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Resumen 

PRUEBA DE REACCION EN CADENA DE LA POUMERASA (PCR) PARA 

DETECCION DE VIRUS RABICO EN MUESTRAS DE TEJIDO NERVIOSO 

FDADAS CON FORMALDEHIDO O GUCERlNA. 

se aplicó la prueba de reacción en cadena de la pollmerasa ( PCR ) para 

detección del virus rábico en cerebro de ratones previamente inoculados con el 

mismo y positivos a la prueba de anticuerpos fluorescentes. Las muestras 

fueron preservadas en soluciones de glicerina a concentraciones, de 40%, 50% 

y 80% Y de formaldehhído al 10 y al 15% a temperatura ambiente desde 1 a 

21 días. El producto de amplificación del virus rábico se detectó en las todas 

muestras preservadas en glicerina al 50% desde 1 hasta los 21 días, utilizando 

un ollgonucle6tido de 872 pares de bases con los segmentos G-lJl-L. Ninguna de 

las otras muestras preservadas en glicerina o fonnaldehido fueron positivas. se 

concluye que la glicerina a concentración del 50% es recomendada como 

preservador de tejidos para pruebas de biología molecular en ausencia de 

refrigeración y variaciones extremas de temperatura; pues durante las pruebas, 

la temperatura osciló entre los 12 y los 33 e diariamente. 
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Abstract 

PCR TEST FOR RABIES DETECTlON ON GUCERlN OR FORMAUN 

PRESSERVED nSSUES. 

A pollmerase chain reactlon (PCR) test for rabies detectlon was performed on 

prevlously Inoculated- and posltive antibody fluorescent test (AFT) mouse brain 

tissues. Samples were preserved In glycerin concentratlons of 40, 50 and 80% 

and formalin at concentratlons of 10 and 15% under environmental 

temperature from 1 to 21 days. A rabies virus ampllflcation product was 

detected uSlng a 872 pb containing the G-I¡I-L segment in all semples preserved 

In glycerin at 50% from one to 21 days. No other glycerin or formalin 

preserved tissues were posltive. It is concluded that glycerin at a 50% 

concentration 15 recommended regardlng tissue preservation for molecular 

biology test purposes without refrigeration and extreme temperature 

variations, namely, the PCR test was performed with temperature varying 

from 12 an 33 C on a 24h periodo 
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CAPITULO 1 

INTRODUCaON 

Los dos principales temas de Interés en la investigación actual de la rabia ·son la 

búsqueda de técnicas que permitan el diagnóstlco rápido y certero a partir de 

muestras infectadas y la tipificación molecular de las cepas Involucradas en las 

distintas cadenas epidemiológicas, tanto aerea como terrestre, las especies 

Involucradas y la distribucIÓn geográfica de las mismas. 

El tratamiento post-exposición de la rabia en el humano y las medidas sanitarias 

profilácticas, dependen de estos resultados de laboratorio. El método de 

diagnóstico de rutina para la rabia en nuestro medio, es la prueba de anticuerpos 

fluorescentes (PAF) y para que ésta sea correctamente realizada, es necesario que 

las muestras estén frescas, es decir, que los tejidos nerviosos, estén bien 

preservados y hayan sido refrigerados, de modo que las proteínas virales estén 

Intactas (1). Adicionalmente a este examen, se requiere la confirmación por 

aislamiento viral, ya sea por la prueba de inoculación intracerebral a ratones redén 

nacidos (PIR) o la prueba de Infección de rabia en cultivo de tejidos (PICT). 

Es frecuente que en los laboratorios de dlagnóstlco se reciban muestras de tejido 

nervioso preservadas en formaldehído, a las que no es posible aplicarles los 

exámenes de rutina ya mencionados, el uso del formaldehído se debe 

generalmente a la carencia de medios de refrigeración adecuados, de modo que 

bajo estas condiciones, se usa como alternativa para la preservación de las 

mismas. El radical aldehído del formaldehído o formol, se conjuga con la materia 

orgánica, se combina con la albúmina, la caseína, la gelatina y los radicales amino 
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fonnando axometinas y otros compuestos insolubles, por lo que es necesario 

someterlos a digestión enzimátlca. 

En concentraclones bajas, el fonnaldehído tiene acclón tóxica sobre las células, 

especialmente para los microorganismos, a los que afecta en la solubilidad de sus 

proteínas. En concentraciones mayores, precipita las mismas. Esta acción se 

aprovecha en la fijación de piezas históloglcas. La conservación de cadáveres con 

fonnaldehído depende más del efecto antlmlcrobiano que del endurecimiento de 

los tejidos (2). En los virus, concentraclones mayores a 0.5% alteran las proteínas 

de superficie, desnaturalizándose e Inactivando a los mismos. 

Al fonnaldehído se le encuentra comercialmente en solución al 37%; de ésta, se 

preparan soluciones del 15% al 10% para fijar tejidos. Las muestras así 

preservadas se procesan para su análisis hlstopatológlco por medio de la técnica 

de la parafina, aunado a su tlnclón posterior y observadón al microscopio. 

En cuanto al examen histopatol6glco de las muestras, éste no es definitivo para el 

diagnóstico de la rabia. En 1999 la Comisión Nacional de Sanidad Animal, reportó 

que de 321 muestras pOSitivas a rabia por examen de PAF, solo 24 de las mismas 

fueron positivas a la hlstopatología (3) al identificar los cuerpos de Negrl (4). 

El uso de soluciones de glicerol es recomendado por los textos de microbiologfa de 

las décadas de los sesenta y setenta para el envio de muestras refrigeradas a las 

que se les aplicaría un examen diagnóstico convencional, cayendo en desuso en la 

actualidad. 

la glicerina o 1,2,3-Propanetriol es un alcohol que tiene amplio uso en la industria 

química, que posee características emolientes, solventes, humectantes, 
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p1astificantes, endulzantes, absorbentes, etc. (5) siendo la más Importante para 

este estudio, la de preservar los tejidos, como posible resultado de la adldón de 

todas estas propiedades. 

Roux im 1887, utilizando glicerina, reportó la obtend6n de partlculas viables del 

virus de la rabia después de 30 días a temperatura ambiente en el Instituto Pasteur 

de Salg6n, siendo el preservador de tejidos de elecdón en épocas en que no se 

contaba con medios de refrigeraci6n (6). 

Con el nacimiento de la biología molecular y el advenimiento de la técnica de 

Reaccl6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 1983 (7) con la que se puede . 

copiar seruendas completas de fragmentos de Acido Desoxirribonuclelco (AON) a 

partir del mismo ADN o de Acldo Ribonudeico (ARN) por medio de la tranSCriptasa

reversa PCR (Rt-PCR) Y reproducirlas en cantidades exponendales de 2" tan solo 

después de algunas horas, se tuvo una herramienta poderosa que se propagó 

rápidamente a todos los laboratorios de investigad6n y diagnóstico. La capacidad 

de la técnica de PCR como método diagnóstico se probó por primera vez en la 

anemia de· células faldformes (8) y desde entonces se apnca al estudio genético de 

diversos microorganismos como bacterias, virus, parásitos, hongos, etc., 

apoyándose en literatura científica bien documentada con más de 1000 artlculos a 

la fecha. 

Tordo y colaboradores (9) reportaron la técnica de PCR como un método 

altemativo de diagnóstico y como un método de estudio de la epidemiología 

molecular del virus de la rabia en 1991 al permitir el estudio del código genético 

del mismo. 
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Al mencionar los méritos y desventajas de los diferentes métodos diagnósticos 

hasta la fecha existentes para la rabia, as! como sus bondades económicas y 

técnicas, podemos citar por ejemplo que: 

La prueba de anticuerpos fluorescentes es rápida y económica, pero requiere de la 

disponibilidad y mantenimiento de microscopio de luz ultravioleta así como de 

personal entrenado. La prueba de Inoculación en ratones no es rápida y. de ética 

cuestionada; mientras que la prueba de inoculación en cultivo de tejidos es rápida, 

pero costosa, además de requerir técnicos expertos en cultivo celular. El uso de 

anticuerpos monodonales o la detección de antígeno de rabia por medio de ensayo 

inmunoenzimático (ELISA) requieren también de entrenar y mantener personal 

altamente calificado, as! como la adquisición de material, reactivos y equipo 

costoso (10, 11, 12, 13). De estas técnicas el PCR permite un diagnÓstico en solo 4 

horas cuando se usa saliva o líquido cerebroespinal (14) o 24 horas con muestras 

de tejido nervioso, por lo que ha sido adoptado mundialmente sobre todo para 

estudiar el origen epidemiológico de los brotes de rabia. 

La epidemiología molecular se ha definido recientemente como la ciencia que se 

enfoca a estudiar la contribución de factores potenciales de riesgo ambiental o 

genético identificados en el ámbItO molecular, sobre la etiología y la prevención de 

enfermedades dentro de la familia y sobre las poblaciones (15). 

El gen ama del virus de la rabia está constituido de ARN de cadena simple y cuenta 

con 11932 nucle6tidos(15) contiene 5 genes: N, M1, M2, G, '1' (Pseudogen) y L, 

mismos que codifican para igual número de proteínas, estos genes poseen 

secuenclas de nucle6tidos con mayor o menor grado de variabilidad, lo que permite 

reconocerlos, de modo que su identificación es útil para estudiar caracteristlcas 
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constantes que permiten agrupar al virlón dentro del género, mientras que los más 

específicos son útiles para diferenciar virus aislados de especies divergentes, de 

zonas geográficas, o ambas. 

