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RESUMEN

Esta tesis es el resultado de una serie de experimentos con extractos de RNA del
virus de la rabia de diferentes fuentes (sobrenadante de cultivo celular, liofilizado
del sobrenadante de cultivo celular, vacuna y cerebro de ratén lactante infectado
con el virus de la rabia). Los extractos se obtuvieron mediante la extraccion con
trizol, después se amplificaron por RT-PCR para luego obtener la secuencia
nucleotidica de los amplicones.

Con los extractos de RNA se realizaron distintos protocolos de RT-PCR empleando
enzimas de diferentes casas comerciales. Se optimizé una metodologia de RT-PCR
para el virus de la rabia en la que con la menor cantidad de reactivos se obtienen
los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y tiempo de realizacion.

El paso siguiente en el procedimiento experimental fue realizar PCR anidado para
generar fragmentos de menor tamafo, mas faciles de secuenciar.

Para la purificacion de los productos se realizaron dos técnicas: la purificacion
mediante columnas de intercambio i6nico y la otra fue la técnica de precipitacion
con Isopropanol-Etanol; obteniéndose mejores resultados en la primera ya que la
cantidad de producto rescatado fue mayor.

Una vez purificados los productos se secuenciaron y se analizaron con programas
computacionales (Blast N del Gene Bank, Clustal X, BioEdit, Chromas) para
determinar la identidad de los amplicones.

Con los datos obtenidos de estos experimentos se logrd establecer un protocolo
para la deteccidn y la caracterizacion del virus de la rabia mediante la RT-PCR en
un solo paso tanto para el sobrenadante de cultivo celular como para las diferentes
fuentes de RNA para la comprobacion de esta prueba.




CAPITULO I
MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Desde el punto de vista de salud publica el perro y otras especies canidas son los
principales transmisores importantes de rabia para el humano, y les principales
responsables de la mayoria de las infecciones en Asia, Africa y Latinoamérica, sin
embargo se ha observado en los paises desarrollados que la transmision por
animales silvestres, incluyendo a los murciélagos, se ha incrementado. [1]

Debido a esto, la aplicacion de técnicas moleculares como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) sirve como prueba de diagndstico de dicha enfermedad y
seguida de un andlisis de secuenciacion del DNA, han servido para estudiar la
epidemiologia del virus.

La tipificacion molecular del virus de la rabia en los programas de control de la
enfermedad, contribuye enormemente al monitoreo y a la evaluacion de las
medidas de control que deben ser aplicadas a nivel nacional e internacional. [1]

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA RABIA

La rabia tiene una historia larga e interesante, los griegos la denominaron Lyssa o
Lytta, lo cual significa locura; la enfermedad en el hombre fue descrita como
hidrofobia por el temor de las personas afectadas al agua, la palabra “rabia”
Proviene del latin "habas” que significa hacerse violento, Demdcrito fue el primero
en describir la rabia canina 500 afios A.C. Posteriormente en la época de los
romanos, Cardanus describio la infectividad de la saliva en perros rabiosos. [1] [2]
La rabia es una enfermedad muy vieja, tal vez tan vieja como la propia
humanidad. La primera descripcion de la enfermedad se remonta al siglo XXIII
antes de Jesucristo, en el Cédigo Eshuma en Babilonia. Desde la antigiiedad ya se
habia establecido la relacion entre la rabia humana y la rabia debida a mordeduras
de los animales (especialmente perros). Girolamo Fracastoro, sabio italiano nacido

en Verona, describi6 la enfermedad (que habia podido observar en numerosos
S



pacientes) y sus modos de contaminacion, y esto en 1530, es decir 350 afios antes
de Luis Pasteur. [1]

Durante el siglo XIX la rabia canina o rabia de la calle representaba por donde
quiera un verdadero problema, particularmente en Europa. El miedo a la rabia,
debido a su modo de transmision y a la ausencia de tratamiento eficaz, se habia
vuelto irracional. Las personas mordidas por un perro sospechoso de rabia se
suicidaban o eran sacrificadas. [1]

En 1884 el nifio Joseph Meister una vez expuesto al virus, ya que habia sido
mordido por un perro rabioso en las manos, piernas y muslos fue el primer ser
humano en recibir inmunizacion gracias a los exitosos trabajos de Louis Pasteur,
que desde 1880 era publico y notorio que estaba buscando una vacuna antirrabica,
pero hasta entonces todos los experimentos se habian realizado en animales, pero
la conviccion de que el nifio acabaria contrayendo la rabia precipitaron la
experimentacion de la vacuna en humanos marcando una nueva etapa en la
prevencion no solo de la rabia, sino de las enfermedades transmisibles. [1]

1.2 CLASIFICACION DE LA RABIA
El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae (del orden de los
Mononegavirales) es considerada una de las familias con distribucion mas amplia
en la naturaleza. Ademas de los rhabdovirus que afectan a las plantas, en los
vertebrados mas de 70 rhabdovirus han sido identificados y clasificados. La familia
Rhabdoviridae incluye dos géneros que afectan a mamiferos: el Vesiculovirus
representado por el virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el Lyssavirus
representado por el virus de la rabia y virus asociados a la rabia. Aunque este
género comprende alrededor de 80 miembros, los mas importantes para el ser
humano estan incluidos dentro de los serotipos del 1 al 4. El serotipo 1 que incluye
a la mayoria de las cepas del virus rabico aisladas de diferentes mamiferos en todo
el mundo; el serotipo 2 o Lagos bat, aislado originalmente de los murciélagos
rabiosos de Lagos en Africa y que no se ha visto asociado a infecciones en seres
humanos; serotipo 3 o Mokola, aislado también solo en Africa y que se ha visto
6



asociado a infecciones en seres humanos, musarafias, gatos, perros y algunos
roedores; serotipo 4 o Duvenhage el cual es aislado de murciélagos insectivoros y
de seres humanos en Africa. [1] [2]

Se desconoce si algin serotipo en particular del virus esta asociado con alguna
forma especifica de la enfermedad. Sin embargo, el virus Mokola se distingue del
serotipo 1 por producir una inusual meningoencefalitis, con la presencia de pocos
cuerpos de Negri en los cerebros de animales infectados, que han podido
multiplicar en cultivos celulares de Aedes albopictus. Ademas, la tipificacion
antigénica con anticuerpos monoclonales y experimentos de reaccion cruzada han
demostrado que el virus Mokola es el mas divergente con respecto a la cepa
vacunal del serotipo 1, seguido por el serotipo 2 Lagos bat. [1] [2] [3]

1.3 PATOGENIA

La rabia es una enfermedad siempre mortal que ataca el sistema nervioso y
provoca encefalitis en los mamiferos. El principal modo de transmision es la
mordedura de un animal rabioso y en un grado menor los arafiazos y el lamido. [1]
En los animales, existe una forma paralitica de los roedores y una forma furiosa en
los carnivoros. El cuadro clinico de la rabia en los humanos empieza con dolor en
la zona de la mordedura. Luego, el virus va escalando por el sistema nervioso en
direccidn al cerebro. Empieza la fiebre, el malestar, la garganta se inflama y se
paraliza. Finalmente, el virus llega al cerebro y provoca una encefalitis. Entonces
es cuando se desarrollan la paralisis, los dolores y la agresividad. Después de
aparecer los primeros sintomas, la muerte ya es inevitable. [1]

El virus se multiplica en el sitio de la mordedura, invade fibras nerviosas, y viaja al
cerebro. El periodo de incubacion (el tiempo entre la mordedura y el inicio de
sintomas) depende de la distancia de la herida a la cabeza y el cuello: cuanto mas
cercana es la herida a la cabeza, mas corta es la incubacion. Las mordeduras a la
cabeza y al cuello implican el riesgo mas alto. Esto tiene importancia para la
eficacia de la terapia de post-exposicion o contacto. La produccién del virus en el
cerebro causa severa degeneracion nerviosa y, eventualmente, la muerte. El virus
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también se propaga del cerebro a lo largo de los nervios a otros o6rganos,
incluyendo las glandulas salivales, donde el virus se excreta en la saliva. [1]

"En los animales como el perro el periodo promedio de incubacion de esta
enfermedad esta entre los 5 dias y los 4 meses, donde dichos animales cambian
de caracter tornandose muy carifiosos 0 muy agresivos, en la zona de la
mordedura el animal siente una gran picazon, el perro tiene muchas ganas de
ladrar y de morder, busca esconderse y escaparse, roe o mastica elementos
indigeribles (hierro, madera, trapos etc.), presenta una salivacién profusa, sus
ladridos son roncos y prolongados, tiende a correr y a morder a otros animales,
muestra signos importantes de paresia, debilidad en la cola y en los miembros
posteriores, dificultad para tragar, parpados y mandibula inferior caidos, las
mucosas se hallan enrojecidas, los 0jos estrabicos. [1]

1.4 CICLOS DE TRANSMISION

La rabia es una de las zoonosis de mayor importancia en México, la gran mayoria
de los casos de rabia humana son provocados por mordedura de perros rabiosos,
durante el periodo de 1990-1996 se reportaron en México un total de 255 casos de
rabia humana, donde los principales transmisores fueron: perros 80.4%,
quirépteros 13.3%, gatos 2.8% y otros animales incluyendo especies silvestres
3.5%.[4] [5]

La enfermedad se mantiene en la naturaleza a través de diferentes especies de
animales que sirven como reservorios naturales del virus. Existen dos ciclos
epidemioldgicos que permiten la transmision y permanencia enzodtica de la
enfermedad.

El ciclo aéreo involucra el mantenimiento y difusion de la enfermedad en
mamiferos voladores como murciélagos insectivoros, hematdfagos y frugivoros ya
que pueden ser reservorios independientes de diferentes variantes del virus de la
rabia, lo cual hace mas compleja la epizootiologia de la enfermedad.

