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southern Ecuador

Resumen

La enfermedad de la rabia es una zoonosis letal que tiene un impacto en humanos como en animales.
Para entender la evolucion y la epidemiologia de la enfermedad, es fundamental su caracterizacion a
nivel molecular. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue realizar la caracterizacion molecular
de los aislamientos del virus obtenidos a partir de tejido cerebral bovino en la Zona 7 de Ecuador,
con el proposito de brindar informacién util que contribuya al fortalecimiento de los programas
nacionales de vigilancia y control. El estudio incluyo en las provincias de Zamora Chinchipe, Loja
y El Oro, durante el periodo 2015-2020, en el cual fueron analizadas 26 muestras positivas mediante
inmunofluorescencia directa y cultivo en células BHK-21, confirmandose la presencia del virus de
la rabia. El andlisis filogenético reveld que los aislados de Ecuador se distribuyeron en clados
especificos, con vinculos evidentes entre las variantes historicas y las aisladas en las provincias de
Loja y Zamora Chinchipe. Por otra parte, los aislados de El Oro mostraron una menor diversidad
genética, lo que podria indicar que los modelos de transmision a nivel local fueron mas limitados.
Loja y Zamora Chinchipe tuvieron un rol fundamental en la diseminacion del virus, probablemente
debido a las condiciones ecoldgicas que benefician a los murciélagos hematdéfagos. Asimismo, la
diversidad genética que se ha observado resalta lo crucial de la vigilancia genémica que permita
detectar mutaciones genéticas que podrian afectar la efectividad de las vacunas y los métodos de
control existentes. Este estudio destaca la relevancia de establecer politicas sanitarias que se alineen
con los patrones de distribucion local del virus y enfatiza el empleo sustancial de herramientas
moleculares y filogenéticas para la vigilancia epidemiologica. La informacion generada contribuira
al fortalecimiento de programas de control mas efectivos, orientados a reducir el impacto de esta
enfermedad en la region mejorando los programas de vigilancia y control.

Palabras clave: rabia, caracterizacion molecular, analisis filogenético, Ecuador, vigilancia
epidemiologica.

Abstract

Rabies is a lethal zoonosis that impacts both humans and animals. To understand the evolution
and epidemiology of the disease, its molecular characterization is essential. Therefore, the
objective of this study was to perform the molecular characterization of virus isolates obtained
from bovine brain tissue in Zone 7 of Ecuador, with the aim of providing useful information that
contributes to strengthening national surveillance and control programs. This study included cases
in the provinces of Zamora Chinchipe, Loja, and El Oro during the period 2015-2020. Twenty-
six positive samples were analyzed by direct immunofluorescence and culture in BHK-21 cells,
confirming the presence of the rabies virus. Phylogenetic analysis revealed that isolates from
Ecuador are distributed in specific clades, with evident links between historical variants and those
isolated in the provinces of Loja and Zamora Chinchipe. On the other hand, the isolates from El
Oro showed less genetic diversity, which could indicate that local transmission models are more
limited. Loja and Zamora Chinchipe play a fundamental role in the dissemination of the virus,
likely due to ecological conditions that benefit blood-sucking bats. Furthermore, the observed
genetic diversity highlights the importance of genomic surveillance, which allows for the detection
of genetic mutations that could affect the effectiveness of existing vaccines and control methods.
This study highlights the importance of establishing health policies that align with local distribution
patterns of the virus and emphasizes the substantial use of molecular and phylogenetic tools for
epidemiological surveillance. The information generated will contribute to the strengthening of
more effective control programs, aimed at reducing the impact of this disease in the region by
improving surveillance and control programs.

