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Resumen

PRUEBA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA {(PCR) PARA
DETECCION DE VIRUS RABICO EN MUESTRAS DE TEJIDO NERVIOSO
FIJADAS CON FORMALDEHIDO O GLICERINA.

Se aplicé la prueba de reaccidn en cadena de la polimerasa ( PCR ) para
deteccidn del virus rabico en cerebro de ratones previamente inoculados con el
mismo y positivos a [a prueba de anticuerpos fluorescentes. Las muestras
fueron preservadas en soluciones de glicerina a concentraciones, de 40%, 50%
vy 80% vy dé formatdehhido at 10 v al 15% a temperatura ambiente desde 1 a
21 dias. El producto de amplificacion del virus rabico se detecté en las todas
muestras preservadas en glicerina al 50% desde 1 hasta los 21 dias, utilizando
un oligonuciedtido de 872 pares de bases con los segmentos G-y-L. Ninguna de
las otras muestras preservadas en glicerina o formaldehido fuéron positivas. Se
concluye que la glicerina a concentracién del 50% es recomendada como
preservador de tejidos para pruebas de biologia molecular en ausencia de
refrigeracion y variaciones extremas de temperatura; pues durante las pruebas,

la temperatura oscilé entre los 12 y los 33 C diariamente.

.
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Abstract

PCR TEST FOR RABIES DETECTION ON GLICERIN OR FORMALIN
PRESSERVED TISSUES.

A polimerase chain reaction (PCR) test for rables detection was performed on
previously inoculated- and positive antibody fluorescent test (AFT) mouse brain
tissues. Samples were preserved in glycerin concentrations of 40, 50 and 80%
and formalin at concenbrations of 10 and 15% under environmental
temperature from 1 to 21 days. A rabies virus amp!tﬁdation product was
detected using a 872 pb containing the G-y-L segment in all semples preserved
in glycerin at 50% from one to 21 days. No cther glycerin or formalin
preserved tissues were positive. It is concluded that glycerin at a 50%
concentration is recommended regarding tissue preservation for molecuiar
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 period.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los dos principales temas de interés en la Investigacién actual de la rabia.son la
biisqueda de técnicas que permitan el diagndstico répido y certero a partir de
muestras infectadas y la tipificacién molecular de las cepas involucradas en las
distintas cadenas epidemiolégicas, tanto aerea como terrestre, las especies
Involucradas v la distribucidn geogréfica de las mismas.

El tratamiento post-exposicién de la rabia en el humano y las medidas senitarias
profildcticas, dependen de estos resulta.dos de laboratoric. El método de
diagnéstico dé rutina para la rabia en nuestro medio, es la prueba de anﬁcﬁerpos
fiuorescentes (PAF) y para que ésta sea correctamente realizada, es necesaric que
{as muestras estén frescas, es decir, que los tejidos nerviosoé, estén bien
preservados y hayan sido tefrigerados, de modo que las proteinas virales estén
intactas (1). Adicionalmente a este examen, se requiere la confirmacién por
aislamiento viral, ya sea por la prueba de inoculacién intracerebral a ratones recién
nacidos {PIR) o la prueba de infeccién de rabia en cultivo de tejidos {(PICT).

Es frecuente que en fés iaboratorios de diagndstico se reciban muestras de tejido
nervioso preservadas en formaldehido, a las que no es posible aplicarles los
exdmenes de rutina ya mencionados, e uso del formaldehido se debe
generalmente a la carencia de medios de refrigeracién adecuados, de modo que
bajo' estas condiciones, se usa como altemnativa para la preservacion de las
mismas. E! radical aldehido del formaldehido o formol, se conjuga con la materia

organica, se combina con la atbimina, la casefna, la gelatina v los radicales amino
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formando axometinas y otros compuestos insolubles, por lo que es necesario
someterfos a digestién enzimatica.

