FOSRY
535

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICD A, A,

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORE
CUAUTITLAN

3G ey o
DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DEL GENOM;S,I-;L VIRUSDE LA
RABIA MEDIANTE LA TECNICA DE REACCION EN CADENADEEA
POLIMERASA (PCR) EN CEREBROS DE RATON EXPERIMENTALMENTE
INOCULADOS

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

EDITHROJAS ANAYA

DIRECTORES:

DR. ELISEO HERNANDEZ BAUMGARTEN
M. EN C. ELIZABETH LOZA RUBIO

M. EN C. VICTOR MANUEL BANDA RUIZ

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEXICO.B



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

VNIVLMIEJAD NACIONAL e U NCA M,
AVENSMA T ULTAD DT ESTUDICE
MEYICO SUPZRIDAES CUAUTITLAM
ﬂﬁﬁﬁlﬁo
fo :.;::‘;- Ay
<
b,

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitian

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos comunicar a

usted que revisamos la TESIS:
Determinacidn de la estabilidad del genoma del virus de 1la

rabia mediante la técnica de reaccidn en cadena de 1la
polimerasa (PCR) en cerebros de ratdon experimentalmente
inoculados. .

que presenta la pasante: Edith Rojas Anaya
con nimero de cuenta: __9756308-4 para obtener el titulo de :

Quimica Farmac@&utica Bidloga

Considerando que dicho trabajo reune los requisitos necesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL comrespondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Cuautitian izcalli, Méx. a __26__ de Julio de _ 2002

PRESIDENTE Dr. Eliseo Hernandez Baumgarte

VOCAL Q.F.B. Patricia Ziaaiga Cruz .
SECRETARIO Dra. Susana E. Mendoza Elvira Susu\ .“Jo« 2N

PRIMER SUPLENTE M. en C. Enrique S &

SEGUNDO SUPLENTE Q.F.B. Gabriela Escalante Reynoso %:M
2

TESLS CCH
FALLA DE ORIGEN




Esta investigacién se realizé en el laboratorio del Proyecto Rabia del Centro Nacional de
Investigaciones en Disciplinas Veterinarias — Microbiologia del 1.N.1.F.A_P. apoyado en el
Proyecto G34635B del CONACYT bajo la direcciéon de la Dra. Elizabeth Loza Rubio

TESIS CON >
FALLA DE ORIGEN




DEDICATORIAS

A Dios

A mis padres Estela y Bernardo

Gracias por el apoyo y carifio que me han brindado para que ser una mejor persona, por todos los
esfuerzos que han hecho para que yo tenga una profesion gracias por darme todo lo que necesito
para conseguir lo que quiero, porque si he llegado hasta aqui es por ustedes y para ustedes.

Los quiero mucho.

A mis hermanos Javier, Diana y Osvaldo

Por todo su cariiio, apoyo y comprensién cuando mids los he necesitado y por que en todo

momento me han ayudado.

A Alejandro
Gracias Alex por darme siempre lo mejor de ti porque haz estado todo el tiempo conmigo, por
inspirarme, porque me haz ayudado siempre que te he necesitado. y porque en el momento mas

dificil llegastc a mi vida para seguir adelante. Te amo.

A mi tia Maria Elena Rojas Fi uentes®
Gracias por apoyar todas mis decisiones y ensefiarme a creer y defender lo que quicero y pienso.

Siempre vas a estar conmigo.




AGRADECIMIENTOS.

A mi Alma mater 1a U.N.A.M. por darme la oportunidad de superarme personal y
profesionalmente.

A todos mis profesores y a todos aquellos que han contribuido a mi formacién académica y
personal para superarme dia con dia.

Aahl

ti experi ias inolvi

A mis compaferos y amigos de la FESC con los que comp
gracias Q.F.B.”s Gen. 24 por brindarme su amistad y su apoyo siempre

| la Li

que los necesite.

A Zaida, Alma, Catalina, Olga, Viancy y Fabiola por su amistad, ayuda y experiencias.

ial a mi Elizabeth Tejeda por estar conmigo en las buenas y en las malas, por

E
=spr
brindarme su amistad y apoyo en todo momento, por estar a mi lado siempre que la ito

A mis amigos Daniel Alarcon, Carolina Cortez y a Hamliet del Real porque han estado a mi lado

siempre que los necesito y por que a pesar de los ailos siempre he contado con su amistad.

oo

FALLAkLL ‘uI{




AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Elizabeth Loza Rubio y al Dr. Victor Manuel Banda Ruiz por darme la oportunidad de
trabajar en el Proyecto Rabia por confiar en mi, y por las facilidades que me brindaron para
realizar esta investigacion. Quiero agradecerles los consejos que me han dado para ser una mejor

profesionista.

Al Dr. Elisco Hermandez Baumgarten, Director del CENID-Microbiologia, por todo el apoyo
recibido para llevar a cabo esta investigacion.

Al Jurado Evaluador de este trabajo por todos los consejos que me dicron para mejorario,
especialmente a la Dra. Susana Elvira Mendoza por contribuir a esta investigacion con la
donacion de la cepa del virus de Aujeszky.

TESIT CON 2
FALLA DE GRIGEN




indice de figuras
indice de cuadros
indice de grificas

Lista de abreviaturas
R

INDICE

Pag.

1. Imtr i

1.1. Historia

1.2. Epidemiologia

1.2.1. Europ

1.2.2. Asia

1.2.3. Africa

1.2.4. América Latina

1.2.4. 1México.

1.2.5. Ei d

1.3. La enfermedad

i.4. Agentecctiologico

1.5. Patogenia.

BoVaasablbbibhbhb<

1.6. Pr i6n y tratam
1.6.1. Tr jento post — i
1.6.2. Ti L pre— ion

1.7. Di dstico

1.7.1. Generalidad

1.7.2. Histopatolgia

1.7.3. 1 fluor

1.7.4. Pruebabiolégica

1.7.5. Inmunohistoquimi

1.7.6. Aislami ful

1.7.7. D i6n rapida i i

1.7.8. R ion en cad de la poli 24
2. Objetivo: 31

2.1. Objetivos gencerales. 31




2.2. Objetivos particular . : et 31

Hipotesi : - e e e 1

g 2 e E By ; - .
Material y métod » T34
5.1. Obtencién de los cerebr 34~
5.2. Controles. 34
5.3. Extraccion del ARN 34"
5.4. Cuanti i6n del ARN 35
5.5. Sintesis de ADNc 35
5.6. Iniciadores 36

5.7.R i6n cn cad de la poli SO L e tsbaainiiissnsesiasceiaiatanaasaiiosessoserosesssrrsen 36
5.8. Decterminacion del limite mds bajo de dete : o

PCR para el virus dc la rabia..
5.9. Especificidad de la PCR para el virus de la rabi

5.10. Diagrama de flujo...ceevennemennnnisetiraeaeed
6. Resultados.......cccoviiiieniiiniiiiennanensocncaness
6.1. Obtencion del ARN...oeeeeeinernenanennns
6.2. Estandarizacion de la técnica de PCR..... veuet . 44
6.3. Especificidad de la PCR................. L i 46
6.4. Dcterminacion del limite mas bajo de deteccié .
PCRu..oooeeeeeeeeeeeeennaeeenneenesnsan el
6.5. Deter 49
7. Discusion 51
B, CONCIUSIOMES. ..ivvinuiiiieritsettioccessnscvossscnnassaisncsoessissssssssssonsnsosssacennsesassasas 67
9. Apéndice. . 68
10.Bibliografia. e i 70

TESIE !
FALLATL 7




INDICE DE FIGURAS

1. Morfologia dei virus de 1a rabia. cuei i oiioieiiai et cccrccrc e ceriae e cideids
2. Gen N del virus de 12 rabill. caeeciviierennniircariercesrecrcreesccncrresecescesrorsssnesesonrenis
3. Secuenciadel gen N del virusde la rabiat.cveeeeeviiniiennieiineneeenasis Celillie.

4. Modelo de infececidn del virus de la rabia..........

5. Gel de agarosa para las as de ARN degradado........ “ '...'..k

6. Gel de agarosa para el producto de PCR con gradiente de lemp‘eratum.........f .........
7. Gel de agarosa para la primera replica def PCR con los iniciadores N1 y N2...............

8. Gel de agarosa para la primera replica del PCR con ForN1 y RevN. . ooeineiiniiicnnnenn
9. Gel de agarosa para los productos de PCR de los virus de Aujezky y de Ojo Azul......
10. Gel de agarosa para los productos de PCR a diferentes concentraciones de ADNe......

11. Gel dc agarosa para los productos de PCR con diluciones logarftmicas del virus..

12. Gel de agarosa para los productos de PCR de cercbros de ratén conservados a

ura ambiente........

p

a3
as
4s
a6
a7
a8

49

50



INDICE DE CUADROS

1. Estadisticas de casos de rabia 6N MeéXIiCO....oaiariiiieacccaiiearecrearencicses 5
2. Casos de rabia humana en ¢l mundo hasta 1997....ceaecaaneeniinceniacnnnrocens 6
3.R dacioncs a ir sugeridos por la OMS. para el tratamiento R
CONtra b rabif. . cc e ciirieiirre e eericesec e tanceceaenann eeeoe 14
4. Protocolo de reaccién para la sintesis de ADNec......... _......................;.- 35
S. Protocolo de reaccién para la PCR con los iniciadores N1 y N2 - 36 .
6. Programa de termociclado para los iniciadores N1 y N2 37‘
7. Protocoio para la PCR con los iniciadores FOrN1 y RevNl. . ....iiiiaenin v' 37
8. Programa dc termociclado para los iniciadores ForN1 y RevN1 . 237
9. Concentracién de ARN en los bros de ratén exp a p
A D T .« ceeciiniiiitotiaaccanarasiccnstsnseecesosssansssenstssassontsssnnssnsnsnnssssnsas 40
INDICE DE GRAFICAS
1. Casos de rabia humana dec 1983 a 1993 ... ... iiiiiiiiiniiiiiiiiiitiievennnncoann 5
2. Concentracion de ARN en cerebros expuestos a temperatura ambiente..... 41

Pag.



ADNc

ARNm
BHK
c.b.p..:
CRI
CRN
Ccvs

dNTP’s
DEPC
DTT
ELISA
fiz
GBM

HE

IF
IHQ
kb
kDa
Kg
min
mM
ng
nl

MIT
MNA
ng

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonuclkeico complementario
Acido ribonucleico

Acido ribonucieico mensajero
Células de riiién dec hamster
Cuanto baste para

Cerebro de ratén inoculado
Cerebro de ratén normal

Cepa dc virus desafié

Anti pos fluor directos
Desoxirribonuclestidos trifosfato
Dietilpirocarbonato

Ditiotreitol

Enzyme linked immunosorbent assay
Fentogramos

Grado biologia molecular

Grados centigrados

Hematoxilina — eosina

Horas

Inmunofluorescencia
inmunohistoquimica

kilobases

Kilodahon

Kilogramo

Minutos

Milimolaridad

Microgramos

Microlitros

Microscopia elecirénica

Prueba de inoculacion del raton (siglas en ingles)
Neuroblastoma de ratén

Nanogramos

TESIE CON
FALLA Di CRIGEN

n



O.M.S.
pb

Pe

pmol
pm
RREID
RT-PCR

T.A.

ut
Ul/mL

Organizacion Mundial de la Salud

Parcs dc bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Picogramos

Picomoles

Revoluciones por minuto

Dy i6n rapida i imitica de antigeno rdbico.

Trascripcion reversa de la reaccién en cadena de la
polimerasa

Temperatura ambicnte

Unidades

Unidad internacional

Unidades inter ionales en mililitro

TESIS CON
FALLA Ui ORIGEN




PAGINACION
DISCONTINUA



RESUMEN

La rabia es una de las enfermedades mas vicjas ya que se descubrié cn el siglo 23 A.C. Desde

se habia blecido unar i6n entre la rabia h y la de animales enfermos.

El virus dc la rabia pertencce a la familia de los Lyssavirus. Su genoma es ARN de polaridad
negativa, de aproximadamente 12 Kb. Posee cinco genes que codifican para ¢l mismo namero de

P p N (N), fosfoproteina (NS), proteina de matriz (M), glicoproteina (G) y

la polimerasa (L). Para confirmar la presencia del virus se han desarrollado diferentes técnicas de

diagnéstico, entre ellas ¢l diagnéstico clinico, la histologia, la tincién de séller, 1a identificacion
de los corpisculos de Negri y la inmunofluorescencia (IF) y mas reci ite la ion en

cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo. debido a que el virus de la rabia es ARN, cl

objetivo de este estudio fue establecer si existia correlacion entre {a calidad del ARN extraido a

partir de cercbros de ratén positivos al virus, y la amplificacion de un segmento deil gen N. Se
expusieron ccrebros de ratén positivos a rabia al medio ambiente 24°C durante 0, 1,2,3,4, 5,7,
9, 11, 15, 17 y 23 dias, posterior a cada tiempo establecido se realizé la extraccién de ARN,
sintesis de ADNc y la PCR para o cual sc utilizaron un par de iniciadores reportados en la
literatura y un par diseiiados por Nadin-Davis S y Loza-Rubio E., 2001 (ForNl y RevNl).
Asimismo, se determiné el limitc mas bajo de deteccién de prueba utilizando diferentes
diluciones tanto del virus como de el ADNc obtenido de conuroles positivos al igual que la
especificidad de los iniciadores sintetizados confrontandolos con los ¢l virus de Aujeszky y el
virus de Ojo Azul. Los controles negativos fucron cerebros de ratén sin inocular. Al analizar
geles especificos para ARN extraido en cada tiecmpo sc observé que este comenzé a degradarse
después del dia |1, a pesar de cllo los productos de PCR obtenidos de los cerebros positivos a
rabia sc visualizaron hasta ¢l dia 23 que permanccicron a temperatura ambiente. Estos datos
fucron obtenidos con los iniciadores ForN1l y RevNl, ya que cuando sc utilizaron los otros
iniciadores los resultados no fueron consistentes. Por otra parte sc determino que ¢l punto mas
bajo de deteccion de la PCR estandarizada fue de Sfg/pl y sc confirmé la especificidad de los
iniciadores ya que estos no reconocicron el genoma el virus de Aujeszky y el virus de ojo azul.
Con basc a c¢stos resultados se concluye que a pesar de la fragilidad del ARN es posible utilizarlo
para llevar a cabo {a PCR en cercbros positivos a rabia, que se hayan mantenido expuestos a

temperatura ambiente sin detrimento de los resultados.




1.0 INTRODUCCION

1.1 Historia

La rabia es una enfermedad muy antigua tal vez tanto como la humanidad misma,

3000 afios A.C. ya se encuentra el origen de la palabra en lengua sanscrita donde “Rabbas”™

Tacifi

significa “agredir”. En cuanto a su ion, al per al géncro de los Lyssavirus,

la raiz griega “lyssa* significa “violento" .

La primera descripcién de la enfermedad se¢ remonta al siglo XXiil A.C. en cl
cédigo Eshmuna en Babilonia y ya entonces se relacionaba la enfermedad en los humanos
con la mordedura de animalcs enfermos, principalmente del perro. Aristoteles en el siglo
IV A.C. escribié en su “Historia Natural de los Animales™ que los perros sufrian de un mal
violento, esto los ponia irritables y todos los animales que eran mordidos sc enfermaban.
Camadanus, escribié en Roma que la saliva era la infecciosa, por lo que enfatizé que todas
las mordidas de los animales contenian al virus. En el siglo X1 Avicena describié que la
enfermedad terminaba cn apoplcjia. En 1026 y en el periodo posterior a este afto la rabia
fue aumentando. La primera gran epidemia dc rabia fuc en Franconia en 1271:
posteriormente se presentaron otras epidemias en 1500 en la peninsula 1bérica; 1586 en
Austria, Hungria y en Turquia; 1604 ¢n Paris y 1700 ¢n varias partes de Europa incluyendo
Inglaterra. No fue hasta 1671 que en la Sorbona se inicio la practica para ¢l tratamiento de
la rabia. ¢,

1.2 Epidemiologia

La rabia animal esta prescente en todos los continentes. La situacion de la rabia en el

mundo evoluciona constantemente y es muy diferente de un continente a otro.