El ciclo terrestre involucra a la rabia urbana y silvestre, incluye a los reservorios

responsables del mantenimiento enzodtico y transmision de la enfermedad; sin
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embargo cabe hacer notar en un contexto amplio el ciclo aéreo también se
considera parte del ciclo silvestre. [6]

La rabia urbana se mantiene debido a la infeccion enzodtica en perros, los cuales
son reservorios y pueden transmitir la enfermedad a otras especies domésticas
como gato, vacas, porcinos y caprinos, denominados especies susceptibles. Los
animales que son reservorios, una vez que estan infectados con el virus rabico
también mueren de rabia. En areas urbanas de paises en desarrollo, existe una
estrecha convivencia entre la familia y los perros, los que gozan de libertad para
deambular en la via publica convirtiéndose asi en un animal de alto riesgo, ya que
pueden contraer la infeccion de otro perro infectado cuando no estan vacunados.
(7]

La rabia silvestre es mantenida de manera enzodtica por varias especies de
camivoros pequefios como los zorrillos, coyotes, zorros y mapaches, entre otros,
que a su vez pueden transmitir la enfermedad a cualquier otro mamifero
susceptible que habite en su ecosistema, generandose la transmision interespecie.
Sin embargo la principal responsable del mantenimiento enzodtico de la
enfermedad es la transmision intraespecie en la cual el animal que esta fungiendo
como reservorio una vez rabioso transmite por mordedura la enfermedad a otro
individuo sano de su misma especie. Los mecanismos de transmision inter e
intraespecie no son exclusivos del ciclo de transmision silvestre sino estan
implicitos en todos los ciclos de transmision descritos. [1]

1.5 CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE LA RABIA

1.5.1 MORFOLOGIA

El estudio del virus de la rabia a través de la microscopia electronica ha permitido
determinar que tiene forma cilindrica (ojival truncada) semejando a una bala, con
una longitud promedio de 180 nm y un diametro de 75 nm. Posee proyecciones en
su superficie en forma de espiculas de 10 nm ancladas a una doble capa lipidica y
presenta estrias visibles al microscopio electrénico. [1] [3]



Tal y como se muestra en la figura 1.1, el nicleo incluye el genoma ARN viral, el
cual esta fuertemente asociado con la abundante proteina N de la nucleocapside.
El nicleo del virus contiene ademas otras proteinas en menor cantidad, la
fosfoproteina (P) y la polimerasa ARN viral (L). La abundancia relativa de éstas
proteinas, por virion es como sigue: aproximadamente 1250 moléculas de N, 500
moléculas de P y solamente 50 moléculas de L. (No es sorprendente, ya que L es
una enzima y las otras son por naturaleza proteinas estructurales). [3]

Envoltura(Mrm) Proteina Matriz ()  Glicoproteina (6)
\ F 4

Proteina L; Fosfaproreina (P)

Figura 1.1 Morfologia del virus de la Rabia

1.5.2 COMPONENTES DE LA MEMBRANA

La membrana esta compuesta de 50% de lipidos y 50% de proteina, los lipidos
son derivados de la membrana del huésped, el principal lipido es el colesterol y
entre los fosfolipidos estan la fosfatidilcolina, la esfingomielina y grandes
cantidades de aminofosfolipidos. Esta composicion de lipidos contribuye a un
incremento en la viscosidad de la membrana; la disminucion del colesterol resuita
en una baja infectividad del virus ademas de una deficiente fusion de su
membrana.
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El genoma del virus de la rabia esta constituido por una estructura helicoidal
interna de acido ribonucleico (RNA) monocatenario no segmentado y de polaridad
negativa. Esta constituido por 5 proteinas codificadas por el RNA viral, distribuidas
en dos componentes principales: la nucleocapside (NC) y la envoltura. [3]

En el género Lyssavirus existe un orden conservado en la disposicion de los genes
que codifican a las proteinas estructurales: nucleoproteina > proteina matriz >
glicoproteina > fosfoproteina, similar a la observada en el género Vesiculovirus. [3]
(8]

1.5.3 ORGANIZACION GENOMICA

El RNA estd constituido aproximadamente por 12,000 nucledtidos (nt), la
informacion genética esta codificada en cinco genes monocistronicos; donde la
RNA polimerasa dependiente de RNA sintetiza su cadena complementaria a través
de un RNA lider de 56 a 58 nt, la cual precede la primera secuencia de
tetranucledtidos (UUGU) localizada en la primer parte del gen N, no se ha
establecido aun la funcion de este RNA lider en la infeccion por el virus de la rabia.
[1113]

Dentro del virus de la rabia existen regiones intergénicas que varian tanto en
longitud como en composicion: N-NS, NS-M, M-G y G-L con 2,55 y 423 nt de
longitud respectivamente, tal y como aparece en la figura 1.2. [9]

TP M= G = L

91 85 1675 6475

o

12 Klobases

Figura 1.2 Genoma viral del virus de la Rabia
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1.6 PROTEINAS VIRALES

1.6.1 GLICOPROTEINA (G)

La proteina G consta de 505 aminoacidos, es la unica proteina glicosilada y es el
antigeno de superficie mas importante del virus. Hasta el momento es la proteina
mas estudiada del virus de la rabia, forma trimeros de 10nm de longitud en la
superficie externa de la membrana del virus, es la responsable de la induccion y
union de anticuerpos neutralizantes.

Se ha observado que la capacidad de fusion de la proteina G es dependiente de un
bajo pH y que es responsable de la diseminacion mas eficiente del virus dentro del
sistema nervioso central, por su facilidad de transporte de célula a célula. [3] [10]

1.6.2 FOSFOPROTEINA (P)

Se conoce que la proteina P consiste de 297 residuos, con extensas regiones
hidrofilicas tanto en la parte central como en la regién amino-terminal de la
molécula y es una proteina no estructural fosforilada.

En el virus de la rabia, la fosfoproteina (también denominada NS o P) asociada a la
nucleocapside interactia con la transcriptasa (proteina L) y con la
ribonucleoproteina para formar el complejo activo responsable de la transcripcion y
replicacién del virus. Esta proteina es de las ultimas en incorporarse dentro del
virion, se especula que algunas funciones de la NS son compartidas por la
nucleoproteina fosforilada. Las proteinas P y L representan <10% de las proteinas
del virus; la molécula transcriptasa se encuentra entre 30 y 60 copias por particula
y la proteina no estructural fosforilada (fosfoproteina, proteina NS) esta presente
con 950 copias por particula.

La proteina P es fosforilada en varios grados, la forma mds fosforilada
aparentemente coadyuva a la funcion de la transcripcion. [3] [11]
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1.6.3 PROTEINA L

La proteina L es un polipéptido de 2142 aminoacidos, con un peso molecular de
aproximadamente 190 kDa; esta proteina contiene un elevado porcentaje de
aminoacidos hidrofdbicos, esta asociada al RNA del virus y prevalecen los residuos
basicos sobre los residuos acidos. Esta proteina por ser la enzima tiene actividades
enzimaticas en la trascripcion del virus de la rabia, ademas de la replicacion y
llevar a cabo la metilacion y la poliadenilacion. [3]

1.6.4 PROTEINA MATRIZ (M)

La proteina M, es la proteina estructural mas pequeia, consta de 202 aminoacidos,
es una proteina fosforilada en los residuos de serina y treonina entre los
aminoacidos 20 y 35, esta localizada en la cara interna de la membrana viral. La
proteina matriz actua como un puente entre la envoltura viral y la nucleocapside,
rodea a esta Ultima e interactia con ella a través de sus extremos, existen
resultados que sugieren que la funcion del ensamblaje viral es debida a la
capadidad de la proteina M de unirse y condensar la nucleocapside. Ademas se ha
observado que la proteina M tiene una funcion reguladora dentro del proceso de
trascripcion.[3] [12]

1.6.5 PSEUDOGEN

El virus de la rabia posee una region de aproximadamente 423 nucledtidos no
codificante entre los genes G y L, que se sugiere puede representar un gen
remanente o pseudogen (W) que alguna vez pudo tener una funcion y del cual solo
quedan vestigios, ya que se han determinado dos pautas de lecturas, una
localizada 40 a 50 nucleétidos rio abajo del codon de terminacion de traduccion del
mRNA de la proteina G y el otro de 20 a 24 nucledtidos rio arriba del codén de
inicio del mRNA de la proteina L. [3]
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1.6.6 NUCLEOPROTEINA (PROTEINA N)

La proteina N consta de 450 aminoacidos, la nucleoproteina de este virus es
fosforilada Unicamente en la posicion 389 donde se encuentra una serina. El
nicleo incluye al genoma RNA viral, el cual esta fuertemente asociado con la
abundante proteina N de la nucleocapside. La nucleocapside tiene forma de hélice
de 30 a 35 espirales extendiéndose por todo el virién, de esta manera protege el
RNA de la digestion de las ribonucleasas y mantiene al genoma en una
configuracion apropiada para la trascripcion.

Una de las funciones de la nucleoproteina es evitar la exposicion de los nucleétidos
a los solventes y el desenrollamiento de la estructura secundaria del RNA, para que
la polimerasa pueda interactuar con los nucledtidos directamente después de la
penetracion celular.

A través de la microscopia electronica se observa que la proteina N es una
molécula larga y delgada de 80 A° (1 A°= 0.1 nm) y 53 A°. En términos generales
la fosfoproteina (P) mantiene a la proteina N en forma soluble para favorecer la
replicacion. Ademas se observa que la proteina N mantiene uniones no covalentes
con el RNA, siendo sensible esta union a cambios de temperatura.

La proteina N juega un papel importante en los roles de transcripcion y replicacion
de los rhabdovirus; la fosforilacion de la proteina N modula la transcripcion,
mientras que su desfosforilacion favorece la replicacion del virus a través de la
encapsidacion del RNA lider. [3] [11]

1.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) consiste en un proceso bioquimico
in vitro, que amplifica un fragmento de DNA que se encuentra flanqueado por dos
iniciadores o “primers” de secuencia conocida en forma ilimitada en unas cuantas
horas, mediante el cual las cadenas individuales de DNA blanco son duplicadas por
la enzima Taq polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 20 y
hasta 40 ciclos) que integran la reaccién, al final de cada uno de los cuales las

nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, lograndose una
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produccidn exponencial de millones de copias del gen o segmento de DNA
especifico, como se muestra en la figura 1.3. [13] [14]

La técnica de PCR ha tenido un impacto muy grande en el diagndstico pues tiene
una gran sensibilidad (puede detectar la presencia de hasta dos o tres copias de la
secuencia buscada) y especificidad (si se escogen adecuadamente los iniciadores
puede reconocer género especie y variedad); ademas de que nos permiten tener
los resultados en unas cuantas horas. [13] [14]

DESNATURALIZACION

19CICLO

ficado mds de 100 mil vces:.

Figura 1.3 Técnica de PCR
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Cada uno de los ciclos consta de tres pasos determinados por temperaturas y
tiempos especificos, que son :

1) Desnaturalizacion (92-98 °C, 30 a 90 segundos), en el cual se separan 0
desnaturalizan las dos cadenas complementarias del DNA blanco para que la
enzima Taq polimerasa funcione, se necesita que ambas cadenas de DNA se
separen o desnaturalicen para lo cual se emplean altas temperaturas. [14] [15]

2) Alineamiento o Hibridacion (50-60 °C, 30-60 segundos), en el que se realiza
el apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del
segmento de DNA blanco desnaturalizado. Para que la Taq polimerasa inicie la
sintesis de una nueva cadena de DNA , se requiere que un pequefio fragmento de
DNA con secuencia antisentido se hibride a la cadena molde y sirva como sitio
iniciador o de anclaje para la DNA polimerasa (de ahi el término iniciadores). Para
una reaccion de PCR se utilizan dos iniciadores. Uno que se hibridara con la hebra
del DNA molde que tiene sentido 5 a 3”,y el otro con la hebra complementaria o
antisentido 3" a 5°. El tamaiio del fragmento obtenido en la PCR sera del nimero
de bases que queden entre ambos iniciadores. El iniciador puede variar en el
nimero de nucledtidos (de 18 a 22) porque con este tamaiio se considera poco
probable que el iniciador encuentre dos sitios de unidn en el genoma. El contenido
de guaninas (G) y citocinas (C) oscile entre 40-60%. La temperatura de fusion
(Tm), debe ser la adecuada ya que a esta temperatura se hibrida el iniciador y de
ello depende obtener al final un producto mas especifico. Comprobar que estos no
contengan zonas de mas de 2 bases complementarias entre si ya que podria dar
lugar a la formacion de un producto secundario denominado dimero de primer o
iniciador. [14] [15]

3) Extension o Polimerizacion (70-74 °C, 30-90 segundos), en el que la Taqg DNA
polimerasa extiende la longitud de los iniciadores apareados al DNA blanco e ir
polimerizando los desoxinucledtidos (ANTP 's) libres, resultando en nuevas cadenas
complementarias a las dos cadenas sencillas de DNA blanco que el anterior y
finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles de DNA. [14] [15]
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El proceso se repite y en cada nuevo ciclo las cadenas sintetizadas en el ciclo
anterior sirven de molde para la sintesis de nuevas cadenas obteniéndose un
incremento exponencial en el nimero de cadenas presentes.[13] [14] [15]

Los dNTP’s son una mezcla de desoxinucledtidos (dGTP, dATP, dTTP y dCTP), los
cuales deben estar a una concentracion inicial de 200 pM cada uno para la mejor
incorporacion de estas bases. A concentraciones mayores de mezcla de dNTP's se
puede inhibir a la enzima Taq polimerasa hasta un 20-30 %. La disolucion del
buffer se prepara con agua destilada estéril.