En concentraclones bajas, el formaldehida tiene accién téxica sobre las células,
especialmente para los microorganismas, a los que afecta en la solubilidad de sus
protefnas. En concentraciones mayores, precipta las mismas. Esta accién se
aprovecha en la fijacién de pliezas histélogicas, La conservacién de cadéveres con
formaldehido depende més del efecto antimicrobiano que del endurecimiento de
los tejidos (2). En los virus, concentraciones mayores a 0.5% alteran las proteinas
de superficie, desnaturalizandose e inactivando a los mismos.

Al formaldehido se le encuentra comercialmente en solucién al 37%; de ésta, se
preparan soluciones del 15% al 10% para fijar tejidos. Las muestras asi
preservadas se procesé'n para su andlisis histopatolégico por medio de la técnica
de 1a parafina, aunado a su tincidn posterior y observacién al microscopio.

. En cuanto al examen histopatolégico de las muestras, éste no es definitive para el
dfagnéstico de la rabia, En 1999 la Comisién Naciona!l de Sanidad Animal, reporté
que de 321 muestras positivas a tabia por examen de PAF, solo 24 de las mismas

fueron positivas a la histopatologia (3) a! identificar los cuerpoes de Negri (4).

El uso de scluciones de glicerg! es recomendade por los textos de micrabiologfa de
las décadas de los sesenta y setenta para el envio de muestras refrigeradas a las
que se les aplicarfa un examen diagndstico convencional, cayendo en desuso en la
actuatidad.

La glicerina o 1,2,3-Propanetriol és un alcohol que tiere amplio uso en la industria

quimica, que posee caracteristicas emolientes, solventes, humectantes,



plastificantes, endulzantes, absorbentes, etc, (5) siendo la mds importante para
este estudio, Ia de preservar los tejidos, como posible resultado de la adicion de
todas estas propiedades.

Roux en 1887, utilizando glicerina, reporté Ia obtencién de particulas viables de!
virus de !a rébia después de 30 dfas a temperatura ambiente en e} Instituto Pasteur
de Saigdn, siendo el preservador de tejidos de eleccidn en épocas en que no se
contaba con medios de refrigeracién {6).

Con el nacimiento de la biologia molecular y el advenimiento de la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 1983 {7) con la que se puede
coplar secuenéias completas de ﬁ'aémentos de Acido Desoxirribonucleico (ADN) a
partir del mismo ADN o de Acido Ribonucleico (ARN) por medio de Ia transcriptasa-
reversa PCR (Rt-PCR) y reproducirias en cantidades exponenciales de 2 tan solo
después de algunas horas, se tuvo una herramienta poderosa que se propago
rapidamente a todos fos laboratorios de investigacin y diagndstico. La capacidad
de la técnica de PCR como método diagndstico se probé por primera vez en la
anemia de células falciformes (8) y desde entonces se aplica al estudio genético de
diversos microorganismos como bacterias, virus, pardsitos, honéos, etc.,
apoyandose én literatura cientifica bien documentada con méas de 1000 articulos a -
la fecha.

Tordo y colaboradores (9) reportaron la técnfca de PCR como un método
altemativo de diagndstico y como un método de estudio de la epidemiologia
molecular def \—rirus de la rabia en 1991 al permitir el estudio del cbdigo genético

del mismo.



Al mencionar los méritos y desventajas de los diferentes métodos diagnésticos
hasta la fecha existentes para la rabia, asf como sus bondades econdmicas y
técnicas, podemos citar por ejemplo que:

La prueba de anticuerpos fluorescentes es rapida y econémica, pero requiere de la
disponibilidad y mantenimiento de microscopio de luz ultravioleta asi como de
personal entrenado. La prueba de Inocufacién en ratones no es rapida y de ética
cuestionada; mien&as que la prueba de inoculacién en cultivo de tejidos es rapida,
pero costosa, aderhés de requerir técnicos expertos en cultivo celular. El uso de
anticuerpos monocionales o la deteccion de antigeno de rabia por medio de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) requferen también de entrenar y mantener persanal
altamente caliﬁcado, asi como la adquisicion de material,r reactivos y equipo
costoso (10, li, 12, 13). De estas técnicas el PCR permite un diagndstice en solo 4
horas cuando se usa saliva o liquido cerebroespinal (14) o 24 horas con muestras
de tefido nervioso, por lo que ha sido adoptado mundizimente sobfe todo para
estudiar e! origen epidemioldgico de los brotes de rabia.