El gen N, estrechamente relacionada con el ARN viral (15), es el más estable y 

puede ser usado para diagnóstico, mientras que el gen G, 'P Y l, para diagnóstico, 

taxonomía, tipificación, y estudios epidemiológicos e inmunológicos (16,17). 

Por otro lado, el genoma del virus posee una reglón o espacio que no codifica para 

ninguna proteína, situada entre los genes G y l (región llamada "pseudogen'l'''). 

Esta región no traducida es también hlpervariable (18,19,20,21). 

Para aislamientos divergentes entre sí, es necesario comparar la secuencia de la 

región más conservada del genoma, es decir ia que codifica para la proteína 

interna o N y que cuando se trata de diferenciar de manera precisa aislamientos 

próximos (mismo nicho ecológico o misma especie) es preferible el análisis de las 

regiones variables como G y l, esto ha permitido el desarrollo del árbol 

genealógico de la rabia en Europa, Estados Unidos de Norteamérica, Brasil, y 

Sudáfrica (22,23,24,25,26). 

En México, utilizando la técnica de PCR y la del análisis del polimorfismo del largo 

de los fragmentos de restricción (RFLP) y secuenciación, sobre el genoma 

(regiones hipervariables), se ha determinado que existen al menos 3 ciclos bien 

definidos: 1) Reservorios aéreos, 2) Reservorios terrestres, y 3) muestras 

procedentes de zorrillos (hlpervariable) (27,28,29). 

las muestras aisladas de murciélagos hematófagos (ciclo aéreo, grupo 1) forman 

un grupo más compacto que aquellas aisladas de animales terrestres (grupo 2), y 

las muestras aisladas de zorrillos (grupo 3) forman un conjunto separado que 
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difiere aproximadamente en un 19% respecto a las que conforman los grupos 1 y 2 

(30,31). Reyna, usando la técnica de RFLP reporta también que los dos ciclos, 

tanto el aéreo como el terrestre se identifican claramente con el uso de las enzimas 

BamHI y BsrGI; Solo un bajo porcentaje, el 6% no respondió a ninguna de las dos, 

sugiriendo su posible pertenencia al grupo hlpervarlable (32), 

Objetivos 

los objetivos de este estudio fueron dos: 

1) Encontrar una solución de formol o de glicerina que en ausencia de medios de 

refrigeración preserve sin daño alguno y al menos por 7 dras, el ARN de muestras 

de tejido nervioso, de modo que pueda referirse a un laboratorio de blologra 

molecular para su análisis y con ello el diagnóstico de rabia. 

2) Desarrollar una técnica que permita la extracción del ARN para su análisis por 

PCR procedente de las muestras preservadas en soluciones de formaldehrdo o de 

glicerina. 

El uso de la Reacción en cadena de la Pollmerasa (PCR) (8) para examinar el AON 

de tejidos preservados en formol o glicerina, puede ser realizado con escasa 

cantidad del genoma, además de poder trabajar con fragmentos relativamente 

cortos del mismo, debido a la relativa fuerza estructural química de la molécula, lo 

que ha permitido analizar especrmenes hasta con mas de 40 años de antigüedad 

(33). 

los estudios a partir del ARN son complicados debido a la fácil degradación de éste 

por las ribonuc/easas, lo que exige técnicas refinadas de manejo y conservación del 

mismo. Algunos estudios han presentado resultados parciales al obtener solo 
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fragmentos de. ARN después de la digestión prolongada con Proteinasa K de 

muestras fijadas en formol, para los que fue necesario diseñar especialmente un 

amplicon de 130-150 pares de bases (pb) siendo el tiempo critico para obtención 

de ARN de 4 semanas de fijación (34). 

En 105 últimos. años, se ha reportado que 105 ácidos nucleicos se preservan en 

óptimo estado, aun después de 8 semanas a temperatura ambiente para la técnica 

de PCR en soluciones de lsotiocianato de guanidlna (35), lo que permite hacer 

llegar a un laboratorio calificado el ARN para su análisis por PCR. 

La preservación adecuada de una muestra desde su obtención hasta la extracción 

de 105 ácidos nuclelcos, es una necesidad prioritaria, sobre todo en las condiciones 

de nuestro país, tanto de índole económica como tecnológica. El uso de 105 

preservadores a emplear debe ser normado y estandarizado en todos 105 

.Iaboratorlos del país, para de esta forma completar la cadena de preservación y 

garantizar que aun con carencia de medios de refrigeración, sea posible aplicar 105 

métodos de la biología molecular. 
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CAPffiJL02 

EL VIRUS DE LA RABIA 

Resella histórica 

" La persona o animal atacada por un perro qué padece la locura, invariablemente 

muere por la misma causa ... " esta aseverad6n es bien conodda desde las 

primeras cIvIlizaclones. A la rabia, se le ctta y descrfbe con exact!tud en forma 

directa o Indirecta en la literatura de los pueblos más antiguos, asirios, griegos, 

egipcios, chinos, galos, romanos y árabes entre otros, pueblos que conoderon y 

padecieron ésta enfermedad cuyo significado etimológico es "locura" (21). 

El término ~~ que significa "veneno", (6) fue aplicado por los romanos a la 

saliva del perro rabioso, ya Identificada como la causante de la enfermedad; 

aSodada a la rabia podemos encontrar: dioses, héroes, astros y otros personajes 

mitológicos como Acteon, Artemisa, Sirio, Arlstaeus que actuaban como protectores 

o acarreadores del mal y que explicaban el origen de la misma. Plutarco asevera 

que se le observ6 por primera vez en la humanidad en los días de los asclepiadeos, 

los descendientes del dios de la medldna esculaplo. Se cree que Homero se refiere 

a la rabia cuando mendona q~e Sirio, la estrella perro del Ori6n, ejerce una 

influencia maligna sobre la salud de la humanidad. La estrella perro se aSodaba 

con perros rabiosos a través de todo el Mediterráneo oriental y Egipto Y 

posteriormente en Roma (21). Los griegos teman en su mitOlogfa a un dios que 

contrarrestaba los efectos de la rabia (6). 

Entre los escépticos, estudiosos y científicos que la describieron con exactitud y 

trataron de explicar su origen surgen nombres como DemOCrito, ArIstóteles, 
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Hlpocrates, Plutarco, Epimarcus, Vlrgllio, Horaclo, OVidio, Pllnio, Celso, Aetius el 

asirio quien da una descripción muy exacta de la enfermedad. Todos ellos trataron 

de explicar su origen, algunos creando mitos y supersticiones que sobrevivieron 

durante siglos al hacerse populares. 

Durante la edad media la mayoría de las descrtpciones y reportes de la enfermedad 

se limitan a brotes aislados originados la mayorfa por perros rabiosos y 

ocasionalmente por lobos, zorros, tejones y aún osos. La primera gran epidemia se 

describe en el año 1271 causada por lobos; de éstas son particularmente 

Interesantes las surgidas en tierras recién exploradas en donde los brotes 

alcanzaron niveles alarmantes al encontrar una población virgen, obligando a 

medidas de erradicación de perros lo que se acompaño de actos de barbarte y 

crueldad Inusitados. Los brotes de rabia afectaron además a porcinos, equinos, y 

bovinos, siendo tan severas que muchos de ellos fueron clasificados erróneamente 

como una nueva enfermedad, como los ocurridos en Jamaica, Carolina del norte, 

Rladelfia, Maryland, etc., todos ellos durante el siglo XVIII (6). 

Ya en el siglo XIX la rabia se habla reportado en casi todo el mundo. La situación 

se tomó verdaderamente alarmante en Europa especialmente en Alemania, Francia 

e Inglaterra, en donde alcanzó niveles de pánico entre la población debido a su alta 

frecuencia. Zinke, en 1804 reconoció la naturaleza Infecciosa de la saliva de un 

perro rabioso; Luis Pasteur en 1881 demostró por vez primera el neurotropismo del 

virus de la rabia y el mérito de haber realizado la celebre inoculación con vacuna 

antirrábica de un niño mordido por un perro rabioso en 1885 al aplicar por primera 

vez el "Método para la prevención de la rabia después de una mordedura" (21) y 
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quien además desarrolló los métodos profiládicos aún vigentes que han permitido 

controlarla y aun erradicarla de algunos países(6). 

Remlimger en 1903, demostró la naturaleza viral de este agente por su calidad 

filtrante, y en el mismo año Negri señaló el valor diagnóstico de las inclusiones 

Intracltoplasmáticas espedficas (cuerpos de Negri) en las células nerviosas de los 

animales rabiosos (19, 21). 

Roux fue el prlmero en reportar el uso de la glicerina en 1887 como un preservador 

para el virus de la rabia al permitir el aislamiento del mismo de cerebros aún 

después de 4 semanas (6). 