El buffer de PCR suele estar formado por: 500 mM de cloruro de potasio, 100 mM
de Tris HCl (pH = 8.3), 15 mM de Cloruro de magnesio y 0.1 % w/v de gelatina.
[14] [15] [16]

La enzima Taq polimerasa es una polimerasa termoestable (procedente de
Thermus aquaticus); esto tiene dos ventajas: por un lado las temperaturas de
desnaturalizacion del DNA no inactivan a la enzima; y por otro lado su elevada
temperatura optima de sintesis (72 °C) reduce la posibilidad de que los iniciadores
formen hibridos débiles con otras regiones del DNA, o formacion de inespecificos.
[14] [15] [16]

Para optimizar la técnica de PCR los protocolos han evolucionado favoreciendo
tanto el aumento de la especificidad y sensibilidad de la reaccion asi como la
eficiencia y el aumento en el tamafio de los productos amplificados. Esto se ha
logrado a través del control de ciertos parametros como tiempo, temperatura y
numero de ciclos de amplificacion. A su vez la estandarizacién de concentraciones
de reactivos (oligonucleotidos, ion magnesio, DNA molde y dNTP’s) permite la
disminucién de la formacion de dimeros de iniciadores (apareamiento entre sus
extremos, creando un DNA blanco artificial que sera también amplificado) evitando
la incorporacion errénea, aumentando por consecuencia la fidelidad. [14]

1.7.1 PCR ANIDADA
Para incrementar la sensibilidad de deteccion de un producto de PCR, muchos

investigadores utilizan lo que se conoce como PCR anidada en el que se utilizan
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dos pares de iniciadores: un par denominado externo que sirve para una primera
reaccion en que se genera un fragmento de PCR, y un segundo par, denominado
interno, que toma como molde al fragmento generado en la primera reaccion y
que tiene secuencias complementarias a una region interna de dicho fragmento.
Por lo tanto, el producto final es un fragmento de PCR de menor tamaiio que el
inicial que, a fin de cuentas, requirié de cuatro iniciadores para su generacion: dos
externos y dos internos. La temperatura para la fase de hibridacion varia segln la
longitud y secuencia de los iniciadores; en general esta temperatura se fija entre
42 y 60 °C. Es importante utilizar la temperatura optima para cada par de
iniciadores para evitar la posibilidad de que se hibriden en lugares no especificos.
[15]

1.7.2 TRANSCRIPCION REVERSA (RT-PCR)

Existen algunos virus patdgenos cuyo material genético esta constituido por RNA,
en estos casos se requiere utilizar un procedimiento conocido como transcripcion
reversa que consiste en tomar como molde una secuencia de RNA vy sintetizar una
cadena complementaria de DNA (cDNA); este proceso es realizado por enzimas
conocidas como reverso-transcriptasa (RT). Una vez obtenida la copia de DNA
complementario, este puede amplificarse por PCR como cualquier otro DNA. [13]

Al finalizar la reaccion existen millones de copias del fragmento de interés, por lo
que es suficiente con colocar en un gel de agarosa una décima parte (incluso
menos) del volumen total de la reaccion, correr la electroforesis y tefiir con
bromuro de etidio, para poder verificar la amplificacion o si se requiere de un
analisis mas fino se puede realizar la electroforesis en geles de poliacrilamida asi

como la confirmacién de la identidad del producto de PCR mediante secuenciacion.
[14]
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1.8 ELECTROFORESIS

Los acidos nucleicos pueden ser analizados por electroforesis en geles de agarosa
o acrilamida segun se requiera, debido a que cuando esta en solucion a pH neutro,
los grupos fosfato les confieren una carga neta negativa. Esta carga eléctrica hace
que cuando se ponen moléculas de DNA o RNA en un campo eléctrico éstas
tiendan a moverse en direccion al polo positivo del campo. Si las moléculas en
movimiento por el campo eléctrico se ponen en una matriz gelificada, las
moléculas mas pequefias pueden moverse mas rapido que las mas grandes y esto
nos permite separar fragmentos de diferente tamaio. [13]

Los geles de agarosa se emplean cuando se quiere analizar moléculas de DNA que
van desde 100 pares de bases (pb), hasta 10 000 pb dependiendo la concentracion
utilizada. Mientras que los geles de acrilamida se emplean para analizar
fragmentos pequenios de DNA que van de 35 a 1 500 pb.

Una vez realizada la electroforesis, el o los fragmentos de DNA separados pueden
ser visualizados tifiendo los geles con bromuro de etidio. Las moléculas de
bromuro de etidio se intercalan en los nucledtidos del DNA y producen
fluorescencia color naranja al ser iluminadas con luz ultravioleta (UV), sefialando
asi los sitios del gel donde estan los fragmentos de DNA. [13]

1.9 SECUENCIACION

La PCR se ha convertido en una via rapida para obtener y secuenciar fragmentos
de DNA o RNAm. La secuenciacién de los productos de PCR ha permitido obtener
secuencias desconocidas de genes conocidos e inclusive ha permitido la obtencién
de secuencias de genes desconocidos, y con esto, la identificacion y clonacion de
genes que codifican para proteinas desconocidas. [15]

El andlisis de las secuencias nucleotidicas de algunos genes se ha constituido en el
estandar de oro para la clasificacion y tipificacion, pues permite establecer desde
arboles filogenéticos hasta relaciones genéticas entre cepas y aislamientos de una
misma especie.
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La metodologia utiliza un iniciador, los cuatro desoxinucledtidos trifosfatados
(dNTP’s), una DNA polimerasa (puede usarse incluso la Taq polimerasa) y unos
nucledtidos que carecen de oxigeno en las posiciones 3" y 4” de la ribosa (3°4"-
dodeoxirribosa o dideoxinucledtidos ddNTP 's). [14]

El método mas comin actualmente es el de Sanger, se basa en la terminacion
prematura de sintesis de DNA por incorporacion de dideoxinucledtido. La sintesis
de DNA es iniciada por un oligonucledtido marcado; en tubos donde se preparan
cuatro reacciones, una para cada uno de los dideoxinucleétidos A, T, G y C. Estos
ddNTP’s se incorporan en la cadena igual que los dNTP's, pero como estos
carecen del grupo hidroxilo (-OH) en la posicion 3" de la desoxirribosa no pueden
ser atacados por el fosfato (evitando la formacion de un enlace fosfodiéster) del
siguiente nucledtido (dNTP) y por lo tanto detienen el crecimiento de la cadena a
la que se incorporaron, para esto se requiere que en la reaccion se adicionen
cantidades mayores de ddNTP s que de los dNTP ’s. [14]

Estos productos son separados por electroforesis en un soporte que puede ser de
agarosa, acrilamida u otros polimetros. La secuencia del DNA es determinada por
el orden de fragmentos.

1.10 IMPORTANCIA EN EL DIAGNOSTICO, ESTUDIO BIOQUiMICO Y
EPIDEMIOLOGICO DE LA PROTEINA N

Con el uso de un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
ribonucleoproteina se determind la presencia de los sitios antigénicos de la
proteina N; la técnica de inmunofluoresencia directa (IFD) utilizada para el
diagndstico de la rabia, identifica principalmente a ésta proteina por estar presente
en gran cantidad dentro del virus, los conglomerados pueden tener diferentes
formas y tamaiios observando “cuerpos obloides” intracelurares (cuerpos de Negri)
o extracelulares, “polvo antigénico” e “hilos. [2] [3]

Se ha demostrado /n vitro que la nucleocapside del virus de la rabia es capaz de
estimular las células B de especificidad heterdloga para producir anticuerpos

neutralizantes Ac-G. Debido a esto se sugiere que no sea ignorada la resistencia a
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la infeccion por parte de los anticuerpos Ac-N, ya sea incluida junto con la proteina
G en el desarrollo de las vacunas recombinantes. Se ha reportado que la mezcla de
anticuerpos producidos por estas dos proteinas que puede ser util en la seroterapia
del virus de la rabia. [3]

Las construcciones de vacunas recombinantes incluyendo tnicamente a la proteina
N, no han demostrado la misma proteccion que aquellas producidas con la
proteina G 6 con la mezcla de Gy N.

La proteccidon que induce la proteina N contra la rabia es aparentemente mediada
por una compleja interaccidn de varios mecanismos inmunes, incluyendo a los
linfocitos B y los T y al unirse a la superficie celular de la cadena o de las MHC
clase II, y posiblemente a los macrofagos. También se ha reportado que la
proteina N funciona como superantigeno como un potente activador de los
linfocitos de la sangre periférica, lo cual explica algunos fendmenos asociados con
la inmunoproteccion. [3]

La proteina N es la segunda mas conservada en la secuencia de aminoacidos
dentro del genoma del virus, por lo que se ha visto la conveniencia de su estudio a
nivel de secuencia de nucledtidos para comparar aislamientos a través de la
evolucion entre los serotipos. Ademas se ha elegido a esta proteina para estudios
epidemiolégicos por su importante papel en la induccion de la inmunidad contra
Lyssavirus heterologos. La transcripcion reversa acoplada a la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (RT-PCR) es util como técnica de diagnéstico para detectar y
amplificar el gen que codifica para la proteina N del virus y ademas permite
determinar posteriormente la secuencia nucleotidica. La secuencia de la proteina N
permite la identificacion de los seis genotipos de los Lyssavirus y desde un punto
de vista comparativo es importante la informacion que genera por las funciones
estructurales e inmunoldgicas que tienen las proteinas de la capside, asi como su
utilidad para identificar los aislamientos de rabia relacionados con el brote de un
lugar y tiempo especifico. [8] [3] [20]
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CAPITULO II
JUSTIFICACION

El diagndstico del virus de la rabia se lleva a cabo por medio de la técnica de
Inmunofiuorescencia Directa (IFD) y por RT-PCR detectando el material genético
del virus. En los Ultimos afios se ha desarrollado la secuenciacion del genoma viral
siendo una herramienta Util en la caracterizacion molecular de este virus para
conocer mas a cerca de su epidemiologia molecular, de tal forma que nosotros
_proponemos desarrollar una metodologia que nos permita conocer la secuencia
nucleotidica de uno de los genes de mayor importancia del virus.