La epider_nicﬁogia molecular se ha definido recientemente comio la ciencia que se
enfoca a estudiar fa contribucién de factores potenciales de riesgo ambiental )
genético identificados en el Ambito molecular, sobre fa etiologia v fa prevenci&n de
enfermedades dentro de la familia y sobre las pohlaciones (15).

El genoma del virus de fa rabfa est& constituido de ARN de cadena simple y cuenta
con 11932 nucledtidos(15) contiene 5 genes: N, M1, M2, G, ¥ (Pseudogen) v L,
mismos que codifican para igual nimero de proteinas, estos genes poseen
secuenclas de nucledtidos con mayor o menor grado de variabilidad, lo que permite

reconocerios, de modo que su identificacion es Utit para estudiar caracteristicas



constantes que permiten agrupar at virién dentro del género, mientras que los més
especificos son dtiles para diferenciar virus aislados de especies divergentes, de
zonas geograficas, 0 ambas.
El gen N, estrechamente relacionada con el ARN viral (15), es el més estable y
puede ser usado para diagnéstico, mientras que el gen G, ¥ y L, para diégndstico,
taxonomia, tipificacién, y estudios epidemiolégicos e inmunoldgicos (16,17).
Por otro lado, el genoma del virus posee una regién o espacio que no codifica para
ninguna proteina, situada entre los genes G y L (regién Hlamada “pseudogen¥®”).
Esta regidn no traducida es también hipervariable (18,19,20,21).
Para aislamientos divergentes entre si, es necesario comparar la secuencia de la
regidn mas éonservada del genoma, es decir la que codifica para 1a proteina
interma 0 N y que cuando se trata de diferenciar de manera precisa aislamientos
préximos (mismo nicho ecclégico o0 misma especie) es preferible el andlisis de las
regiones variables como G y L, esto ha permitido el desatrollo del arbol
genealdgico de la rabia en Europa, Estados Unidos de Norteamérica, Brasil, y
Sudéfrica (22,23,24,25,26).
En México, utilizando la técnica de PCR v la del andlisis del polimorfismo del largo
~ de los fragmentos de restriccién (RFLP) y secuenciacién, 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 zarrillos (hipervariable) (27,28,29).
Las muestras alsladas de murciélagos hematdfagos (ciclo adreo, grupo 1) forman
'un grupo mas corpacto que aquellas alsladas de animales terrestres {grupo 2}, v

las muestras aisladas de zorrillos (grupo 3) forman un conjunto separado que



difiere aproximadamente en un 19% respecto a las que conforman fos grupos 1y 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 BstGI; Solo un bajo porcentaje, el 6% no respondié a ninguna de las dos,
- sugiriendo su posible pertenencia al grupo hipervariable (32).

Objetivos

Los objetivos de este estudlo fueron dos:

1) Encontrar una solucién de formol ¢ de glicerina que en ausencia de medios de

refrigeracién preserve sin dafio alguno y al menos por 7 dias, el ARN de muestras

de tefido nervioso, de modo que pueda referirse a un laboratorio de biclogla

molecular para su andlisis y con ello el diagndstico de rabia. _

2) Desarrollar una técnica que permita la extraccién del ARN para su andlisis por
" PCR procedente de las muestras preservadas en soluciones de formaldehido o de

glicerina.