£n 1995, 7877 casos con una mayoria de animales silvestres (92%) son declarados

rabiosos. Los principales animales incriminados son los mapaches, los zorrillos, los zorros

2
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y los coyotes. Los murciélagos juegan un papel importante por ser responsable de muertes
humanas (alrededor de 3 a 5 casos humanos son registrados todos los afios). El informe
publicado en dicicmbre de 1996 sobre la vigilancia de la rabia en los Estados Unidos
describe una situacién complcja, debido a que los casos presentados de rabia se ubican en la
fauna silvestre la cual es dificil de controlar 7,

1.2.1 Europa

En el curso del ultimo siglo, la historia de la rabia ha variado, lucgo de la
erradicacion de la rabia canina gracias a la vacunacion de los perros domésticos y de la
eliminacién de perros callejeros, varios paises de Europa del Oeste han permanecido libres
de rabia 7,

Al final de la ultima gucerra mundial, la adaptacién del virus ribico a los zorros ha
permitido a la rabia invadir numerosos paises. l.a caza de zorros y la utilizacion de veneno
no disminuyeron la rabia vulpina en este continente. La utilizacién de vacunas antirrabicas
contenidas en cebos ha permitido que el nimero de casos de rabia haya disminuido en toda
Europa. Los casos de rabia humana son escasos en Europa, ocurren sobre todo en los paises
del este europco domxde la rabia canina es menor a 10 casos por ailo,
excepcionalmente, las personas mordidas en regiones con rabia endémica, como Africa y
Asia dcsarrollan la enfermedad en un pais europeo. Por ejemplo en Francia, ésta
disminucién ha sido particularmente notable, ya que desde 1997, solo sc han presentado

casos de rabia importada 7%,

1.2.2 Asia

El principal reservorio de la rabia en Asia es el perro. Es aqui donde la mayoria de
los casos de rabia humana son identificados. Generalmente se admite que el ntimero
estimado de muertos (cifra superior al namero oficialmente declarado) es del orden de
40,000 dec los cuales la mayoria de los casos se encuentran c¢n India. Ciertos paises han
establecido, programas nacionales de lucha contra la rabia que han hecho disminuir

sensiblemente ¢l numero de muertos en China, Indonesia, Malasia y Tailandia 7%,
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1.2.3 Africa

El perro continia siendo el principal reservorio de rabia en este continente
(alrededor del 90%). Scgin la OMS. mas de 4000 casos de rabia animal han sido
diagnosticados los cuales no reflejan sino una parte de la situacién de la rabia en Africa,
alrededor de 100-200 personas mueren de rabia cada afo. Sin embargo, en la mayoria de
esos casos, el diagnostico es unicamente clinico. Al igual que en Asia, hay verdaderamente
una subestimacién del nimero de casos de rabia 73,

1.2.4. América Latina.

En el conjunto de América Latina un programa de¢ vacunacién ha permitido
disminuir el nimero de casos de rabia humana (alrcdedor de 200 casos por aifio).
Ademis de la rabia canina, los murcié¢lagos hematéfagos o vampiros han liecgado a ser el

segundo transmisor de rabia a humanos, y el principal para los bovinos. ¢ 73)

1.2.4.1 Meéxico.

En nuestro pais la rabia sc considera un grave problema de salud publica

principalmente por la cantidad de ani 0S que se ran T )S a este
patégeno. En 1990, 72 personas muricron de rabia, 60 de las cuales adquirieron la
enfermedad por mordedura de perro “*%). Para 1994 la Sccretaria de Salud en el Compendio
Estadistico de Morbilidad reporté una tasa de 0.03/100, 000 habitantes. Como se muestra

en la Grifica 1, el Instituto Nacional de Salud Puablica reporté una disminucioén en los casos

dec rabia humana con relacién a los perros vacunados hasta 1993,
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Por otra parte la Comisién de Vigilancia Epidemiologica de la Rabia en las

Grafica 1: Casos de rabia humana de 1983-1993.

Fuente: http://www.insp.mx/salud/y/y4360415.002.gif

Américas reporta las siguientes estadisticas para casos de rabia en nuestro pais: 7%

Cuadro 1. Estadisticas de casos de rabia en México.

[ Especie Afio 2000 Ao 2001 Semana 16 del afic 2002
Humanos 1 1 (o]
Perros 135 217 o
Gatos 7 9 o
Bovinos 169 318 3
Otros 24 41 3]

Fuente: www._panaftosa.org.br/novo/download/rabia/Rabia.pdf
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1.2.5 El mundo.
El Instituto Pasteur de Francia report6 para el mes de agosto de 1997 (Cuadro 2) un
total de entre 35,000 - 45,000 casos de rabia humana en el mundo ™,

Cuadro2. Casos de rabia humana en el mundo hasta 1997

Continente N° de casos
Europa 10-20
América del Norte 4-8
América Latina 200-400

Africa 500-5,000
Asia 35,000-45,000

Indiaa 30,000-40,000

Total 35,000-45,000

Fuente: www.pasteur.fr/recherche/rage /OLD/oldsabia.html

Reservorios. El principal vector y reservorio en el mundo es el perro. Los animales
silvestres pueden agredir directamente al hombre o de manera indirecta contaminando a los

1 domé >s. Muchos reservorios silvestres pueden coexistir como en caso de
América del Norte, en donde los mapaches, zotrillos, son los resesvorios silvestres %,

Los reportes de enfer dad fatal en h »s por mordedura de vampiros se registra

en Espafia en 1527 y en 1911 se reconocen cuerpos de Negri en muertes de ganado en
Brasil. La colonizacion del hombre en areas exclusivamente pobladas por vampiros y la
induccion de ganado y otras especies domesticas pueden proveer a los murciélagos de
comida abundante y facil de obtener, esto permite el escape del virus de sus reservorios

- 7
naturales silvestres ©7,

En toda América Latina el perro continaa siendo el principal reservorios y junto con
el murciélago hematofago son el origen de la enfermedad. Los murciélagos i ivoros

B

pueden igualmente ser fuecnte de contaminacion en diferentes regiones del mundo. En
México la primera identificacion de un virus rabico se realizo en un murciélago no

hematofago del genero Artibeus rda©® 16 3%,
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1.3 La enfermedad

La rabia es una enfermedad siempre mortal que ataca el sistema nervioso y provoca

£ali 1

is en los

de sangre caliente. En algunas especies como los roedores y los
rumiantes, existe una forma paralitica y una forma furiosa en los carnivoros. Los sintomas

en el hombre pueden expresarse en las dos formas. ¢V

La exposicion al virus de la rabia puede resultar en una infeccién fatal en humanos a
menos que la enfermedad este prevenida por vacunacion post o pre exposicion. La decision
para proveer o no la vacunacion esta frecuentemente basada en el resultado de la deteccién
el antigeno en las pruebas realizadas cn el tejido cerebral del animal que mordié, esto

mediante la prueba de anticuerpos fluorescentes "

El virus de la rabia es transmitido a través del contacto con la saliva del animal

enfermo, esto quiere decir, que para ser inoculado no a i ser mordido

sino que basta que exista una solucién de continuidad en la piel que entre en contacto con la
saliva del animal rabioso.

En general el tiempo de incubacion es de 30 dias, pero varia con la naturaleza del
virus, el lugar y la cantidad inoculada. Sin embargo, se han reportado casos extraordinarios
con periodos de incubacién largos en humanos, la enfermedad se ha identificado por la
presencia de los sintomas clasicos en donde las prucbas de diagnéstico de rutina han sido
ncgativas; sin embargo el RT-PCR resulto positivo. La existencia de periodos de
incubacién extremadamente largos (2-19 aiios) han sido cuestionados porque los pacientes
han provenido de lugares en donde la rabia es endémica. Por otra parte sc¢ han reportado
casos de perros infectados capaces de llevar el virus en la saliva por periodos prolongados
micntras permanccen como excretores asintomiticos %),

El periodo de incubacion sera mds breve, si el punto de contacto ha sido la cabeza,

cl cucllo o los micmbros superiores, porque cl virus alcanzara la region predilecita con

7
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mayor rapidez (llega al sistema nervioso central principalmente a través de los troncos
nerviosos, propagandose a lo largo de los nervios) por lo que llega al sistema nervioso
central con mayor rapidez, para que de ahi el virus emigre hacia los tejidos, pero sobre todo
hacia las glandulas salivales, de donde es excretado a través de la saliva 3.

El tratamiento post-exposicion debe ser hecho a la brevedad posible. cuando el
pacicnte adn no presenta sintomas. En el hombre, el primer sintoma es ficbre poca intensa
(38 °C) acompaiiada de dolor de cabeza y depresién nerviosa, enscguida, la temperatura sc
eleva, llegando a los 40 — 42 °C, luego, la victima comienza a mostrarse inquicta y agitada,
sufre espasmos dolorosos en la laringe y comicnza a respirar y a tragar con dificultad, los

espasmos se exticnden después a los muisculos del tronco y de las extremidades, en forma

intermitente  acompailados por temblores gencralizados, icardia y d ion de la

q

respiracién. Cualquier tipo de excitacion (luminosa, sonora, aérea, etc.) puede provocarlos
63)

A la inversa del perro, ¢l hombre se torna hidrofobo (sufre espasmos violentos
cuando ve o trata de beber agua), frect experi de terror y de

depresién nerviosa, prescntando tendencia a la vociferacién, los alaridos y la agresividad,

con accesos de furia, aluci nes visuales y auditivas, babas y delirio. Ese periodo de

extrema cxcitacion dura cerca de tres dias, y ¢nseguida le sigue la etapa de parilisis, mas
rapida y menos comin en los hombres que ¢en los animales, es entonces cuando se observa
paralisis flacida del rostro, de la lengua. de los misculos de la deglucion, de los oculares, y
de las extremidades de los miembros. Mas tarde, la perturbacion puede extenderse a todo el
cuerpo. A veces, la enfermedad puede manifestar una evolucién diferente: surge como
paralisis progresiva de las extremidades y luego se gencraliza. Pero sca cual fuere el tipo, la

rabia siempre presenta una evolucién inexorablemente fatal para el paciente. ¢7°%
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1.4 Agente etiolégico.

Caracteristicas del virus 477

El virus de la rabia pertenece a la familia de los Rhabdoviridae que son virus
infectantes de animales vertebrados e invertebrados, y al género de los Lyssavirus. Una de
las caracteristicas unicas de los genomas de ARN de cadena negativa de un rhabdovirus es
que esto sirve como un plantilla para ambos la transcripcion (sintesis dc ARNm) y la
replicacion (sintesis del genoma de ARN).

Su morfologia es cilindrica y tiene la forma caracteristica de bala dc fusil (Figura 1).

El peso molecular del virus es de 46, 106 daliones.

Figura 1. Morfologia del virus de la rabia.

(Fuente: www. pasteur. fr/recherche/range/Ol1 . D/oldrabia. htmi)

Su material genético es una molécula de acido ribonucléico (ARN). enrollado en
espiral, su polaridad es negativa por lo que no es infeccioso por si mi >. Este ARN esta
conformado por 11 932 nucledtidos, su diametro es de 75 am y tiene 130 nm de largo. Este

ARN codifica para 5 proteinas, esta constituido por cinco genes: N, NS, M, G, L y un

scgmento intragénico () entre los genes G y L (Figura 2).
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Figura 2. Gen del virus de la rabia.
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L protein

El gen de importancia para el diagnostico molecular es el gen N, que es el mas
conservado y el que posee mas alta homologia entre las diferentes cepas, por lo que es el
gen que se utiliza para el diagnostico molecular (Figura 3).

Figura 3. Secuencia del gen N del virus de la rabia

BASES 111
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a 64 <
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cgaggcggct
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aaatcatcaa
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aaaaaactaa

78 t

gaactgacaa
gactacttct
ggaggtcgac
gctcgtccaa
gttgtataac

agaccgacgt
ccggtgaaac
taaagagatc
actcatttgc
agtgtgccag

ggcattggca
cagaagtcca
gcatataagg
tgagtttcta
aaatctgtcg

Fuente: GenBank, No de acceso AJ296211

Este es un virus envuelto, con doble envoltura fosfolipida. La bicapa esta formada

por lipidos derivados de la membrana plasmatica de la célula hospedera. En la superficie

externa de la bicapa lipidica los peplomerd tienen 10 nm de glicoproteina viral (67 KD) lo

que le da una apariencia de espinas. Es esta glicoproteina el mayor antigeno de superficie




del virus. La glicoproteina G esta inserta en la membrana lipidica del virus; es responsable
de la induccién de los anticuerpos neutralizantes y de la estimulacién de los linfocitos T 7,

La nucleoproteina N (450 aminodcidos), esta ligada al ARN viral. Es la proteina con
la mis alta conservacién en la secuencia de aminoacidos, correlaciona con la invariabilidad
antigénica. S¢ ha demostrado experimentalmente que la nucleoproteina ligada al ARN es
resistente a la acciéon de las ARNasas durante la transcripcion in vitro. La fosfoproteina NS
de 297 aminodcidos, esta asociada a la nuclcoproteina e interactia con la transcriptasa y es
responsable de la transcripcién y la replicacién del virion del ARN. La proteina L (2142
aminodcidos) es la responsable de la transcripeién y de la replicacion del ARN viral. El gen
que codifica esta protcina consta de 6380 nucleétidos; esta proteina es una de las
subunidades del complejo de la ARN polimerasa, la proteina por si misma actia como
polimerasa y la NS parece actuar como una proteina reguladora de la transcripcion. Otra de
las actividades relacionadas es la polimerizacion de los nucledtidos. Es termolibil y
altamente reactiva a los sulfidrilos. Estas tres proteinas (N, NS, L) asociadas al ARN viral
constituyen la "nucleocapside”. La proteina M (202 aminodcidos), se localiza sobre 1a cara
interna de la envoltura lipidica, es una proteina estructural. Su peso molecular es de 26 kDa.

Cuando existen mutaciones indican que hay una lesidon en la proteina M (4.39.67)

La transcripcion del virus es como la de todos los rhabdovirus, su requicre de ATP para
generar un transcrito en moléculas complementarias positivas, capaces de producir las
proteinas virales. S¢ generan cinco diferentes tipos de ARNm que codifican para las cinco
proteinas estructurales. En prucbas in vitro todas las especies de ARNm son iniciadas con
una secuencia idéntica en 5° terminal. La transcripcion de los genes puede ser muy
discontinia. La replicacion tiene lugar en el citoplasma celular debido a que es un virus
que conticne ARN. Para todos los virus con genoma de cadena negativa, la infeccion
comicnza con la sintesis de ARNm por la polimerasa ARN asociada al virion. Este paso de
sintesis del ARN genceralmente se le llama transcripcion primaria. La traduccion de este
transcrito es ¢l comienzo para la replicacion. Se requicre de una sintesis completa de
proteinas para mantener la replicacion del genoma, asi como la sintesis de inhibidores. tal

como la cicloheximida que bloquea la replicacion pero no la transcripcion primaria. La
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conversion de una cadena negativa a una cadena positiva de tamaiio geconémico es mediada
por ARN polimerasa dc la transcripcion para ¢! modo de replicacion. La nucva cadena
positiva, sirve entonces como plantilla para la replicacion y amplificacion de nucvas
cadenas ncgativas; las cadenas positivas no contienen ordenes para la transcripcion, sirven

solamente como plantilla de replicacion ¢V,

1.5 Patogenia

El principal modo de contaminacién es la mordedura de un animal rabioso y en un
grado menor los arafiazos y el lamido. Se han observado casos de contaminacién por
acrosoles o por transplante de cérnea. La via nerviosa es el modo de transporte viral (Figura
4), del punto de inoculacidon al sitio preferencial de replicacion en ¢l sistema nervioso.
Contrariamente a los virus transportados por via sanguinea (viremia), el virus rabico es
transportado por via nerviosa, es decir que toma prestado el sistema de transporte de su
célula blanco (la neurona) para progresar de la periferia (sitio de inoculacion) hacia los
centros nesviosos. Este sistema de transporte hace intervenir los microtibulos de la célula

)

Figura 4: Modo de infeccion del virus de la rabia.
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1.6 Prevencién vy _tratamiento.

