virus con diluciones de los
sueros problema y se utiliza un suero testigo. Después de 24 horas de incubacion
se observa la diferencia del numero de focos de infeccién (focos fluorescentes)
entre los pozos que recibieron el suero testigo y los que recibieron los sueros

desconocidos.

Interpretacion de resultados.- Para considerar una muestra positiva a la presencia

de anticuerpos neutralizantes, debera reducir por lo menos el 50% de las unidades
formadoras de focos (UFF). Muestras con porcentajes de reduccién menores se

tomaron como negativas (Smithy col., 1973)

Las muestras de suero que resulten positivas indicaran que el animal
estuvo en contacto con el antigeno, en tanto que las muestras de liquido
cefalorraquideo que resultaran positivas a la PRIFF indicaran que el animal
padeci6 y se recuperé de la rabia. (Alvarez y col., 1994; Arellano y col., 1997; Bell
y col.1972, Fekadu y col.1980; Fekadu y Baer ,1980; Hattwick y col. 1972).

Criterio_de eliminacién.- Las muestras que presentaron sospecha de estar

contaminadas (principalmente por observarse turbidez) ¢ que durante el
procesamiento causaron muerte de las células fueron descartadas.

-12-



Cultivos celulares. Células BHK-21 C-13. Son células de cultives de rifién de
Hamster bebé, obtenidas de cultivos certificados de la American Type Culture
Collection (ATCC), Rockville, Marylan. Esta linea celular fue mantenida a 37°C con
medio de cultivo MEM (Dulbecco) ajustado a pH 7 con bicarbonato de sodio y
adicionado de 10% de suero fetal bovino (SFB), 3% de L-glutamina y 0.1% de

piruvato de sodio (medio de crecimiento).

Neuroblastoma murino CCL 131. Células de neuroblastomas de ratén obtenidas
de cultivos certificados de la American Type Culture Collection (ATCC), Rockville,
Maryland. Esta linea éeluiar fue mantenida a 37°C con medio de cultivo BHK-21(In
Vitro S.A.) ajustado a pH 7 con bicarbonato de sodio y adicionado de 10% de
suero fetal bovino (SFB), 0.3% de L-glutamina y 0.1% de piruvato de sodio (medio

de crecimiento).

Virus PV.- El virus utilizado en este trabajo se tituld por el método de Titulacion
Rapida de Virus en Células (Bourhy H. and Sureau P.1990) para lo cual se
utilizaron cultivos de neuroblastoma en placas con 96 pozos y el resultado
obtenido fue de 10% UFF/mi. . El virus Pasteur original se obtuvo de la cepa
aislada en 1882 a partir de un bovino mordido por un perro, adaptada
originalmente a cerebro de ratén, posteriormente a células BHK-21 y a

neuroblastomas murino.

Produccién de_ virus. Se inocularon 4 botellas Tzs (Falcon) con cultivos de

neuroblastoma con 1 mi/botella de virus. Los cultivos infectados fueron incubados
con medio BHK-21 de mantenimiento (5% de SFB, 0.3% de L-glutaminay 0.1% de
piruvato de sodio) pH 7, a 37°C y 5% de CO,. A'las 72 horas se colect6 el
sobrenadante y se centrifugd a 700 x g durante 10 minutos a 4°C para eliminar los
detritos celulares. Posteriormente se distribuyé en alicuotas de un mi y se

mantuvieron en congelacion (-70°C).
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Para la titulacion del sobrenadante se hicieron crecer células de
neuroblastoma murino en botellas Tas, una vez que se conformé el monoestrato,
se separaron con la ayuda de tripsina y se suspendieron en medio BHK-21 de
crecimiento, en una concentracion de 40,000 células/ml. De esta suspensién

celular se depositaron 100 pl/pozo y se incubaron 24 horas a 36°C.

Con el virus se hicieron diluciones décuples seriadas de 10! a 1077. Se
depositaron 100 pl de las diluciones en cada pozo con monoestrato y se incubaron
durante 24 horas a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente se retird el medio de
cultivo, las células infectadas se fijaron con acetona al 80% durante 30 minutos a
4°C y se incubaron con conjugado antirrabico a base de anticuerpos monoclonales
(Laboratorios Baer). Para la lectura se utilizé un microscopio invertido con
epifluorescencia (Olympus). Se obtuvo un titulo de 10%' UFF/m.