El uso de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (8) para examinar el ADN

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

cantidad de! genoma, ademds de poder trabajar con fragmentos relativamente

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

que ha permitido analizar especimenes hasta con mas de 40 afios de antigiledad

(33).

Los estudios a partir del ARN son complicados debido a la facil degradacin de éste

por las ribonucieasas, o que exige técnicas refinadas de manejo y conservacion del

mismo. Alguncs estudios han presentado resultados parcizles al obtener solo



fragmentos de ARN después de la.digesﬁén prolongada con Proteinasa K de
muestras fijadas en formol, para los que fue necesaric disefiar especiaimente un
amplicon de 130-150 pares de bases (pb) siendo el tiempo critico para obtencidn
de ARN de 4 semanas de fijacién (34).

En los dltimos afios, se ha reportado que los écidos nucleicos se preservan en
6ptimo estado, aun después de 8 semanas a temperatura ambiente para la técnica
de PCR en soluciones de isotiocianato de guanidina (35), lo que permite hacer
flegar a un laboratorio calificado el ARN para su analisis por PCR.

La preservacidn adecuada de una muestra desde su obtencidn hasta la extraccidn
de los &cidos nucleicos, es una necesidad prioritaria, sobre todo en las condiciones
de nuestro pafs, tanto de indole econémica como tecnolégica. El uso de los
preservadores a empléar debe ser normado y estandarizado en todos los
laboratorios del pafs, para de esta forma completar Ja cadena de preservacién y
garantizar que'aun con carencia de medios de refrigeracién, sea posible aplicar los

métodos de la biologia molecular.



CAPITULO 2
EL VIRUS DE LA RABIA

Resefia histdrica

» La persona o animal atacada por un perro que padece la locura, invariablemente
muere por la misma causa..” esta aseveracin es bien conocida desde las
primeras civilizaciones. A {2 rabia, se le cita y describe con exactitud en forma
directa o indirecta en la literatura de los pueblos més antiguos, asirios, griegos,
eglipcios, chinos, galos, romanos y 4rabes entre otros, pueblos que conocieron y
padecieron ésta enfermedad cuyo significado etimoldgico es “Iocura;’ (21).

El término Virus, que significa “veneno”, (6) fué aplicado por los romanos a la
saliva del perro ﬁbiow, va Identificada como ia causante de la enfermedad;
asoclada a la rabia podemos encontrar: dioses, héroes, astroé y otros personajes
mitoldgicos como Acteon, Artemisa, Sirio, Aristaeus que actuaban como protectores
¢ acarreadores det mal y que explicaban el origen de la misma. Piutarco asevera
que se le observé por primera vez en la humanidéd en los dias de los asclepiadeos,
los descendientes del dios de la medicina Esculaplo. Se cree que Homero se r‘eﬁere.
a la rabia cuando menciona que Sirio, la estrefla perro del Oridn, ejerce una
influencia maligna sobre la salud de la humanidad. L2 estrella perro se asociaba
con perras rabiosos a través de todo el Mediterrdneo oriental y Egipto vy
posteriormente en Roma (21). Los griegos tenfan en su mitologia a un _dios que
contrarrestaba los efectos de la rabia (6).

Entre los escépticos, estudiosos y clentificos que Ja describieron con exactitud y

trataron de explicar su origen surgen nombres como Democrito, Aristoteles,
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Hipocrates, Plutarco, Epimarcus, Virgilio, Horacio, Ovidio, Plinio, Celso, Aetius el
asirio quien da una deéscripcién 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 mayorfa de las descripcianes y reportes de la gnfermedad
se limitan a2 brotes aislados originados la mayoria por perros rablosos y
ocasionalmente por lobos, zorros, tejones v aln osos. La primera gran epidemia se
describe en e afio 1271 causada por lobos; de éstas son particularmente
interesantes las surgidas en tierras recién exploradas en donde los brotes
alcanzaron niveles afarmantes al encontrar una poblacién virgen, cobligando a
medidas de erradicacién de perros lo que se acompaiio de actos de barbarie y
crueldad inusitados. Los brotes de rabia afectaron ademés a porcinos, equinos, y
bovinos, siendo tan severas que muchos de ellos fueron dasificados erréneamente
como una nueva enfermedad, como los ocurridos en Jamalca, Carclina del norte,
Filadelfia, Maryland, etc., todos ellos durante ef siglo XVIII (6).