El tratamicnto en ¢l hombre, ¢s de una importancia capital, consiste principalmente

en una vacunacion.

1.6.1 Tr i post- icié

El tr jiento p iano contra la rabia fue aplicado por primera vez en el
hombre ¢l 6 de julio de 1885 por los doctores Grancher y Vapulian, bajo la direccion de
Luis Pasteur. A pesar de la cficacia y la inocuidad del tratamiento actual, entre 35000 y
50000 pcrsonas mueren cada aflo de rabia porque no son tratadas. A pesar de que la
enfermedad es conocida desde miilenios, y que desde hace mas de 100 afios existe un
tratamiento eficaz, la rabia ocupa el décimo lugar entre las enfermedades infecciosas
mortales a nivel mundial 7%,

Mais de 6.5 millones de tratamicntos post-exposicion s¢ practican cada aifio en el
mundo, de los cuales 90% corresponden a Asia. Las indicaci del tratami post-

exposicién, se llevaran cabo en funciéon de la epidemiologia de la rabia en la regién de
donde tuvo lugar la contaminacién o en la region de donde provicne el animal; de la
naturaleza, de la localizacién y de la gravedad de la contaminacién; de la posibilidad de
establecer un diagnéstico en el animal, sea sometiéndolo a vigilancia veterinaria, o sea

practicando un diagnéstico de laboratorio en el cadaver.

Las recomendaciones det 8° Comité de expertos de la OMS para la Rabia 1992,
sobre la conducta a seguir para el tratamicnto post-exposicion; pueden observarse en el
Cuadro 3 7%,

nis
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Cuadro3. Recomendaciones a seguir sugeridos por la OMS. para el tratamiento contra la
rabia.

Naturaleza del contacto con un
animal salvaje ® o doméstico

Categoria | presumiblemente rabioso o con Tr: iento r dado
rabia confirmada o que ain no

ha sido puesto en observacion

Contacto con el animal o . . . R
Ninguno, si se obtiene una anamnesis

1 ' ion del mi >.
Lamido sobre piel intacta confiable
Administrar la v i di ®,
Piel descubierta mordisquead Suspender el tr i > si el | sigue
- arafiazos benignos o en buena salud después de los 10 dias de
excoriaciones sin sangrado y observacion ¢? o si después de la eutanasia la
lamido de piel escoriada. investigaciéon de la rabia, con técnicas de
laboratorio apropiadas, es negativa.
Administrar i globuli y
antirrabica ®. S der el tratamiento si el

Mordedura o araflazo que . R v
. animal sigue en buen estado de salud
atravesaron la piel y A ) @ R
131 .. después de 10 dias de observacion o si
contaminacion de mucosas por . . . .
. . después de la eutanasia la investigacion de
saliva (lamido). . L. . R
rabia por técnicas de laboratorio apropiadas

es negativa.

* Un con d . i o licbres no exige jamuis por asi decirlo, tratamicnto antirrabico
cspecifico.
) Si sc wrata de un gato o perro i i y ap c¢n bucna salud. rcsidentic o provenienic de un

lugar dc riesgo débil, que csté pucsto en obscrvacion. sc podri retardar 1a pucsta ecn marcha del tratamicnto.
‘“’ Esta duracién dc obscrvacién no se aplica mias quc a gatos ¥ perros. Con cxcepeidn de especics en via de

icién o zadas, los ani ésti o salvaj seran

¥ sus tcji i con i dc io ap

TESIS ZOH "

FALLA DE CRIGEN




El tratamiento post-exposicién comi por el tr iento no especifico: limpicza,
curacién de las heridas, antibioterapia y profilaxis antitetdnica.

Las vacunas antirrdbicas usadas en el mundo son todavia, en su mayoria, vacunas
producidas con cercbro de animales adultos o recién nacidos, tipo Fuenzalida, que aunque
han sufrido numerosas mejoras. han producido accidentes neuroinmunolégicos ligados a la
presencia de miclina; por lo que las vacunas producidas en cultivo de células han tendido a
reemplazarlas ya que son mis immunogénicas y mejor toleradas. En este tipo de vacunas
se siguen dos protocolos ©%);

1) 5 inyecciones practicadas los dias 0, 3, 7. 14 y 28,
2) Simplificada. 4 inyecciones: 2 el dia 0 en dos puntos diferentes, y el dia 17 y 21.

Las inyecciones deben realizarse en el deltoides, por via intramuscular profunda. La
via intradérmica puecde scr utilizada con el fin de disminuir el costo del tratamiento,
reduciendo la dosis de antigeno inyectada: el protocolo de la Thai Red Cross consiste en 2
inyecciones en 2 puntos, los dias 0, 3, 7 y una inyeccién el dia 28, 90. Las inyecciones son
de 1/5 de la dosis utilizada por via intramuscular y son puestas cn los brazos ¢5- 93,

Otros protocolos multisitios usando la via intradérmica son estudiados con el fin de
disminuir el costo del tratamiento y de asegurar una respucsta en anticuerpos ncutralizantes

mas ripida en la ausencia de seroterapia. 447"

La seroterapia esta indicada en las contami i de oria 111 de la OMS que

se describe en el Cuadro 3. Las inmunoglobulinas disponibles son de origen equino y
humano. Las inmunoglobulinas humanas no tienen los efectos indescables alérgicos de las
inmunoglobulinas ecquinas, pero son escasas y costosas. Las inmunoglobulinas deben ser
infiltradas localmente a nivel de la mordedura en su mayor parte; el resto de la dosis se
inyecta por via intramuscular profunda del lado opuesto a la mordedura. La posologia es de
20 Ul/kg para las inmunoglobulinas humanas y de 40 Ul/kg para las inmunoglobulinas

equinas 73,

Algunos fracasos ocasionales de los tratamientos han sido descritos cuando las

inmunoglobulinas no fucron asociadas a la vacuna, cuando ¢l tratamiento comenzd




tardiamente, © en sujetos inmunodeprimidos. En éstos casos, las inyecciones
suplementarias y la vigilancia serolégica permitiran adaptar el tratamiento a la respuesta
individual ™,

1.6.2 Tr i pre - exposicié

Es util para permitir una respuesta rapida del organismo a una exposicion refuerzo a
continuacién de una vacunacién posterior, ya que no existe ningun tratamiento cficaz de la

rabia confirmada %73,

Indicaciones. La vacunaciéon preventiva esta recomendada para las personas expuestas a
riesgo elevado de contaminacién rabica o a contaminaciones que puedan pasar inadvertidas.
Esta recomendacion se aplica a diferentes categorias de profesionales: personal de
laboratorio que manipula virus ribico, vetcrinarios, guardabosques, personal de perreras y
de diferentes socicdades protectoras de animales. Se ha extendido desde hace una decena de

afios a los viajeros que pasan temporadas en zonas con rabia enzotica %6245,

El tratamicnto dc la rabia declarada no existe: cuando los primeros sintomas
aparecen, la evolucion hacia la muerte es inexorable, puede ser en algunos dias o algunas

semanas, segin las posibilidades de tratamiento sintomitico o de reanimacion %),

Profilaxis de la rabia canina l.a lucha pasa por la eliminacién del vector canino cuando
estc Gltimo es un animal errante y por la vacunaciéon preventiva de los perros con dueiio
responsable. Adcmas de ellos, los gatos son igualmente vectores a tener en cuenta. En los
paises libres de rabia se aplica la cuarentena 79,

Profilaxis de la Rabia en la fauna silvestre. la eliminacion de los animales silvestres,
sean vectores o rescrvorios, es dificil. En los paises en via de desarrollo, ¢stos animales son
poco accesibles, en los paises industrializados la fauna silvestre esta protegida. Una
campaiia de¢ vacunacion oral de zorros comenzada a fines de los afios 80°s ha reducido

significativamente ¢l nimero de casos en Europa del Oeste. En América Latina los
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murcié¢lagos hematéfagos “vampiros” son el origen de importantes pérdidas en el ganado
bovino. La sola posibilidad actual consiste en usar productos vampiricidas y la vacunacién
de los animales 7%,

1.7 Diagnéstico

1.7.1 Generalidades.

El diagnéstico permite identificar sin dudas, la presencia viral en los tejidos

h

infectados en personas o animales s« »sos. El diagnéstico rapido y exacto del
laboratorio de las infecciones de la rabia en seres humanos y otros animales ¢s esencial para
la administracion oportuna dc la profilaxis post-exposicion. En algunas horas, un
laboratorio de diagnostico puede determinar si un animal es rabioso o no ¢ informar al
personal médico responsable. Ademis, la identificacion del laboratorio de casos positivos
puede ayudar en definir modclos cpidemiologicos actuales de la rabia y en el

reconocimiento de la necesidad del desarrollo de los programas de control de la rabia. %

En humanos el diagnéstico clinico es mas dificil que en animales puesto que los
pacientes presentan sindromes paraliticos parecidos al sindrome de Guillan — Barre. La
deteccién de antigenos por lo general s sensible durante los primeros dias, mientras que
los anticuerpos neutralizantes del virus son 1 ite d dos después de los 7 y 10
dias después de haber contraido la enfermedad %),

Son muchas las prucbas de laboratorio que se han usado para cl diagnéstico de
rabia tanto en animales como en humanos y los avances en nucvas tecnologias han ayudado
a que el diagnéstico seca cada vez mas preciso. Estas prucbas sc realizan en muestras de

suero, liquido cerebro cspinal, saliva y biopsias de la picl 155,

Las prucbas quc sec usan para el diagnostico y la investigacion son: la histopatologia.
Tincién de  Seller’s, inmunoflourescencia (IF), la microscopia electréonica (EM).

immunohistoquimica. aislamicnto en cultivos celulares y mas reci la reaccion en

cadena de la polimerasa reversa (PCR-RT), entre otros: como la hibridaciéon con *?P. Esta




técnica ha sido también usada para el diagnéstico de rabia pero solo detecta el genoma de

rabia en ejemplares altamente infectados. 2

La técni ue recomicnda la Secretaria de Salud en nuestro pais la “Identificacion
q pais para

del virus de la rabia para muestras clinicas™, cs la siguiente 7
a) Indicaciones:

- h

i) En material de necropsia de animales domésticos o

ii) En biopsias de tejidos humanos.
b) Muestra:
i) Post mortem: el encéfalo de animales o de humanos,
ii) Ante mortem: Impronta corneal (humanos).
c) Procedimiento: La IF se hace usando como reactivo anticuerpos antirrdbicos
fluoresceinados.
d) R Itados: La pr ia de estructuras intra celulares de tamafo variabie (cuerpos

de Negri) partis (polvo antigénico) y lineas irregulares fluorescentes indican la

presencia de virus.
2) Anticuerpos contra el virus por ELISA.
a) Indicaciones: Determinar el estado de inmunidad de sujetos vacunados.
3) Muestra: Sucro.
4) Procedimiento: Se usan placas sensibilizadas con antigenos del virus de la rabia. Se
prucban diluciones del suero problema y se considera positivo cuando el titulo es igual
o mayor al obtenido con un suero positivo conocido que sirve como testigo.
5) Resultados: Se informa el titulo en Ul/mL., considerando que un titulo por arriba de
0.5UI/mL indique que la persona esta inmunizada.
A  continuacion se describen mas ampliamente las técnicas usadas para el

diagnéstico de rabia.

1.7.2 Histopatologia
Aunque s un método no especifico y poco sensible para diagnosticar rabia, el
examen histologico de los tejidos de la biopsia o de la autopsia es de vez en cuando  util.

Cuando el tejido del cerecbro de un animal infectado rabia se tific con una tincion
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histolégica, tal como hematoxilina y cosina, la evidencia del encéfalomiclitis sc puede

reconocer facilmente 4%,

La evidencia histopatolégica de la encéfalomielitis de la rabia (inflamacién) en

tejido y meninges del cerebro incluye el siguiente %47

e Infiltracién mononuclear

o Infiltracién peri vascular de linfocitos o de células polimorfonucleares
e Focos linfociticos

e Nobdulos pequeiios que consisten en las células

e Cuerpos de Negri

Cuerpos de Negri. Aunque la mayoria de las muestras histopatolégicas de la rabia ya cran
fueron d adas por el Dr. Adeichi
Negri. El sefialé que habia identificado lo que creyd era el agente etioldgico de la rabia, el

reconocidas, no fuec hasta 1903 que las i

cuerpo de Negri. Esto era un cuerpo redondo u oval de la inclusién observado a veces
dentro del citoplasma de las neuronas de los animales infectados con rabia. El diagnéstico
post/mortem, se realiza mediante la demostracion de estos cuerpos de Negri en tejido
cerebral mediante la tincién de Seller’s 3-'7

Los cucrpos de Negri pucden variar de tamafio a partir de la 0,25 a 27um. Estas
inclusiones se encuentran con frecuencia en las células piramidales del cuerno de Amén,
cn las células de Purkinje del cerebelo, y en las células de la médula y ganglio. Se pueden
encontrar a veces en las glandulas salivales. Tiféndosc con Mann, Giemsa, tincion de
Scller, y otros, las inclusiones de Ia rabia se pucden distinguir de otras inclusiones

intracelulares 7 5%,

Para diferenciar los cuerpos de Negri de los que no lo son se deben tomar en cuenta

los siguientes parametros: presencia de granulos basofilicos internos, matriz heterogénea.

poco refringentes. Micentras que  algunos artefactos pueden pr ar las icntes

caracteristicas: ausencia de estructuras internas, matriz homogénea, muy refringentes, mas




acidofilicos. Lo anterior es mis comin en muestras de humanos debido a que otras
enfermedades pueden intervenir. La presencia y la concentracién de los cuerpos de Negri
dependen en gran parte de la etapa en curso de la enfermedad y la concentracién y del
virus. La exarninacién microscopica para los cuerpos de Negri por tincién histologica no es

tan sensible ni tan especifica como la IF 7).

La técnica histolégica puede detectar a cuerpos de Negri en solamente 50% de
muestras positivas en contraste con la IF que detecta estos cuerpos de inclusiéon en el
100% de muestras. Ademis, las tinciones histolégicas son no especificas y los resultados
falso - positivos pueden ser obtenidos por personas especializadas que puede distinguir lo
no especifico de inclusiones especificas. Por lo tanto. debido a la sensibilidad y 1la

posibilidad bajas de positivos falsos, los resultados de esta prucba deben confirmarse por IF
s

Tincidn de Seller. Consi en la aplicacion del tejido encefilico. de la muestra fresca o

p

refrigerada mantenida en glicerina, a un portaobjetos que sc tifie. Mientras la muestra esta
todavia hameda, se introduce en. el colorante de Seller se deja reposar y se enjuaga, para
luego secarla a temperatura ambiente y ser observada al microscopio. El tejido reacciona a
la tincién tomando un color rojo cuando se tifle con la fucsina y se¢ usa azul de metileno
como base. La efectividad de la prueba es del 70%. La ventaja de esta técnica es que
cualquicr laboratorio dec diagnédstico puede montarla por ser ficil de realizarse, los

resultados de la técnica son obtenidos en 10 min. %,

1.7.31 fluor ia (1F).