OBJETIVOS

General:
Desarrollar un método molecular (RT-PCR) para la amplificacion del gen que
codifica para la nucleoproteina (Proteina N) del virus de la rabia como una

herramienta para la secuenciacion nucleotidica til en la caracterizacion molecular
de este virus.

Particulares:

1.- Obtener el material genético (RNA) del virus rabico a partir del sobrenadante
de cultivo celular infectado con el virus rabico.

2.- Comprobar que el material genético extraido corresponde al virus rabico por
medio de un RT-PCR con iniciadores especificos a una region interna del gen N del
virus de la rabia.

3.- Evaluar diferentes enzimas transcriptasa reversa para obtener la amplificacion
del gen completo de la proteina N del virus rabico (1353 pb) que sirva como

blanco para la secuenciacion nucleotidica y optimizar las condiciones de reaccion
de amplificacion.
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4.- Combinar diferentes iniciadores especificos y por medio de un PCR anidado, a
partir del producto de la amplificacion del gen N del virus de la rabia, obtener
amplicones de diferente longitud (1.1 kb, 0.7 kb y 0.5 kb) que cubran la regién
completa del gen que sirvan como blanco para la secuenciacion nucleotidica.
5.- Evaluar diferentes técnicas de purificacion de productos de PCR.
6.- Secuenciar los productos de PCR purificados por medio de secuencia
automatizada.
7.- Desarrollar el método molecular a partir de los extractos obtenidos de
diferentes fuentes del virus de la rabia:

> liofilizado del sobrenadante del cultivo celular infectado con el virus rabico

> vacuna rabica

> cerebro de ratén lactante infectado con el virus de la rabia.

23



CAPITULO III
DESARROLLO EXPERIMENTAL

PROCEDIMIENTO

Del concentrado inactivado del sobrenadante de cultivo celular infectado con el
virus de la rabia se extrajo el RNA por medio de la técnica de extraccion con trizol,
dicha muestra fue donada por el Departamento de Investigacion del Instituto
Nacional de Virologia (BIRMEX).

Una vez extraidas dichas muestras se probaron tres protocolos para estandarizar el
método que mejor se ajustara al producto de RT-PCR de 1353 pb de la proteina N,
comprobando la presencia del producto por medio de Electroforesis en geles de
agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio; después se llevé a cabo un PCR
anidado de ese producto obteniendo asi 3 productos mas pequefios, analizados en
geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio, después, estos productos
se purificaron con la técnica de precipitacion con Etanol-Isopropanol y por medio
de las Columnas para extraccion de RNA de Quiagen comprobando ademas de su
presencia que no se perdieron durante la purificacion por medio de la
electroforesis con agarosa para luego mandar a secuenciar dichos productos
obteniendo asi la secuencia nucleotidica de la proteina N.

Finalmente para probar el protocolo elegido se realizo la misma metodologia para
cada una de las muestras de RNA extraidas de diferentes fuentes virales de dicho
virus (liofilizado del sobrenadante de cultivo celular infectado con el virus rabico,
vacuna rabica; las cuales fueron donadas por el Departamento de Investigacion del
Instituto Nacional de Virologia (BIRMEX) y muestra de RNA de cerebro de raton
lactante infectado con el virus de la rabia; el cual fue donado por el Laboratorio de
Rabia del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE).
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3.1 MATERIAL

EQUIPO

Termiciclador PE 2700

Secuenciador ABI PRISM 310

Digitalizador de imagenes Eagle Eye

Camara de Electroforesis

Fuente de Poder

Equipo de cdmputo

Columnas de intercambio idnico para productos de PCR (Quiagen)

REACTIVOS
Isopropanol al 99%
Etanol al 70%
Estuche para RT-PCR:

PROMEGA
-Buffer 5X AMV
-dTT 100 mM
-DNA Polimerasa 5 U/uL
-M-MLV Reversa Transcriptasa 50 U/pL
-dNTP’s 10 mM

EXPAND RT:
-Expand Reversa Transcriptasa Buffer 5X
-dTT 100 mM
-M-MuLV Expand Reversa Transcriptasa 50 U/pL
-dNTP’s 10 mM
-Inhibidor de RNAsa 40 U/pL
PCR:



-Buffer 10X Taq Pol Altaenzymes
-Taq Pol 5 U/uL Altaenzymes
- MgCl, 50 mM Altaenzymes

TITAN
-Buffer RT-PCR 5X
-MIX Enzimas 50 pL ( 1 reaccion /pL)
-dTT 100 mM
-dNTP’s 10 mM
-Inhibidor RNAsa 5 U/pL

Agarosa al 2%

Regulador de Tris-acetatos (TAE 10X) y (TAE 1X)
Regulador de Tris-boratos (TBE 10X) y (TBE 1X)
Bromuro de etidio 10 mg/mL

Acrilamida al 30%

Persulfato de amonio al 10%

Marcador de peso molecular X174 (1 pg/uL)
Iniciador A5: 5" CTA CAA TGG ATG CCG AC 3’
Iniciador A6: 5 GAG TCA CTC GAA TAT GTC 3’ RC 3’ GAC ATA TTC GAG TGA
CCcy

Iniciador A7: 5’ GAC ATG TCC GGA AGA CTG G 3’

Iniciador A8: 5’ GTA TTG CCT CTC TAG CGG TG 3’ RC 3" CA CCG CTA GAG AGG
CAATACY
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3.2 METODOS

3.2.1 EXTRACCION CON TRIZOL DEL RNA DEL SOBRENADANTE DE
CULTIVO CELULAR INFECTADO CON EL VIRUS DE LA RABIA

1.-Rotular un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, para la identificacion de la
muestra. Tomar 250 L del concentrado de rabia con una punta estéril de 1 mL y
transferirlo al tubo de microcentrifuga.

2.-Adicionar 750 pL de Trizol LS Reagent (fenol + tiocianato de guanidina),
Homogenizar con vértex durante 10 seg y dejar incubar a temperatura ambiente
por 10 min, con el fin de que se complete la disociacion de los complejos de
ribonucleoproteina.

3.-Afadir 200 pL de cloroformo, agitar vigorosamente en virtex por 15 seg e
incubar de 2 a 3 min a temperatura ambiente.

4.-Centrifugar a 12 000 g durante 15 min, transferir la fase acuosa a otro tubo de
microcentrifuga nuevo de 1.5 mL, agregar 500 pL de isopropanol y mezclar por
inversion incubando a temperatura ambiente durante 10 min.

5.-Centrifugar a 12 000 g durante 10 min.

6.-Decantar la solucién de isopropanol evitando desprender la pastilla del fondo.
Agregar 250 L de etanol al 70%, mezclar en vortex por 10 seg y centrifugar a
7500 g durante 5 min.

7.-Decantar el etanol con mucho cuidado y secar la pastilla a 80 °C durante 5 min.
8.-Agregar 30 pL de agua inyectable o estéril, incubar la muestra a 56 °C durante
10 minutos para facilitar la disolucion del RNA.
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3.2.2 TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A LA REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA DEL RNA VIRAL (RT-PCR)

Para elegir el mejor protocolo de RT-PCR se evaluaron tres enzimas transcriptasa
reversa de diferentes casas comerciales(Promega, Expand y Titan). A continuacion
se presentan las condiciones para cada una de ellas.

3.2.2.1 ENZIMA M-MLV DE PROMEGA
1.-Preparar la siguiente mezcla de reaccién:

Reactivo Volumen por reacciéon | Concentracién final
Buffer PCR 5X 10 pL 1X
Dithiothreitol (DTT) 5 pL 10 mM
100mM
Mezcla de dNTP's 10 mM 1L 0.2 mM
Enzima transcriptasa 0.2 L 0.2 U/uL
reversa M-MuLV 50U/uL
Taq DNA polimerasa 5 0.2 pL 0.02 U/pL
U/pL
Iniciador A5 (50 pmol/pL) 1pL 50 pmol/pL
Iniciador A6 (50 pmol/pL) 1L 50 pmol/pL
Agua estéril 26.6 L
Volumen final 50 pL

2.-Colocar en un tubo de PCR 45 pL de la mezcla de reaccién y 5 pL del extracto
viral.

3.-Colocar las muestras en el termociclador con el siguiente protocolo de
amplificacion: [21]
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Fases Temperatura Tiempo

Ciclo Unico de: 48°C 30 minutos
Ciclo Unico de: 94 °C 2 minutos
40 ciclos:

Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Alineacion 55 °C 15 segundos
Extension 72 °C 45 segundos
Ciclo tnico de: 72.°C 7 minutos

3.2.2.2 ENZIMA M-MLV DE EXPAND
1.-En un tubo de microcentrifuga colocar; 1 pL del iniciador A5 y A6 a una
concentracion de 50 pmoles/pL, 5 pL de RNA, calentar a 65 °C durante 10 minutos

y enfriar en hielo.
2.-Mezcla de reaccion:

Reactivo Volumen por reaccion Concentracion final
Buffer para la transcripasa 4 pL 1X
reversa 5X
DTT (Dithiothreitol) 2L 10 mM
100mM
Mezcla de dNTP s 10 mM 2L 1mM
Enzima transcriptasa 0.2 pL 0.5 U/pL
reversa M-MuLV 50 U/pL
Inhibidor de RNAsas 40 0.5 L 1 U/uL
U/pL
Agua estéril 4.3 uL
Volumen final 20 pL




3.-Agregar los 13 pL de ésta mezcla al tubo que contiene el iniciador y el RNA,
para tener un volumen total o final de 20 pL.
4.-Incubar en el termociclador a 42 °C durante 45 minutos.

5.-Una vez obtenido el cDNA a partir de la transcripcion reversa (RT) se realizo la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para lo cual se empleo la enzima Taq

Polimerasa y buffer de Altaenzimes. Las condiciones de reaccion son las siguientes:

Reactivos Volumen por reaccién Concentracion final
Solucion  amortiguadora 10 pL 1X
para la Taq polimerasa
(Buffer 10 X)
Enzima Taq polimerasa 5 1 pk 0.05 U/uL
U/pL
| MgCl, 50 mM 2L 1 mM
Agua estéril 67 pL
Volumen final 100 pL

6.-Agregar los 80 pL de la mezcla de PCR a los 20 pL de la reaccion de la

transcriptasa reversa.

7.-Mezclar por inversion de 3 a 4 veces, y colocar de nuevo en el termociclador.