Ya en el siglo XIX la rabia se habfa reportado en casi tedo el mundo. La situacién
se torno verdaderamente alarmante en Europa especiaimente en Alemania, Francia
e Inglaterra, en donde alcanzd niveles de panico entre ta poblacidn debido a su alta
frecuencia. Zinke, en 1804 reconocid la naturaleza infecciosa de la saliva de un
perro rabioso; Luis Pasteur en 1881 demostré por vez primera el neurotropismo del
virus de [a rabia y el mérito de haber realizado la celebre inoculacidén con vacuna
antlrrabica de un nifio mordido por un perro rabioso en 1885 a! aplicar por primera

vez el “Método para la prevencién de fa rabia después de una mordedura” 21y



qulen ademas desarrollé los métodos profilacticos aln vigentes que han permitido
controlaria y aun erradicarla de algunos paises(6).

Remlimger en 1903, demostré la naturaleza viral de este agente por su calidad
filtrante, y en ¢l mismo afio Negri sefialé el valor diagnéstico de las inclusiones
intracitoplasméticas especfficas (cuerpos de Negri) en las células nerviosas de los
animales rabioses (19, 21).

Roux fue el primero en reportar el uso de la glicerinag en 1887 como un preservador
para el virus de la rabia al permitir f aislamiento del mismo de cercbros ailn

después de 4 semanas (6).

Epidemiologla

1 as especies que son susceptibles a la rabia se pueden dividir en dos categorfas:

La primera son jos Reservorios, es decir los animales que mantienen el virus v lo
diseminan en forma eficaz, son principalmente predadores como perros, zorros,
lobos, coyotes, mapaches, mangostas, zorrillos, etc., asf como un mamffero volador
que habita en la América latina tropical vy subtropical, el murdélage hematdfago,
llamade vampiro Desmodus rotundus. Todos ellos se caracterizan por atacar y
morder, actividades propias de whWoros cazadores (22).

La segunda, corresponde a los animales susceptibles, que pueden padecer la
enfermedad, pero no ia diseminan tan eficazmente como los primeres. Dentro de
esta categoria encontramos a los bovinos, equinos, ovinos, caprinos, porcinos v al
ser humano, considerados huéspedes incidentates, pues una vez que ¢ virus los
infecta, (e resulta mds dificil propagarse hacia otros animales susceptibles, debido a

que éstos no son predadores.
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Se ha observado. que Jos microarganismos patégenes tenden a adaptarse a sus
huéspedes naturales, y el virus rabico no es la excepcién, ya que se adapta a un
reservorio predeterminado por Iz zona geografica. El virus adaptado a la espetie
vector circula ¥ se mantiene en el seno de la misma, y en clertas ocasiones, en
forma extraordinaria, es transmitido a otras especies susceptibles que resultan ser
los huéspedes Incidentales ya mencionados (22). |

En un principio se pensé que el virus de la rabia era dnico en todo el mundo. Sin
embargo, a medida que se desarrolfaron técnicas de diagndstico més finas, a
través de los afics, los Investigadores establecen la existencia de variantes,
deperidiendo {a especie animal involucrada y la zona geogrifica y se tienen
dlasificados actualmente diversos virus relacionados dentro del género Lisavirus.
(28) |