Epidemiología 

las especies que son susceptibles a la rabia se pueden dMdir en dos categorlas: 

la primera son los Reservorlos, es decir los animales que mantienen el virus y lo 

diseminan en forma eficaz, son principalmente predadores como perros, zorros, 

lobos, coyotes, mapaches, mangostas, zorrillos, etc., así como un mamífero volador 

que habita en la América latina tropical y subtroplcal, el murciélago hematófago, 

llamado vampiro Desmodus rotundus. Todos ellos se caracterizan por atacar y 

morder, adividades propias de carnívoros cazadores (22). 

la segunda, corresponde a los animales susceptibles, que pueden padecer la 

enfermedad, pero no la diseminan tan et1cazmente como los primeros. Dentro de 

esta categoría encontramos a los bovinos, equinos, ovinos, caprinos, porcinos y al 

ser humano, considerados huéspedes Incidentales, pues una vez que el virus los 

Infecta, le resulta más difícil propagarse hacia otros animales susceptibles, debido a 

que éstos no son predadores. 
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Se ha observado que los microorganismos patógenos tienden a adaptarse a sus 

huéspedes naturales, y el virus rábico no es la excepción, ya que se adapta a un 

reservorlo predeterminado por la zona geográfica. El virus adaptado a la especie 

vector drcula y se mantiene en el seno de la misma, y en ciertas ocasiones, en 

forma extraordinaria, es transmitido a otras especies susceptibles que resultan ser 

los huéspedes Incidentales ya mencionados (22). 

En un principio se pensó que el virus de la rabia era único en todo el mundo. Sin 

embargo, a medida que se desarrollaron técnicas de diagnóstico más finas, a 

través de los aftos, los Investigadores establecen la existencia de variantes, 

dependiendo la especie animal Involucrada y la zona geográfica y se tienen 

clasificados actualmente diversos virus relacionados dentro del género Usavirus. 

(28) 

VÉASE CUADRO 1 

Serotloo 1 

Virus de la rabia dásica: comprende a la cepa prototipo de desafio ~Challenge" 

Virus Standar, (CVS) y a la mayoría de los virus de campo aislados de mamíferos 

terrestres, del murciélago insectivoro de Norteamérlca y de los murciélagos 

hematófagos de latinoamérica; también incluye cepas de virus fijo de laboratorio. 

Se encuentra distribuida en el mundo entero excepto Escandinavia, Islandia, Reino 

Unido, Irlanda, Australia, Nueva Zelanda, Japón, Hawai y la Antártlda. Afecta a 

hombres, camívoros domésticos y silvestres, hetbívoros y murciélagos. 
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CUADRO 1. Subgrupos de Usavirus (28) 

VI.,.. -.. - OrIgen Geogr6fico 
H ..... _ Huésped secundario 

VIrus Riblco 

Log ..... t"'''''' 
Mokola vi ... 

Duvedhage val 
VIrus 
European bat 
Lysavlrus 1. 
(EIL-S') 
European bat 
LysoMInos S~ 
(EBL-Sb) 
European bat 
LysoMInos 2a 
(EBL-lo) 
Europeanbat 
L_Ylrus 21> Bot 
(EBL-2I» 
Aumalla .... t 
L_Ylrus) 

1 1 Mundial exteptn: Escandlnavla, Islandia Perro, gato, ZOrro, zonillo Mamfferos, hombre 
Reino Unido, Irlanda, Australia, Nueva mapache, mangosta, 
Zelanda IIIurdélago(América) 

2 2 Nlgerla Y otros paises aflicanos murciélago(fruglvoro) Gato, perro 

3 3 Nigerla Y otros pafses africanos Musarafta, roedOres Gato, perro, hombre 

4 4 SudáfrIca, Zimbabwe murdé/ago (lnsectfvoro) Hombre 
SudáfrIca, 1971 

7 5 Dinamarca, Alemania, Holanda, Rusia mUrdélago([nsectfvoro } Hombre(Rusia, 1985) 
Polonia 

7 5 Holanda, francia, Espat'ia murciélago (insectfvoro) 

7 6 Holanda, Reino Unido murdélago (lnsectfvoro) 

7 6 Rnlandla, SuIza l1IUrdéIago Hombre 
(lnsectfvoros y fI1Iglvoros) FinlandIa 1986 

7 7 Australia murdélago Hombre (1._. y fI1Iglvoros) Australia 1997 

Tomado de Ronsho~ L, et al. Cllnically silent rabies Infection In (Zoo) bats. 

Veterlnary Record 1998; 142: 519-520. 
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SerotIOO 2 

Virus Lagos bato Primeramente aislado de una mezda de cerebro de murciélagos 

en Nigeria (Lagos bat 1), después se aisló en un murdélago de la República Central 

de África (Lagos bat 2) Y un tercero aislado en un murciélago de Guinea y un gato 

en 21mbabwe (Lagos bat 3). Este virus se encuentra distribuido en Nigerla, 

República Centroafricana, África del sur, 21mbabwe, Guinea, Senegal y Etiopía. 

Afecta a murdélagos frugrvoros, gatos y perros. 

Serolioo3 

Virus Mokola. Aislado por primera vez de musarañas de Nigeria y luego de un 

humano (Mokola 1), después se encontró en las musarañas de Camerún (Mokola 

2) y luego fue aislado de perros de Zimbabwe (Mokola 3). se encuentra distribuido 

en Nlgeria, República Centroafricana, Zimbabwe, Camerún y Etiopía; afecta a 

hombres, musarañas, gatos, perros y roedores. 

serotioo4 

Virus Ouvenhage. Primero se aisló de un humano de Sudáfrica (Ouvenhage 1) 

después de un murciélago de Sudáfrica (Duvenhage 2) y flnalmente de murciélago 

de Zimbabwe (Ouvenhage 3). se distribuye en África del sur y Zimbabwe, afecta a 

hombres y mUrciélagos Insectlvoros(29). 

Los siguientes Usavlrus no tienen un serotlpo deflnido: 

Genotioo 5 

Lyssavlrus de Murdélago Europeo l(EBU). se encuentra distribuido en Holanda y 

afecta a hombres y murciélagos insectlvoros (géneros Epseticus pjpistrellus) (28). 

13 



Genotipo 6 

lyssavlrus de Murciélago Europeo 2 (EBU). Se distribuye en Holanda y afecta a 

hombres y murclélagos insectfvoros (géneros!llYot!lJ) (17,19,30,31,32,33,34,35). 

Aún sin clasificación se encuentra el lisavirus hallado en murciélagos insectfvoros y 

frugrvoros australianos y causantes de la muerte de un hombre en el año de 1997 

(36). 

En Europa, varios parses del Oeste como Bélgica y Francia, han permanecido 

libres de rabia silvestre en el año 2000 y 2001, esto gracias a la erradicación de la 

rabia canina debido a la vacunación de los perros. domésticos y de la eliminación de 

perros callejeros (36) como primer paso y luego a la aplicación de la vacuna oral 

en zorros. 

La adaptación del virus rábico al zorro rojo (Vul,oes vul,oes), ha permitido que ésta 

prevalezca a bajos niveles en el resto de Europa; en el 2001, se reportaron 2911 

casos en total, siendo 2295 casos de animales silvestres, de estos fueron 2010 

casos en zorros, el resto en lobos, mapaches, venado rojo, tejón, etc. En animales 

domésticos se reportaron 614 casos que involucran a perros y gatos principalmente 

con 442 casos, bovinos con 133, 23 en ovinos y el resto en otros animales. Se 

reportaron también dos casos en humanos en Rusia (38). 

Por lo común, las personas que llegan a preSentar la enfermedad en el continente 

europeo, fueron mordidas o agredidas por animales rabiOsos silvestres o en 

regiones endémicas de Africa y Asia (39). 
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En Asia se identifican la mayorla de los casos de rabia humana en el mundo, 

generalmente se acepta que el número estimado de muertos es del orden de 

36000 al año, de los cuales la mayorla se concentran en la India. Oertos países 

han hecho disminuir sensiblemente el número de casos (China, Indonesia, Malasla, 

Tailandia). El principal vector de rabia en AsIa es ei perro (30,31). 

En África, el perro continúa siendo también el principal vector de rabia (alrededor 

del 90%) (40) Y ciertas especies silvestres, notablemente la mangosta amarilla . 

CCVnict!s penlc!llat;¡), juega un papel importante en ciertas áreas (41). 

Sin embargo; En Sudáfrica. hay una gran diversidad de especies animales que están 

involucradas en la epidemiología de la rabia, se incluyen entre éstas, el chacal 

lomo negro ~ mesomelas), el chacal rayado ~ adustus) y el zorro orejas 

de murciélago, los zorros voladores (ptocvon meoalotis) y gatos salvajes (Bl!J§ 

M!Il;g) (42,43). Se han identificado 2 biotlpos del virus de rabIa por PCR, uno para 

la familia Cilnldae, Y otro para la familia V/venfdae (44). 

En Kenla, un muestreo de animales salvajes reportó la detección de anticuerpos de 

virus rábico en 72 hienas y 18 perros salvajes (45). 

Como ejemplo de la adaptación y de la circunstancia cambiante del virus de la 

rabia es el que se ha presentado en algunas islas del Caribe, como Cuba, pues en 

estos lugares se Importaron mangostas del contlnente asiático para control de 

roedores durante el presente siglo. Este animal predador, que anteriormente no 

existfa en dicho hábitat, actualmente se ha convertido en el principal reservarlo de 

la rabia en esas latitudes (22). 
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Rabia en América 

En 1994, quince de los veintiún países latinoamericanos reportaron 144 casos de 

rabia en humanos, siendo el perro la especie más frecuentemente incriminada 

como fuente de Infección. El área andina en Perú, fue la subregión y país que 

presentaron mayor número de casos con 41.7% y 28.5% respectivamente (46). 