8.-El protocolo de amplificacion fue el siguiente, seguin las condiciones de la casa

comercial: [18]

Fases Temperatura Tiempo
Ciclo Unico de: 94 °C 2 minutos
40 ciclos:
Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Alineacién 62 °C 15 segundos




Extension

72°C

90 segundos

Ciclo Uinico de:

72 °C

5 minutos

3.2.2.3 ENZIMA AMV DE TITAN DE ROCHE

Este ensayo se llevd a cabo con los iniciadores A5 y A6 con una concentracion de

10 pmoles/pL de cada uno.
1.-Mezcla de reaccion:

Reactivos Volumen por reaccion Concentracion final
Buffer de PCR 5X 10 pL 1X
DTT (Dithiothreitol) 100 2.5 L 5mM
mM
MIX de Enzimas 50 pL (1 0.5 puL
reaccion/pL)
Mezcla de dNTP s 10 mM 2 L 0.4 mM
Iniciador A5 (50 pmol/pL) 0.5 pL 0.5 pmol/pL
Iniciador A6 (50 pmol/pL) 0.5 pL 0.5 pmol/pL
MgCl, 25 Mm 3pL 1.5 mM
Inhibidor de RNAsa 5 U/pL 1.0 pL 0.1 U/pL
Agua grado PCR 25 L
Volumen final 45 pL

2.-Adicionar a un tubo eppendorff de 200 pL 45uL de la mezcla de reaccién y 5 pL

del extracto viral.

3.-Colocar las muestras en el termociclador con el siguiente protocolo de

amplificacion: [18]
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Fases Temperatura Tiempo

Ciclo Unico de: 50 °C 30 minutos
Ciclo Unico de: 94 °C 2 minutos
PCR durante 40 ciclos:

Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Alineacién 55 °C. 15 segundos
Extension 72.°C 90 segundos
Ciclo tnico de: 72 °C 7 minutos
3.2.3 PCR ANIDADA

En este ensayo se utiliza el producto de PCR de 1353 pb como molde utilizando la
combinacion de dos iniciadores internos (A7 y A8) con los iniciadores utilizados en
la RT-PCR (A5 y A6) esperando tres productos de diferente peso molecular.

1.-Mezcla de reaccion:

Reactivos Volumen por reaccion Concentracion final
Buffer para PCR 10X 2.5 L 1X
Enzima Taq polimerasa 5 0.5 pL 0.1 U/pL
U/pL (Roche)
Mezcla de dNTP s 10 mM 1pL 0.4 mM
|Mg** 25 mM 1pL 1 mM
| Agua estéril 14 pL
Volumen final 19 pL
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2.-Adicionar a cada tubo de microcentrifuga 19 pL de la mezcla de reaccion.
3.-Agregar a cada tubo de microcentrifuga 0.5 pL de los iniciadores con las
siguientes combinaciones: A7/A8, AS5/A8, A6/A7, a una concentracion de 50
pmoles/pL cada uno y 5 uL del producto de PCR con dilucién 1:10.

4.-Las condiciones de reaccion son las siguientes:

Fases Temperatura Tiempo
Ciclo Unico de: 94 °C 2 minutos
PCR durante 40 ciclos:
Desnaturalizacion 94 °C 15 segundos
Alineacion 62 °C 45 segundos
Ciclo Unico de: 72.°C 5 minutos

3.2.4 PURIFICACION DEL cDNA A PARTIR DE LOS PRODUCTOS DE RT-
PCR

3.2.4.1 PURIFICACION POR COLUMNAS DE INTERCAMBIO IONICO DE
QUIAGEN

La purificacion del amplicon obtenido por RT-PCR se hizo con columnas de
intercambio idnico de Quiagen de la siguiente manera:

1.-En un tubo de 1.5 mL transferir los 20 pL de producto de RT-PCR, adicionar 50
pL de agua estéril y 230 pL de Buffer de lisis (con la previa disolucién de los
cristales), lo que le dara carga al producto para que se quede pegado a la silica de
la columna para que no se arrastre con los lavados siguientes; como ya no se tiene
que lisar nada, solo agitar por inversion de 4 a 5 veces.

2.-Adicionar 230 pL de etanol absoluto al tubo de microcentrifuga para precipitar el
material genético, agitar por inversion de 3 a 4 veces para homogenizar el etanol.
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3.-Transferir 630 pL de la muestra a una columna con fuerza, manteniendo la
columna y la pipeta recta para humedecer por completo la silica de la columna.
4.-Centrifugar a 8 000 rpm/ 2 minutos.

5.-El sobrenadante se deshecha quitando la parte externa de la columna y poner
otro tubo nuevo a la columna.

6-Adicionar 250 pL del buffer AW1 (el cual estabiliza o regula la muestra
ofreciendo las condiciones para conservar al RNA una vez que se pega a la silica).
7.~Centrifugar a 8 000 rpm/ 2 minutos Y retirar el sobrenadante.

8.-Adicionar 250 pL del buffer AW2 (éste va ha purificar el material genético
quitando todo lo que no se logré pegar a la silica).

9.-Centrifugar a 10 000 rpm/ 6minutos.

10.-Tirar el sobrenadante y colocar un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpio
para eluir el material genético.

11.-Eluir con agua estéril o inyectable el material genético. Pasar 50 pL de agua
estéril con una punta limpia lo mds cerca de la silica pero sin tocarla y
manteniendo la columna recta para que se hidrate por completo, adicionar el agua
poco a poco tratando de humedecer el contorno y la parte central de la silica.
12.-Centrifugar a 8 000 rpm/ 10minutos. [22]

3.24.2 PURIFICACION POR PRECIPITACION CON
ISOPROPANOL/ETANOL

1.-Adicionar 80 pL de isopropanol al 75 % a 20 pL de producto de RT-PCR.
2.-Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos (no mas) para precipitar el
producto.

3.-Centrifugar a 10 000 rpm/ 30 minutos.

4.-Retirar el sobrenadante decantando el liquido y sin voltear el tubo retirar el
exceso con una punta estérii para poder ahora si voltear el tubo de
microcemntrifuga.

34



5.-Adicionar 250 pL de etanol al 70 % y agitar con vortex de 2 a 5 segundos.
6.-Centrifugar a 10 000 rpm/ 5 minutos.

7.-Retirar el sobrenadante decantando el liquido y sin voltear el tubo retirar el
exceso con una punta estérii para poder ahora si voltear el tubo de
microcemntrifuga.

8.-Dejar el o los tubos abiertos de 1 a 2 minutos a 80 °C para evaporar todo el
etanol.

9.-Resuspender la pastilla con 30 pL de agua inyectable o estéril.

3.2.5 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Para preparar un gel de agarosa al 2% (para analizar moléculas entre 100 y 1,600
pb) de 10 x 6 cm se necesitan 0.6 g de agarosa y 30 mL de amortiguador TAE 1X.
1.-Hervir la mezcla en horno de microondas hasta que se disuelva completamente.
2.-Dejar enfriar un poco para adicionar 1 pL de bromuro de etidio 10 mg/mL.
3.-Poner la camara de electroforesis en una superficie nivelada y colocar el peine
procurando que quede cuando menos a 0.5 mm entre los dientes y el fondo de la
charola y orientado de tal manera que los pozos queden del lado del electrodo
negativo (negro).

4.-Vertir la mezcla en la cdmara evitando hacer burbujas y dejar solidificar el gel a
temperatura ambiente.

5.-Retirar el peine y adicionar a la camara de electroforesis la misma solucién
amortiguadora que se uso para hacer el gel (TAE 1X).

6.-El gel debe quedar ligeramente sumergido en la solucién de TAE 1X.

7.-Sobre un pedazo de papel parafilm limpio poner gotitas de 1 pL de colorante de
electroforesis (tantas como muestras van a ponerse en el gel), el colorante
empleado es naranja de acridina.

8.-Tomar con una pipeta automatica 5 pL del DNA que se va ha analizar.
Mezclarios con una de las gotas de colorante de electroforesis (naranja de
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acridina) del parafilm subiendo y bajando la mezcla en la punta de la micropipeta y
poner toda la mezcla en uno de los pozos del gel.

9.-Repetir el paso anterior con todas las muestras y con un marcador de peso
molecular (@X 174/Hae III), adicionar 3 pL de éste al primer pozo.

10.-Aplicar una corriente de 120 V, hasta que el colorante haya corrido tres cuartas
partes del gel (aproximadamente 45 minutos).

11.-Sacar el gel de la camara con cuidado de no romperio.

12.-Colocar el gel en el transiluminador de luz UV y tomar fotografias con filtro
color amarillo o naranja. [13]

3.2.6 SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

Este procedimiento experimental lo realizo el personal del Laboratorio de Genoma
de Patogenos, a continuacion se describe la metodologia empleada.

La secuenciacion nucleotidica se realiza mediante el sistema automatizado ABI
PRISM 310 con el estuche DNA Sequencing Kit (Big Dye).

1.-Los productos una vez purificados se cuantifican por densitometria de imagen,
en geles de acrilamida al 7.5%, tomando como referencia al marcador de peso
molecular @X 174/Hae 111, de los cuales se utilizaran aproximadamente de 5 a 20
ng de cDNA por secuenciacion de 500 a 1000 pb.

2.-La reaccion de secuencia se prepara de la siguiente manera: En un tubo
eppendorff de 200 pL, agregar 8 pL de la mezcla de reaccién “Terminador ready”,
de 5 a 20 ng de producto de PCR purificado, 3.2 pmol de iniciador y aforar con
agua estéril hasta 20 pL.

3.-Las condiciones de reaccion son las siguientes:
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Fases Temperatura Tiempo
PCR durante 26 ciclos:
Desnaturalizacion 96 °C 10 segundos
Alineacién 50 °C 5 sequndos
Extensién Ciclo Unico hasta 60 °C 4 minutos

su purificacion:

5.-La purificacién se realiza por columnas de intercambio idnico, el producto se

resuspende en 15 pL de reactivo TSR (Template Supresion Reagent).
6.-Mezclar y centrifugar rapidamente la muestra, calentar a 95 °C/2min., colocar
en hielo, mezclar y centrifugar rapidamente una vez mas y colocar en hielo hasta

Su uso.

7.-Colocar las muestras en el secuenciador ABI PRISM.

Para analizar las secuencias se usa el programa Chromas en la computadora. [23]
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los procedimientos para analizar el DNA o RNA de una muestra bioldgica inician
generalmente con el aislamiento de los acidos nucleicos de dicha muestra, el cual
se divide en tres etapas:

a) Lisis: en la cual se procura liberar el material genético contenido en el
patégeno de interés.

b)  Extraccién: en la que se procura eliminar la mayor parte de las proteinas y
otro tipo de macromoléculas.

c)  Precipitacion: en la que se purifica los acidos nucleicos y se concentra el
material genético al minimo volimen.

Se extrajo el RNA del virus de la rabia con trizol LS Reagent a partir del
sobrenadante de Cultivo Celular infectado con el virus de la Rabia, el cual esta a
una concentracion de 10%2 dLso/mL, de aqui se tomaron 250 pL, obteniéndose un
volumen de 50 pL de material genético (RNA) al final. De este se toman 5 pL para
llevar a cabo la Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR).