Suero testigo positivo. Como suero testigo se utilizé el obtenido de un canino,

macho, de cinco afios de edad con antecedentes de vacunacion antirrabica en
forma anual. El suero fue titulado por el método de reduccion rapida de focos
fluorescentes, para lo cual se hicieron diluciones quintuples (de 1:5 hasta
1:15,625). El suero neutralizé la totalidad de los focos en Ia dilucién 1:625.

El total de las muesiras y el suero testigo fueron inactivados en bafio maria
a 56°C durante 30 minutos. Posteriormente se prepararon diluciones 1:5 de cada
suero (50 pl del suero problema mas 200 ul de medio sin SFB). De estas
diluciones se depositaron 50 ul mas 50 pl de suspension viral en pozos con
monostrato de células de neuroblastoma murino de 24 horas de crecimiento. Esta
mezcla se dejé incubar por 60 minutos a 37°C y 5% de bidxido de carbono.
Pasado este tiempo se agregaron 100 pl de medio de mantenimiento y se dejaron
incubar por 24 horas. Inmediatamente después se retird el medio, se fijaron 30

minutos en acetona 80% a 4°C y se incubaron por 30 minutos con anticuerpos
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monoclonales conjugados con isotiocianato de fluoresceina, para posteriormente

leerse en un microscopio invertido con epifluorescencia.

Las muestras de liquido cefalorraquideo fueron igualmente inactivadas y
trabajadas sin diluir utilizando igual cantidad de volumen que la suspension viral

(50 ul) y fueron procesadas con la misma técnica.
La reduccién del 50% o mas de las unidades formadoras de focos en las

muestras procesadas, significa la presencia de anticuerpos neutralizantes (Smith y
col. 1973)
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RESULTADOS

Poblacidon canina.- Se clasifico de acuerdo a las variables de sexo, edad y

delegacion politica, y se obtuvieron los siguientes resultados:

Procedencia. Los animales observados procedieron principalmente de las
delegaciones politicas de Xochimilco (37.85%), Milpa Alta (28.51%) y Alvaro
Obregon (20.49%). Cuadro 1

Edad y sexo.- La frecuencia de la edad distribuida segin el sexo se presenta
en el cuadro 2. Los animales adultos se encontraron en mayor porcentaje (69.1%)

y predominaron en este grupo las hembras adultas (41.67%)

Muestras.- Se obtuvieron 288 muestras pareadas de suero y liquido
cefalorraquideo de un namero igual de animales. En el caso de las muestras de
suero solo se procesaron 243 ya que cuarenta y cinco de ellas se eliminaron por

presentar contaminacion o por citotoxicidad. .

Suero.- De los 243 sueros procesados se obtuvieron 156 (64.2%) muestras
positivas. La diferencia entre el porcentaje promedio de inhibicidon entre las
muestras positivas y las negativas fue estadisticamente significativa con una
p<0.05. Cuadro 3

Distribucion de los sueros positivos sequn la edad de los animales estudiados.- De

las 156 muestras positivas dos (1.28%) correspondieron a animales jovenes, 100
(64.10%) a animales adultos, 34 (21.80%) a animales viejos y 20 (12.82%)

correspondiercn a animales cuya edad no fue determinada. La diferencia entre el
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porcentaje de sueros positivos y la edad resulto estadisticamente significativa
(p<0.05) Cuadro 4

Distribuciéon de los sueros positivos_ sequn sexo.- De las 135 hembras
analizadas 89 (65.92%) resultaron positivas, mientras que para los machos de 108
67 (62.03%) muestras presentaron anticuerpos neutralizantes. No se encontrd

diferencia estadistica significativa (p> 0.05) Cuadro 5

Distribucién de los sueros positivos segun la_Delegacidn Politica.- Del total de

sueros procesados destaca la presencia de muestras positivas en las
delegaciones de Xochimiico con 63 (40.38%), Milpa Alta con 45 (29.49%) y Alvaro
Obregén con 31 (19.87%) en relacion con las delegaciones Benito Juarez,
Iztapalapa, Coyoacan y con el Estado de México en donde los porcentajes fueron
de cero, 1.93, 7.05 y 1.28% respectivamente. Sin embargo, al analizar el numero
de muestras positivas contra el total de muestras por delegacion no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05). Los resultados se muestran en

el cuadro 6.