La inmunofluorescencia (IF), muestra un diagnéstico ripido estableciendo pruebas
positivas. Las tinciones para IF de los antigenos de rabia de biopsias de piel fueron
rapidamente diagnosticadas en el 50% de los casos tempranos en el curso clinico. Esta
prucba s¢ ha venido usando por mas de 40 aiflos, y se reconoce como la mis rapida y
confiable de las prucbas para cl uso rutinario. La prueba directa de anticuerpos
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fluorescentes (dAF) es la que se utiliza con mayor frecuencia para diagnosticar rabia en

animales ¢'%),

El anticuerpo sc dirige sobre todo contra la nucleoproteina (N) del virus. Las

2lul Py

réplicas del virus de la rabia en el citopl 1 de ir das pueden contener las

inclusiones redondas u ovales grandes quc contienen colecciones del nucleoproteina (N) o

colecciones mas pequeiias del antigeno que aparezcan como particulas fluorescentes (1617,

La prucba IF se basa en el principio de que un animal infectado por el virus de la
rabia tendra presente el antigeno de la rabia en su tejido. Debido a que el virus estd
presente cn tejido nervioso (y no en sangre como muchos otros virus) lo ideal es probar la
presencia del antigeno en el cercbro. La parte mas importantie de una prucba IF es marcar
fluorescentemente el anticuerpo anti-rabia. Cuando ¢l anticuerpe marcado se agrega al
tejido sospechoso de rabia del cerebro. reconocera al antigeno si estd presente. El
anticuerpo no fijado puecde ser lavado y las arcas en dondc ocurrié el reconocimiento
antigeno — anticuerpo apareceran como color verde fluorescente brillante cuando se ven con
un microscopio de fluorescencia. Si el virus esta ausente no habra fluorescencia @4, La
fluorescencia se observa mds opaca hacia ¢l centro, las particulas minasculas se les conoce
como polvillo antigénico, mientras que las particulas grandes corresponden a los cuerpos dec

Negri 7,

La técnica tienc como desventaja que tos residuos de acetona se pueden conjugar
con la glicerina lo cual podria llegar a ocultar la fluorescencia, por lo que en ocasiones sc
recomicnda evitar la fijacibn con acetona. La ventaja de esta prucba es que ticne
aproximadamente 98% dec exactitud. Se pueden trabajar muestras autolisadas pero si el
resultado e¢s negativo debe confirmarse por otra técnica, la mis recomendada es la prucba

8.“7)

biolégic
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1.7.4 Prueba biolégica.

La inoculacién intracercbral al raton lactante o de 21 dias., por su susceptibilidad
seguida de la prucba de dAF, o de la busqueda de cuerpos de Negri, en el tejido cerebral,
sigue siendo una de las pruebas mas utilizadas para el diagnéstico de la rabia en el

e <

a4

laboratorio, ya que es ligeramente mas sensible. La cc
de un 99% {17-31.58,

entre €s

Se emplea un animal sospechoso del cual la prueba de IF haya resultado negativa.

i

Los signos clinicos de la enfermedad (pardlisis, pelo hirsuto) comie a se

después del quinto dia de la inoculacién. Posteriormente sec sacrifica al ratén, se descercbra

y se hace impronta para observarla mediante IF. La efectividad de la prucba es del 100%
(s8)

1.7.51 hi imica (IHQ)

Los métodos de IHQ para la detecciéon de la rabia son sensibles y especificos para

detectar rabia en tejido fijado en formalina tal como tejidos de la psia o de la biop

Este método es mas sensible que métodos que tificn por histopatologia, tales como HE y la
pruecba de dFA, este procedimiento utiliza anticuerpos especificos para detectar inclusiones
del virus de la rabia. La técnica utiliza un sistema de marcaje de la enzima que aumenta

ibilidad. Ademis, los anticuerpos monoclonales se¢ pueden utilizar para detectar
(63.69)

variantes del virus de la rabia

Algunas de las ventajas de la IHQ sobre la IF cs que pucde utilizarse en tejidos
fijados en formalina al 10% ¢ incluidos en parafina , aunque lo ideal es trabajar con

improntas frescas o cortes por congelacion ya que los fijadores pueden desnaturalizar

proteinas o enmascarar los dcterminantes antigénicos. ocasic do que la on sca
débil o escasa. Otra ventaja de la THQ es que para su observacion no se requicre un

microscopio de cpi-fluorescencia sino  que se¢ utiliza ¢l microscopio de luz ademas la

22

FALLAD




duracion de la reaccién es permanente, lo que permite guardar las laminillas a temperatura

ambiente durante afos, mientras que la fluorescencia es efimera 7,

La demostracién de¢ un antigeno viral por medio de la  inmunohistoquimica
incrementa en gran medida la cantidad de diagnosticos de la enfermedad. Tiene un
porcentajc de 87-98% de resultados positivos con la inmunoperoxidasa y se han encontrado

muchas ventajas contra la inmunofluorescencia. ¥

Recicntemente se ha descrito el uso de una inmunoperoxidasa y una mezcila de tres
anticuerpos monoclonales, la inmunoperoxidasa es un complejo de biotina y streptoavidina.
Lo anterior esta dirigido contra la nucleocapside del virus, cl diagnéstico de rabia en tejido

embebido en parafina se pucde hacer por esta técnica. '’

1.7.6 Aislamiento celular.

Cuando las muestras contienen una cantidad pequeiia de virus de la rabia, puede ser
dificil detectar ¢l virus por métodos rutinarios. El aislamiento del virus en cultivos
celulares, tales como, las células del neuroblastoma del ratén (MNA) o de células del rifién
del hamster (BHK). aumenta la sensibilidad de la d 2 do la cc racion
del virus como réplicas del virus en los cultivos de células. 5

Las dos linecas ceclulares BHK21 fueron originalmente identificadas como los

sistemas de hospedecros mis conveni aunque reci la linca celular de C-1300
s1)

de neuroblastoma murino ha desarrollado mayor sensibilidad ¢

1.7.7 Det ion rdpida i imitica de 1 ribi (RREID).

El RREID (por sus siglas en ingles) ha sido concebido para ¢l diagnéstico de la
rabia por deteccion de la nuclkeocapside viral en encéfalo. Esta prucba inmunoenzimitica
esta fundada en la inmuno capwura de la nucleocapside del virus de la rabia. Los

sobrenadantes de cerebro son distribuidos en los pozos de la placa sensibilizados con

| anti-nucleocipside. El revelado se efectua por los mismos

anticuerpos policlo
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anticucrpos ligados a peroxidasas (ELISA sandwich) esta técnica rapida no necesita equipo
especializado y su sensibilidad junto con la IF depende dc la buena conservacién de las
mucstras; contrariamente a lo que se ha observado al aislamiento del virus. La RREID
puede asociarse con las técnicas rapidas para estudios epidemiolégicos de campo, o en

paises en los que no se favorecen de la colecta o autopsia de los animales .

1.7.8 Reaccién en cadena de Ia polimerasa.

Con este nombre se ha descrito a la amplificacién in vitro de secuencias especificas
de acidos nucleicos mediante ciclos repetidos de sintesis dirigidos por iniciadores. EI
r i > es bask imil al utilizado por las células durante la replicacién,

mientras quc la d 1i 16 ita a la i 1i asa a gencrar una copia

complementaria de ADN parental a partir de desoxirribonucleétidos trifosfato [dNTPs] en

solucién. %

Los iniciadores especificos son sintctizados quimicamente de modo que son

compl ios a la ia de ADN que flanq la ia de i ¢s. Uno de los
iniciadores es di do para ali sc a la hebra sentido y el otro a la hebra contra sentido,
con su extremo 3° apuntandose el uno al otro. Los iniciadores son tad con una

solucién tamponada que contiene el ADN molde, los dNTPs, el iSn magnesio divalente y la
enzima polimcrasa termoestable. El ADN molde de doble hebra es entonces
desnaturalizado por calor a una temperatura por encima de su punto de fusidn. A

conti ion sc¢ desciende la atura lo suficiente para que ahora ocurra la

rehibridacién entre los iniciadores y el ADN molde, pero que aun sea lo suficiente para
prevenir la hibridacion erréonea de los iniciadores con otras secuencias de gran similitud que
pueden encontrar ¢n ¢l genoma. La temperatura es nuevamente incrementada para
favorecer la actividad sintética de la polimerasa, la cual se¢ ha unido al extremo duplex
molde / iniciador. La sintesis comicnza a través de los extremos 3° hasta que la reaccion es
parada mediante un aumento de la temperatura hasta el punto de fusién por segunda vez.

Hasta aqui se ha completado el primer ciclo de la reaccion.
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El segundo ciclo_repite el primero con respecto al ADN original, pero la sintesis
sobre las nuevas hebras ocurrira solo hasta el final de la molécula, lo cual corresponde a al

extremo 5° del cebador opuesto.

Después ae un tercer ciclo de la PCR es ficil ver que la sintesis dirigida por los
productosde’y los primeros dos ciclos terminaran en los extremos definidos de ambos
cebadores y este tipo de producto se acumulara exponencialmente con subsiguientes ciclos.
(8.62) .

En resumen la reaccién en cadena de la polimerasa se lleva a cabo en los siguientes
pasos.

> Desnaturalizacién.

S

> Alincacion.

> Extension.

Desnaturalizacién. Las temperaturas éptimas son 95 °C durante 30" o 97 °C durante 15*°.
Alineacion. El rango de temperatura ¢s de 20-80 °C, la concentracién del iniciador es igual

a 0.2uM y ita pocos dos. Para aumentar la especificidad en el ciclo inicial la

B

polimerasa pucde ser adicionada después del primer paso de desnaturalizacion durante la
alineacién del iniciador o una baja extension de la temperatura junto con una alta
concentraciéon (mis de 0.2uM) de dNTP's favorece una mala extension del primer y una

extension con un mal acopiamiento del nucledtido. Sc sugierc usar iniciadores grandes y

solo dos temperaturas para la ali i6bny la ion y otras dos para la desnaturalizacion
separacion.
Ex ién del iniciador. La incorporacion a 72 °C varia de 35 — 100 nucléotidos

dependiendo del bufter, pH, sales y la naturaleza del DNA.
Numero de ciclos. Depende de la concentracion del DNA blanco. Demasiados ciclos
pueden incrementar la suma y la complejidad de los productos no especificos; pocos ciclos

dan poco producto ¥,

No. de molécula No. de ciclos
50 moléculas 40-50
3X10° 25-30
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Dificultades con la PCR. Con alguna frecuencia se cncuentran problemas incluyendo

1 4 .

productos no detectables o una baja cosecha del producto >. La pr no

especifica de bandas en los geles de clectroforesis es debida a un mal iniciador o a una mala
extension de los iniciadores para la amplificacién y mutaciones o heterogencidad debida a

mala incorporacién. %)

Falsos Positivos. Durante ¢l corrimiento de la prueba pueden ocurrir contaminaciones que
originen falsos positivos. Un ciclo de PCR simple produce un gran nimero de moléculas

s o1 H

amplificadas que pueden contaminar po sut amplificaciones de
al ias bl >. Para controlar la contaminacién, la transferencia fisica del ADN
entre los ejemplares wlificados y los controles positivos y negativos, el pipeteo debe ser

realizado con mucho cuidado ©*?.

Para prevenir los remanentes de las amplificadas de ADN se recomienda:
1) Preparar por separado las muestras en una habitacién con medidas de bioseguridad;

2) La campana donde se estén trabajando las muestras debera contar con una lampara UV
para eliminar posibles secuencias de ADN.

3) Separar los jucgos de pipetas y mecanismos dispensadores, esto es, deberd usarse un
juego para cada reaccién.

4) El agua usada para las reaccioncs dcbera esterilizarse en autoclave asi como el buffer de

PCR y evitar cualquier posiblc fuente de contaminacidon bacteriana que degrade el ADN.

5) Las p los disp dores de las pipetas y los viales también es recomendable
esterilizarlos por autoclave. Los iniciadores. dNTP's y Taq polimecrasa no sc csterilizan en
cl autoclave.

6) Los reactivos se alicuotan en ¢l menor namero de cjemplares. Todos los reactivos
usados son preparados, divididos y guardados en un drea que este libre de productos
amplificados por PCR.

7) Los guantes desechables deberin cambiarse frecuentemente. ya que csto reduce las
posibilidades de transferir secuencias de ADN amplificado.

8) Algunos tipos de tubos de muestra ticnen tapas que requieren de mucha fuerza para

abrirlas por lo que debe tenerse cuidado para no salpicar.
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9) El depdsito para las puntas de las pipetas puede ser contaminado con acrosoles que
contengan ADN, por lo que deben mantenerse retiradas del area de trabajo.

Cuando sea posible s¢ debera hacer una mezcla previa de los reactivos a usar antes
de hacer el PCR y dividirla en alicuotas. Esto minimiza la transferencia de muestra y la

o

contami: ion esporadi d das red la ¢« i ion cruzada por reduccion del

nimero de oportunidades para la transferencia inadvertida de ADN.
No s¢ recomienda usar altas concentraciones de la secuencia de ADN blanco, como

seria el control positivo, csto podria conducir a una muy grande plifi ion mol
Para prevenir riesgos se debe evitar r de la ia en el equipo usado

para la amplificacién o en procesos anteriores como los geles y las camaras en donde se

corren los geles.

Condiciones optimas para la reaccion **. Para obtener una buena calidad de ADN asi
como buna calidad de las bandas en los geles de agarosa y acrilamida se recomiendan lo

siguiente, en cuanto a los reactivos:

ADN blanco. Las secuencias blanco pueden ser de menos de 100pb hasta pocas kb.
Tipicamente para el PCR se usa de 0.05 - 1ug. esto permite la deteccion de una copia
simple del ADN blanco. Algunas impurezas pueden ser elimminadas o diluidas por sucesivas
amplificaciones de este ADN.

Taq polimerasa: Se¢ obtiene de Thermus aquaticus y la concentracion debera ser de 1 — 2.5
unidades/100ul. de la reaccion.

Desoxirribonucledtidos (dNTP's): La concentracion de dNTP's de 20 a 200 uM por
reaccion de cada uno, lo cual da una éptima especificidad y fidelidad de la reaccion. Los
dNTP’s pueden usarse a concentraciones equivalentes para minimizar la mala
incorporacion, lo que puede interferir en la hibridacion ADN — ADN. Una concentracion
final mayor a 50 mM total puede inhibir la Tag polimerasa. Una concentraciéon de 20 uM
de cada uno de los ANTP's por cada 100 pL de reaccion es suficiente para sintetizar 2.6 pug
de ADN.
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Magnesio divalente. La concentracién de magnesio deberd ser de 0.5—4 mM por el total de
la concentracién de ANTP's. La concentracién dc este i6n afecta directamente a la

p ura de ali ion del iniciador, la temperatura de fusidon del ADN y la actividad
enzimitica. Se ha observado que una concentracién de 2.5 mM es 6ptima para la detecciéon

de patégenos.

Iniciadores. 1.a cc racién del iniciador que se recomienda es de 0.1-0.5 uM, una

concentracién mayor en la reaccion puede promover la formacién de productos de
amplificacién e incrementar la formacién de dimeros entre 1os iniciadores. De preferencia
deberan tener una temperatura de alineacion de 60-70 °C. una longitud de entre 18-30
nucleétidos, su localizacidn puede 0 no estar cercana a la estructura de la horquilla. El par
final del extremo 3° es critica, las pares de bases son exactas y generalmente se requiere a
3° terminal para la amplificacién del ADN. Con un mal acoplamiento de T en 3 terminal,
aun sigue la amplificacion del PCR si este corre en condiciones no tan estrictas, para cludir
un mal acoplamiento en la amplificacion de iniciadores, es preferible scleccionar la
longitud y la localizacion del iniciador a lo largo del ADN blanco, tal que la temperatura de

I ién perm alta (sobre los 70 °C). También la repeticion de cadenas largas de
GC o AT dentro dc los iniciadores podria evitarse.