Generalmente, para amplificar alguna regién gendmica de interés se requiere que
la informacidn este codificada en un molde de DNA, ya que la enzima que realiza el
proceso (Taq polimerasa) usa como sustrato este acido nucleico. En el caso del
virus rabico como su genoma es de RNA, se requiere un proceso que transforme,
al menos la region de interés, en DNA. Este paso se logra mediante un proceso de
transcripcion reversa, ejecutado por la enzima transcriptasa reversa (RT). Una vez
obtenida Ia copia de DNA complementario (cDNA), éste puede amplificarse por
PCR como cualquier otro DNA.

Por medio de la técnica de PCR se amplifica un segmento de DNA que se
encuentra entre dos regiones conocidas. Se utilizan dos diferentes iniciadores cuya
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secuencia es complementaria a la regién por amplificar, ésta es una reaccién
exponencial muy sensible y especifica.

El fragmento de cDNA obtenido a partir de la técnica de RT es sometido al ensayo
de PCR, donde se utilizan los iniciadores A5: 5’ CTA CAA TGG ATG CCG AC 3’y A6:
5’ GAG TCA CTC GAA TAT GTC 3', y se logra amplificar un fragmento de 1353 pb,
correspondientes a la region N del genoma del virus.

Para llevar a cabo la técnica de RT-PCR se probaron diferentes ensayos con tres
distintas enzimas transcriptasa reversa de diferentes casas comerciales:

M-MuLV (Virus de la Leucemia Murina Moloney) de Promega. Esta reaccién se
llevd a cabo en un solo paso, obteniéndose resultados positivos con 10 U de la
enzima M-MLV por reaccion; en esta prueba se utilizo el buffer de la Taq
polimerasa y se adicionaron al sistema reactivos externos como el DTT y el
inhibidor de RNAsas para proporcionar las condiciones dptimas a la enzima RT. Se
obtiene una buena cantidad de producto como se observa en la figura 4.1A, sin
embargo la casa comercial recomienda utilizar cada enzima con su respectivo
buffer para mejorar el rendimiento y los resultados de la reaccion, para lo cual se
tendria que trabajar por separado la RT y la PCR. La M-MLV es una enzima DNA
polimerasa dependiente de DNA que usa productos de cadena sencilla de RNA o
DNA en la presencia de un iniciador para la sintesis de cDNA, carece de actividad
endonucleasa y tiene una muy baja actividad de RNAsa H, pero se puede obtener
la longitud completa de grandes copias de RNAm. [21] [24]

M-Mul V de Expand. En este ensayo primero se realiza la RT, el estuche contiene la
enzima M-MLV (descrita en el parrafo anterior) con su respectivo buffer, utilizando
10 U por reaccion; una vez obtenido el fragmento de cDNA a partir de la RT, se
realizd la PCR, logrando amplificar un fragmento de 1353 pb, correspondientes a la
region N del genoma del virus. Para dicho ensay6 se empleo la enzima Tag
Polimerasa de la casa comercial “Altaenzimes” con su respectivo buffer. Como se
muestra en la figura 4.1B en este ensayo se logra obtener una buena
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concentracion del producto de PCR, sin embargo, el tiempo empleado es muy largo
ya que se realiza en dos pasos, el tiempo en el que se realiza la RT es de 45
minutos y por otro lado la manipulacion al abrir y cerrar los tubos para adicionar
las mezclas de reaccion puede generar contaminacion. [18] [24]

AMV (Virus de la Mieloblastosis Aviar) de Titan. El estuche comerdial "One Step
RT-PCR TITAN” contiene la enzima AMV para la Transcripcion Reversa (RT) y en la
parte de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se emplea la enzima
combinada Expand de alta fidelidad, la cual consiste de Taq DNA polimerasa y Tgo
DNA polimerasa, esta enzima tiene una reactividad de edicion polimerasa, que al
detectar un error en la ejecucion a lo largo de la reaccion lo corrige siguiendo
luego su actividad, ademas cuenta con todos los reactivos que se emplean en la
reaccion por lo que es mas sensible y se reduce la posibilidad de presentar
contaminacion en la manipulacion de los tubos. [17]

La enzima AMV comparada con la M-MLV tiene mayor procesividad y por lo tanto
se requiere de menor cantidad de enzima en la reaccion, se recomienda utilizar 25
U de AMV en comparacion con 200 U de M-MLV (ocho veces menos). A diferencia
de las reacciones con M-MLV en este ensayo se utilizaron 2.5 U de la RT (4 veces
menos que la M-MLV donde se adicionaron 10 U al sistema) obteniendo un
producto de PCR de 1353 pb correspondientes al gen N del virus de la rabia.
Figura 4.1C. Por otra parte esta reaccion se llevd a cabo en un solo paso
reduciendo asi el tiempo de amplificacion, ademas de que la manipulacion de los
tubos fue menor evitando la contaminacion y finaimente se obtiene una buena
concentracion del producto. [21]
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M: Marcador de peso molecular.
Tn: Testigo negativo.
P: Producto de PCR.

Figura 4.1 Productos de 1353 pb correspondientes al gen N del
virus rabico. Panel A, amplificacion con la enzima M-MLV de
Promega. Panel B, amplificacion con la enzima M-MLV de Expand.
Panel C amplificacién con la enzima AMV de Titan. Se utiliz el
marcador @X 174 digerido con Haelll.

Con la finalidad de aumentar la especificidad y verificar que estos productos de
PCR corresponden al gen N del virus de la rabia, se realiz6 un PCR anidado
utilizando los iniciadores internos A7 y A8 para generar un amplicon de 562 pb
utilizando como molde 2 plL de los productos de 1353 pb obtenidos con cada una

de las enzimas, como se muestra en la figura 4.2.
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Figura 4.2 PCR anidado, productos de amplificacion de 562 pb. a
partir de los amplicones de 1353 pb obtenidos por RT-PCR con las
enzimas M-MLV de Promega (panel A), M-MLV de Expand (panel
B) y AMV de Titan (panel C). Se utilizd el marcador @X 174
digerido con Haelll.

De acuerdo a los resultados obtenidos de las amplificaciones con las diferentes
enzimas, se eligid la enzima AMV del estuche de Titan para optimizar el RT-PCR y
obtener productos en una buena concentracion y de buena calidad que sean (tiles
para la secuenciacion. La optimizacion se realizd considerando los siguientes
parametros:

a) Temperatura de alineacion de los iniciadores: La cual depende de la
temperatura de fusion o (Tm) de cada iniciador. Los iniciadores se aparean a la
temperatura de alineacion por complementariedad al DNA blanco. El estuche
elegido recomienda que el intervalo de temperatura para la alineacion debe ser
entre 45-65 °C (dependiendo de la Tm de los iniciadores). Se utilizé un programa
apropiado (OligoDos) para calcular la Tm optima de los iniciadores la cual fue de
52 °C para los iniciadores A5 y A6. Se realizaron ensayos con dos temperaturas de

alineacion: 55 °C y 58 °C; con la temperatura de 58 °C no se logro la alineacion de
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los iniciadores mientras que con la temperatura de 55 °C se obtienen los mejores
resultados para la prueba.

Cuando la temperatura de alineacion es muy baja existe mayor probabilidad de
que los iniciadores se alinien en regiones no especificas del DNA blanco y pueden
ser extendidos por la Taq polimerasa ya que esta posee actividad aun a bajas
temperaturas. Por lo que utilizando temperaturas de alineacién entre 55 a 65 °C se
reducen los apareamientos inespecificos. [14] [17]

b) Concentracién éptima del 16n Mg?*: La concentracion del ion magnesio debe ser
ajustada especificamente para cada reaccion de PCR experimentalmente. La
concentracion 6ptima de magnesio suele oscilar entre 1 y 10 mM. Para determinar
dicha concentracion se realiz6 una curva de magnesio en la cual se varié la
concentracion de este i6n entre 1.5 mM hasta 3.5 mM. El buffer 5X para la mezcla
de enzimas contiene una concentracion inicial de MgCl, de 7.5 mM y aporta una
concentracién inicial por reaccién de 1.5mM, a cada reaccién se le adicioné
cantidades crecientes de 0.5 mM de MgCl, hasta obtener una concentracion final
de 3.5 mM. Al efectuar la reaccién de PCR y analizar los resultados de todas las
reacciones simultaneamente se determind que la concentracién de magnesio que
produce el mejor rendimiento fue de 2 mM. Como se muestra en la Tabla 4.1.

Al tener en la reaccién una cantidad elevada de magnesio libre se observaran una
gran cantidad de productos secundarios mientras que al tener poca cantidad de
magnesio libre no se obtendra ninglin producto de PCR. [16][17][18]

Muestras Concentracion Final
Testigo Negativo 1.5 mM*
Tubo 1 1.5 mM*
Tabla 4.1 Curva de Tubo 2 2.0 mM
MaghR0 Tubo 3 2.5 mM
Tubo 4 3.0 mM
Tubo 5 3.5mM
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Figura 4.3 Curva de Mg?*. Carril 1, testigo negativo; carril 2, 1.5 mM del i6n
Mg?*; carril 3, 2.0 mM del i6n Mg®*; carril 4, 2.5 mM del i6n Mg?*; carril 5,

3.0 mM del i6n Mg?*; carril 6, 3.5 mM del i6n Mg?*. Se utilizé el marcador @X

174 digerido con Haelll.

Hasta el momento tenemos listo el producto de 1353 pb correspondiente al gen
que codifica para la proteina N, el cual puede ser secuenciado de manera
automatica. Es de nuestro interés establecer las condiciones necesarias para poder
secuenciar en su totalidad el producto obtenido ya que consideramos nos puede
brindar mayor y mejor informacion con relacion a la caracterizacion molecular de
este virus. En estudios anteriores se secuencid una region de 200 pb en el extremo
3’ del gen, la cual representa la region semivariable, ya que la secuencia de esta
zona es de gran utilidad en el establecimiento de relaciones filogenéticas entre
diferentes aislamientos[19][20]; por otra parte, en un estudio realizado en Francia
en 1995, se determind el polimorfismo genético del gen de la nucleoproteina del
virus de la rabia a partir de 69 aislamientos de diferentes partes del mundo,
comparandolos con 13 aislamientos representativos de los seis genotipos de
Lyssavirus. Estos andlisis fueron realizados en una region altamente variable de
400 bases de la region amino terminal de la proteina N y en una region no
codificante de 93 bases en el extremo 3’ del mRNA del gen N, concluyendo que

esta proteina es muy Util para relacionar los asilamientos en tiempo y espacio. Sin
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embargo los autores sugieren aumentar la longitud de dichas secuencias para
tener informacion mas robusta en el contexto filogenético. [20]

Por lo anterior proponemos dos alternativas para llevar a cabo la secuencia
completa del producto de 1353 pb del gen N del virus rabico:
a) Secuenciar el producto (1353 pb) utilizando los iniciadores A5, A6, A7 y A8

en forma individual, de tal forma que se generarian cuatro secuencias

diferentes que se pueden empalmar y construir la secuencia completa de
dicho gen, como se muestra en la figura 4.4:

1353 pb
A8 | I a6 |
////// A
| OH OH
(A5 | | AT |
L—LOH OH
ﬂ Secuenciacion
(A5 |— Ay OH
| I e 4
AT i L
OH A ——— 158
— L A6 |
OH VWY
ﬂ Construccion
IIII“"""""I"L:::::::“‘H::::||||||||||||||||||||"l"""““ﬂ“lll“"lml""""l"
e T
A6

Figura 4.4 Secuencia del producto de 1353 pb con los iniciadores

A5, A6, A7 y A8.
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b) Obtener tres productos de menor peso molecular a partir de un PCR
anidado utilizando diferentes combinaciones de los iniciadores internos A7 y
A8, tabla 4.2, tomando como molde al fragmento generado en la primera
reaccién (producto de 1353 pb) los cuales también pueden ser Utiles como
molde para la secuenciacién automatica.