En Brasil, Chile y Paraguay, los estudios de epidemiología molecular, reportan la 

existencia de dos ciclos epidemiológicos con diferentes reservorios, el de los 

perros, y el que Implica a murciélagos hematófagos y recientemente a no 

hematófagos (37,47,48,49). 

En Canadá y Estados Unidos de Norteamérica una vez que la rabia canina ha sido 

controlada se ha revelado que murciélagos no hematófagos, Insectívoros 

prindpalmente, son transmisores ocasionales y remanentes de la rabia en el ser 

humano. Durante 1980 a 1996, se han reportado en los Estados Unidos 17 decesos 

por rabia asociados con murciélagos Insectívoros; 12 decesos asociados con perros 

fuera del país; 2 asociados con perros domésticos autóctonos y un caso asociado 

con un zorrillo (50). En 1999 fueron reportados 7067 casos de rabia animal, 

mientras que solo 5 casos de rabia en humanos, de estos, 4 casos por contacto 

con murciélagos y uno por contacto con un perro (51). 

Rabia en México 

Debe considerarse la situación geográfica de México, en donde confluyen dos 

zonas del continente Americano, la neoártlca y la neotropical, lo que provoca que a 

pesar del gran deterioro ecológico, encontremos aun una gran riqueza genética 

que complica el problema de la rabia. 

'f€SIS CON 
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Los murciélagos vampiros (OesmoduSj transmiten la rabia paralitica bovina en 

regiones endémicas del trópico que se extienden desde el Norte de México, al 

Norte de Argentina y al Caribe. De los tres géneros de murciélagos hematófagos: 

Oesmodus, Dlphl/la y Dlaemus, el primero tiene la más amplia dlStribudón ya que 

se encuentra en roda la reglón Tropical y Subtroplcal de América latina, dada su 

accesibilidad, prefiere la sangre bovina y son transmisores muy eficaces de la 

rabia (30). Dlph/lla y Dlaemus tienen una dlstribuctón más limitada y al preferir 

sangre de aves su Importanda como vector ha sido considerada poco importante, 

as! como la de los murciélagos frug!voros, hasta que los estudios de epldemlolog!a 

molecular han demostrado la Implicación ocasional de estas espades (48,52). 

En México, la rabia es endemlca en los bovinos y comprende los estados de 

Campeche, ChIapas, Guerrero, Jalisco, Mlchoacán, Morelos, Nayartt, Oaxaca, 

Quintana Roo, Slnaloa, Tabasco, Veracruz y Yucatán, en forma parcial los estados 

de Chihuahua, Durango, Hidalgo, México, Puebla, San Luis PotnsI, SOnora, 

Tamaullpas y Zacatecas (21,30). 

Los reportes de casos drnicos de rabia en México en el periodo de 1986 a 1995 

fueron 6809, de los cuales solo 972 fueron diagnosticados por laboratorio; se 

asadan 52 casos de rabia en humanos con murciélagos (53). 

Otros reportes de casos de rabia animal confirmada por laboratorio entre 1989 y 

1994, observan una reducdón sostenida a partir de 1990, con un rango entre 

4,668 en 1989 y de 1,443 para 1994. El perro fue en el 91% de los casos, la 

espade más afectada, seguida por el gato 3.4%, el murdélago 0.3% y el restante 

5.3 por otras espades (30). 

r 

17 



En el periodo de 1989 a 1995, ocurrieron en el pafs 265 casos de rabia humana, la 

mayor frecuencia ocurrió en el grupo de edad entre 5 y 14 años, representando el 

57% del total. La principal especIe agresora fueron el perro, el que contribuyó con 

226 casos (86%), seguidos por los murciélagos con 22 (8.4%), gatos 8 (3%), Y 6 

casos (l.6%) provocados por bovinos, zorro, mapache, coyote, gato montés y 

zorrillo (30,54). En general, la principal especie responsable en la transmisión de la 

rabia a los humanos es el perro con 82% aproximadamente, siguiendo los 

murdélagos con un 6.5 a 8%, el resto se debe a un tipo no determinado de fauna 

(32). México ocupa uno de los primeros lugares en Incidencia en América latina 

(55). 

Presentación urbana de la rabia: 

En la presentación urbana, los perros son una población en crecimiento, por 

razones de seguridad y protección, esto genera a su vez un Incremento de perros 

ambulantes o que son verdaderamente callejeros. El gato es Infectado 

accidentalmente y representa un riesgo para el humano, pero no juega un papel 

importante en la cadena de transmisión y mantenimiento. La rata no representa 

ningún papel en la epidemlologfa de la enfermedad (20, 21). 

La mordedura, es la más importante ruta de transmisión de la rabia. En los perros, 

son los animales jóvenes, con una edad de 4 meses, más susceptibles que los 

adultos. La propagación y transmisión por aerosoles ha llegado a ocurrir en 

cavernas con grandes poblaciones de murciélagos donde su orina y heces 

contienen virus rábicos que encuentran temperatura· y humedad adecuadas o en 
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laboratorios donde se trabaja con grandes volúmenes de virus concentrado 

(21,56). 

En las zonas afectadas, la rabia no esta uniformemente distribuida, pudiéndose 

encontrar tanto zonas libres como zonas de bajo y de alto riesgo, también áreas 

con brotes epidémicos (30,57). 

La letalldad a la rabia es del 100% en humanos; la susceptibilidad varia en las 

diferentes especies, siendo muy alta para Zorros, coyotes, chacales, lobos, ratas, y 

ratones. Alta para hámsters, zorrillos, mapaches, gatos y murciélagos, moderada 

para perros, ovejas, cabras, caballos y primates, por último las zarlgüeyas son de 

susceptibilidad media (6, 30). 

Manlfestaclones clfnlcas de la rabia 

El virus de la rabia se transmite mediante la saliva por la mordedura de un animal 

Infectado produciendo encefalomlelltis (57,58,59,60). 

Es una enfermedad fatal, por lo que el diagnóstico temprano en los animales 

sospechosos es muy Importante en salud pública para las personas que fueron 

mordidas o expuestas a un animal posiblemente rabioso ya que estos tienen una 

variedad de signos clínicos que dificultan diferenciarla de otras formas de 

encefalomlelltis aguda (61). 

La edad reportada en gatos y perros transmisores, es desde las ocho semanas 

hasta los ocho años, aunque actualmente son los cachorros los más 

frecuentemente involucrados. El reporte principal del propietario es el cambio en la 

conducta del animal como depresión, demencia o vicios. El animal pUede estar 

extremadamente desorientado y atacar objetos inanimados. Otras anormalidades 
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son prurito, coprofagla, pica, conducta sexual anormal, ladrido anormal, y exceso 

de jugueteo. El animal puede parecer demente, tener ptialismo marcado, disfagia, 

depresión y otros trastornos de neNlos craneales y del alto tallo cerebral. Ataxia y 

parésls de los miembros posteriores. El curso dínlco de la enfermedad desde la 

aparidón de los signos hasta la muerte, se considera que dura de 3 a 8 días 

(61,62,63). 

El establedmiento de una infección depende de la Inoculación del virus en una 

herida, la cual, en las infecciones naturales, se produce corrientemente por 

mordedura de un animal rabioso. la contaminación de una herida reciente por 

saliva o tejidos Infectados es de riesgo mucho menor. 

No hay duda de que el virus se transporta a través de los nervios periféricos hasta 

el sistema nervioso central, y de allí continuar centrifugamente por todos los 

nervios periféricos, de tal modo que en los casos fatales el virus puede hallarse en 

el sistema nervioso. central y el periférico así como en otros tejidos y la leche. Este 

tipo de migración a lo largo de los nervios periféricos es una peculiaridad de los 

virus neurotrópos más estrictos. En los mamíferos, el virus de la rabia tiene una 

afinidad también por las glándulas salivales, en los murciélagos parece que la 

afinidad por éstas glándulas puede ser mayor que la que se muestra por el tejido 

nervioso (63). 

En la enfermedad .transmitida al hombre, el periodo de incubación es de entre uno 

y dos meses,acortándose en los casos de laceración severa múltiple con 

Introducción de grandes cantidades del virus. la enfermedad inida como en otros 

tipos de encefalitis con prodromos de malasia, fiebre, anorexia, nausea, garganta 
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adolorlda, somnolencia, irritabilidad y debilidad. Pudiendo presentarse hiperestesia, 

parestesia o anestesia en el área de la mordedura y a lo largo de los nervios 

periféricos Involucrados. El progreso de la enfennedad se acompaña del 

incremento en la ansiedad e hiperexitabilidad con fiebre recurrente, delirio, 

movimientos masticatorios involuntarios y convulsiones generalizadas se observan 

con frecuencia y conducta maníaca alternada con periodos de lelargia. Violentas 

contracciones espasmÓdicas de los músculos de la boca, faringe o laringe al 

intento de beber o a la simple vista del agua, son las caracteristlcas 

patognomonicas que le dan a la rabia el sinónimo de hidrofobia (64,65). 

Los espasmos dolorosos pueden inidar con estImulos relativamente medianos 

como la luz o el tacto, el paciente puede eliminar profusamente la saliva al evitar el 

acto de la deglución de la misma, la cuat esta asociada con el espasmo. Dentro de 

pocos días la condición del pac~nte empeora, su pulSO se incrementa, la 

resplradón se toma laboriosa e irregular, la temperatura aumenta marcadamente. 