Liquido cefalorraquideo. Las 288 muestras fueron procesadas resultando

todas negativas a la prueba rapida de inhibicién de focos fluorescentes.
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DISCUSION

La recuperacion de la infeccién rabica natural en animales ha sido el eje de
diversas investigaciones, para afirmar lo anterior es necesario demostrar que la
infeccion activa ha ocurrido. Diferentes evidencias se han presentado cuando se
inoculan animales; algunos enferman y mueren, mientras otros, de manera
excepcional, con signos de enfermedad se recuperan. Entre estas evidencias se
encuentran la prueba de cérnea positiva, €l aislamiento del virus de la saliva y la
presencia de anticuerpos neutralizantes en liquido cefalorraquideo (Bell J.F.
1975). Esta ultima resulta una herramienta valiosa en los estudios epidemiologicos
ya que permite conocer el estado inmune y el diagnéstico de 1a enfermedad rabica
tanto en animales vivos 0 muertos, por lo que se adoptd este procedimiento para
el presente estudio en perros capturadbs de manera rutinaria, dentro del Programa
de Control y Prevencion de la Rabia, en el cual se propusieron parametros de

sexo, edad y procedencia para conocer las caracteristicas del universo de trabajo.

En la presente investigacién, realizada en animales no domiciliados, se
encontrd entre los perros capturados y observados un porcentaje de hembras
(55.2%) mayor que el niumero de machos (44.4%). En investigaciones realizadas
en animales domiciliados, se han reportado frecuencias de 69.8% de machos y
30.2% de hembras en perros domiciliados del Distrito Federal y zona
metropolitana (Fuentes 1981); resultados similares (67.9% de machos y 32.1% de
hembras) reportd Gandarillas C.O (1995) en la poblacion canina domiciliada de la
Ciudad de Qaxaca (México). Los porcentajes observados pueden ser debido a la
preferencia de los duefios de tener perros machos como animales de guardia y
proteccion, y porque las hembras por el hecho de que conllevan la posibilidad de
procrear cachorros son abandonadas con mas frecuencia.

Al analizar la variable edad, Fuentes y col. (1981) encontraron en la Ciudad

de México que 42% de la poblacion canina tenia entre uno y cinco afios de edad:;
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mientras que Gandarillas C.O. (1995) informé que la poblacion adulta en el Estado
de Qaxaca representaba el 80.7% y Martinez P. y col. (1995) reportaron el 55.11%
para la misma categoria, a este respecto, en la poblacién estudiada se observo un
bredominio de perros adultos (69.1%) es decir, animales con un promedio de vida
entre uno y siete afios, en contraste con el grupo de animales jovenes y el grupo
de perros viejos que tuvieron porcentajes menores. Se debe considerar que el
grupo de animales adultos, tuvo un rango mayor comparado con los otros grupos
de edad.

De los individuos jovenes remitidos al Centro de Control Canino Alfonso
Angellini de la Garza (CCCAAG) no fue posible evaluar perros menores de seis
meses. Esta restriccion fue establecida por la Asociacion Nacional Para la
Aplicacion de Leyes de Proteccion de Animales A.C. que prohibié el muestreo en
estos animales argumentando el posible sufrimiento de los cachorros durante 1a
toma de la muestra. Este hecho adquiere importancia ya que a esa edad se ha
informado de diversos episodios rabicos. En 1993 durante un foco ocurrido en la
Delegacién de Coyoacén, D.F. (México)® se diagnosticé rabia por la prueba de
inmunofluorescencia en cuatro cachorros que no presentaron signos de la
enfermedad perc que nacieron de una madre con diagndstico clinico y de

laboratorio positivos.