Iniciadores | Producto esperado (pb)
A6 - A7 1101
A5 - A8 777
A7 - A8 562

Tabla 4.2 Combinaciones de los iniciadores
externos e internos.

En la figura 4.5 se esquematiza un mapa con la ubicacion de cada iniciador dentro

del genoma viral de la proteina N del virus de la rabia y los productos esperados
de las diferentes combinaciones.
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Figura 4.5 Ubicacion de los iniciadores en el gen N y productos esperados con la

combinacién de los mismos.

Para la primera propuesta ya obtuvimos el producto de 1353 pb, por lo tanto
decidimos obtener por medio de un PCR anidado los amplicones de menor tamaiio

realizando la combinacion de iniciadores sugerida en la segunda propuesta, como

se muestra en la tabla 4.2 y en la figura 4.5. En la figura 4.6 se muestran los
diferentes productos de PCR anidado utilizando como molde el producto de 1353

pb de la reaccion de RT-PCR.
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Figura 4.6 Productos de amplificacion del PCR anidado a partir del
producto de 1353 pb. Carril 1, testigo negativo; carril 2, producto de
777 pb; carril 3, producto de 1101 pb; carril 4, producto de 562 pb. Se
utilizé el marcador @X 174 digerido con Haelll.

Una vez obtenidos los productos del PCR anidado se pueden secuenciar de manera

directa con cada uno de los iniciadores especificos para cada producto de manera

individual como se esquematiza en la figura 4.7:

48



777 pb (A 5/A 8)

‘ Secuenciar
AS NNV

A8

|

l Construccién

562 pb (A 7/A 8)
[t = e e st
l Secuenciar
A7 AWV
PN Al
l Construccién
T A NSRS A
1101 pb (AB/A 7)
| e e = e = e i Vot i e————]
l Secuenciar
A7 AN

A6

l Construccion

Construccién con las secuencias obtenidas de
los tres productos de PCR

l Construccion total de la secuencia

Figura 4.7 Esquema de la secuenciacion de los productos obtenidos del PCR

anidado (1101 pb, 777 pb, 562 pb) con cada uno de los iniciadores
correspondientes.
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Para llevar a cabo la reaccion de secuencia fue necesario purificar los productos de
amplificacion, de tal forma que se probaron dos técnicas; una con Columnas de
extraccion de RNA viral de Quiagen (de intercambio idnico) y la otra por
precipitacion con Isopropanol-Etanol. Como se muestra en la figura 4.8 la técnica
que ofrece mejores resultados para el producto de PCR de 562 pb es la de
columnas de Quiagen, ya que con esta solo se manipula el producto de PCR al
inicio al colocarlo dentro de la columna y el tubo colector no se cambia sino hasta
el dltimo paso cuando se cambia por un tubo ependorf de 2 mL para eluir el
producto ya purificado, mientras que con la precipitacion con Isopropanol-Etanol
se debe de tener cuidado de no arrastrar el boton o pellet de producto en cada
lavado, lo cual se deberd hacer con mucho cuidado al adicionar cada alcohol y

lavar con mucho cuidado para que el producto no se pierda en alguno de estos
pasos.

Figura 4.8 Técnicas de purificacion para los productos de amplificacion
de PCR. Carril 1y 2, purificacion con columnas de intercambio i6nico de
Quigen; carril 3, testigo negativo; carril 4 y 5, purificacion por
precipitacion con Isopropanol-Etanol. Se utilizd el marcador @X 174
digerido con Haelll.
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Una vez elegida la técnica de purificacion, se purificaron los productos de 1353 pb
y los productos de PCR anidado, como se muestra en la figura 4.9:

310

Figura 4.9 Purificacién de los productos de amplificacién por columnas
de intercambio i6nico. Carril 1 y 2, producto de 1353 pb; carril 3,
testigo negativo; carril 4,producto de 777 pb; carril 5, producto de 1101
pb; carril 6, producto de 562 pb. Se utilizd el marcador de peso
molecular @X 174 digerido con Hae III.

Para secuenciar un producto de PCR, el método mas comun actualmente es el de
Sanger, el cual se basa en la terminacion prematura de sintesis de DNA. Los
métodos de secuenciacion automatizada de mayor éxito se fundamentan en este
método y en las técnicas modernas como la PCR acoplada a la reaccion de Sanger.
Una vez purificados los productos de PCR, se eligio el producto anidado de 777 pb
para realizar su secuenciacién automatica con el equipo ABI prism 310 utilizando
los iniciadores A5 (sentido) y A8 (antisentido) de manera independiente,como se
muestra en la figura 4.10.
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Figura 4.10 Esquema de la secuenciacién del producto anidado de 777
pb con los iniciadores A5 y A8.

Se obtuvieron los graficos de las dos reacciones de secuencia (grafico 4.1 y grafico
4.2) y se transcribié en formato de texto para conocer la secuencia nucleotidica.
Cabe mencionar que la secuencia obtenida con el iniciador antisentido (A8) se
transcribié en forma de reversa complementaria, para tener ambas secuencias en
el mismo sentido 5-3’ y poder realizar los andlisis pertinentes.

52



Chromas 143 File: Grasd  Sequence Name: (none) — Run ended. (unknown) Page Lot |
20 10 50 £ 70 80 0 160
G AG a G G 3 G G GG Gl

|

fl
il

ll‘ Y

’ Gréﬂco41$ecuencladelpmductode777pbconellnldadorl\5 53



i ! . 1 »h H
(L A | (
‘ | ‘. ‘\f“

W ‘ b/ W ' ‘ ‘U.LJM

m ,1'.\ {\ U | J

A

\"l

f&um .u’ &hl J

Gréfico 4.2 Secuencia del producto de 777 pb con el iniciador A8

| w
', ; \ l
AL h" M \

‘I A )n“ '




Secuencia parcial del gen N del virus de la rabia obtenida con el iniciador A5:

5’ TCAGGTGGTCCCTTTGAAGCCTGAGATTATCGTGGTTCAATATGAGTACAAGTACCCTG
CCATCAAAGATTTGAAAAAGCCCTGTATAACTCTAGGAAAGGCTCCCGATTTAAATAAAGC
ATACAAGTCAGTTTTATCATGCATGAGCGCCGCCAARACTTGATCCTGACGATGTATGTTCC
TATTTGGCAGCGGCAATGCAGTTTTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATG
GAATCTTGATTGCACGAAAAGGAGATAAGATCACCCCAGGTTCTCTGGTGGAGATAAAACG
TACTGATGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTGACAAGAGACCCCACT
GTCCCTGAGCATGCGTCCTTAGTCGGTCTTCTCTTGAGTCTGTATA3’

Secuencia parcial del gen N del virus de la rabia obtenida con el iniciador A8:

5’ ATGCAGTTTTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATGGAATCTTGATTGC
ACGAAAAGGAGATAAGATCACCCCAGGTTCTCTGGTGGAGATAAAACGTACTGATGTAGAA
GGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTGACAAGAGACCCCACTGTCCCTGAGCATG
CGTCCTTAGTCGGTCTTCTCTTGAGTCTGTATAGGTTGAGCAARAATATCCGGGCAAAACAC
TGGTAACTATAAGACAAACATTGCAGACAGGATAGAGCAGATTTTTGAGACAGCCCCTTTT
GTTAAAATCGTGGAACACCATACTCTAATCACAACTCACARAATGTGTGCTAATTGGAGTA
CTATACCAAACTTCAGATTTTTGGCCGGAACCTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAGCA
TCTATATTCAGCAATCAGAGTGGGCACAGTTGTCACTGCTTATGAAGACTGTTCAG3”

Para comprobar que ambas secuencias corresponden al gen N del virus de la rabia
se realizd un alineamiento tipo Blast N con las secuencias reportadas en el Gene
Bank. Ambas secuencias presentan una homologia del 99 % con las secuencias
reportadas para el virus de la rabia lo que nos indica que nuestros productos de
PCR son especificos para este gen.

Alineacion de la secuencia obtenida con el iniciador A5 con las secuencias
reportadas en el Gene Bank para el virus de la rabia:

Sequences producing significant alignments:

gi|61816]|emb|X03673.1|RHRAPV3 Rabies genome (PV strain) 3' ...
gi|333585|gb|M13215.1]RAVMMGN Rabies virus M2, M1, G, N, an...
gi|32440979|gb|AF406696.1| Rabies virus strain CVS nucleopr...
gi|32440977|gb|AF406695.1] Rabies virus strain ERA nucleopr...
gi|49035250|gb|AF499686.2| Rabies virus strain SRV9, comple...
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Alineacion de la secuencia obtenida con el iniciador A8 con las secuencias
reportadas en el Gene Bank para el virus de la rabia:

Sequences producing significant alignments:

§i|32440979|gb]AF406696.1| Rabies virus strain CVS nucleopr...
gi|32440977|gb|AF406695.1| Rabies virus strain ERA nucleopr...
gi|49035250|gb]AF499686.2| Rabies virus strain SRV9, comple...
gi|61816]emb|X03673.1|RHRAPV3 Rabies genome (PV strain) 3' ...
gi|333585|gb|M13215.1JRAVMMGN Rabies virus M2, M1, G, N, an...
gi|333556|gb|M31046.1|RAVCGA Rabies virus (strain SAD B19),...

Una vez verificadas las secuencias se realizd una alineacion entre ellas para
construir de la secuencia total del fragmento de 777 bases del gen N. Se
descartaron las primeras 40-50 bases de cada secuencia (region donde se alinean
los iniciadores) ya que se presentd dificultad para tener una lectura correcta.

A5
A8

g.e.

A5
A8

c.c.

A5
A8

€.

A5
A8

C.C.