Los periodos de respuesta se hacen menos frecuentes, los espasmos pueden 

tennlnar en parálisis. El COlapso periférico vascular, el coma y la muerte 

sobrevienen. La enfennedad rara ves sigue un curso de mas de 5 o 6 días, siendo 

siempre fatal (65). 

Patología 

En el hombre los cambios principales se encuentran en el SNC consistiendo en 

necrósis neuronal en la mayor parte del tálamo, hipotálamo, materia gris, pons y 

médula. Los núcteos de los nervios craneales severamente dañados y la 

inflamación por mononucteares se hace patente aquí mas que en cualquier otro 
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lugar. El cordón espinal muestra cambios neuronales especialmente en las astas o 

cuernos posteriores. La Inflamación es grave en la médula y en el bulbo, pero 

mucho más moderada hacia hemisferios cerebrales. Las lesiones de la rabia son 

típicas de la encefalomielitis no supurativa con ganglioneuritis y adenitis parotidea. 

No hay lesiones macroscópicas (64). 

En los animales las alteraciones inflamatorias y degenerativas son más graves 

desde el puente hasta el hipocampo y en la médula cervical, respetando 

relativamente el bulbo. Esta falta relatiVa de afección del bulbo parece ser aplicable 

a todas las especies domésticas. Las lesiones más graves de la enfermedad se 

encuentran generalmente en los perros, mientras que otras especies, 

especialmente los rumiantes que son altamente susceptibles, pueden mostrar poco 

más que algún vaso con un ligero infiltrado Iinfocitario perivascular, y muy pocos 

nódulos gUales pequefios (nódulos de Babes) a pesar de mostrar abundantes 

corpusculos de Negri (63). 

Los cuerpos de Negri intracitoplasmáticos se encuentran por lo general en las 

neuronas del hipocampo y en las células de Purklnge del cerebelo. Al examen 

neurol6gico, se observan signos de los nervios craneales del tallo cerebral como 

carda de mandlbula, paráliSiS facial, ataxia y parésiS flácida de los miembros con 

depresión o ausencia de reflejOS espinales, el estado febril y conjuntivitis son 

comunes (62). 

La muerte sobreviene por paro respiratorio ocasionado por la degeneración 

neuronal del centro respiratorio. 
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Oaslficad6n del virus. 

El virus de la rabIa se daslfica dentro del orden Mononegavlrales, que agrupa a 

virus que poseen ARN monocatenico, no segmentado y de polaridad negativa. 

Comprende tres famInas: Paramyxovirfdae, Filovirfdae y Rhabdovirfdae. Dentro de 

la familia Rhabdovlrfdae se agrupan una gran cantidad de virus que afectan a 

mamfferos, peces, crustáceos, reptiles y plantas. Los Rhabdovirfdae que Infectan a 

mamfferos se dMden en tres géneros: Los Veslculovlrus (virus de la estomatitis 

vesicular, VSV), los Ephemerovlrus (virus de la fiebre efímera bovina) y los 

Lyssavlrus (virus de la rabia) (57,66,67,68). 

Los Rhabdovirfdae son virus con esplcuias, estructura helicoldal Interna, y 

estructura morfológica muy particular (69,70,71). Él género Lyssavlrus, tiene forma 

. de bala de fusil y son virus enweltos. 

Propiedades y caracteríSticas morfológicas del virus rábico. 

Los rhabdovlrus son virus frágiles, InaCtivados por calor, los rayos ultravioletas, la 

desecacl6n, los solventes orgánicos y la trlpsina. Son bastante estables entre pH 5 

Y 10. Los rhabdovlrus se conservan varios dlas a 4 OC Y durante mucho tiempo a -

70 oC y liofilizados. El virus de la Estomatitis Vesicular VS>I ha Sido el más 

estudiado V sirve como virus de referenda de los rhabdovlrus. A pesar del gran 

pareddo, la analogra antigenica entre los diferentes géneros de rhabdovlrus es 

poca; por ejemplo, las proteínas G del virus de la rabia V de VS>I solamente tienen 

20% de homologla en frecuencia de aminoácidos (21,41,63,72). 

Observado con microscopio electrónico, el vlrión rábIco presenta un diámetro de 

75nm y un largo que varía entre 130 nm y 180 nm; la envoltura viral está erizada ,--_ .. _---
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de espiculas de 9 nm de longitud (38,72). Está constituido por una doble envoltura 

fosfolípida, de un ácido ribonucleico enrollado en espiral y de cinco proteínas 

mayores (Figura 1). La replicación del genoma viral tiene lugar en el citoplasma 

celular. 

Protelna "N'" 
o Nucleoprotefna 

Gllcoproterna 

Protefna "M" 
o Matriz 

prot~"'P 
o Fosfaprotelna 

Figura 1. Esquema de las estructuras del virus rábico, basado en la forma de bala 

del virus mostrada en la fotografia. 

Una sola molécula de ARN está presente por virión, constituida de 11932 

nucleótidos y peso molecular de 4,6.106 daltones. El ARN del genoma es de 

polaridad negativa, lo que significa que el genoma no puede ser transcrito 

directamente a proteínas virales por los ribosómas celulares, se requiere de un 
r--------~ ____ _ 
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paso de transcripción preliminar para producir el RNAs mensajero complementario 

de cadena positiva capaz de prodUcir las proteínas virales (70). 

El virión contiene 67% de proteína, 26% de lípldos, 4% de RNA y 3% de 

carbohldratos vinculados en forma coovalente al IIpldo y protelna. Se han 

Identificado cinco polipéptldos del virus (20,63). 

Este virus esta compuesto de 2 unidades estructurales: Una envoltura externa de 

lipoprotelna que es de origen celular y la ribonudeooSpside (RNP), una estructura . 

enrollada hellcoldal interna que enwelve al genoma viral tan estrechamente que es 

Insensible a la actividad de la r1bonudeasa. 

El vlrión entra a la célula por plnodtoSls por medio de una proteína de 

transmembrana G que se une a un sitio aún no conocido. Sobre la superficie 

celular y después de la fusión de las membranas viral y ll505Omal, la 

rlbonucleooSpslde es liberada al citoplasma celular, la RNP posee todos los 

elementos virales necesarios para la transcripción y repllcaclón(70). 

El genoma rábico. 

El virus rábico está constituido por cinco proteínas, cada una de las cuales es 

codificada por un gen. La secuencia de los 11932 nucle6tldos del genoma de la 

cepa Pasteur virus (CP\I) del virus de la rabia ha permitido estudiar los elementos 

reguladores de la transcripción y de la replicación. La secuencia completa. de 

aminoácidos fue deducida de la secuencia de los genes que codifican 

respectivamente las S proteínas: N, M1, M2, G Y l., Por otro lado, el análisis de las 

secuencias parciales de diferentes Lyssavlrus ha permitido su estudio comparativo 

y evolutivo (21,63,70,73). 



La nudeoprotelna N (450 aminoácidos), estrechamente asociada al ARN viral es 

expresada en abundanda en el huésped después de una infección por virus rábico. 

La Proteína N es una de las más conservadas y se utiliza para estudios de 

diagnóstico de lisavirus (32,55,74). 

La fosfoproteína NS o MI (297 aminoácidos), se acumula en el dtoplasrna de las 

células infectadas. Inidalmente se había propuesto que esta protelna formaba 

parte de la enwltura; por esta razón, le fue atribuida la denomlnadón M1, por 

primera proteína de membrana no giicosilada. Posteriormente, se demostró que 

no forma parte de la membrana sino de la Nucleocápside. La protefna M1 rábica y 

la NS de VSV son dos denominaciones de la misma proteína y solamente la 

denominadón NS debe de ser empleada para todos los Rhabdovirus. Todavfa se 

desconoce que papel juega esta proteína en la protea;ión. 

La proteína L (2142 aminoácidos) "Large" es responsable de la transcripdón y de la 

replicación del ARN viral, es la más conservada de todas las protelnas de los virus 

ARN monocatenarios de polaridad negativa. Ésta estabilidad aparentemente resulta 

de la necesidad de conservar funciones· enzimátlcas vitales para el virus. Ningún 

anticuerpo monocional especffico de la proteína L del virus rábico ha sido obtenido 

hasta hoy, lo que aparentemente refleja el carácter 'universal" de los motivos 

antigénicos que ella posee (39,51). Estas tres proteínas (N, NS, L), asociadas al 

ARN viral, conStituyen la "Nudeocápside". 

La proteína M (202 aminoácidos), se localiza sobre la cara interna de la envoltura 

iipídica. Es la menor de las proteínas del virus de la rabia. A diferencia de VSV, la 

proteína M del virus de la rabia no está fosforilada. 
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La glicoprotelna G (504 amlnoáddos) está Inserta en la membrana IIprdica del 

virus; es la responsable de la inducd6n de los anticuerpos neutrallzantes y de la 

estimulación de los linfocitos T, es la única proterna externa del vlrión y representa 

aproximadamente un terdo de la masa proternlca viral (20,63,70,75). 

3' 5' 

,-----,1 c:::J O 1..-1 __ .....11 D L-____________ ~I 

N NS M G L 

Figura 2. Representadón esquemática del genoma (y sus proternas) del virus de la 

rabia (31, 71). 
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CAPITULO 3 

MATERIAL Y METOOOS 

C1aslflcadón del estudio: 

Este es un estudio de tipo observacional, descriptivo. 