VEASE CUADRO 1

Serotipo 1

Virus de !a rabia clésica: comprende a la cepa prototipo de desafio “Chalienge”
Virus Standar, (CVS) v 2 la mayoria de los virus de campo aislados de mamiferos
terrestres, del murciélago insectivoro de Norteamérica v de los murcidlagos
hematéfagos de Latinoamérloa; también incluye cepas de virus fijo de laboratorio,
Se encuentra distribuida en el mundo entero excepto Escandinavia, Islandia, Reino
Unido, Irianda, Australia, Nueva Zelanda, Japdn, Hawai y la Antértida, Afecta a

hombres, carmivoros domésticos y silvestres, hetbivores y murciélagos.
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CUADRO 1. Subgrupos de Lisavirus {28}

Vi Serotipo Genotipo Origen Geogréafico Huésped Original Huésped sacundario
Virus Ribico L S Mundial excepto: Escandinavia, Istandia Pero, gato, Zono, zonille Mamfferos, hombre
Reing Unido, Ifanda, Australia, Nueva mapache, mangosta,
Zelanda ‘ murdélago(América)
Lagosbatvirus 2 2 Nigeria y otros palses africanos murciélago{frugivoro) Gato, perro
Mokola virus 3 3 Nigeria y otros pafses africanos Musarafia, roedores Gato, perro, hombre
Duvenhagevat 4 4 Suddfrica, Zimbabwe murciélago {Insectivoro) Hombre
Virus Sudéfrica, 1971
Eurgpean bat ? 5 Dinamarca, Alemanla, Holanda, Rusia . murdélago{nsectivoro) Hombre{Rusia, 1985}
Lyssavirus 1# Polonia
(EBL-1%) :
European bat ? 5 Holanda, Frandia, Espafia murciélago (insactivoro)
Lyssavirus 1h
(EBL-2b)
Europsan bat [ Holanda, Reino Unido murciélago (insectivoro)
Lyssavirus 2a
(EBL-2a)
European bat 2 6 Finlandia, Sulza murciélago Hombre
Lyssavirus 2b Bat (insectivoros y frugfvoros)  Finlandla 1986
(EBL-2b)
Australlan bat ? 7 Australla murciélago Hombre
(insectivoros y frughvoros)  Australia 1997

Lyssavirus)

Tomado de Ronsholt L, et al. Clinically silent rables infection in (Zoo) bats.

Veterinary Record 1998; 142: 519-520.
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Serotipo 2

Virus Lagos bat. Primeramente aislado de una mezcla de cerebro de murciélagos
en Nigeria (Lagos bat 1), después se aislé en un murciélago de la Repiblica Central
de Africa (Lagos bat 2) y un tercero aislado en un murciélage de Guinea y un gato
en Zimbabwe (Lagos bat 3). Este virus se encuentra distiibuido en Nfgeria, ’
Repiblica Centroafricana, Africa del sur, Zimbabwe, Guinea, Senegal y Etiopfa.

Afecta a murciélagos frugivores, gatos y perros.

Serotipo 3

Virus Mokola. Aislado por primera vez de musarafias de Nigeria y luego de un
humano (Mokola 1), después se encontrd en las musarafias de Camerin (Mokola
2} v luego fue aislado de perros de Zimbabwe (Mokola 3). Se encuentra distribuide
en Nigeria, Repiblica Centroafricana, Zimbabwe, Cameriin y Etiopia; afecta a
hombres, musaraiias, gatos, perros y roedores.

Serotipo 4

Virus Duvenhage. Primero se aisld de un humano de Sudéfrica (Duvenhage 1)
después de un murdiélage de Sudafrica (Duvenhage 2) y finalmente de murciélago
de Zimbabwe (Duvenhage 3). Se distribuye en Africa del sur y Zimbabwe, afecta a
hombres y murciélagos insectivoros(29),

Los siguientes Lisavirus no tienen un serotipo definido:

Genotipo 5
Lyssavirus de Murciélago Europec 1{EBL1). Se encuentra distribuido en Holanda y
afecta a hombres y murciélagos insectivoros {géneros Epseticus pipistrellus) (28).
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Genotipo 6
Lyssavirus de Murciélago Europeo 2 (EBL2). Se distribuye en Holanda y afecta a

hombres y murciélagos insectivoros (géneros myotis} (17,19,30,31,32,33,34,35).