A5
A8

B

A5
A8

(G &8

TCAGGTGGTC CCTTTGAAGC CTGAGATTAT CGTGGTTCAA TATGAGTACA AGTACCCTGC 60

CATCARAGAT TTGAAAAAGC CCTGTATAAC TCTAGGAAAG GCTCCCGATT TAAATAAAGC 120

ATACAAGTCA GTTTTATCAT GCATGAGCGC CGCCAAACTT GATCCTGACG ATGTATGTTC 180

CTATTTGGCA GCGGCAATGC AGTTTTTTGA GGGGACATGT CCGGAAGACT GGACCAGCTA 240
———————————————— ATGC AGTTTTTTGA GGGGACATGT CCGGAAGACT GGACCAGCTA

Fhhkh dhkhhkhkkhkhdkhk hhkhkFhhbhohkk hhkkkkhkokhohkh dokokdkokokokok b

TGGAATCTTG ATTGCACGAA AAGGAGATAA GATCACCCCA GGTTCTCTGG TGGAGATAAA 300
TGGAATCTTG ATTGCACGAA AAGGAGATAA GATCACCCCA GGTTCTCTGG TGGAGATAAA

Fhddkhkhhkhdr hohkhhkhkhhdhd hhhhdhhdhd Frddhdhdhd hdkdrddhbhrd Fddhhrdrdr

ACGTACTGAT GTAGAAGGGA ATTGGGCTCT GACAGGAGGC ATGGAACTGA CAAGAGACCC 360
ACGTACTGAT GTAGAAGGGA ATTGGGCTCT GACAGGAGGC ATGGAACTGA CAAGAGACCC

dhkhkhkhhhkddhk hhhkhhhhhkhd hhhhhhdhkhd kdkdhhhdhbddr hhbdhhbddd Fhdhhddddhih
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CACTGTCCCT GAGCATGCGT CCTTAGTCGG TCTTCTCTTG AGTCTGTATA -————————= 420
CACTGTCCCT GAGCATGCGT CCTTAGTCGG TCTTCTCTTG AGTCTGTATA GGTTGAGCAA

C.C. hkhkddhhkhhk Fohhkdhhhhhh hhhkhrhhbhdr hhdhdhhdhhd dohhdkdohdkhdh

AATGTGTGCT AATTGGAGTA CTATACCAAA CTTCAGATTT TTGGCCGGAA CCTATGACAT

------------------------------------------- 660
GTTTTTCTCC CGGATTGAGC ATCTATATTC AGCAATCAGA GTGGGCACAG TTGTCACTGC

----------------- 677
TTATGAAGAC TGTTCAG

Después de realizar la alineacion, se observa que las secuencias se empalman en
el centro, y se obtiene un total de 678 bases:

5" TCAGGTGGTCCCTTTGAAGCCTGAGATTATCGTGGTTCAATATGAGTACAAGTACCCTG
CCATCAAAGATTTGAAAAAGCCCTGTATAACTCTAGGAAAGGCTCCCGATTTAAATAAAGC
ATACAAGTCAGTTTTATCATGCATGAGCGCCGCCAAACTTGATCCTGACGATGTATGTTCC
TATTTGGCAGCGGCAATGCAGTTTTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATG
GAATCTTGATTGCACGAAAAGGAGATAAGATCACCCCAGGTTCTCTGGTGGAGATARAACG
TACTGATGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTGACAAGAGACCCCACT
GTCCCTGAGCATGCGTCCTTAGTCGGTCTTCTCTTGAGTCTGTATAGGTTGAGCARAATAT
CCGGGCAAAACACTGGTAACTATAAGACAAACATTGCAGACAGGATAGAGCAGATTTTTGA
GACAGCCCCTTTTGTTAAAATCGTGGAACACCATACTCTAATCACAACTCACAAAATGTGT
GCTAATTGGAGTACTATACCAAACTTCAGATTTTTGGCCGGAACCTATGACATGTTTTTCT
CCCGGATTGAGCATCTATATTCAGCAATCAGAGTGGGCACAGTTGTCACTGCTTATGAAGA
CTGTTCAG 3’

Uno de los objetivos que se planteo en este trabajo fue obtener la secuencia
completa de la proteina N, asi que de la misma manera en que se secuenci el
producto de PCR de 777 pb se puede seguir la misma metodologia para los
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productos de PCR anidado de 562 pb y 1101 pb para tener la secuencia total de
dicho gen.

Finalmente, para conocer si esta metodologia es til para extractos de RNA de
diferentes fuentes virales (sobrenadante de cultivo celular, liofilizado de cultivo
celular, vacuna y cerebro de raton lactante infectado), se realizé un RT-PCR con
los iniciadores A5 y A6 obteniendo el producto de 1353 pb, como se muestra en la
figura 4.11. Después se obtuvo el producto de 562 pb con los iniciadores A7 y A8
en el PCR anidado, con lo que se muestra la efectividad y reproducibilidad del

protocolo elegido para la proteina N del virus de la rabia, como se observa en la
figura 4.12.

pb

1353
1078
872

603

310
281/271
234
194

Figura 4.11 Productos de amplificacion de RT-PCR a partir de diferentes
fuentes virales. Carril 1; Testigo negativo, carril 2; cultivo celular, carril
3; liofilizado de cultivo celular, carril 4; vacuna, carril 5; cerebro de
raton lactante infectado. Se utilizd el marcador de peso molecular @X
174 digerido con Hae III.
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Figura 4.12 Productos de amplificacion de PCR anidado a partir de los
productos de 1353 pb de las diferentes fuentes virales. Carril 1; Testigo
negativo, carril 2; sobrenadante de cultivo celular, carril 3; liofilizado de
cultivo celular, carril 4; vacuna, carril 5; cerebro de ratdn lactante infectado.
Se utilizd el marcador de peso molecular @X 174 digerido con Ha@. ‘:?T
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

1.-Se obtuvo el material genético del virus de la rabia a partir de diferentes fuentes
(cultivo celular, liofilizado de cultivo celular, Vacuna, cerebro de raton lactante
infectado).

2.-Se evaluaron tres enzimas RT por medio de un RT-PCR con iniciadores
especificos para el gen de la proteina N del virus de la rabia obteniendo un
producto de 1353 pb, se comprobd la presencia de este gen mediante un PCR
anidado obteniendo un producto intermo de 562 pb y se optimizaron las
condiciones de la RT-PCR con la enzima AMV.

3.-Se realizd un PCR anidado a partir del producto de 1353 pb con tres
combinaciones de iniciadores (poner las combinaciones) obteniendo productos de
menor longitud (777 pb, 1101 pb y 562 pb respectivamente) (tiles como molde
para realizar la secuencia automatica.

4.-Se evaluaron dos técnicas de purificacion ofreciendo mejores resultados la
purificacién por medio de columnas de intercambio idnico.

5.-Se proponen dos estrategias para realizar la secuenciacion automdtica, a)
secuenciar el producto de 1353 pb con los 4 iniciadores, b) secuenciar los tres
subproductos obtenidos a partir de un PCR anidado con las diferentes
combinaciones de los iniciadores internos A7 y A8.

6.-Se secuencié de forma automatizada un producto de 777 pb perteneciente a
una region de la proteina N del virus de la rabia.
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7.-Se comprobd que la reaccién de RT-PCR es Util para cualquier fuente de RNA
viral.

Finalmente proponemos para la caracterizacion molecular del gen N del virus de la
rabia la siguiente estrategia: extraccion del material genético por medio del
reactivo comercial trizol, la amplificacion del material genético por medio de RT-
PCR utilizando la enzima RT-AMV, su posterior purificacion con columnas de
intercambio idnico y la secuenciacién automatica (del producto de 1353 pb o de los
subproductos obtenidos en el PCR anidado).

La informacién que se genere a partir de esta estrategia experimental servira como

una herramienta en la caracterizacion molecular de este virus.
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APENDICE

ABREVIATURAS

AMV: Virus de la Mieloblastosis Aviar
cDNA: DNA complementario
ddNTP’s: Dideoxinucleotidos

DNA: Acido desoxiribunucleico
dNTP’s: Desoxinucleotidos trifosfatados
dTT: Dithiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetracetico
G: Proteina G o Glicoproteina

g: Gravedades

IFD: Inmuno Huorescencia Directa
M: Proteina Matriz

mm: Milimetros

mM: Milimolar

pM: Micromolar

M-MuVL: Virus de la Leucemia Murina-Moloney
N: Proteina N o Nucleoproteina

nc: Nucleocapside

ng: Nanogramos

NS: No estructural

nt: Nucledtidos

P: Proteina P o Fosfoproteina

pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa



pmoles: Picomoles

rpm: Revoluciones por minuto
RNA: Acido ribonucleico
RNAm: RNA mensajero

RT: Transcriptasa reversa

RT-PCR: Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

TAE: Regulador Tris-acetatos EDTA
TBE: Regulador Tris-boratos EDTA
Taq: Thermus aquaticus

Tm: Temperatura de fusion

U: Unidades

UV: Luz ultravioleta

V: Volts

VSV: Virus de la estomatitis vesicular
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PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Regulador de Tris-acetatos (TAE 10X): pesar 48.4 gr de tris base, medir en una
probeta 11.4 mL de 4cido acético glacial al 100% y 50 mL de EDTA (200mM, pH
8.0), en un vaso de precipitados adicionar 500mL de agua destilada y adicionar los
demas reactivos hasta que se incorporen bien y aforar a 1 Lt.

EDTA 200 mM: disolver 37.22 gr de EDTA (acido etilendiaminoteracético) y
aforar a 500 mL con agua destilada hasta ajustar a pH 8.0.

Regulador de Tris-acetatos (TAE 1X): agregar 100 mL de TAE 10X en una
probeta y aforar a 1 Lt con agua destilada.

Regulador de Tris-boratos (TBE 10X): pesar 54.0 gr de tris base y 27.5 gr de
acido borico, agregar 50 mL de EDTA 200 mM y aforar a 500 mL con agua
destilada.

Regulador de Tris-boratos (TBE1X): agregar 100 mL de TBE 10X en una probeta
y aforar a 1 Lt con agua destilada.

Bromuro de etidio 10 mg/mL: disolver 100 mg de bromuro de etidio en 10 mL de
agua destilada estéril. *Usar guantes y cubrebocas.

Agarosa al 2% con bromuro de etidio: pesar 2 mg de agarosa y en una probeta
aforar a 100 mL con TAE 1 X.

Persulfato de amonio al 10%: pesar 1.0 gr de persulfato de amonio y aforar a 10
mL con agua destilada.

Marcador de paso molecular ®X174 (1 pg/pL): diluir SuL del marcador en 20pL
de colorante naranja de acridina.

Iniciador A5: 5° CTA CAA TGG ATG CCG AC 3’ a una concentracion de 50
pmoles/pL.

Iniciador A6: 5' GAG TCA CTC GAA TAT GTC 3 RC 3’ GAC ATA TTC GAG TGA
CTC 5’ a una concentracion de 50 pmoles/pL.

Iniciador A7: 5 GAC ATG TCC GGA AGA CTG G 3’ a una concentracion de 50
pmoles/pL.

Iniciador A8: 5’ GTA TTG CCT CTC TAG CGG TG 3" RC 3" CA CCG CTA GAG AGG
CAA TAC 5’ a una concentracion de 50 pmoles/pL.

Solucién de etanol al 70%: medir 70 mL de alcohol absoluto y aforar a 100 mL
con agua destilada.
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Otros: dNTP s puros (dATP, dGTP, dCTP, dTTP); ditiotreitol (DTT); cloroformo al
99%; isopropanol al 99%; etanol absoluto.
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