Keywords: rabies, molecular characterization, phylogenetic analysis, Ecuador, epidemiological
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Introduccion

El virus de la rabia (RABV), un miembro del género Lyssavirus
dentro de la familia Rhabdoviridae, es un patdogeno zoondtico
responsable de la rabia, una enfermedad neurolégica mortal que
afecta alos mamiferos, entre ellos el ser humano. Con una longitud
de aproximadamente 200 nm y un ancho de cerca de 80 nm, el
virus tiene una morfologia parecida a la bala. Su genoma es de
ARN en cadena negativa y codifica cinco proteinas estructurales:
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M),
glicoproteina (G), y ARN polimerasa dependiente de ARN (L)
(Holmes y Holmes, 2023; Parija, 2023). La nucleoproteina, entre
otras, tiene un rol esencial en la transcripcion y replicacion y
se ha utilizado previamente en investigaciones de tipificacion
molecular y andlisis filogenéticos para aclarar la dindmica
evolutiva del RABV (Omodo et al., 2020; Nadal et al., 2022;
Schreiber y Fachinetto, 2022).

La rabia es una zoonosis viral que representa un grave problema
de salud publica y tiene un fuerte impacto econdémico a nivel
mundial (World Organization for Animal Health (WOAH),
2023). Cada afio, mas de 55.000 personas mueren a causa de esta
enfermedad, de las cuales el 40% son nifios menores de 15 afios,
frecuentemente mordidos por animales sospechosos de estar
infectados (Khairullah et al., 2023; Wallace y Muller, 2024). La
rabia silvestre puede generar brotes de rabia urbana que afectan
directamente a las personas, ya que se produce un contacto
con animales infectados en el entorno, lo que contribuye a la
propagacion de esta enfermedad (Ortiz et al., 2017). Cuando
surgen los signos clinicos, las opciones de tratamiento fueron
muy escasas y la letalidad se aproximo al 100%. Pese a que hay
vacunas eficaces, para muchas personas en condiciones de riesgo
sigue siendo un reto acceder a ellas (Scheffer et al., 2014).

A nivel mundial, organizaciones como la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) han implementado estrategias que han permitido controlar
y, en algunos casos, erradicar la rabia en determinados paises.
Esto se debe a que, al tratarse de una zoonosis, su control tiene
un impacto directo en la salud humana (Ortiz et al., 2017). En
Ecuador, el monitoreo de esta enfermedad estd a cargo de dos
instituciones principales: la Agencia de Regulacion y Control
Fito y Zoosanitario-Agrocalidad adscrita al Ministerio de
Agricultura, que lidera el programa oficial de prevencion y
control de la rabia paralitica bovina en el sector agropecuario, y
el Ministerio de Salud Publica, en colaboracion con el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI), que maneja
el control de zoonosis bajo lineamientos como el NOM-011-
SSA2-1993. Agrocalidad, como Agencia de Regulacion y
Control, realiza diagnosticos de rabia paralitica bovina mediante
técnicas como inmunofluorescencia directa, aislamiento viral y
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pruebas moleculares desde 2014. Sin embargo, aun ante estos
esfuerzos, la alta prevalencia de rabia silvestre en el pais ha
dificultado la obtencion de datos especificos sobre las variantes
del virus que circulan en las regiones de mayor incidencia, como
la region Amazodnica. La caracterizacion molecular del virus y
el analisis de la relacion entre brotes permitirian identificar las
variantes presentes y establecer estrategias mas efectivas dentro
del programa nacional, con el objetivo de controlar la enfermedad
y, a largo plazo, erradicarla. Esto es importante, ya que esta
enfermedad ha ocasionado pérdidas economicas significativas
en el sector ganadero (Ortiz et al., 2017).

La Zona 7 del Ecuador, incluye las provincias de Zamora
Chinchipe, Loja y El Oro, en las cuales se reporta una
alta incidencia de rabia silvestre, donde las caracteristicas
demograficas y geograficas constituyen un ambiente propicio
para el murciélago hematdfago, el cual es el vector principal
de la enfermedad (Ortiz et al., 2017). Entre 2015 y 2020, en el
pais se registraron 263 casos positivos de rabia silvestre, lo que
resalta la necesidad de detectar los reservorios que intervienen
en la propagacion de esta enfermedad y de implementar acciones
para evitar rebrotes posteriores (Vizcaino et al., 2016; Ortiz et
al., 2017). Pese a los esfuerzos realizados, resulta importante
entender la relacion genética entre los brotes que se han
registrado. Ademas, la falta de datos moleculares que permitan
caracterizar al virus en esta region, limita las capacidades de
vigilancia epidemiolégica y control de brotes.