Para inhibir a las ADNasas se usa NaCl 50 mM o mas de S0 mM de KCIl y para estabilizar
la enzima se usa 100 ug/ml. de albamina sérica bovina.

Reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa (RT-PCR). \'>*® La RT-
PCR sc ha usado como una poderosa herramienta de biologia molecular para estudiar los
acidos ribonucléicos. Esta técnica es usada en cl diagnéstico médico de virus ARN, en
hematologia y en oncologia para detectar genes que usan capacidad de transcripcion

inversa. A estc método se le han encontrado nuevas aplicaciones dia con dia.

Para recalizar la técnica se extrac el ARN de diferentes muestras (por ¢l método de

extraccion que se clija) y se congela a —=70°C.
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Consideraciones generales:

e se debe tener cuidado de no sobre sccar la pastilia obtenida de la extraccion,

* remover completamente el etanol ya que es un inhibidor de la PCR.

@ revisar la calidad de! ARN por medio de geles de agarosa,

® la transcripcién es buena a 70°C que es una temperatura benéfica para no crear
estructuras secundaria de ARN,

e climinar en lo mais posible las fuentes de ARNasas descontaminando materiales,

e RT-PCR es un método que detecta la expresion de un gen, no la presencia del
genoma, por tanto el PCR no amplifica moléculas genémicas de ADN sino de
ADNec.

e es preferible preparar por separado la mezcla de la reaccién antes de poner en
contacto con los iniciadores o con el ARN a temperatura ambiente,

e se recomicnda mezclar por una parte los iniciadores, los DNTP’s y la plantilla, y

por otro lado el buffer de PCR, el io y poli asa y lar antes de los

ciclos.

PCR anidado. Es un método de amplificacion en dos pasos que ha sido usado para
detectar el virus de la rabia en virus tipificados por inmunofluorescencia. En estudios
realizados por Heaton y cols. y Walter y cols., estc método fue positivo para todas las
muestras positivas de rabia, en una experimentacién realizada en Tailandia observando en
los geles las bandas esperadas. Incluso se observaron positivas las muestras expucstas a
37°C hasta 48 hr reportadas como positivas por inmunofluorescencia directa, se reporto un
titulo de 0.5 ng de ARN total. La sensibilidad de la técnica fue para hasta 8 pg del virus de
la rabia. El uso del PCR anidado demostré ser atil para la detecciéon del virus rdbico en
cerebros de animales ¥y en tejidos de humano infectados, ademiis demostré que la técnica

puede usarse en muestras 72 hrs después de la muerte. 2%

El PCR para diagndstico de rabia. Desde 1993 1a PCR ha sido descrita para diagnosticar ¢l
virus dc la rabia detectando desde 8 pg del virus. La PCR fue capaz de confirmar rabia en

especimenes después de su diagndstico por IF de resultados negativos. El procedimiento
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incluyc la trascripcidén inversa, la sintesis de ADNc y la amplificacién, los cuales son
realizados en 24hr, con este método, ¢l RNA del virus de la rabia se puede amplificar
como copias de ADNc. Nicholson reporta que cuarenta ciclos de la amplificacion, pueden

producir hasta 1012 veces la cantidad original de dcido nucleico en la muestra del virus ',

El principio basico para diagnosticar rabia por medio de PCR es la presencia del gen
N, que es la region mis conservada y codifica para la proteina N. Una vez que esta region

es transcrita, los ARNm pueden ser un blanco para el diagndstico molecular de rabia. ¢

Esta técnica se ha utilizado para confirmar los resultados de dFA y para detectar cl
virus de la rabia en las muestras de biopsias de glindula salival y de piel que contienen

cantidades minimas del virus. En Crepin, ct.al., 1998 el total de ARN para un cxperimento
fue obtenido de estas muestras por diferentes técnicas y confirmar los resultados por PCR.

Para confirmar la ausencia de contaminaciones en la PCR, sc debe incluir en cada
andlisis un control negativo derivado de RNA celular de muestras no infectadas; y un
control positivo derivado del total de RNA celular extraido de virus de rabia de la cepa
CVS-11 de cultivo celular BHK infectado. 2%

PCR en la epidemiologia de la rabia. El uso del PCR no sélo se ha limitado al diagnéstico

del virus, sino que también se ha usado para el estudio de la epidemiologia de este virus, 4%

Con la ayuda dc estd técnica sc conocié que ademas de los ciclos reportados
tradicionalmente, s¢ describen por primera vez otros ciclos especialmente en fauna silvestre
que no habian sido descritos previamente, de este modo sc publica que en la variante del
perro existen dos subvariantes, México | diseminada en todo el territorio mexicano y
Meéxico 11, cncontrada cn el centro del pais. Asi en cste ciclo, pero de fauna silvestre se
encontraron un ciclo que circula en los zorros y linces, México 111, y dos ciclos en zorrillos,

México IV y V que dificren en casi un 20% de su genoma de los ciclos ya conocidos, los

“n

que se encontraron cn Aguascalicntes y en Baja California Sur
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general.
2.1.1. Determinar la estabilidad del genoma del virus de la rabia mediante la

técnica de PCR en cerebros de ratén inoculados con el virus expuestos a
temperatura ambicnte.

2.2. Obijetivos particulares.

2.2.1. E Jarizar la técnica dec la r i6n en cad de la polimerasa (PCR) para
cl diagnoéstico de rabia mediante el uso de iniciadores especificos.

2.2.2. Evaluar el limite minimo de d ibn y la ificidad de la técnica de

p

PCR con oligonuclkeétidos especificos utilizando diferentes concentraciones
del virus, asi como confrontandolos con otros virus como cl virus de ojo azul y
el virus de Aujeszky.
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3.0 HIPOTESES

El virus de la rabia por ser un virus ARN es muy susceptiblc a degradarse

por acciéon de las ARNasas asi como del incr > de la eratura, por lo que si
cerebros de ratén experimentalmente inoculados con el virus de la rabia son expuestos a
temperatura ambiente entonces el genoma del virus perdera su estabilidad, sin embargo
la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) sera capaz de detectario.
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4.0 JUSTIFICACION

La inmunofluorescencia (IF) es comunmente la mis utilizada para realizar el
diagnéstico de rutina para rabia, sin embargo puede dar resultados falsos negativos en casos
de muestras con alto grado de degradacién. Por lo gue una prucba que puede ser usada en
estos casos cs la reaccién en cadena de la polimerasa PCR.

En la literatura no se reporta si el PCR de rabia puede elaborarse con ARN obtenido
de mucstras degradadas o en descomposicién, por lo que en esta investigacién se hace una
comparacion entre ¢l ARN obtenido de cerebros que permanccicron a temperatura
ambiente durante 23 dias y si es posible ocupar este para la PCR.

Uno de los problemas para el diagnéstico de rabia en nuestro pais es que la mayoria
de los casos se presentan en Estados como: Chiapas, Veracruz, Tabasco, Michoacan y
Guerrero donde las temperaturas son relativamente altas y por lo tanto el material con el

que se para el di ostico no P llega al laboratorio en las condiciones

ad das para reali la prucba de rutina que es la IF o bien la prueba de inoculacién en
ratén que presenta cl problema de proporcionar resultados hasta después de 15 dias de

inocular el virus. Por lo que la prucba de la reaccion en cad de la poli podria

resultar una buena alternativa para realizar un diagnéstico confiable, dada la sensibilidad y

especificidad que se repona para otros agentes.
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5.0 MATERIAL Y METODOS
5.1 Obtencién de los cerebros.

Los ccrebros se obtuviecron de 31 ratones de la cepa Balb/c inoculados via
intracerebral con 0.03 mL de virus de rabia CVS-11. Estos animales fueron sacrificados
con formol una vez que estos presentaron signos de la cenfermedad (7 dias
aproximadamente). Se extrajeron sus cerebros, se almacenaron en tubos Eppendorfi® de 1.5
mL a —70°C para evitar degradacion del ARN.

a

Posteriormente los cerebros obtenidos sc al ‘on en un recipicnte cerrado
o Y

fueron expuestos a temperatura ambiente durante 384 horas (23 dias):

oras| O | 24 48| 72 196 144]192/240|312 | 360 |384
ias | 1 2 131 4 IS 7 ]10{12 ) 16 | 18 | 23

Para cada tiempo se realizé la extraccion de ARN con dos cerebros de ratén
inoculados (CRI) y un cerebro negativo (CRN), excepto para los dos altimos tiempos en
donde solo sc utilizaron CRI.

5.2 Controles

Para confirmar la au ia de co H 2 en la PCR, se incluyé en cada

anilisis un control negativo de muestras de cerecbro no infectado; y un control positivo
derivado del ARN total extraido de virus de rabia de la cepa CVS-11 2 3% 99 ge cultivo

celular ademas de un cerebro inoculado con esta misma cepa de virus.

5.3 Extraccion de ARN

Para extracr ¢l ARN dc los cercbros de raton positivo y negativo asi como de la
suspension de CVS-11  se utilizo TRIzol® (GibcoBRL) segun instrucciones del fabricante.
En un tubo de centrifuga se homogenizo = 0.1g dc cerebro de ratén con ImL de Trizol. Se
adicionarén 200 ul. de cloroformo GBM. El tejido se scpard de la fase acuosa y se

centrifugd, sc adicionaron 500 ul de isopropanol GBM, las muestras se centrifugaron, el
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botén se lavé con 1 mL  etanol al 75%, Finalmente se centrifugdé a 7500 rpm. El botén
obtenido se resuspendié con 100 pL. de H>O-DEPC y fueron almacenadas a —70°C hasta su

uso.

5.4 Cuantificacion de ARN

El ARN obtenido fue cuantificado en pg/mL mediante un espectrofotémetro

GeneQuant 11 (Pharmacia Biotech) para posteriormente sintetizar el ADNc.

5.5 Sintesis de ADN complementario.

La sintesis de ADNc se llevé a cabo con los iniciadores N1 y ForN1 siguiendo los
protocolos del fabricante de la transcriptasa reversa quc sc utilizo (Super Script H RT,
GibcoBRL). El protocolo de reaccidn que se utilizé fue el siguiente:

Cuadro 4: Sintesis de ADNc.

Reactivo Cantidad
RNA I pL
Iniciador N1 100 pmol
Agua DEPC cbp 12 pl.
Hervir 2° Pasar a hielo
DTT tpuL
FSB 2ul
dNTP’s 4ul
Super Script o.6uL
RNAsine o.1ul.

Incubar 1hr, 37°C — -20°C

Para obtener el ADNc con cl segundo par de iniciadores (ForN1) se realizé una

transcripcion que diferia del anterior en el uso de la M-MuLVRTasa (Gibco.BRL).
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5.6 Iniciadores

Primeramente se utilizaron un par de iniciadores publicados por Sacramento, D. y
cols. 1991. Las secuencias de estos son las siguientes:
NI1(+): (5’-3") TTT GAG ACTGCT CCTTTT G
N2(-): (5'-3") CCC ATA TAG CAT CCT AC

Sec utilizé otro par de iniciadores para la reaccion de PCR que fueron diseilados por
la Dra. Susan Nadin Davis y Dra. Elizabeth Loza Rubio basindose en la secuencia
completa del gen N del virus de la rabia, los iniciadores son: ForN1 y RevN1 (patente en

tramite).
5.7 Reaccién en cadena de i polimerasa (PCR).

La amplificacion de los iniciadores N1 y N2 se llevo a cabo con las siguientes
caracteristicas:
Mezcla de reaccion:

Cuadro 5: Protocolo de reaccién de PCR
___para los iniciadores N1 y N2

Reactivos IConcentracion|
IAgua cbp 27ul.
Buffer PCR 10X
ANTP's 10 mM
MgCl 150 mM
Iniciador N1 RO mM
Iniciador N2 20 mM
Tagq. polimerasa |5 U/pl
IADNc B.0
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Programa del termociclador:

Cuadro 6: Programa del termociclador para
los iniciadores N1 y N2

[Temperatura
Ciclos °C) [Tiempo (min.)
1 5 94 1:00
47 1:30
72 1:30
2 30 94 0:30
47 1:30
72 1:00
3 1 94 0:30
47 1:30
72 10:00
4 4 ———

Para cl segundo PCR se utiliz6 el ADNc que se habia sintetizado con ForN1
previ La r i6n de PCR se llevé a cabo segin las sigui condici (Taq
Polymerase GibcoBRL):

Cuadro 7: Protocolo de reaccién de PCR

__para los iniciadores ForN1 y RevN1
Reactivo Concentracién
Buffer PCR 10X
MgCl 150 mM
Iniciador ForN1 S5 pmo
Iniciador RevN1 5 pmo
INTP's 12.5 Mm
DNc 20 L.
lAgua kbp 80pl

La amplificacién con los iniciadores sc llevé a cabo con el siguiente programa para
el termociclador (i-cycler: Bio-Rad):

Cuadro 7: Programa del termociclador para
los iniciadores ForN 1 y ForN2

BO ciclos: 95°C KSs”
150°C BO"
i70°C 30"

1 ciclo d°C  peeem-
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Los dos protocolos de PCR fucron realizados por triplicado para comprobar la

reproducibilidad.

Los productos de amplificacién fucron analizados en geles de agarosa al 1.5% y

teilidos con bromuro de etidio (Sug/uL) . Las bandas fueron lizadas en un
tr il inador y do das en un lizador de imag, EDAS 120 (Kodak).

58 cid imi s_bajo _de detecciéon de in

rabia.

Para este punto se utilizo un control positivo conocido (cerebro de ratén inoculado
con CVS-11). La concentracién inicial de ADNc fue de 5 pug/pnl .  Posteriormente se
realizaron tres diluciones de este control (0.05 pg/ul, 5.0 ng/ul. y 5.0 fg/ul) para
determinar la cantidad minima de ADNc neccsaria para ser detectada por la PCR en este
tipo de a. También se realizaron diluciones logaritmicas de 10! hasta 10”7 de CVS-

11 cuyo titulo inicial fue de 10°%, las les fueron inoculadas en ratdn via intracerebral que

fueron sacrificados al observarse signos caracteristicos de la enfermedad. De los cerebros
se extrajo ARN para ser sintetizado como ADNc y ser amplificado por PCR. Con esto se
evalué la sensibilidad de la PCR en cercbros de ratén infectados con diferentes

concentraciones del virus.

5.9 Especificidad de la PCR para el virus de s rabin.

Para probar la especificidad de los iniciadores utilizados, se llevo a cabo una PCR
para ¢l virus de Ojo Azul (Depto. de Virologia, CENID — Microbiologia) y para el virus de
Aujeszky (Depto. de Virologia. F.E.S. Cuautitlan). Al virus de Ojo Azul sc le extrajo ¢l
ARN dec igual forma que para los cerebros con el virus de la rabia. utilizando | mL de la
suspension del virus por cada ml de Trizol empleado. Para la sintesis de ADNc se siguid
con el procedimiento referido anteriormente. Mientras que para el virus de Aujeszky se
extrajo ¢l ADN. La PCR se llevo a cabo utilizando los iniciadores ForN1 y RevNl con el

protocolo de reaccion y programa de termociclado correspondiente a estos.
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6.1 Obtencién del ARN
A partir de los cerebros positivos y negativos expucstos a temperatura ambiente (24

6.0 RESULTADOS.

°C en promedio) se obtuvo el ARN con Trizol® (GibcoBRL) de¢ tres cerebros, dos

positivos y uno negativo segun los tiempos mencionados en la parte de metodologia. El

ARN obtenido fue cuantificado en pg/ml en un espectrofotometro (Gene Cuant), del cual

se obtuvieron los resultados mostrados en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Concentraciones de ARN de cerebros expuestos a temperatura ambiente .