En 1995, de 65 muestras positivas de perros confirmadas por el Instituto
Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos, 22 (33.33%) fueron de
cachorros menores de 6 meses de edad, de los cuales 3 (9.0%) eran callejeros. El
resto correspondié a cachorros con duefio. A este respecto, Eng y col. (1993)
encontraron en Hermosillo. Sonora, que el promedio _de edad en los animales

confirmados como rabiosos fue de un afio, mientras que Mimoonpitak y col. (1997)

3 Archivos del Servicio de Epidemiologia y Control de Enfermedades. Direccién General de
Servicios Médicos, Universidad Nacional Autonoma de México 1994
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encontraron en Tailandia que mas del 60% de los perros diagnosticados como
rabiosos se encontraron por debajo del afio de edad.

Segun su origen, los sujetos estudiados pertenecieron principalmente a
otras delegaciones diferentes a la delegacion de Coyoacan (en donde se ubica el
CCCAAG), entre ellas se encontraron: Alvaro Obregén (20.49%), Milpa Alta
(29.51%) y Xochimilco (37.85%). Cabe mencionar que las delegaciones de Milpa
Alta y Xochimilco cuentan con grandes areas rurales y de acuerdo con Fishbein y
col. (1992) es en ellas donde la densidad de poblacién canina es mayor; por lo que
es posible que las capturas se intensifiquen en las zonas rurales debido al riesgo
que los perros callejeros representan. En el caso de las delegaciones politicas
Benito Juarez e Iztapalapa, asi como el Estado de México, la cantidad de perros
capturados fue inferior (0.35, 1.39 y 1.39% respectivamente) en comparacién con
las delegaciones mencionadas anteriormente, este hecho puede deberse a que en
tales delegaciones los animales capturados sean remitidos de manera rutinaria a
otros centros de contral canino y el numero escaso de perros pertenecientes a las
delegaciones de Benito Juarez, Iztapalapa y Estado de México se deba a una

situacion fortuita.

Los 243 especimenes analizados mostraron diferentes grados de actividad
neutralizante la cual se reportd6 como porcentaje de Inhibicion de Unidades
Formadoras de Focos (UFF). El hecho de que el 64.20% de las muestras fuera
positivo es similar a los resultados reportados por Cleaveland y col. (1999)
quienes encontraron un 49.4%; Ogunkoya y col. (1990) reportaron 39.2%; aunque
fue menor a lo informado por Mebatsion T. y col. quienes sefialan un 80%
utilizando la misma técnica (RFFIT). Senties (1964)_ utilizando la prueba de
seroneutralizacién en ratones, encontrd énticuerpos neutralizantes en el 100% de

los sueros de animales procedentes de asilos para caninos vagabundos.
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Las pruebas de seroneutralizacién se han usado para medir la correlacion entre
los anticuerpos y su resistencia en desafio de perros, gatos, vacas, zorros y otros
animales (Thomas J.B. 1975). La presencia de anticuerpos en suero indica la
exposicion del individuo al antigeno (Follman E.H. 1992) por |0 que su presencia
en los sueros positivos puede explicarse a que tal vez estos animales fueron
vacunados (Belt y col. 1966), situacion factible ya que los Servicios de Salud
Plblica en el Distrito Federal llevan a cabo campafias masivas de vacunacion
gratuita dos veces por afio y reportan un ascenso en el numero de dosis de
vacuna antirrdbica aplicadas en el periodo de 1993 a 1998 (SSA 1999) ver Anexo
V.

Lo anterior sugiere que la poblacién pudo estar compuesta en parte por
mascotas abandonadas como lo propone Daniels (1983), previamente vacunadas
o por perros de barrio (OMS 1992) que han sido incluidos en las campaias de
vacunacion masiva. Sin embargo la posibilidad de una infeccién limitada a tejidos
diferentes al nervioso, no debe ser descartada (Bell 1972). De acuerdo a Baer
G.M. y Tordo N (1994) los animales con anticuerpos neutralizantes, aun en niveles
bajos, casi siempre sobreviven a un desafio subsecuente con virus rabico de la
calle. También se han observado la presencia de anticuerpos en suero en
animales salvajes capturados o sacrificados, siendo mas frecuente este hecho en
animales de areas enzo6ticas que en aquéllos de areas no infectadas (Bell 1975).

Llama la atencién el porcentaje elevado de respuesta inmune hallado, si se
parte de que los animales evaluados eran callejeros condicidn que, de acuerdo
con los hallazgos en el suero, hace suponer gue los animales estuvieron en
contacto con el antigeno y/o que hayan sido vacunados al menos una vez durante
su vida.