Por ello el objetivo de esta investigacion fue caracterizar
molecularmente aislamientos del virus obtenidos a partir de tejido
cerebral bovino de casos positivos de la Zona 7 del Ecuador,
con el fin de establecer relaciones filogenéticas en esta region
proporcionando informacién valiosa que permita fortalecer los
programas nacionales de vigilancia y control.

Materiales y métodos

La investigacion se desarrolld en la Zona 7 del Ecuador,
conformada por las provincias de Zamora Chinchipe, Loja y El
Oro, a partir de aislados del virus de la rabia detectados durante
el periodo 2015-2020.

Diseifio del estudio y recoleccion de datos

La rabia es una enfermedad de notificaciéon obligatoria en
Ecuador, lo que exige el reporte de casos sospechosos y brotes
en animales de produccion. Segln las directrices nacionales, se
investigan los casos con sintomas neurologicos, como cambios
repentinos en el comportamiento o paralisis progresiva. En
este sentido, técnicos de campo de la Agencia de Regulacion y
Control Fito y Zoosanitario-Agrocalidad recolectaron muestras
de cerebro bovino provenientes de predios afectados, como
parte de las directrices establecidas para la vigilancia rutinaria y
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emergente. Con el fin de garantizar el diagnostico preciso de esta
enfermedad, se priorizaron muestras de tallo cerebral y cerebelo
debido a su alta utilidad diagnostica.

Se transportaron las muestras en tubos de polipropileno estériles
a través de protocolos de cadena de frio (entre 2 y 8 °C) para
prevenir que tanto el tejido como el material genético del virus
se degradaran. Al llegar a los laboratorios de Agrocalidad, se
realizaron pruebas diagnésticas para confirmar la presencia
del agente viral. Después, las muestras fueron almacenadas
en congelacion (-20 °C) para analisis posteriores o para ser
utilizadas material de referencia post-confirmacion. Los datos
relacionados con los casos de rabia, incluyendo la ubicacion
geogréafica, la fecha de recoleccion y los resultados diagnosticos,
fueron registrados en bases de datos nacionales correspondientes
al periodo 2015-2020.

Seleccion de muestras

Se utilizo la prueba de inmunofluorescencia directa (IFD) para el
diagnostico de muestras de rabia, durante el periodo 2015-2020,
siguiendo las directrices del Manual de Pruebas Diagnosticas y
Vacunas para Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (WOAH, 2023). Las muestras fueron evaluadas
mediante criterios que comprendian la inspeccion visual del
tejido con el fin de descartar autolisis, la confirmacion de la
integridad anatomica del encéfalo (presencia de bulbo raquideo
o hipocampo), el control de la temperatura del almacenamiento y
la ausencia de contaminacion externa.

Durante este periodo, 263 muestras de tejido cerebral procedentes
de la zona 7 del Ecuador fueron registradas como positivas y
reportadas en el Sistema de Informacion Zoosanitaria del Ecuador
(SIZSE). A partir de estas muestras se evaluaron inicialmente
136 al cumplir con los criterios para realizar aislamiento viral
y pruebas moleculares. De este grupo, se eligieron 46 muestras
tomando en cuenta aspectos técnicos como la calidad de
conservacion, caracteristicas anatomicas, deteccion de antigeno
viral e importancia epidemiologica.

Aislamiento del virus de rabia

La linea celular de rifion de hamster neonato (BHK-21) fue
utilizada para aislar el virus de la rabia. Previo al aislamiento
del wvirus, las muestras fueron confirmadas mediante
inmunofluorescencia directa (IFD), técnica que permitio
evidenciar la presencia de proteinas virales caracteristicas del
virus de la rabia. Después, el virus fue aislado por medio de
cultivo celular, lo cual se demostrd a través de particulas virales
fluorescentes observadas en las células en cultivo (figura 1).