Criterios de Inclusión: 

Se utilizaron para este estudio las siguientes muestras: 

Una muestra de encéfalo humano pertenedente a un niño muerto de rabia, 

preservada en formol sin conocerse el tiempo de fijación de la misma, cuando se 

efectuaron los estudios; se le calcularon 3 meses como mínimo. 

Una muestra de cerebro embebido en parafina del mismo niño muerto de rabia. 

31 cerebros de ratón Infectados con la cepa O/S del virus rábico. 

Diez cerebros de ratón Infectados con la cepa HQ-01 del virus rábico. 

Diseño del estudio 

Inicialmente se tenían solo las muestras de encéfalo humano en formol y en 

bloque de parafina, al no conocerse exactamente el tiempo de fijación del cerebro 

ni la concentradón usada del fonnol, se deddió Iniciar el estudio con cerebros de 

ratón Inoculados con el virus de la rabia, preservándolos en una solución de formol 

al 15% durante 24 horas, aumentando el tiempo de fijadón hasta que ya no fuese 

posible obtener el ARN de las muestras. 
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Inoculación del virus 

Se utilizaron los virus rábicos cepa Challenge Virus Standard (CVS) y el virus 

aislado HQ-Ol, procedente de un murciélago hematófago del Estado de México y 

pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). 

Se descongeló cada cepa durante 10 mino se centrifugó a 2000 xg durante 2 mln 

del sobrenadante se tomó lml al que se agregaron gml de medio Baby Hamster 

Kidney (BHK), todo el procedimiento se realizó a 4 C .. 

Se anestesiaron un total de 41 ratones de la cepa Balb/C, de 20-21 días de edad 

por vía Intraperltoneal con 0.08 mi de. Ketamlna (ketamlna 50 mgfml¡ sector 

salud); 31 ratones se inocularon con cepa CVS y diez ratones con cepa HQ-Ol, 

todos con 0.03 mi por vía Intracerebral. 

Después de 7 días los ratones mostraron como signos pelo hirsuto, movimientos 

lentos,. incoordlnación, columna vertebral arqueada y parálisis, procediéndose 

entonces a su sacrificio en una campana con monóxldo de carbono y se extrajeron 

el cerebro y cerebelo completos. Se comprobó por la prueba de anticuerpos 

fluorescentes PAF la presencia del virus, mismo que resultó posltlvo para todas 

las muestras. Los encéfalos se mantuvieron en congelación a -75 C. 

fijación con formaldehído 

Se sumergieron 22 mitades de encéfalo en solución de fonnaldehído al 15% Y 12 

mitades con formaldehfdo al 100/0 durante 1, 2, 4 Y 7 días. Transcurridos los siete 

días, se sumergieron en 100 mi de solución salina fisiológica (SSF) durante 30 

mln. Finalmente en 100 mi de solución al. 1% de albúmina sérlca de bovino por 

otros 30 mino Todas las muestras se congelaron a -20 C. 
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Preservadón con Glicerol. 

Se sumergieron cuatro mitades de encéfalo en solución de glicerol al 80%, otras 

cuatro en solución al 50% y cuatro en solución al 40% con variables de 1, 2, 3, 7 

Y 21 dras. Para su lavado se sumergió cada mitad de encéfalo en SO mI de soluáón 

buferada de fosfato (Phosphate Buffer Solutlon, PBS) a 4 C, agltandose durante 3 

minutos y repItiéndose el procedimiento 3 veces. Las muestras fueron almacenadas 

a.,.20C. 

Digestión con Protelnasa K 

A cada mItad de encéfalo fijado en formol se le adicionaron 100 ¡.JI de Proteinasa K 

(10mgjml) (76), se maceró en el homogenelzador de Tembruk y se Incubó a 54 C 

durante de 1, 2, 8 Y 24 h. Las muestras con digestión de 8 y 24 h se Incubaron a 

TA. Después de la Incubación y para desactivar a la Proteinasa K, se calentó la 

mezcla a 75 C durante S mln. Las muestras fueron almacenadas a -20 C (78). 

Técnica de desparaflnadón 

Se hlderon 105 cortes con el microtomo a 10 f.lm de grosor de la muestra de 

cerebro de niño en bloque de parafina. Se colocaron S muestras en cada tubo de 

1.8 mi, tratando de eliminar al máximo el exceso de parafina. 

Se añadió 1 mI de eptano a cada tubo y se mezcló en agitador a TA durante 30 

mln. Enseguida se centrifugó a 20,000 Xg durante S minutos. Se removió el eptano 

y se repitió todo el procedimiento. Se adicionaron 0.5 mi de Etanol al 100% a cada 

tubo y se mezcló invirtiéndolo. Se centrifugó a 20,000 Xg. Se eliminó todo el etanol 
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posible. Se repltió este procedimiento y finalmente se dejó secar en estufa a 26 C 

durante 10 mln. Estas muestras se digIrieron con Proteinasa K (81). 

Proceso de extracclón de ARN 

Se utilizó el protocolo de extracción del lRIzol (n), cuyo componente es una 

solución de IsotIocianato de guanldlna y (enol. 

Para cada extracdón se tomó la mitad de un encéfalo, el peso aproximado fue de 

80-100 mg por muestra. Se maceró la muestra en un homogenelzador de 

Tembruck, agregando lml de lRIzoI por cada 100 mg de muestra. 

En las muestras digerfdas con Protelnasa K, o en las muestras frescas, el 

macerado se transfirió a viales de 1.8 mi de capacidad. 

Se Incubaron las muestras homogeneizadas por 10 mln para permitir la dlsocladón 

completa de los complejOS de nucleoproterna. Se le adldonaron 0.2 mi de 

doroformo; se tapó y agitó vigorosamente por 15 seg, Incubándose nuevamente 

durante S mln. la muestra se centrifugó durante 15 mln a 12,000 Xg a S C; sólo se 

utilizó la fase superior transparente en la que permanece el ARN, slendo el 

. volumen de ésta, un 40 a 600/0 del volumen Inici¡¡l. 

Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se le adicionó 0.5 'mi de Alcohol 

IsoproRico. Se Incubó durante 10 min a TA y se centrifugó a 12,000 Xg por 10 mln 

aSCo 

Se tiró él liquido sobrenadante quedando en su caso el ARN adherfdo a la pared del 

tubo; se le adldonó lml de etanol al 75%. Se mezcló en el agitador y se centrifugó 

a 7,SOOXg por 5 min a S C.' 
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Se tiró el sobrenadante y se dejó secar el tubo. Analmente se le adicionó 50 vJ de 

agua bldest!lada delonlzada con Dietil pirocarbonato al 1 %(DEPC) Y se incubó a 55 

C por 10 mln. El ARN se almacenó a -70 C (9,70). 

Observación del ARN 

cada una de las muestras obtenidas se separó por electroforesis submarina en 

solución de Trls-borlco·edta (TBE) en gel de Agarosa al 1% adicionado de 3 vJ de 

bromuro de Etidio (10mg/ml) con una corriente de 100 Voltios durante 20 minutos. 

Se observo la presencia del ARN bajo luz ultravioleta. 

Ollgonucle6t1dos especlficos 

Se detectó el segmento G-'II-L del genoma del virus rábico en este trabajo, 

utilizando los siguientes iniciadores: (Vease la figura 2) 

Inldador A3: 5'-GAC TTG GGT erc CCG AAC TGG GG-3' 23 bases sentldo( +). 

Posición 4665 4687 

Inldador A4: 5'-cAA AGG AGA GTT GAG ATT GTA GTC-3' 24 bases sentldo(-). 

Posición 5543 5520 

El iniciador A3 ha sido reportado como GOII y G; el Iniciador A4 como L y G8 (9, 

31,70). 
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Obtención del ADN complementarlo (ADNc) 

En un tubo de 500 111 se mezclaron los siguientes reactivos y cantidades: 

ARN -s I.d, Dithiothreitol (DTT) -2 ~I, Buffer Fs-4 ~I, Rnasln- 0.5 ~I, DNTP'S 

(10mM) - 21J1 Y H,O DEPC-4.5 ~I. 

La mezcla se calentó a BO e durante S min; a continuación se colocó en hielo 

durante 1 mino Se le agregó 1 ~I de Primer G (250ng) y se calentó a 65 e durante 

10 mln coIocandose inmediatamente en hielo durante 1 mino Se agregó 1 111 de 

SuperScrlpt y se eliminaron las burbujas con agitación, se Incubó 1 h a 37 e. El 

volumen final de la reacción fue de 20 ¡JI. Para Inactivar la reacd6n se calentó a 

98·e durante 5 minutos. El ADNc obtenido se almacen6 a -20·e (9, 70). 

Amplificación de productos por PCR 

Para amplificar el fragmento de ADNc de interés (porción G-L) se procedió a 

mezclar los siguientes reactivos en un tubo de 500 ¡JI : 

DNAc-5 ¡JI, DNTP'S (2mM)-2 ¡JI, Mezcla de iniciadores G3 y G4 (10mM)-1 ¡JI, 

Buffer PCR (10X)-2 ¡JI, Taq pollmerasa(2So-S00 Uf ¡JI) -0.5 ¡d Y H,O DEPC-9.S ¡JI. 

Se homogeneizó perfectamente en agitador y se colocó el tubo en el termodclador, 

bajo el siguiente programa. 