Este hecho contrasta con la propuesta de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (1992), que sefiala el desprecio de |la sociedad hacia el perro callejero en
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virtud de la responsabilidad que impiica, por lo tanto no hay una persona que los
tome a su cuidado lo que presupone que sean animales no vacunados.

Al desglosar la distribucién de las muestras positivas de acuerdo a la edad
se observa que los animales jovenes (entre seis meses y un afio) representaron
sélo el 1.28% del total y el 20% dentro del mismo grupo etario, que se puede
entender como normal ya que a esta edad se ha perdido la inmunidad materna
(Winters 1981) y es posible que los cachorros que resultaron positivos hayan sido
vacunados. A su vez, otras investigaciones como la llevada a cabo en Nigeria por
Wosu y Anyanwu (1990) en cachorros no vacunados reportaron 7.3% de muestras
positivas analizados por la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion. Por su
parte Kasempimolporn y col. (1996) encontraron 15.62% por la prueba de ELISA
en cachorros de Tailandia, pero resulta interesante que en este Gltimo reporte los

autores no encontraron muestras positivas utilizando la RFFIT.

En este trabajo se observd un mayor nimero de sueros positivos (64.1%)
en animales adultos en comparacién con el grupo de animales jovenes. Asi mismo
Wosu y Anyanwu (1990) observaron un incremento en el nimero de muestras
positivas alcanzando el 16.1% de suero positivos en la poblacién adulta. Por
uitimo en el grupo de animales viejos la cantidad de sueros positivos al 94.44%.

No se comprobd la presencia de animales que hayan sobrevivido a la
enfermedad ya que no se observaron anticuerpos neutralizantes en las muestras
de liquido cefalorraquideo (LCR). Bell y col. (1971) obtuvieron resultados similares
al investigar suero de 120 perros de capturados en areas enzodticas de la Ciudad

de Buenos Aires, Argentina.

En todos los casos de recuperacion los anticuerpos neutralizantes han
estado presentes en suero y en liquido cefalorraquideo en niveles altos (Alvarez y
col. 1894, Arellano y col. 1997; Bell y col.1972, Fekadu y col.1980; Fekadu y Baer
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1980; Hattwick y col. 1972). En algunos casos se observd que esos niveles
permanecieron hasta por cinco meses en los perros recuperados (Bell 1972); sin
embargo no se encontraron datos que indiquen su tiempo maximo de duracion en

el liquido cefalorraquideo.

Bell (1966) observé en ratones inoculados experimentaimente que
sobrevivieron a la enfermedad mantuvieron los niveles de anticuerpos por un
periodo maximo de 18 meses. Hawttwick y col. (1972), encontraron en un nifio
recuperado de la infeccion rabica niveles elevados de anticuerpos en liquido

cefalorraquideo diez meses después de iniciados los sintomas.

La presencia de anticuerpos rabicos en LCR continla siendo uno de los
principales criterios para afirmar que la enfermedad se ha desarrollado (Bell J.F.
1975) y se ha discutido sobre la posibilidad que los anticuerpos producidos por
vacunaciones repetidas puedan cruzar la barrera hematoencefélica y encontrarse
en titulos elevados en el LCR (Arko y col. 1973)

A este respecto Bell y col. (1979) encontraron que los anticuerpos rabicos
generados por vacunacién no logran atravesar dicha barrera. Baer y col. (1975)
lograron obtener titulos altos de anticuerpos neutralizantes en LCR de animales
sanos sblo después de inocularlos directamente en la cisterna magna con vacuna

atenuada y vacuna inactivada (cepa ERA)

El uso de otras técnicas como la prueba de cerebro neutralizacion (Kubes y
Gallia citados por Bell 1966), que permiten diferenciar si los anticuerpos presentes
son de tipo vacunal o producidos por una infeccion; utilizadas junto con la RIFFT,
apoyarian estudios similares futuros en [os cuales no se conocen los antecedentes
de la poblacién. La deteccién de virus en glandulas salivales por medio de la
prueba de inmunofluorescencia realizada de manera rutinaria junto con Ia
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determinacién de anticuerpos en LCR podria ampliar el panorama con relacion a

la existencia de animales recuperados.