El material obtenido de los cultivos celulares fue almacenado a
-80 °C para preservar su viabilidad durante el desarrollo de las
pruebas posteriores. Este enfoque asegurd la calidad y estabilidad
del virus aislado, lo cual fue crucial el estudio molecular y para
la construccion de bancos de virus destinados a investigaciones
futuras.

Y latecnica@utm.edu.ec

La eficacia del cultivo en células BHK-21 y su analisis mediante
IFD fue respaldada por estudios previos, que han demostrado la
utilidad de esta linea celular para el aislamiento y diagnostico del
virus de la rabia, empleandola también en el analisis de cortes
de cerebro humano para confirmar la infeccion viral (Qin et al.,
2019; Wardhani et al., 2021; Harsha et al., 2022; Markbordee
et al., 2024). Los resultados del presente estudio refuerzan esta
evidencia, destacando la sensibilidad y especificidad de las
células BHK-21 como modelo in vitro para el aislamiento del
virus.

A B

Figura 1. Aislamiento del virus de la rabia en células BHK-21. Las células BHK-21 fueron infectadas
con aislados virales obtenidos de tejido cerebral bovino y analizadas mediante la prueba de anticuerpos
fluorescentes directos (IFD). A. Control negativo: células no infectadas sin evidencia de fluorescencia,
indicando la ausencia de proteinas del virus de la rabia. B. Muestras positivas: células infectadas que
presentan focos de fluorescencia verde brillante, caracteristicos de la presencia de proteinas virales
especificas del virus de la rabia.

RT-PCR, electroforesis y secuenciacion

Se utiliz6 el kit de SuperScript IV First-Strand cDNA
Synthesis para sintetizar ADN complementario (cDNA), y
se utilizd el reactivo TRIzol (Thermo Fisher Scientific™)
para extraer ARN total de las células infectadas. El gen de
la nucleoproteina (N) se amplificé utilizando los cebadores
JW12 (5'-ACGCTTAACAACAARATCARAG-3") y P784
(5’-CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA-3’), reportados para el
virus de rabia (Fernandes et al., 2020; Dettinger et al., 2022;
Claassen et al., 2023). Las condiciones de PCR incluyeron 30
ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y elongacion, y los
amplicones se visualizaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos
con SafeView. Con el fin de garantizar datos de calidad, las
muestras fueron secuenciadas en ambas direcciones utilizando la
técnica Sanger (Macrogen, Corea del Sur).

Analisis filogenético

Se compild un conjunto de datos de secuencias del gen de la
nucleoproteina, que incluy6 tanto los aislamientos ecuatorianos
como secuencias de paises vecinos disponibles en GenBank.
Estos paises fueron: Brasil (MN103483), Colombia (JF693463),
Ecuador (MF467498, MF467497, HM368179, MF467501,
MF467504) y Perti (KU938717) con el objetivo de realizar
una comparacion entre las secuencias. El genoma del virus de
la rabia se utiliz6 como secuencia de referencia (NC 001542),
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mientras que el virus de murciélagos europeo (Eblvf, U22845),
un lyssavirus no relacionado con la rabia, se utilizd como el
outgroup.

Se incluyeron metadatos, como el afio y la ubicacion del
aislamiento, cuando estaban disponibles. Las secuencias se
alinearon utilizando MAFFT (v7.407_1) (Katoh y Standley,
2013), y se eliminaron regiones conservadas pero con
divergencias o sitios mal alineados utilizando la herramienta
Gblocks (Castresana, 2000; Talavera y Castresana, 2007). Para
el analisis filogenético se utilizo el método estadistico de maxima
verosimilitud (MV), mientras que el modelo de Tamura-Nei con
distribucion gamma (TN+F+G2), fue identificado mediante la
herramienta Model Finder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) como
el mejor para estimar las distancias genéticas. El soporte de los
clados, se construyo utilizando el software IQ-TREE (v1.6.12)
(Nguyen et al., 2015) con 10.000 réplicas de bootstrap (Hoang
etal.,2018). Se empleo FigTree (v1.4.4) e iTOL (Letunic y Bork,
2024) para la visualizacion y anotacion del arbol.