Ocio 1: 94·e durante 3 minutos 

Ocio 2: 

Fase 1: 94·e durante 30 segundos 

Fase 2: 60·e durante 30 segundos 

Fase 3: 72·e durante 1 minuto 

Repeticiones: 

Repeticiones: 

1 

30 

30 

30 

Ciclo 3: n·e durante 3 minutos 1 
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Después de completarse el programa, las muestras se almacenaron a -20 e 

(9,70). 

Para la determinación de tamaño del producto amplificado, se agregó un caml con 

marcador de peso molecular ladder de pB y otro con el marcador Lambda Hlnd m, 

que marca a 702 y 1264 pB. 

La prueba de PCR se acompalió de los siguientes testigos: 

1 positivo a PCR(teJido en freSCO positivo a rabia) 

1 negativo a PCR( ratón no inoculado) 

La fotodocumentación de este trabajo se realizó con cámara fotográfica Polaroid 

con filtro W, y película blanco y negro (22,24). 

Las cepas del virus de la rabia CVS y HQ-Ol, ratones y todo el material para este 

trabajo realizado de noviembre de 1999 a agosto de 2001. Son propiedad del 

Laboratolio de la Unidad de Investigación en Inmunología del Hospital de Pediatría 

del Centro Medico Nacional Siglo XXI, IMSS. 

---,----'~ ...... 
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CAPITULO 4 

RESULTADOS 

Muestras preservadas en glicerina 

Se procesaron un total de 16 muestras de cerebro de ratón Inoculado con virus de 

rabia cepa OIS y cepa Hq-01 y preservadas en gllceñna aTA, misma que varió de 

acuerdo a la hora del dia hasta en 21 C. Cuadro 2. 

Inldalmente se utilizo la glicerina a concentraciones de 80%, 50% Y 40% con 

cuatro muestras para cada concentrad6n. A la totalidad de las muestras 

preservadas en glicerina al 50% fue posible extraerles el ARN. En contraste, no se 

obtuvo ARN de ninguna de las cuatro muestras conservadas en glicerina al 400/0 ni 

de las cuatro al 80%. 

En las siguientes doce muestras se uso sólo la concentracl6n de glicerina al 50%. 

El tiempo mínimo de inmersl6n de la muestra en gllceñna fue de un dra, con 

variables de 3, 4, 7, 14 Y 21 días como se observa en las figuras 3, 4, 5 Y 6. 

De todas las muestras fue posible extraer el ARN y también obtener el producto 

amplificado del virus de la rabia mediante PCR, obteniendo el fragmento esperado 

en los 872 pares de bases. 

Con la finalidad de evitar errores y la posible degradadón de alguno de estos 

componentes, desde la extracción del ARN hasta la obtend6n del producto 

amplificado del virus rábico, todo el procedimiento se reallz6 aproximadamente en 

7-8 h en el mismo día. 

1E.SIS CON ti 
FALLA DE ORIG~J 

3S 



Muestras fijadas con Formaldehrdo 

El presente estudio dio Inicio con el intento de extracción de ARN partir de la 

muestra de cerebro del niño; se realizaron en total % pruebas de extracción de 

ARN con Trisol en trozos de cerebro de forma cúbica de 0.5 cm. Se procedió 

lavando las muestras con agua bldestilada deslonlzada, sometiéndolas 

directamente a la acción del mismo de acuerdo a protocola y con resultado 

negativo. 

Muestras digeridas con Proteinasa K 

. En todas las pruebas subsecuentes se utilizo Protelnasa K a concentración de 10 

mgfml, en volumen de 100 ¡JI para cada muestra, inldando con tiempos de 

digestión de 1 hora y aumentándose a 2, 4 Y 8 h a 54 e en bailo Maria siendo 

negativas también estas pruebas. Se repitieron las pruebas aumentando la 

concentración de Protelnasa K a 22 mg/ml y una serie más con la misma 

concentración pero aumentando el volumen a 500 ¡JI para cada muestra. También 

se aumento el tiempo de digestión a 24 h. Utilizando ambas concentradones con 

500 ¡JI para cada muestra. Todas las pruebas fueron negativas. 

Muestras con técnica de desparaflnadón 

El siguiente objetivo fue la muestra del bloque de parafina. Después de aplicar la 

técnica de desparafinaclón se realizaron 23 pruebas de extracción de ARN con 

trisol, previa digestión de las mismas con ProteInasa K, Iniciando con 

concentradones de 20mg/ml y posteriormente de SO, 100 Y de 200 mg/ml; el 

volumen de las muestras inició con 150 ¡JI, pasando por 500 ¡JI, 1 mi y 2 mi. Con 
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tiempos de digestión de 2, 4, 12, 18 Y 24 h a 37 y a 54 C. Tampoco fue posible la 

extracción del ARN. 

Muestras de los ratones inoculados con el virus rabico 

Se realizaron un total de 34 pruebas de extracción con trisol, 22 de ellas utilizando 

fonnaldehído a concentración del 15% y 12 muestras al 10%. Los tiempos de 

fijación de las muestras fueron de 1, 2, 4 Y 7 días. Al finalizar con el tiempo de 

fijación asignado, las muestras se lavaron con agua adicionada de albúmina de 

bovino al 1% durante 30 mln. Al Igual que en las anteriores muestras se utilizaron 

primero tiempos de digestión con Protelnasa K de 1, 2,4,8 Y 24 h con 100 111 por 

muestra a concentración de 10 mgfml para cada una de las concentraciones ya 

mencionadas. Todas las pruebas resultaron igualmente negativas. la concentración 

de Proteinasa K se elevó hasta 200 mgfml sin que fuese posible obtener una sola 

extracción de AAN positiva. las pruebas se aplIcaron a muestras con los dos tipos 

de cepas empleadas. 

Para verificar el correcto funcionamiento de las pruebas, se utilizaron 7 muestras 

sin preservar en fonnaldehído, obtenIendo extracciones positivas de ARN de todas 

las muestras control. Después de las primeras 24 h en fonnol, las muestras tenían 

un aspecto elástico y duro semejante a una liga, no habiendo variaciones 

comparadas con las muestras de 7 días. 

El tiempo de digestión mínimo de las muestras con Protelnasa K a 56·C, fue de 1 

hora, con variables de 2, 4, 8, 20, 24 Y 48 horas, sIendo los mayores tiempos de 

digestión de hasta 5 y 7 días. 
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La concentración de la Proteinasa K también fue variable, inidando con 4 mg/ml y 

posteriormente con 6, 11, 20, 200, 590, 1120 Y 1690 mg por cada mI. 

Los experimentos iniciaron con la concentración más baja de Protelnasa K y el 

menor tiempo de digestión, aumentándose gradualmente ambos hasta probar la 

mayor parte de las combinaciones lógicas posibles. 

Se observó al microscopio las muestras post-dlgestlón para corroborar el estado de 

las membranas, mostrándose muy poca actividad digestiva sobre ellas. 

También se sometieron a digestión durante 20, 24 Y 48 h, 5 Y 7 dras, muestras 

positivas a rabia conservadas en bloques de parafina, previamente desparaflnadas 

con heptano y cortadas a 10 IJm de grosor. utilizándose las más altas 

concentraciones de Protelnasa K. 

No fue posible obtener ARN de ninguna de las muestras mendonadas, aún 

aplicando los tiempos de digestión más largos y con las concentradones de 

Protelnasa K más altas. 
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Cuadro 2. Variación de temperatura dentro del laboratorio en 24 horas 
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Figura 3. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de amplificación del virus 

de la rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante uno y tres dras. 

carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2: testigo positivo. carriles 

3 y 4: amplicón del virus de la rabia de muestras preservadas durante un día. 

carriles 5 y 6: ampUcón del virus de la rabia de muestras preservadas durante 3 

días. carril 7: control negativo. Carril 8: marcador de peso molecular N Hind 1lI. Se 

puede apreciar claramente la formación de la banda del ampUcon de la rabia en los 

872 pares de bases de las muestras preservadas durante 1 y 3 días. Se han 

utilizado dos marcadores de peso molecular diferentes, en el carril 1 un marcador 

que muestra cada 100 pb Y en el carril 8 el marcador A que marca a 702, 1204 Y 

1371 pS. 
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1 2 3 

Figura 4. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de amplificación del virus 

de la rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante siete días. 

Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2 y 3: Amplicon del virus 

de la rabia de muestras preservadas durante siete días. La banda de los 872 pares 

de bases del carril 3 corresponde a una muestra trabajada ininterrumpidamente en 

un mismo día. La banda del canril 2, corresponde a una muestra de ARN 

almacenada durante 7 dlas a -20 C. 
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1 2 3 

Figura 5. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de amplificación del virus 

de la rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante 14 días. 

carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. carril 2: Control negativo. carril 3: 

Amplicon del virus de la rabia de la muestra preservada durante 14 dfas en· 

glicerina. Se muestra claramente la banda en los 872 pares de bases en el carril 3 

con un ladder de 100pb en el carril 1. 

, ' . _ ... .r~---"1 
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1 2 3 

Rgura 6. Gel de Agarosa donde se muestra el proouctll de ampliftcadón del \/irus 

de la rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante 21 días. 

Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2 y 3: Amplicon del vIrus 

de la rabia de la muestra preservada durante 21 días en glicerina. En esta 

fotografía se muestra un nítido amplicon en los 872 pares de bases después de 21 

días de preservación en glicerina. 
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CAPITULO V 

DISCUSION 

En el presente trabajo, ha sido posible extraer exitosamente el ARN y el producto de 

amplificación del virus rablco de todas las muestras preservadas en glicerina al 50% hasta 

por 21 días, siendo éste el primer reporte del uso de la glicerina como preservador en 

muestras sometidas a pruebas de biología molecular. 

Estos 21 dlas es tiempo más que suficiente para hacer llegar las muestras a cualquier 

laboratorio de biología molecular capaz de realizar la prueba de PCR para el virus de rabia, 

en donde la rapidez para obtener resultados es crucial; actualmente se puede realizar la 

prueba de PCR de muestras de saliva. y Irquldo céfaloraquldeo para detección del virus 

rábico en tan solo 4 horas (14), lo que contrasta con los tiempos necesarios para 

diagnosticar rabia en nuestro país. 

la glicerina al 80% se desechó por su difícil manejo y por Impedir que las muestras se 

sumergieran mientras que la concentración del 400/0 no arrojó ningún resultado en la 

obtención del ARN. Los resultados de la glicerina en concentración al 50% fueron 

constantes en todas las pruebas realizadas y resultó ser un preservador Idóneo para 

muestras de tejido nervioso hasta por 21 días (figura 6), siendo estos tejidos los más 

fácilmente degradados por su naturaleza química e histologlca, se deduce que podríamos 

adelantar Iguales o mejores resultados en los otros tres diferentes tejidos histológicos. 

cabe resaltar las propiedades preservadoras de la glicerina conocidas desde el siglo 

pasado y reportadas por Roux (6) al extraer virus viable de rabia después de 30 días a 
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temperatura ambiente en el Instituto Pasteur de Salgón, donde la temperatura ambiente 

promedio, oscila entre los 34 y 37 C, aún bajo estas condiciones extremas resalta la 

recuperadón de virus viable. 

Actualmente sé esta probando la glicerina en muestras preservadas en periodos de hasta 

80 días, esto basado en la excelente preservación mostrada en el ARN de 21 días. 

se ha reportado la extracción exitosa del ARN del virus de la rabia de tejidos preservados 

en guanldlna a temperatura de 22·C, hasta por 60 dfas (27), atribuyéndose dicho efecto a 

la destrucción de las ARN-asas, solo que a un costo muy superior. 

Debemos considerar las marcadas fluctuaciones de temperatura en nuestra área de 

trabajo en el laboratorio; estas alcanzan hasta 33·C durante el dfa, descendiendo durante 

la noche a 12·C (ver cuadro No.2). lo que contrasta con las condldones de laboratorios 

de otros países que reportan resultados positivos y cuya temperatura se mantiene estable 

a 22°C. 

Otras observaciones a resaltar son las siguientes: 

Después del tiempo de Inmersión de las muestras en glicerina al 50% deben lavarse con 

soludón de PBS ma, enjuagando tres veces, esto hizo que las bandas de los 872 pb del 

amplicon de la rabia, fueran más nítidas que las observadas después de lavar con soludón 

salina fisiológica o con agua bldestllada delonlzada; este efecto se atribuyó al usa de la 

saludón buferada y a la baja temperatura, lo que permitió estabilizar las moléculas. 

También es Importante señalar el cambio en la nitidez de las bandas en el gel de agarosa 

cuando no se analizan Inmediatamente las muestras, como \o muestra la figura No.4, en 

donde se compara ARN preservado durante 7 días a -20·C con ARN procesado 

Inmediatamente (ver figura 4). 
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Para este estudio se utilizaron ampUcones o prlmers que reconocieron el segmento G, 

pseudogen y l del genoma rábico, con una longitud de 872 pb, siendo éste el mismo 

segmento que se usa para el reconocimiento de las variedades del ciclo epidemiológico 

por la técnica de enzimas de restricción (24); lo que permitirla la continuidad del estudio, 

en caso necesario, lo que significarla un ahorro Importante sobre los costos aplicar esta· 

prueba. 

Es Importante que el pals estandarice los medios en que se envfen las muestras a los 

laboratorios para análisis de blologra molecular, ya que estos- métodos substituirán 

paulatinamente a los convencionales por su precisión y rapidez. El éxito de la técnica 

aplicada dependerá de las condiciones de la muestra, el tiempo de fijación o exposición al 

agente preservador, el primer o ampllcon utilizado y a la Integridad de la muestra. 

No fue posible extraer el ARN a partir de la muestra de _ encéfalo preservada en formol, 

tampoco del bloque de parafina del infante muerto de rabia, ni de los tejidos nerviosos 

preservados en formol Inoculados. 

Se usaron distintos tiempos de Inmersión de las muestras, mismas que iniciaron con 7 

dlas, 3 dras, 2 dlas y concluyeron con 1 dla, todas ellas a temperatura ambiente, en 

concentraciones de formaldehldo del 15% Y del lOO'\'. 

Es posible deducir a partir de estas experiencias, que el formaldehldo es un agente 

agresivo para las cadenas del ARN y que aunado a la exposición digestiva de la Protelnasa 

K, parece' Irremediable la fragmentación del mismo, cuya detección podrla remedlarse 

mediante la búsqueda y diseño de prlmers más cortos. Esta situación, dificulta e 

incrementa los costos de la investigación. Al término de la fijación, las muestras 
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presentaron una consistencia dura y elástica, misma que no se modificó aún después del 

periodo de digestión por lo que se procedió a examinar las muestras bajo el microscopio 

notándose las membranas celulares integras, por lo que se duda que nuestra fase de 

digestión trabajara adecuadamente. Otro factor importante a considerar sería la calidad 

del formaldehldo que se trabaja. 

Nuestros resultados contrastan con lo reportado por Oreiarl (26) quien obtuvo el ARN de 

tejidos preservados en formol hasta por 12 semanas y de tejidos conservados en bloques 

de parafina con más de 10 años de antigüedad. Para obtener dichos resultados, fue 

necesario como ya se mencionó, el diseñar amplicones o prlmers de menor número de 

pares de bases, siendo éstos de 13G-150pb, ya que el ARN tiende a fragmentarse a mayor 

concentración del Formaldehfdo y al mayor tiempo de exposición al mismo, as{ como al 

tiempo de digestión y concentración de la Proteinasa K. 

Es recomendable el reproducir estos experimentos con un estricto control de las 

condiciones necesarias para el adecuado funcionamiento de la Proteinasa K, ya que en 

este estudio los resultados negativos podrían atribulrsele al mal funcionamiento de la 

misma. 

Es posible que el glicerol sea capaz, por medio de mecanismos aún no dilucidados, de ' 

inhibir la acción de las ARNasas tan comunes en la naturaleza. Su utilidad para estabilizar 

cadenas de ARN en diversas condiciones debe ser aprovechada. 

El estudio de la variabilidad genética de los vlrus ARN es de primordial importancia ya que 

son los microorganismos con mayor capacidad de variación conocidos. Se calcula que en 

los virus ARN ocurre una tasa de 10" incorporaciones erróneas por nucie6tido copiado y 
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ronda de copia. Esto da lugar a la generad6n en tiempo y espacio de las llamadas 

cuas/especies ( 80). 

El glicerol al 50% mostró ser un preservador del ARN idóneo para realizar pruebas de 

blologra molecular por su bajo costo y su fádl adqulsld6n, lo que representarla 

seguramente un costo menor al actualmente ejercido para dicho fin a cambio de un mayor 

benefldo, al menos hasta que se encuentre otro preservador con caracterlsticas 

superiores. 
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APENDICE 1 

MATERIAL PARA OBTENClON DEL ARN DEL VIRUS RABICO 

Agarosa Marine cololds, INC 

AGUA DEPC (dletll plrocariJonato) 

A1cohollsopropilico 

Bromuro de Etidlo Sigma cat. E-8751 

BUFFER Fs (SuperScrlpt) 

Buffer PCR 

doroformo 

Dlthlothreitol DTT (GIBCOBRL cat):15508-013 

DNTP's 100mM SEr(GIBCOBRL Cat):10297-018 

Etanol al 75% 

Medio de cultivo BHK (Baby Hamster Kidney) 

PRIMER 3 ó G 

PRIMER4ó L 

Proteinasa K (Fungal) 100mg Glbco BRL cat.No. 2530-0-15 

Ratones cepa Balbl e 

Rnasln R1bonudease inhibitor (Promeg1a, cat):N2111 

Solución al 1% de DletilpirocariJonato(DEPC) 

Solución de Albúmina de Bovino al1 % 

Solución de Azul de bromofenol 
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Soludón de formaldehrdo al 15% 

Soludón de Glicerol al 40% 

Solución de Glicerol al 50% 

Soludón PBS (Phosphate Buffer Sotutlon) 

Soludón Salina Rslológlca 0.09% 

Soludón TBE (Tris, Sorlco, Edta) 

SUPERSCRIPT Rrst-5trand Synthesls for RT-PCR(GIBCOBRL cat):155OB-013) 

Taq DNA PoIyrnerase (Amplificasa, Blotecnologlas Universitarias) 

TOBOS EPENDORF DE 500 IIL 

TRIzol Reagent Ufe Technologies catNo.15596-026 

VIrus Rábico cepa Challenge VIrus Standard (CVS) 
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