En México los términos utilizados con mayor frecuencia por las autoridades
de salud para clasificar a la poblacién canina son: perro con duefio, perro sin
duefio o perro callejero considerando que el perro con duefio es aquel animal que
esta bajo la responsabilidad y cuidado de una o varias personas y por lo tanto
deberia ser vacunado por lo menos en una ocasién, en contraposicion del perro

sin duefio o perro callejero.

Esta variedad de términos no es practica en los programas de prevencion y
control de la rabia ya que como se detectd a lo largo de la presente investigacion
existen perros, aun con duefio, que viven en la calle y perros domiciliados, sin que
esta clasificacion sea del todo categodrica ya que unos y otros pueden 0 no estar

vacunados, concluyendo que la situacion de cada animal es totalmente azarosa.

Los diferentes criterios para clasificar a los perros, resultan completamente
inoperantes, si se considera que los parametros utilizados para ello son subjetivos
y en consecuencia no se pueden aplicar facilmente para llegar a una categoria
final. Por lo tanto s6lo se deberia tomar en cuenta si son o no perros vacunados
en funcién del riesgo que ellos implican.
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Conclusiones
El perfil de la poblacién canina conforme a las variables de sexo y edad es

similar al reportado por otros autores y de acuerdo al origen los animales
pertenecieron principalmente a delegaciones politicas que cuentan con areas

rurales grandes.

Dada la importancia que tienen los cachorros en la presentacion de la rabia
es necesario realizar investigaciones que ayuden a conocer el riesgo potencial que

estas poblaciones representan.

Los resultados mostraron la presencia de sueros positivos con lo cual se
confirmé la hipétesis sobre la posibilidad de encontrar anticuerpos en suero
sanguinec de perros callejeros. Sin embargo, no se encontré evidencia de

animales con anticuerpos neutralizantes en liquido cefalorraquideo.

La presencia de anticuerpos especificos en suero no es una evidencia util
de infeccién pasada en animales con antecedentes desconocidos por lo que es
posible pensar en una vacunacién previa mas que en una recuperacion.

Las acciones de las campaias de vacunacion masiva se ven reflejadas en
fos llamados perros callejeros a través de la cantidad de animales que resultaron
sero-positivos, 10 que sugiere que estos animales en algin momento de su vida no

fueron callejeros.

Ya que la recuperacion de la infeccion por el virus rabico es poco comun se
recomienda complementar la bdsqueda de anticuerpos en suero y liquido
cefalorraquideo con otras pruebas, cuando no se conocen los antecedentes de la

poblacion.
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Finalmente se puede mencionar que no hay una relacién en cuanto a la
inmunizacién de los perros y la dependencia de un duefio, pues como se observo,

perros callejeros evidenciaron haber sido inmunizados y perros domiciliados no lo
fueron.
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Procedencia por Delegacién Politica de los perros remitidos al Centro de Control Canino Alfonso Angellini de la Garza,

ANEXO |

CUADROS DE RESULTADOS

Cuadro 1

México D.F. Abril-Junio1998

Delegacion Ndmero Porcentaje
Alvaro Cbregén 59 20.49
Benito Juarez 1 0.35
Coyoacan 26 9.03
|ztapalapa 4 1.39
Milpa Alta 85 29.51
Xochimilco 109 37.85
Estado de México 4 1.39
Total 288 100
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CUADRO 2

Distribucién por edad y sexo de los perros estudiados en el Centro de Control Canino “Alfonso Angellini de la Garza,
México D.F., Abril-Junio 1998

Edade Hembras % Machos % Sexa no % Total de %
registrado perros
Jovenes 12 4.16 5 1.74 0 0 17 59
Adultos 120 41.67 79 27.43 0 0 199 69.1
Viejos 15 5.20 26 9.00 0 0 41 14.24
No registrada 12 4.18 18 6.27 1 0.3 31 10.76
Total 159 55.2 128 445 1 0.3 288 100.