Muestra  |Cone. pg/mL Muestra  |Conc.
Horas Horas pe/mL

o 1+ 17304 144 16 + 4276.4
2+ 6647.9 17 + 3016.1

3- 2440.8 18 - 3460.6

24 4+ 4044.8 192 19 + 4671.3
5+ 7348.5 20 + 4447.3

6 - 6138.6 21 - 4128.1

48 7+ 5091.3 240 22 + 4227.5
8 + 7834.5 23 + 3495.9

9- 6721.7 24 - 5567.9

72 10 + 6174.4 312 25 + 4177.1
11 + 4999.2 26 + 3903.7

12 - 6797.4 27 - 6483.6

96 13 + 5258.2 360 28 + 1794.2
14 + 7474.2 29 + 1996.1

15 - 6912.8 384 30 + 2107.4

31 + 897.3

Con la concentracion adecuada de cada uno de los ARN sc llevo a cabo la sintesis

de ADNCc, que sirvié como plantilla para posteriormente realizar ¢l PCR. En la Grafica 2 se

pucde observar como fue disminuyendo

aumentando el ticmpo.

la concentracion del
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Grifica 2. Concentracion de ARN en cerebros expuestos a temperatura ambiente.

CONCENTRACION DE ARN

t
pne/mil,

Para corroborar lo anterior, sc realizo una corrida de eclectroforesis cn geles
desnaturalizantes de agarosa para todas las muestras de ARN. Estos geles son necesarios
porque ¢l ARN tiende a formar estructuras secundarias y terciarias que pucden llegar a
impedir la separacion por electroforesis. El calor es ¢l principal desnaturalizante del ARN
pero e¢s insufliciente para la electroforesis. ya que las estructuras secundarias pueden
formarse nucvamente. Por lo anterior esta electroforesis se lleva a cabo en dos pasos: la
desnaturalizacion por calor del ARN, y el uso de reactivos que mantengan las condiciones
desnaturalizantes . Iin este caso se utilizo el formaldehido al 37% y formamida pura en
los geles para desnaturalizar ¢l ARN (ver apéndice).

En la Figura 5 se aprecia como va disminuyendo la integridad del ARN debido a
que los cerebros sc cncucntran a temperatura ambiente, lo que no se considera Optimo para
muestras que seran utilizadas en diagnostico. 2n el gel se pueden observar las bandas de
18S y 26S corrcspondicntes a los diferentes ARN. La posicion de las bandas pueden ser
cncontradas en un rango de 1.8-2.0 Kb para la fraccion 18S y de 4.6-5.2 Kb para 28S en un
marcador de pesos moleculares 7.
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Figura 8. Gel de agarosa al 1.5% en condiciones desnaturalizantes tefiido con bromuro de etidio (Sug/mL) para la deteccion del ARN de
los cerebros expuestos al medio ambiente. Linea 1: Marcador de pesos moleculares 0.16-1.77 Kb RNA Ladder (Gibco, BRL); linea 2: CVS-
11, C(+); linea 3: Cerebro de raton negativo (CNR); linea 4: Ohrs; linea 5: 24hrs; linea 6: 48hrs, linea 7: 72hrs; linea 8: 96hrs; linea 9:
144hrs; linea 10: 192hrs; linea 11: 240hrs; linea 12: 312 hrs; linea 13: 360hrs, linea 14: 384hrs; tinea 15: CNR a 384 hrs.
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6.2 Estandarizaciéon de Ia técnica de PCR

Para ecstandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa se sintetizdo
ADNCc a partir del ARN obtenido de cercbros de raton infectados con el virus de la rabia
(CR1), de suspension del virus de la cepa CVS-11 y cerebro de raton negativo (CRN);
siendo asi los dos primeros los controles positivos y el altimo el control negativo.

Primeramente se utilizo el par de iniciadores N1 y N2, reportados en la bibliografia
como iniciadores especificos para el diagnoéstico del virus por PCR *?. Las muestras de los
controles positivo y negativo se procesaron segun el protocolo y el programa descrito por
los autores. Sin embargo, de esta manera no se consiguicron los productos de PCR de 443
pb reportados por Sacramento, D., et.al. para estos iniciadores. Utilizando el mismo par de
iniciadores se modificaron las cantidades de los reactivos, se utilizé ademas un

termociclador con gradiente de temperaturas (i-Cycler, Bio-Rad), para buscar la

temperatura de ion mas ad d usando ADNc de CVS-11, obteniendo como
resuitado que la tempcratura optima fue de 47°C ya que es donde la banda se observd mas
definida, mientras que anteriormente se habia empleado 42° C como temperatura de
alineacion (Figura 6). Ya que se obtuvo este dato, se realizo ¢l PCR con los controles

siguiendo la metodologia mencionada en material y métodos.

1300pb
1000ph

ROOpb

443ph —
A00pL

200 ph

Figura 6. Producto de PCR con gradiente de temperatura para el control positivo en gel de
agarosa al 1.5% teilido con bromuro de etidio (Spug/mL). Linca 1: Marcador Low Mass
Ladder (Gibco, BRL); linea 2: S0°C; linea 3: 49.4°C; linea 4: 48.5°C; linea 5: 47°C: linea
6: 45°C; linea 7: 43°C; linca 8: 42°C.




En la figura 7 pueden observarse las bandas para los controles positivos de 443

pb, y no se mostro ninguna sefial para el control negativo.

1 2 3 4

600pb
443ph m
3o0ph

200pb

100ph

Figura 7. Producto de la primera amplificacion del PCR. para los iniciadores N1 y N2 en
gel de agarosa al 1.5% teitido con bromuro de etidio (5ug/ml.). Linea 1: Marcador de peso
molecular 100 bp (Bio-Rad); linea 2: CVS; linca 3: CRI; lineca 4: CRN.

Para que la prucba fuera reproducible se hicicron dos replicas mas de igual forma
que la primera; sin embargo. las bandas de los controles positivos no fucron consistentes.
Al realizar la tercera replica de este PCR ya no se observaron bandas para ninguna muestra

fo cual significa que la prueba no tuvo reproducibilidad siguicndo este protocolo.

Al conseguir los rcsultados anteriores se opld por escoger un nuevo par de
iniciadores. Los elegidos fueron ForNI y RevNl, los cuales fueron secuenciados en cf

laboratorio a partir de la secuencia del gen N del virus de la rabia

Los protocolos para llevar a cabo la recaccion, se mencionan en materiales y

métodos. Al usar estos iniciadores se logré la amplificacion de productos de 750 pb. Estos
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productos se corrieron en un gel de agarosa mostrando mecjores resultados, en cuanto a la

integridad y !a calidad del ADN en comparacion con los iniciadores N1 y N2 (Figura 8).

Figura 8. Producto de PCR para los iniciadores ForN1 y RevN1 en gel de agarosa al 1.5%
tefiido con bromuro de etidio (Sug/mL). Lineca 1: Marscador de peso molccular 100 bp (Bio-
Rad); linea 2: CVS,; linea 3: CRI; linea 4: C(-).

Para probar la reproducibilidad de la técnica se realizo una scgunda y tercera
replica, obteniecndo los mismos resultados. es decir bandas integras en cada reproduccion

realizada.

6.3 Especificidad dc la PCR.
Para comprobar que los iniciadores fueran especificos para el virus de la rabia, se

utilizaron los virus de ojo azul y el de Aujeszky, del primero se extrajo el ARN y se
sintetizd el ADNc; mientras que del virus de Aujezsky se obtuvo ADN. El PCR se lievo a
cabo utilizando los iniciadores ForN1 y RevNl para lo cual se utilizaron los mismos
controles positivos y negativos que en la estandarizacion de la PCR para el virus de la
rabia.
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En la Figura 9 se puede observar solo la seiial para el control positivo (750pb) y
ninguna sefial para los virus de Aujeszky o para el virus de Ojo Azul, lo cual implica que

no hubo productos de amplificacion inespecificos.

Figura 9. Productos de PCR para probar la especificidad en geles de agarosa al 1.5%
tefiido con bromuro de etidio (Spg/mL). Linca 1: Marcador de peso molecular 100 bp (Bio-
Rad); linca 2: CVS; linea 3: virus de Ojo Azul, linea 4: virus de Aujeszky; linea 5: C(-).
linea 6: Agua.

Para verificar este punto se utilizaron diluciones realizadas a partir de ADNc de
cerebro de raton inoculado que se utilizo como control positivo para 1a estandarizacion de
la prueba. Estc ADNc al ser amplificado por el PCR mostré la banda especifica det
producto para todas las diluciones desde los 5.0pug/nuL hasta los 5.0 fg/ul |, en ia Figura 10

se observa que la intensidad de la banda disminuye de acuerdo a la cantidad de ADN

| o

presente cn cada dilucion.




LTS

200ph

100ph

Figura 10. Productos de PCR para probar el limite mas bajo de deteccion de la prueba en
geles de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio (5ug/mL.). Linea 1: Marcador de
peso molecular 100 bp (Bio-Rad), linea 2: 5.0ug/uL; linea 3: 0.5ug/uL; linea 4: S.0Ong/ul;
linca 5: 5.0fg/ulL; linea 6: C(+). linea 7: C(-).

Por otra parte se realizaron diluciones logaritmicas dcl virus CVS-11] para inocular
en raton y posteriormente extraer el ARN a partir de los cerebros. Cabe mencionar que no
se obtuvicron muestras para las diluciones de 10* y 107 debido a que los ratones muricron al
siguiente dia de ser inoculados por razones desconocidas, estas muertes no se atribuyen a el
virus puesto que el periodo de incubacién minimo es de 6 dias.

A los cerebros se les extrajo el ARN para sintetizar el ADNc que se utilizaria para
la amplificacion por PCR. En Ja Figura 11 se observan bandas de 750 pb para las
diluciones de 10' y 10? lo significa que la concentracion de ADN del resto de las diluciones

es menor a los 5 fg/pl..
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%00ph
750ph ——>
CO0pb
500pb
SOO0ph.
A00ph
200pb

Figura 11. Productos de PCR para probar ¢l limite dc deteccion mas bajo de la técnica con
diluciones de CVS inoculadas en raton en geles de agarosa al 1.5% teifiido con bromuro de
etidio (SugmL)A Linea 1: Marcador de peso molecular 100 bp (Bio-Rad); linea 2: 10"
linea 3: 107 ; linea 4: 107; linea 5: 10°%; linca 6° 10°; linca 7: C(-); linea 8: C(+).

6.5 Determingcion v .

Con ¢l ARN obtenido de los cercbros de raton cxpuestos al medio ambiente, se
sintetizé el ADN siguiendo los protocolos de estandarizacion, posteriormente las muestras

fueron amplificadas.

Todos los productos de amplificacién obtenidos mostraron bandas correspondientes al
ADN integras y definidas en 750 pb lo cual nos indica de la presencia del virus desde las O
hasta lus 384 horas en las que los cerebros estuvieron expuestos al medio ambiente (ver

Figura 12).

TESI® CON
FALLA DE ORIGEN| *




L T TRy 1 I

Rt Figura 12: Productos de PCR de cerebros de ratdn conservados a medio ambiente en geles de agarosa a 1.5% teftido con bromuro de
a2t aidio (Spg/mL). Linea 1: Marcador de peso molecular 100 bp (Bio-Rad); linea 2: Otirs; linea 3: 24hrs; linea 4: 48hrs; linea 5: 72hrs,
._QU 8 linea 6: 96 hrs; linea 7: 144hrs; linea 8: 192hrs; linea 9: 240hrs; linea 10: 312hrs; linea 11: 360hrs; linea 12: 384hrs; linea 13: C(-);
o= linea 14: C(+).
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7.0 DISCUSION

Si bien la rabia no ha sido dec las mayores epidemias que ha sufrido el hombre si es
una de las enfermedades mas antiguas y recurrentes ya que a nivel mundial se encuentra

como una de las 10 principales causas de muerte %,

A pesar de que Pasteur introdujo la vacunacién contra la rabia desde hace mas de
100 afos, se ha seguido prescntando tanto en humanos como en otras especies animales.
Esta zoonosis es una enfermedad infecci tr isible¢, de curso agudo y mortal, tnica

por su capacidad para afectar a todos los mamiferos, ampliamente distribuida en el mundo,
con una letalidad de 100%, en su transmisién intervienc casi sicmpre la agresion de un

animal enfermo™®,

Durante mis de 30 afios se han hecho muchos avances en el diagndstico del virus de
la rabia. El diagnostico histolégico de los cuerpos de Negri en cerebros infectados por el

virus ha sido r 1 do por la d ion directa de la k apside con pos

¥ F

fluorescentes poli y monoclonales, y es esta i >fluor ia la que ha sido el método
de rutina para ¢l diagnéstico de rabia. En adicion, el aislamiento del virus por medio de la
inoculacion intracerebral en ratén (MIT, por sus siglas en inglés) o en tejido celular son
técnicas que se utilizan con frecuencia para diagnosticar el agente etioldgico; ademas de

icas como el método llamado inmunodiagnéstico enzimdtico rdapido
®)

técnicas inmur

de la rabia, cuyo fundamento es ¢l mismo que el ELISA

Sin embargo las recientes aplicaciones de clonacion y secuenciacion de los genes de
la rabia han permitido importantes avances en el conocimiento de la estructura y los

mecanismos de este virus 60,

En reportes que datan desde 1990 ya se utiliza la PCR como una herramienta para
estudiar la biologia molecular del virus, tanto para el diagnéstico como para estudiar la

epidemiologia del virus en cercebros de ratén inoculados .
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En todo ¢l mundo sc han publicado trabajos realizados con la PCR como una
herramienta para el diagnéstico o para la epidemiologia de la rabia debido a que la prueba
es altamente sensible y especifica siempre y cuando se utilicen los iniciadores adecuados.

En ocasiones se tienen muestras de tejido degradado que tienen que ser
diagnosticadas, para lo cual la PCR ha demostrado ser una técnica altamente sensible. Para
determinar cl efecto de la degradacién se ha usado RNA obtenido de tejido cerebral.
Smith, et.al., 2000 rcalizaron un experimento con ratones inoculados con CVS-11, de los
cuales se removio el tejido cerebral, un grupo de estos fue incubado a 37°C y los otros
fueron puestos a 4°C. hasta por 360 horas. De esto se concluyo que para el diagnéstico de

rabia la prucba con anticuerpos fluor cs sufick ya que es rdpida; sin embargo,
en situaciones donde los cjemplares pueden estar alt degradados, la identificacién
resulta dificil obteniéndose en algunos casos falsos negativos. Bajo estas condiciones de
degradacién que ocurrcn en pai plados, con cli tropicales o do la ra se

saca de zonas de vigilancia, las pruebas de rutina no aportan bucnos resultados. Por lo que

ia prueba adicional con mejores resultados es la RT-PCR %),

Los métodos para el aislamiento de ARN intacto de células o tejido usan

desnaturalizantes como el tiock o de gt idi con el fin de destruir las células,
solubilizar sus componcntes y desnaturalizar las ARNasas endogenas. El uso de este
reactivo csta documentado desde 1977 y se usa a 4M, posteriormente el lisado es expuesto
a CsCl dcbido a que la densidad del ARN en este es mucho mis grande que en otros
componentes celulares, por lo que cn durante la centrifugacion migra al fondo del tubo. La
cosecha de ARN por este método es elevada aunque es muy laboriosa ®¥, Por lo que como
ya s¢ ha mencionado en este estudio se utilizé ¢l Trizol, un reactivo comercial que facilita

la extraccion.