Resultados y discusion

Casos de rabia bovina en el sur de Ecuador entre 2015-
2020

Durante el periodo 2015-2020, un total de 263 casos de rabia
bovina fueron confirmados por Agrocalidad correspondientes
a las provincias de El Oro, Loja y Zamora Chinchipe. La
distribucion de los casos bovinos de 2015 a 2020 entre diferentes
provincias se presenta en la figura 1. EI mayor numero de casos
confirmados se presentd en Zamora Chinchipe (189 casos;
71,86%), seguido de Loja (70 casos; 26,62%) y El Oro (cuatro
casos; 1,52%). Estos resultados coincidieron con estudios
previos. Cérdenas (2022), sefiald que Zamora Chinchipe fue
una de las provincias con mayor incidencia de casos de rabia en
bovinos debido a sus condiciones ambientales favorables para
la proliferacion del virus. De manera similar, se ha reportado
entre 2010 y 2018 en Loja 67 casos positivos de rabia bovina
a partir de 127 muestras analizadas (Bricefio-Loaiza & Alegria-
Moran, 2019), lo que subray6 la importancia epidemiologica
de esta provincia. Por otro lado, los resultados de este estudio
confirmaron que la provincia de El Oro presentd una menor
incidencia, en concordancia con el registro histérico de solo
cuatro casos positivos reportados en el mismo periodo (Bricefio-
Loaiza y Alegria-Moran, 2019; Cardenas, 2022).

Deteccion de antigenos virales, amplificacion de ARN
viral y aislamiento de virus

Para caracterizar el virus de la rabia, se recolectaron muestras de
cerebro de bovinos de la zona de alta incidencia del Ecuador que
es la zona 7. La tabla 1 resume los resultados de la deteccion del
antigeno del virus, el aislamiento del virus, la amplificacion del
ARN viral y la secuenciacion de muestras.

Q La Técnica: Revista de las Agrociencias

Se detectd antigeno viral en las 46 muestras seleccionadas, de
las cuales 26 presentaron efecto citopatico mediante cultivo
celular, lo que indic6 la presencia de virus viable. Ademas, en
estas mismas muestras se confirm¢é la presencia de ARN viral
mediante RT-PCR confirmando la deteccion del virus de rabia.
Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Muestras positivas de rabia bovina en la Zona 7 en

Ecuador.
Muestras
Muestras  Aislamiento ~ RT-PCR Muestras
Ao  Provincia IFD
idoneas viral positivas  secuenciadas
positivas*
El Oro 0 0 0 0 0
Loja 1 1 1 1 1
2015
Zamora 4 4 4
10 7
Chinchipe
El Oro 0 0 0 0 0
Loja 3 3 2 1 1
2016
Zamora 5 2 2
18 11
Chinchipe
El Oro 2 2 2 2 2
Loja 9 6 1 1 1
2017
Zamora 6 3 3
45 24
Chinchipe
El Oro 1 0 0 0 0
Loja 35 15 4 2 2
2018
Zamora 10 2 2
88 37
Chinchipe
El Oro 1 0 0 0 0
Loja 13 8 3 2 2
2019
Zamora 4 2 2
26 13
Chinchipe
El Oro 0 0 0 0 0
Loja 4 3 1 1 1
2020
Zamora 3 3 3
7 6
Chinchipe
Total 263 136 46 26 26

*Fuente: Base de datos de notificacion de enfermedades de Agrocalidad.

Distribucion de los aislados del virus de la rabia

La tabla 2 resume la distribucion geografica de los 26
aislamientos del virus de rabia obtenidos en las provincias de
Zamora Chinchipe, Loja y El Oro entre los afios 2015 y 2020.
Los resultados mostraron a Zamora Chinchipe como la provincia
con el mayor niimero de casos, incluyendo 16 aislados a partir
de las muestas del periodo de estudio. Zamora Chinchipe
present6 condiciones geograficas y climaticas que favorecieron
el desarrollo de murciélagos hematdfagos, como Desmodus
rotundus. Esto puede ser un elemento a favor de la presencia de
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la enfermedad (Fornace et al., 2013; Meske et al., 2021). Por otra
parte, en la provincia de Loja se obtuvieron ocho aislados, esta
provincia presentd un incremento de casos notable en el afio 2018.
Este aumento podria estar relacionado con el fortalecimiento de
las actividades agropecuarias en zonas rurales, lo que podria
suponer un factor de exposicion del ganado a los vectores del
virus (Soler-Tovar y Escobar, 2025). En contraste, El Oro solo
reportd dos casos aislados en 2017 y uno en cada uno de los afios
2018 y 2019, lo cual indic6 una menor incidencia.