A. jovenes = De seis meses a menos de un afio.
A. adulios = De uno a siete aiflos

A. viejos = Mayores de siete afos

0 Se calculd por medio del desgaste de los dientes
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Cuadro 3

Resultado de los sueros analizados segin la Prueba Rapida de Inhibicidon de Focos Fluorescentes

Inhibicion de UFF* (%) Nimero de Porcentaje
Muestras de muestras
Negativos
Positivos : 156 64.20
Total* 243 100.00

*De los 288 sueros colectados, 45 no se
procesaron por presentar contaminacion o causar
efecto citotdxico

Los sueros con un porcentaje de inhibicion igual o
mayor al 50% se consideraron positivos.

.‘N_




Cuadro 4

Distribucion de los sueros positivos segtn la edad de los animales estudiados, Centro de Control Canino Alfonso
Angellini de la Garza, México,D.F. Abril- Junio1998.

Edad Total de Positivas Porcentaje
muestras #

Jévenes 10 2 20.0
Adultos 172 100 58.13
‘Viejos 35 34 97.14
Sin edad determinada 26 20 76.92
Total 243 156 63.41

w2

=i =

E': k-

E:“ : A. jbvenes = De seis meses a menos de un afio.

¥ 0«7 A adultos = De uno a siete afios

e A. viejos = Mayores de siete afos

o * De las 288 muestras,45 no fueron procesadas
Y por estar contaminadas o causar efecto citotéxico

N
e ]
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Cuadro 5

Distribucion de los sueros positivos seglin el sexo de los animales estudiados en el Centro de Control Canino Alfonso
Angellini de la Garza, México D.F. Abril-Junio 1998

Total de Nuamero de Porcentaje
muestras muestras de muestras
positivas positivas
Hembras 159 89 57.05
Machos 128 67 42.95
Total 287" 156 100.00

*No se registré el sexo de uno de
los animales. El resultado del suero
correspondiente fue negativo.
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Cuadro 6

Distribucion de los sueros positivos segun Delegacién Politica de los animales estudiados en el Centro de Control Canino
Alfonso Angellini de la Garza, México D.F. Abril-Junio1998

Delegacion Politica Total de muestras  Numero de muestras, Porcentaje
procesadas positivas
Alvaro Obregon 50 31 0.62
Coyoacan 20 11 0.55
Iztapalapa 4 3 0.75
Milpa alta 74 46 0.62
Xochimilco 92 63 0.68
Estado de México 3 2 0.66
Total 243 156 0.64
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ANEXO ||

Relacién de habitantes por perro en el Distrito Federal, 1981

Delegacién Habitantes:perro

Azcapotzalco 5.9:1
Benito Juarez 5.2:1
Coyoacan 5.9:1
Cuajimalpa 5.1:1
Cuauhtémoc 7.6:1
Gustavo A. Madero 6.2:1
Iztacalco 591
1ztapalapa 441
Magdalena Contreras ' 4.0:1
Miguel Hidalgo 421
Milpa Alta 4.4:1
Tlahuac 9.3:1
Tlalpan 9.3:1
Venustiano Carranza 10:1
Villa Alvaro Obregén 10:1
Xochimilco 7:1

Fuente: Fuentes R.M y col.,1981:Calculo de la poblacion canina en la
Ciudad de México, determinacion de sus condiciones y destino.
Rev.Vet.Méx.12:59-71
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ANEXO Ill

Distribucién por delegacién politica, nﬁmero de animales analizados
y focos rabicos en el Distrito Federal en 1998.

GUSTAVO A.
MaDERQ

VENUSTIAND
CARRANZA

MIGUEL
HIDALGO

CUAJIMALPA §-

EDO. DE MEXICO = 4 ANIMALES ANIMALES MUESTREADOS [}
FOCOS RABICOS @)




ANEXO IV

NUMERO DE FOCOS RABICOS Y DOSIS APLICADAS PARA SU
PREVENCION EN EL DISTRITO FEDERAL1990-1998

4,200,000 600
A 1:000,000 1 ]+ 500
] R
pF 800,000 + m =[] 1400 F A
0 L — OB C—Dosis aplicadas
S CI: S 600,000 ¢+ +30C I —o— Focos rabicos
I A cc
s 400,000 L 200 S ©
2 . \-—-"‘\* _ s
200,000 + . N ‘ 1 100
‘\m;J
0 L Ll - ' . ' ol o

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
ARo

Fuente: Programa de Prevencién y Control de la Rabia. Servicios de Salud Puablica del D.F.,
1999
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