El Trizol es un reactivo de una solucién monobasica que contienc isotiocianato de
guanidina y fenol. Actuaimente, se ha popularizado ¢l uso de este reactivo, ya que permite

una extraccion mis ficil y rapida, sin sacrificar la calidad del producto obtenido. este
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reactivo ha sido utilizado por la gran mayoria dc investigadores que utilizan el ARN como
plantilla para realizar posteriormente PCR con fines de diagnéstico o epidemiologia del

virus de la rabia !'-21:4),

En la Figura 6, se pueden observar las bandas correspondicntes a los ARN, y su
degradacién conforme fue avanzando ¢l tiempo de exposicion a temperatura ambiente. Las
bandas que se muestran son las correspondientes a 1.8Kb y a 2.6Kb las cuales corresponden
a las fracciones 188 y 28S r i sin bargo Bryant, et.al.,, 1998 y Sambrock,

e

et.al., 2000 mencionan que las bandas deben aparecer entre 1.8-2.0 Kb la primera y la
segunda entre 4.6-5.3Kb. Asimismo es importante sefialar que en las muestras
correspondientes a los ultimos tiempos de conservacion (240 hrs) , ya no aparccen las
bandas caracteristicas de 1.8 y 4.6 Kb, lo anterior se debe a que el material esta altamente
degradado por accion de la temperatura, ya que las proteinas que envuclven al material
genético del virus son termolabiles *® ademis de las ARNasas presentes en todos los
tejidos incluyendo el cerebro. Cabe mencionar que a este respecto, se utilizaron tubos para
microcentrifuga libres de ARNasas por lo que no hay la intervencién de ARNasas exégenas
de las propias del tejido. De igual manera, este gel revela, que la carga viral asi como el
ARN presente en el tejido cerebral ha disminuido, por lo que si se hubieran realizado
>fluo ia, (IF) scgur los

improntas para hacer un diagnoéstico mediante
resuitados no habrian sido fidedignos ya que se reporta que a los 5 dias en muestras

conscrvadas a 37°C la prueba ya no d la pr ia viral; mi que Heaton, et.al.,
1997 y Smith, et.al,, 2600 notifican que la IF detecta antigenos del virus de la rabia por
periodos altos hasta de 360hr cuando ¢l cerebro se conserva a 4°C, que ya se pr o

un alto deterioro del tejido. Cuando la incubacion es Hlevada a cabo a 37°C solo se detecta
el antigeno hasta las 72 hrs.

En un laboratorio dc diagnéstico los cercbros no siempre son recibidos en las
condiciones frescas, y aunque la IF es la prueba de rutina para el diagnéstico, puede resultar
en falsos negativos para muestras de alto grado de descomposicion. Por lo cual el PCR
pude ser una solucién a este problema. ya que es capaz de detectar cantidades minimas del

virus en ios casos de matcrial ampliamente degradado. @13

TTESIS CON

FALLATE ORIGEN



Un paso. crucial para la obtencién de un producto de PCR con las caracteristicas
optimas es la sintesis del ADNc por transcripcién inversa del ARN que fue extraido del
tejido, y cuantificado. El éxito de la manipulacién depende de la calidad en la preparacion
del ARN 'y de la calidad de la enzima con la que se preparo el ADNc.

Se han ideado varias estrategias para realizar ¢l RT-PCR (transcripcion reversa de la
. reacci6n en cadena de la polimerasa):

1. Cuando se conocen las dos i terminal de la plantila para ser

amplificada. En esta situacion se puede agregar una 1 la de oligo leotidos

especificos obtenidos de la secuencia del genoma, y
2. Cuando sélo una de las wias esta di ible. En esta situacion una scgunda

P

secuencia puede ser adicionada a la del exiremo 3° o al extremo 5° del ARN. La
adiccion a la regién 3° puede presentar mayores ventajas por la adicion de la region
poli-A (oligo-dT).

Sin embargo se ha observado que con fin de diagnéstico es mejor emplear un
oligonucleotido especifico, ya que esto hace mas sensible la prueba (Loza-Rubio, 2002
com. personal)

Una vez que €l ADNc esta disponible, este puede ser amplificado. Lo que se facilita
con la adicién de los oligonucleotidos en la mezcla de PCR.

El RT-PCR e¢s un método para amplificar copias de ARN, ¢s sensible y versatil, es
usado para recuperar y clonar ARNm de 5° y 3° y para gencrar grandes cantidades de
ADNc de muy pocas cantidades de ARNm. Adicionalmente ¢! RT-PCR pucde ser
adaptado para identificar polimorfismos y mutaciones ¢n secuencias transcritas, o cuando
las cantidades de ARN son muy bajas ', que ¢s el caso de esta investigaciéon en donde se

tiene ARN dcgradado para las muestras de los altimos tiempos de incubacion.
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El primer paso para esta técnica es la conversion enzimdtica de ARN a una plantilla
de ADNc de una cadena. Un oligodesoxiribonicleotido (iniciador) es hibridizado para el
ARN y es entonces extendido por una ADN polimerasa dependiente del ARN  para crear la
copia de ADNc que serd amplificada por el PCR %

Como se menciond anteriormente la transcripcién reversa, es crucial para el éxito de

la PCR, esto depende en gran medida de la calidad de la transcriptasa reversa que se usa

para obtener el ADNc. Asi que para esta investigacion se probaron dos transcriptasas.

Como se menciona en material y métodos, en primera instancia se uso la Super
Script 11 RNAse H Reverse transcriptase (GibcoBRL) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este reactivo sec empled debido a que se encontré documentada como una
enzima con la cual se obtenia un ADN de buena calidad 254 sin embargo. con el uso de
esta enzima se obtuvo un ADN, que en los geles de agarosa mwstraba degradacién. Cabe
mencionar que los ARNs usados para estandarizar esta transcripcién reversa fueron
obtenidos de cercbros de ratén inoculados con virus rabico de la cepa CVS-11 y una vez
extraidos fueron almacenados a -70°C hasta ser usados, lo que aseguraba que el ARN que
se uso estaba integro, esto se confirmo al cuantificario y observario en los geles de agarosa.

Al no obtencr los resultados esperados con el uso de esta enzima, se optd por
emplear otra transcriptasa reversa obtenida del virus de leucemia murina Moloney, M-
MuLVRTasa (GibcoBRL), la cual también se ha documentado en la literatura, como un

(14, 65, 53%) El uso

producto que proporciona buenos resultados para obtencr ADNCc integro
de esta enzima requicre ARN y un iniciador relacionado a un grupo 3°-hidroxilo. Esta
enzima carece de actividad de exonucieasas 3'— 5°, es propensa a error, y sus constantcs
de K para los sustratos de dNTP’s son altos en los rangos de la milimolaridad. Para
asegurar la trascripcibn completa de la plantilla de ARN es csencial incluir una alta
concentracion de dNTP's. Se notifica que la enzima murina es mucho mas conveniente para
la trascripcion debido a que la actividad de RNAsaH es comparativamente mas baja. El
alcance dc la actividad maxima de esta enzima ¢s mas baja que la de la enzima de AMV
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(42°C y 37°C, respectivamente), que puede ser una leve desventaja en la plantilla de ARN

que tiene una aita degradacién de estructuras secundarias 3,

Al observar la integridad del ADNc en los geles de agarosa se decidié que este seria
el método de eleccién para la transcripeion reversa. Ya que comparando ambos métodos de
transcripcién, se observé que la M-MuLLVRTasa mostré mejores resultados probablemente
debido que tienec una menor actividad de RNAsa, ya que la Super Script es una enzima
derivada de la transcriptasa reversa del virus de la micloblastosis aviar, y no tiene tantas

ventajas en cuanto a la formacion de estructuras secundarias del ARN 3,

Los pasos cruciales al realizar la transcripcién inversa son bdsicamente las
temperaturas de incubacion, la mezcla de los reactivos, sobre todo al adicionar la enzima,
ya quec csta debe mantenersc sicmpre a bajas temperaturas (-20 °C), para quc no se
desnaturalice. Ademas cuando las mezclas de reaccion que ya tienen la plantilla de ARN
son sacadas de una incubacién para pasarlas a la siguicnte, deben ser puestas en hiclo
inmediatamente para evitar que se unan las cadenas formadas, o de lugar a la formaciéon de
estructuras secundarias. Otro paso importante en la transcripcion es la inactivacion a 90 °C
de la plantilla de ADNc obtenido.

Habicndo obtenido la plantilla de ADNc se recalizé el primer intento de la PCR
basandose en lo reportado por Sacramento, ct.al., 1991 en donde se describc un proceso
con resultados 6ptimos utilizando un par de iniciadores del gen N del virus de la rabia que
es en cl que se usa en cl diagnéstico molecular por ser la regién mas conservada del

genoma.

El par dec iniciadores que se seleccioné al inicio por su composicion intrinseca.
contiencn iguales cantidades de G y C, en esa publicacion mostraron una efectiva
amplificacién de un producto de 443 pb a una temperatura de alineacion de 45 °C., aunque

- 1

se revelaron algunas bandas inespecificas principal en es al

degencrados.
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Los protocolos de reaccién y los programas de PCR que se usaron para el par de
inicindores N1 y N2 se describen en la metodologia y fueron los mismos que usaron
Sacramento y cols., 1991, pecro como se observa en la Figura 7 los productos que se
obtuvicron fueron muy débiles.

Con resy o a los gradi de temperatura sc tomaron las medidas pertinentes y

reportadas para estandarizar un PCR. La primera regla a seguir para la optimizacién del
PCR cs que ¢l par de iniciadores a usar sea el 6ptimo, esto es que amplifique la regién que
se esta buscando y tener una plantilla con radio 6ptimo. Este no debe ser tan alto ya que
esto favorece la formacién de dimeros de iniciador, esto ocurre también cuando hay un
exceso de iniciador o el ADN esta muy diluido. Por otra parte, es importante mantener la
concentracién del iniciador menor de 0.5 uM esto es 12.5 pmol de iniciador por cada 25 uL.

de reaccion de lo contrario se favorece la formacion de los dimeros de iniciadores.

En gencral se recomienda usar 30 ciclos de amplificacién, pero los ciclos
adicionales pucden requerirse en algunos casos si la cosecha es baja. Los 30 ciclos pueden
proveer una cantidad ad da de prod > para poder ser visualizado en los geles con

bromuro de etidio. Mientras que se requieren de sdlo 25 ciclos para obtener un producto

que pueda ser vi do en autoradiografias. 26.27)

Para aumentar la especificidad de amplificacion debe encontrarse la temperatura de

il

disociacién para cada iniciador, los laboratorios que sintetizan los iniciadores
una Tm aproximada, en este estudio se realizé una PCR con gradiente de temperatura que
iba de 50-42°C. En el gel de la Figura 6 se obscrva que la temperatura 6ptima de alineacion
fuc de 47 °C, una vez que se obtuvo esta temperatura se modifico el programa del
termociclador agregando c¢sta temperatura, sin embargo aun asi se presento el problema de
obtener una baja cosecha del producto.

Al estandarizar el PCR pueden presentarse  diferentes problemas que pueden ser

contrarrestados  independicntemente, lo primordial es verificar que los componentes se

hayan establecido apropiadamente G9 por cjemplo:
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Taq  polimerasa; debe verificarse que no haya caducado, que haya permanecido en

cong i6n y al m > de reali la r i6n que se le bien con los demas

componentes.

Nucleétidos; como se manifesté previamente deben estar a las concentraciones adecuadas

(y sobre todo verificar que la secuencia de bases sea correcta.

Buffer de PCR; se debe utilizar el que tenga las condiciones adecuadas para la polimerasa
que se esta usando, cs recomendable usar el buffer que regularmente viene junto con la

polimerasa.

ADN blanco; debe demostrar especificidad hacia los iniciadores usados, ademias debe de
ser lo suficientemente puro ya que cantidades minimas de fenol o de cloroformo en la
solucién de ADN puede inhibir la reaccién de PCR, también altas camtidades de ADN

puedan inhibir la reaccién debido a que se extingue la enzima.

Iniciadores; una completa ausencia de producto en jos geles vi dos segur se
debe a que sc esta utilizando un par de iniciadores inad dos para la r i6n, debe

tenerse la seguridad de que son altamente puros.

Agua; la calidad del agua debe ser altamente pura y libre de nucleasas.

Ciclado: ¢l funcionamiento dcl termociclador debera ser conocido perfectamente por el
opcrador para descartar errores de manecjo, por otra parte, el termociclador debe tener la
misma temperatura cn todos los pozos, ya que algunas veces puede suceder que los pozos
de la periferia presentan una temperatura mas baja que los otros.

A,

Si el volumen de reaccion es de alrededor de 100uL y la secuencia de iniciadores

tiene una proporcion mayor del 50% de GC la reaccion puede no una peratura

adccuada para desnaturalizar la plantilla. Por otra parte, también ¢s posible que exista una
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alta cantidad de producto especifico pero los niveles de deteccion sean bajos cuando se usa
la tincién de bromuro de etidio, por lo que es importante verificar la sensibilidad del
método 27,32, JS)_

Un problema muy comin cuando se esta estandarizando una PCR es la presencia de
bandas inespecificas, las posibles razones a las que se debe este fendmeno son las
siguientes: inespecificidad en los iniciadores; temperatura de alincacién; ciclos extras y
exceso en la cantidad de reactivos

Una PCR estandarizada puedc presentar muchas ventajas, sobre todo cuando esta
técnica va a ser aplicada en el diagnostico de algiun patdgeno, como es caso de esta
investigacién, para lo cual sc nccesitan tener las condiciones éptimas. Las consideraciones
no debe pasar de SU/100uL de

reaccion si la concentracién de la enzima es mayor se encontraran productos no especificos;

que deben tenerse son: la ion de la

Iz especificidad y la fidelidad del PCR aumenta por el uso de iniciadores a bajas

concentraciones; la concentracién del i6n de ' io divak pued fe la
alineacién de los iniciadores, temperaturas de di iacion de las d de los productos
de PCR y dc la plantilla de ADN, especificidad los prod , for ion de di os de

iniciadores artefacto, actividad y fidelidad de la Taq polimerasa que requiere de este i6n en
forma libre. Pero por otro lado, se debe de tener cuidado con productos quelantes como el
EDTA en el stock de iniciador o de la plantilla de ADN y pueden disminuir la actividad
6ptima del magnesio. Otros componentes de los que debe estar libre la mezcla de reaccién
son el DMSO, KCl y el NaCl que son inhibidores de la Taq polimerasa 7).

Ademas de tener todos los reactivos de reaccion en condicione adecuadas. al
momento de trabajar también se tuvicron las precauciones recomendadas por Kwok, S.,
1990 para cvitar contaminaciones y productos no especificos de la reaccion de PCR. La
capacidad de la PCR para producir gran namero de copias de una secuencia de cantidades
minimas de ADN necesita que se sea cuidadoso en extremo para cvitar falsos positivos que
pucden resultar de la contaminacion entre una muestra y otra; otra causa en los productos

de PCR pucde ser el ADN procedente de previas amplificaciones de 1a  misma secuencia
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blanco %, de hecho es esto con lo que se tuvo cuidado, ya que en la campana de seguridad
en la que se trabajo se mancjaron sélo muestras de rabia, y los reactivos y suplementos se
guardaron cn la cabina y nunca fueron removidos del arca en donde se llevo a cabo la

técnica.

Kwork, S., 1990 también recomicnda que las muestras clinicas que se van a trabajar,
incluyan un control positivo que amplifique consistentemente. El control negativo debe ser
bien caracterizado, ya que la extremna sensibilidad del PCR puede permitir la deteccion de

> de un ej lar que es un control negativo para otros criterios,

secuencias de dcido

por lo que es recomendable incluir varios controles negativos, uno de éstos debe contener

todos los reactivos excepto la muestra, que sera reemplazada por agua.