Geograficamente, las coordenadas latitudinales y longitudinales
revelaron una agrupacion de casos en areas rurales, donde las
interacciones entre el ganado y los vectores del virus fueron
mas frecuentes debido a la ausencia de barreras fisicas, practicas
tradicionales de manejo pecuario y cercania con héabitats naturales
(Nahata et al., 2021). Estos hallazgos subrayaron la necesidad de
implementar estrategias de control enfocadas en estas regiones
especificas y periodos de mayor incidencia, especialmente en
Zamora Chinchipe, para mitigar el impacto de la rabia en las
zonas endémicas.

Tabla 2. Aislamientos del virus de la rabia bovina de la zona 7
de Ecuador (2015-2020) con sus correspondientes coordenadas

geograficas.
Aislado Afio Mes Provincia Latitud  Longitud
Aislado 1 2015 Julio Zamora Chinchipe -4.55 -79.13
Aislado 2 2015 Marzo Zamora Chinchipe -3.89 -78.81
Aislado 3 2015 Septiembre ~ Zamora Chinchipe -3.71 -78.73
Aislado 4 2015 Julio Loja -4.36 -79.39
Aislado 5 2015 Junio Zamora Chinchipe -4.03 -78.89
Aislado 6 2016 Febrero Loja -4.40 -79.51

Aislado 7 2016 Octubre Zamora Chinchipe -3.54 -78.66
Aislado 8 2016 Abril Zamora Chinchipe -4.02 -78.65
Aislado 9 2017 Septiembre ~ Zamora Chinchipe -4.76 -79.05
Aislado 10 2017 Abril
Aislado 11~ 2017 Octubre Loja -3.66 -79.38
Aislado 12 2017 Abril

Zamora Chinchipe -3.80 -78.76

Zamora Chinchipe -3.90 -78.85

Aislado 13 2017 Marzo El Oro -3.65 -79.71
Aislado 14 2017 Septiembre  El Oro -3.49 -79.77
Aislado 15 2018 Enero Loja -3.85 -79.19
Aislado 16 2018 Noviembre  Loja -3.93 -79.21

Aislado 17 2018 Octubre
Aislado 18 2018 Marzo

Zamora Chinchipe -3.98 -79.02
Zamora Chinchipe -3.60 -78.93
Aislado 19 2019 Enero Loja -3.92 -79.23
Aislado 20 2019 Mayo Loja -4.41 -79.45
Aislado 21 2019 Abril

Aislado 22 2019 Mayo
Aislado 23 2020 Marzo

Zamora Chinchipe -3.72 -78.80
Zamora Chinchipe -3.90 -78.83
Zamora Chinchipe -3.70 -78.71
Zamora Chinchipe -4.02 -78.82
Zamora Chinchipe -3.60 -78.90
Aislado 26 2020 Agosto Loja -3.73 -79.26

Aislado 24 2020 Febrero
Aislado 25 2020 Julio

Nota: Se enumeran los aislamientos por afio, mes y ubicacion, lo que proporciona una descripcion
general completa de las muestras virales recolectadas. La informacion sobre el lugar y la fecha de
muestreo, correspondientes a la muerte del animal, se extrajo de la base de datos de notificacion de
enfermedades de la rabia de Agrocalidad.
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Identificacion molecular

El analisis molecular de las 26 muestras de tejido cerebral
bovino de las provincias de Zamora Chinchipe, Loja y El Oro
correspondieron a la nucleoproteina del virus de rabia. Los
resultados del BLAST mostraron un 98,48% de similitud con la
secuencia de referencia del gen de la nucleoproteina del virus de
la rabia, lo que confirmd el reconocimiento del agente infeccioso.
Estos resultados coincidieron con estudios previos, en los que se
observo un 98,75% de similitud entre variantes del virus de la
rabia vinculadas con murciélagos europeos y detectadas en casos
de rabia canina (Mantari et al., 2019). Esto destac la necesidad
de estudiar la evolucion del virus en distintos hospedadores y
areas geograficas.

La similitud notable entre las secuencias sugirio que el virus
tuvo un alto nivel de conservacion genética en la zona analizada,
lo cual podria ayudar a establecer estrategias de diagnostico
y control. Ademas, Mantari et al. (2019) han reportado que la
variabilidad genética del virus tuvo el potencial de afectar la
eficacia de las vacunas, asi como la transmision y la patogénesis,
lo cual representa un factor relevante a considerar.

Ademas, la caracterizacion molecular permitid inferir rutas de
transmision especificas y patrones de dispersion del virus. En
este contexto, las ligeras divergencias genéticas encontradas
podrian estar asociadas con adaptaciones locales del virus a su
hospedador principal o a las condiciones ecologicas de la zona
(Caietal.,2022; Lietal., 2023; Durrant et al., 2024). Esto reforzd
la necesidad de realizar un monitoreo continuo del genoma viral
para identificar cambios que pudieran comprometer los esfuerzos
de vacunacion y control en la region. Asimismo, los resultados
obtenidos resaltaron la importancia de utilizar herramientas
moleculares no solo para confirmar diagnoésticos, sino también
para avanzar en el entendimiento de la epidemiologia y evolucion
del virus de la rabia en areas endémicas (Manjunatha et al.,
2023; Islam et al., 2025), alineandose con recomendaciones
internacionales para el control de esta zoonosis.

Analisis filogenético

Mediante el analisis filogenético, se pudo observar las conexiones
evolutivas que existian entre las secuencias de referencia
internacionales y los aislados locales, ademas del genoma de
referencia del virus de la rabia. El arbol filogenético (figura
2) reveld una agrupacion nitida de los aislados ecuatorianos
en multiples clados claramente delimitados, lo cual se ve
respaldado por los valores de bootstrap (bootstrap>70 en los
clados principales), que aseguraron la solidez de las relaciones
filogenéticas.

Los aislados de El Oro, Loja y Zamora Chinchipe tuvieron
una fuerte relacion con otros aislados en Ecuador que han sido
caracterizados previamente, como los de Loja (MF467501.1 y
MF467504.1) y Morona Santiago (MF467498.1). Ademas, se
estableci6 una diferencia evidente con las secuencias de referencia
a nivel internacional, como las de Brasil (MN103483.1) y
Colombia (JF693463.1). Esto indicod que los linajes circulantes
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en Ecuador han experimentado una evolucion a nivel local, con
un posible intercambio genético restringido entre los paises
vecinos.

Figura 2. Arbol filogenético del virus de la rabia basado en el
gen de la nucleoproteina. El analisis incluyo 26 aislados de tejido
cerebral bovino provenientes de la Zona 7 del Ecuador (provincias
de Zamora Chinchipe, Loja y El Oro) recolectados entre 2015
y 2020, junto con secuencias de referencia de Ecuador, paises
vecinos (Pert, Colombia y Brasil) y el genoma de referencia del
virus de la rabia. La secuencia del virus europeo de murcié¢lago
(European Bat Lyssavirus, U22845.1) se utiliz6 como outgroup.

Los aislados de Loja y Zamora Chinchipe se agruparon con
secuencias historicas de Loja y Morona Santiago, lo que indicd
una continuidad en la circulacion de linajes especificos en estas
regiones. Por otro lado, en otras zonas de América Latina se ha
informado que la diversidad genética del virus de la rabia ha sido
influenciada por las adaptaciones locales y por la interaccion
entre especies hospedadoras (Mantari et al., 2019; Meganck y
Baric, 2021; Rupprecht et al., 2023). De acuerdo con Escobar
et al. (2023), las variantes relacionadas con los murciélagos
tuvieron una mayor estabilidad genética, lo que podria explicar la
agrupacion de los aislados ecuatorianos en clados bien definidos.