Tomando en cuenta todas las recomendaciones anteriores, se realizo el PCR que dio

como I do los prod de PCR visualizados en el gel de la Figura 7. En estec gel se

observan los productos de 443 pb que sc obtendrian con este par de iniciadores, sin
embargo no fucron bandas bien definidas, lo anterior segun lo descrito en las caracteristicas
que debe tener una bucna PCR, pudo haberse debido al namero de ciclos programados en el
termociclador, sin embargo al cambiario no se obtuvieron mejores resultados. Asimismo al
hacer las replicas con este mismo programa no se obtuvieron los productos de
amplificacién esperados, por lo cual no podia ser un protocolo usado para amplificar el
ADNc obtenido dc cerebros expuestos a temperatura ambiente. De este PCR deben
descartarse posibles cc¢ inaciones e inespecificidad debido a que los controles

ncgativos derivados de las muesiras de cerebros de ratén sin inocular y el agua no se
observaron bandas, lo cual indica que el problema de una baja expresion no fue atribuible a

los iniciadores o a contaminaciones exégenas.

En parrafos anteriores se menciond que una alta cantidad el ADNc blanco inhibe la
actividad de la Taq polimerasa, sin embargo, para los controles positivos se utilizaron
alrededor de 1.5 ug de ADNc tanto para ¢l control positivo proveniente de CVS puro como
de cerebro de ratén inoculado., por lo que tampoco se puede atribuir una inhibicién de esta

enzima por ¢l ADNc blanco
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Al no obtener buenos resultados con esas condiciones, se cambié de estrategia, por
lo que se adopté el protocolo publicado en Nadin-Davis, S., 1998, lo unico que se modifico
fue la secuencia de iniciadores. El par de iniciadores que se utilizaron fueron ¢l ForNI y
RevN1l (patente en tramite) secuenciados en base al genoma del virus de la rabia por la
Dra. Loza Rubio y por la Dra. Nadin Davis, y fucron sintetizados por los laboratorios de

Invitrogen, reconstituidos y almacenados segun sus instrucciones.

Un paso crucial en esta metodologia es el llamado hot star a 80 °C, este paso se hace
para evitar accién inespecifica de la Taq polimerasa ya que la adicién de la enzima a
temperatura ambiente provoca la obtencién de productos inespecificos antes de que se

inicie el termociclado, en este paso del hot star la la de ion se pr a una
temperatura especifica en un lapso de tiempo pred: inado y p ior se adiciona
la enzima sin bajar la P a, para después iniciar el prc del ter iclador ©%),

En este estudio la adicion de este paso al programa fue eficiente ya que como se ve en la
Figura 8 sélo se¢ observo la banda de 750 pb. El éxito de este protocolo se demostré al
hacer dos répli obteniendo los i > ltados tanto dc especificidad como de

sensibilidad. En los controles negativos no se presento ninguna banda y las bandas de los
controles positivos provenientes del CVS y del cercbro de ratén positivo fueron definidas.

Haciendo una comparacién entre el PCR lievado a cabo entre el primer protocolo y
el segundo, se puede decir que hay una relacidn directa entre el nimero de ciclos y la
concentracién de ADN obtenido de la amplificacién, ya que cuando se hace un andlisis a
los cinco y a los treinta ciclos en una investigacion ¥ se observa un aumento en el
producto dec PCR. pero cuando se¢ aumentan los ciclos a mas de 30 disminuye la cantidad de
producto. que fue lo que ocurrié con los PCR’s que se rcalizaron para esta investigacion en
donde la primera PCR sc realizo con 36 ciclos para la reaccién. lo que probablemente
ocurrié fue que la Taq polimerasa se consumié en los primeros ciclos de la reaccion y ya no

hubo la suficiente la extension.
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Para demostrar la especificidad de la prueba se utilizaron otros virus como controles
negativos. Los criterios que se siguieron para la elecciéon de estos virus fueron en basc a las
propiedades caracteristicas de cada uno. El virus de ojo azul es un virus ARN de polaridad

ncgativa sensible a los solventes lipidicos, tiene propiedades h lutinantes. se inactiva a

56°C; cs pleomérfico, con proyecciones en la membrana, de 165nm de didgmetro
aproximadamente y tiene nucleocipside. Debido a que no cumple con todas las

caracteristica de los Paramixoviridae esta clasificado como rubulavirus porcino.®”.

Por otra parte el virus de Aujeszky, llamado ¢n su momento virus de pscudorabia, es
ADN; es un herpesvirus tipo 1 dec 180 nm, causa enccfalopatias, afccta ovinos, caprinos,
cerdos y ovinos."**), En el caso de esta muestra no fue necesario realizar la transcripcion
reversa, ya que como que s¢ mencioné es un virus ADN, pero la PCR se llevo a cabo junto

con las muestras de ADNc del virus de Ojo Azul y del virus de rabia.

En la Figura 9 los carriles que contenian el producto de PCR del virus de ojo azul y
¢l de Aujeszky no mostraron bandas, lo cual indicé que los iniciadores son especificos para

el virus de la rabia.

hlicad.

DS se iona que la ibilidad de la técnica de PCR es

del 100% > asi que una vez que se comprobo la especificidad de los iniciadores, lo

En documentos p

siguiente fue realizar una PCR con diluciones logaritmicas del virus de la rabia para

determinar el limite mas bajo de d ion de Ia # Esto se realizé basandose en

publicaciones anteriores en donde se Hevaron a cabo diluciones seriales del virus para
determinar este limite por la PCR @2, Ademas, Wacharapluesadee. S. y cols., determinaron
que el limite de deteccion del ARN viral fue de 107, aunque utilizan un par de iniciadores
diferente al de esta investigacién, en la cual el limite de deteccion fue de 10 como se
observa en la Figura 11. Cabe mencionar que los ratones que fucron inoculados con las
diluciones de 10~ y 107 se muricron un dia después de la inoculacién lo cual no puede
atribuirse al virus, ya que el tiempo que ocurre entre la inoculacion y la muerte del raton de
laboratorio son de al menos 6 dias. El hecho de no haberse manifestado la expresion de

fragmentos del virus de la rabia en diluciones mayores a 102 podria deberse a que en la
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publicacién citada anteriormente el ADNc se sintetiza a partir del virus diluido
directamente y no es inoculado en ratones, sin embargo para el propésito de esta
investigacién fuc mejor estandarizarlo con cercbros positivos para simular las condiciones

que se dan en el diagnoéstico de rutina.

Ademais para la determinacion del limite mids bajo de deteccion de la PCR se
realizaron diluciones del ADNc sintetizado a partir del ARN obtenido de uno de los
controles positivos con los que sc estandarizé la PCR. los resultados sc muestran en la

Figura 10, en la que se observan productos de PCR para todas las concentraciones que van

disminuyendo en cuanto a la i idad de las band: El analisis de este gel nos da como
resultado que la PCR que se estandarizd es capaz de detectar hasta 5.0fg/ul. de ADNc lo

cual concuerda con lo publicado en diferentes documentos '*?* 35 en donde sc reporta que

el PCR es capaz de detecta entre 4 y 8ng de ADNc. Aunque la banda correspondi a los
5.0fg/ul es débil, es claramente visible, lo cual indica que las muestras con esta cantidad
de ADNc podrin ser detectadas.

Una vez que se determiné que la prueba de PCR fue estandarizada fue llevo a cabo
la PCR con las muestras de ADNCc sintetizado a partir del ARN obtenido de cerebros
positivos y negativos que habrian sido expuestos a temperatura ambiente.

En la Figura 12, se muestran los productos de PCR analizados. El cual se observa
que aun en las muecstras que permanecieron mds tiempo a temperatura ambiente se
observaron bandas definidas lo cual quicre decir que ¢l ADNCc sintetizado tuvo al menos
una concentracién de 5.0 fg/ul. de otra manera no hubieran sido detectadas por la prueba.
En cl gel se observé un ADN integro hasta las 384hr que equivalen a 23 dias de exposicion
a tempcratura ambiente, por lo que se comsidera que la PCR ofrece un considerable
aumento para detectar al virus en el tejido cercbral en estado avanzado de descomposicién,
esto concuerda con Hacton, et.al., 1997 que reporna haber detectado la presencia del virus

cn muestras incluso en el punto de licuefaccion.
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Las muestras descompuestas tiencn un efecto minimo en la deteccion del PCR. ya
que Sng del ARN total pucden ser detectados por este método a varios intervalos de tiempo,
la sensibilidad del método utilizado por algunos autores cs de 8 pg del ARN especifico. La

presencia del ARN cerebral no interfiere con la detecciéon @%¢5,

Otra forma en como se¢ ha demostrado la alta sensibilidad del PCR es por la prueba
de ELISA en donde el RT-PCR mostré un incremento de 10 veces en la sensibilidad, y un
ELISA acoplado al PCR incremento la sensibilidad 100 veces aunque dio 5 falsos positivos

de 60 muestras analizadas 9599,

En comparacién con otras técnicas de diagnéstico el Centro Nacional de Referencia
para la Rabia del Instituto Pasteur de Paris el r ltado para ob el diagndstico de
muestras recibidas ocupado para la IF es de 2 a 3 horas, el de RREID dc 4 horas, cl
inmunobloting tardara en total dos dias, al igual que el cultivo celular; mientras que la PCR
tarda 6 horas desde la extraccién del ARN hasta la obtencion del producto amplificado %2,

en esta investigacion la técnica lleva un total de 5.5 horas por muestra para llevarse a cabo.

Los resultados falsos negativos pueden ocurrir si los iniciadores usados en la RT-
PCR tienen poca homologia con todos los aislamientos del virus de la rabia en la secuencia
blanco. En algunos casos los iniciadores fallan cuando las muestras clinicas provicnen de

123, 26)

diferentes animales sin embargo los iniciadores usados en esta investigacion aunque

fucron especificos para el ciclo aérco del virus, s¢ tomd la prevision de que reconocicran

otros ciclos epidemioldgicos (terrestre € hipervariable) (20 -Rubio. 2002 com. personsl)

Definitivamente la RT-PCR no cs tan rapida como la IF, tal vez esta sea una de las
razones por la que pocos laboratorios han adoptado esta técnica para el diagnostico as.

siendo mas comiin su uso para estudios epidemiologicos 2.

Otra caracteristica importante que sc tuvo para tener €xito es la utilizacion de los
inicindores que amplifiquen fragmentos pequeitos, la recomendacion es de utilizar

iniciadores que amplifiquen hasta 800 pares de bases ya que fragmentos mas grandes
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pueden derivar en inespecificidad. Aln cuando se muestran tantas ventajas, la aplicacion de
la técnica para el diagnostico del virus de la rabia todavia se encuentra en su etapa
temprana, de hecho la aplicacién dc esta técnica se ha dirigido mas a la investigacién del

genoma y no tanto al diagnostico ¥,

E! futuro de esta técnica como método de diagnostico puede ser promisorio ya que
ticne una alta especificidad y sensibilidad siempre y cuando se utilicen los reactivos €
iniciadores adecuados para la reaccién. Aunque cs una técnica que requiere mas tiecmpo que
la IF es mas especifica. Otra perspectiva de la técnica es poder usar muestras clinicas como
muecstras dec picl, saliva, asi como improntas cornéales, por lo que cuaiquier animal

sospechoso de haberse contagiado de rabia podria ser di icado y p ior ser

sometido al tratamicnto post exposiciéon. La técnica permite el diagnéstico intra vitam de un
animal atacante sin signos de rabia e iniciar de inmediato el tratamiento de las personas

expuestas.

La metodologia descrita en esta investigacion resulta ser una buena alternativa de

diagnoéstico en paises como ¢l nuestro donde pred i 1i plados y donde los

laboratorios de diagnodstico regul se ran di de las zonas endémicas,

por lo que la transportacion de las muestras no siempre se lleva a cabo en condiciones

6ptimas de refrigeracion 6 congelacion.

q

con la técnica de IF
es considcrablemente mds clevado; sin embargo debe evaluarse la especificidad y

Una desventaja del PCR podria ser su costo ya que L
sensibilidad de la prueba comparada con la prucba bioldgica que tarda 15 dias, lo cual en
un caso donde sec ticnen falsos negativos la PCR resulta ser muy util. El costo aproximado
de la técnica utilizada en esta investigacion es de $152.35 en base a un tipo de cambio de

$9.60 por délar, contra un costo aproximado dec $52.00 por un diagndstico realizado por IF.

Sin embargo, esta desventaja cs compensada por el hecho de que la PCR
anteriormente descrita ha sido capaz de detectar falsos negativos en casos clinicos. Un caso

clinico remitido a el laboratorio cn donde se llevo a cabo esta investigacion diagnosticado
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como ncgativo por: IF y positivo por prucba biolégica en el Centro Nacional de Sanidad
Animal (CENASA) fue confirmado positivo por PCR utilizando los iniciadores ForN1 y
RevN1,; por lo’'que al usar esta técnica se descartaria la prucba biolégica y por lo tanto el
uso de animaies de laboratorio y se reduce el tiempo para confirmar el resultado de 21 dias
a solo uno "”y’; ya que en casos de vacunacién post exposicion el tiempo de espera puede ser

la diféerencia entre salvar o no una vida.
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8.0 CONCLUSIONES.

Se determind la estabilidad del genoma del virus de la rabia mediante la técnica
de PCR en cerebros de ratén inoculados con el virus expuestos a temperatura

ambiente, concluyendo que esté es estable hasta 23 dias.

Se concluye que la reaccién en cadena de la polimerasa con el uso de los
iniciadores ForN1 y RevN1 tiene un limite minimo de deteccion de 5 fg/uL.
Ademis, mostré especificidad para el virus de la rabia al no detectar ADN de

los virus de ojo azul y de Aujeszky.

Al estandarizar la reaccién en cadena de la polimerasa mostré ser una técnica de
diagnéstico molecular adecuada para detectar al virus de la rabia, ya que puede
ser usada como alternativa para muestras de cerebro con alto grado de
degradacion, corroborando asi la hipétesis planteada.

Con base ¢n estos resultados se concluye que a pesar de la fragilidad det ARN
es posible utilizarlo para llcvar a cabo la PCR en cerebros positivos a rabia, que
se hayan mantenido expuestos al medio ambiente sin detrimento de los

resultados.

Faltaria probar los iniciadores desarrollados por Loza-Rubio, ct.al. contra virus

relacionados con la rabia, asi como de diferentes origenes.
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9.0 APENDICE

1.AGUA DEPC

Se prepara una soluciéon al 0.1% dc dictilpirocarbonato con agua destilada y desionizada.
La . solucién se homogeniza con agitacion lhora a 37°C o se deja toda la noche a
temperatura ambiente para liberar el CO;. Posteriormente sc esteriliza por autoclave

durante 15 min.

2. BUFFER TAE 1X

40Mm Tris-acetato

1mM EDTA
3. ELECTROFORESIS _DE ARN EN GELES DE AGAROSA.

Preparar la siguiente mezcla:

2uLl. RNA
5pul. Formamida
1ul Buffer MOPS 10X
2ul. Formaldehido (37%)
tuLl Bromuro de etidio
La mezcla se incuba 65°C por 10 min. y se pasa rapidamente a hielo. A lo anterior
se le adiciona 1uLl de solucién de carga. Se carga el gel y se aplica un voltaje constante de

50-70V. Visualizar en un transiluminador de luz UV.

4. GEL. AGAROSA 1.5%
1.5g Agarosa
100mL de TAE 1X
Disolver la agarosa en horno de microondas. 'I‘E SIS C f;ﬂ\]’
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5. GEL AGAROSA FORMALDEHIDO.

1.5% Agarosa GBM

10X buffer MOPS

73% Agua DEPEC

La agarosa se disuelve en microondas. Al estar a temperatura ambiente sc agrega 17% de

formaldehido al 37% .

6. SOLUCION DE CARGA.

0.25% Azul DE bromofenol
0.25% Xilencianol

40%  Glicerol

Agua destilada c.b.p. 100%
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