La agrupacion de los aislados de Zamora Chinchipe y Loja en
clados especificos sugirid que estas provincias fueron puntos

m La Técnica: Revista de las Agrociencias

clave para la circulacion y perpetuacion del virus en la Zona
7. Esto puede estar asociado a factores ecoldgicos, como la
alta actividad de murciélagos hematofagos (D. rotundus), y la
proximidad entre granjas en estas regiones (Castelo-Branco et
al., 2023; Bricefo-Loaiza et al., 2024). En Ecuador existe una
prevalencia de ataques de D. rotundus del 69% en granjas,
mientras que en ataques bovinos se reporta una prevalencia del
24%. Ademas, se ha reportado que, del total de murciélagos
capturados, el 93% han sido identificados como D. rotundus, y no
se han encontrado infecciones por el virus de la rabia en el 30%
de los ejemplares analizados (Orlando et al., 2019). Informacion
que se considera util para mejorar la vigilancia y el control de la
transmision de la rabia en la region.

Por otra parte, la diversidad mas baja que se ha observado en los
aislados de El Oro podria ser resultado de un contacto reducido
entre las poblaciones de ganado y los vectores del virus, como
sucede en areas con una densidad inferior de murciélagos
hematofagos o menos interaccién con ecosistemas silvestres
(Barcenas-Reyes et al., 2019). Aunque los aislados ecuatorianos
fueron muy parecidos, las diferencias genéticas entre clados
pueden tener un impacto en la efectividad de las tacticas de
vacunacion que se basan en cepas particulares. Estos resultados
enfatizaron en la importancia de fortalecer programas de la
vigilancia molecular para la deteccion de variaciones genéticas
que tengan el potencial de afectar la epidemiologia del virus o
poner en riesgo los programas de control vigentes.

Conclusion

El presente analisis ofrece una perspectiva completa acerca de
la caracterizacion molecular y filogenética del virus de la rabia
en bovinos localizados en la Zona 7 ecuatoriana, lo cual tiene un
impacto significativo en términos de salud publica y del control de
esta zoonosis. Se observa una mayor prevalencia y complejidad
evolutiva en las provincias de Zamora Chinchipe y Loja, segun
los descubrimientos, que subrayan la diversidad genética del
virus en las tres provincias: El Oro, Zamora Chinchipe y Loja.

El analisis filogenético muestra que las variantes en circulacion
en la Zona 7 estén estrechamente relacionadas con las histdricas
de Ecuador, lo cual indica que el virus sigue circulando a nivel
local siendo importante implementar medidas para controlar
y vigilar a los murciélagos hematdfagos como principales
portadores de la enfermedad. Asimismo, la semejanza genética
de los aislados con la secuencia de referencia global del virus
de rabia, sumada a las discrepancias vistas entre clados, enfatiza
la importancia de mantener un monitoreo molecular permanente
para detectar posibles mutaciones que puedan tener un impacto
en la efectividad de las vacunas y estrategias de vigilancia y
control vigentes.
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Zamora Chinchipe y Loja se perfilan como zonas fundamentales
para la propagacion del virus, mientras que El Oro tiene una
incidencia mas baja, posiblemente a causa de factores ecologicos
y por el contacto con murciélagos hematofagos. Estos patrones
de distribucion geografica resaltan la importancia de intensificar
el monitoreo epidemioldgico en Zamora Chinchipe y Loja,
ademds de determinar los factores concretos que restringen la
incidencia en El Oro. Asimismo, los datos adquiridos ayudan
a comprender mejor la epidemiologia de la rabia en el area, lo
que brinda informacion fundamental para disefiar estrategias de
control particulares.

El uso de cultivos celulares y el uso de pruebas moleculares
son herramientas que contribuyen a una mejor comprension
de la epidemiologia del virus en regiones endémicas. Los
datos generados no solo fortalecen los esfuerzos nacionales
para controlar la rabia en el ganado, sino que también brindan
informacion valiosa para la creacion de programas de vacunacion
eficaces centrados en puntos calientes.
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