AUn sin clasificacion se encuentra el Lisavirus hallado en murciélagos insectivoros y
frugfvoros australianos y causantes de [a muerte de un hombre en el afio de 1997

(36).

En Europa, varios paises del Oeste como Béigica y Francia, han permanecido
libres de rabia siivestre en el afio 2000 y 2001, esto gracias a la erradicacién de la
rabla canina debido a la vacunacidn de los perros domésticos y de la eliminaci6n de
perros callejeres (35) como primer paso y luego a la aplicacion de Ja vacuna oral
&4} ZOITOS,

La adaptacién de! virus rdbico al zorro rojo (Vuppes vidjpes), 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, €l resto en lobos, mapaches, venado rojo, tejdn, 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 comdin, las personas que llegan a presentar la enfermedad en el continente
eurcpeo, fueron mordidas o agredidas por .iﬁimaies rabiosos éi!vestres o en

regiones endémicas de Africa y Asia {39).
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En Asla se identifican !a mayoria de los casos de rabla humana en el muhdo,
genera]mente se acepta que el nimero estimado de muertos - es def orden de
36000 al afio, de los cuales la mayoria se concentran en. fa India. Ciertos paises
han hecho disminuir sensiblemente el nimero de casos (China, Indqnes!a; Malasia,
' Tallandia). E! principal vector de rabia en Asia es el perro (30,31).

En Africa, el perro continGia siendo también el principal vector ﬂe rabié (alrededor
del 90%) (40) y ciertas especies silvestres, notablemente Ja mangosta amarilla -
(Cynictis penicillata), juega un papel importante en clertas dreas (41).

Sin embargo; En Suddfrica hay una gran diversidad de especles animales que estan
involucradas en fa epidemiologia. de ia rabia, se'incluyen entre éstas, el chacal
lome negro (Canis mesomelas), el chacal rayado ‘((;am; gd_u,gyg) y €l zorro crejes
de murciélago, los zorros voladores (Otocyon mggglgjjs) ¥ gatos salvajes (Felis
Iybica) (42,43). Se han identificado 2 biotipos del virus de rabia por PCR, uno para
la familia Canidae , y otro para la familia Viverridae (44).

En Kenla, un muestreo de animales salvajes reportd la deteccidn de anticuerpos de

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

Como ejemplo de la adaptacién 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 continente asidtico para control de
roedores durante el presente sigio. Este animal predador, que anteriormente no
existia en &icho hébitat, actualmente se ha convertido en el principal reservorio de

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

En 1994, quince de los veintidn pafses latinoamericanos reportaron 144 casos de
rabla en humanos, siendo e! perro la especie mas frecuentemente incriminada
como fuente de infeccidn. El drea andina en Perd, fue la subregién y pafs que
presentaron mﬁyor ntimero de casos con 41.7% y 28.5% respectivamente (46).

En Bra_sll, Chite y Paraguay, los estudios de epidemiologia molecular, reportan la
existencla de dos ciclos epidemtoldgicos con diferentes reservorios, el de los
perros, y e que implica a murciélagos hematéfagos y reclentemente a no
hematéfagos (37,47,48,49).

En Canadd y Estados Unidos de Norteamérica una vez que ia rabia canina ha sido
controlada se ha revelado que murciélagos no hematdfagos, insectivoros
principalmente, son transmisores ocaslonales y remanentes de la rabia en el ser
humano. Durante 1980 a 1996, se han reportado en los Estados Unidos 17 decesos
por rabla asociados con murciélagos insectivoros; 12 decesos asociados con perros
 fuera del pais; 2 asociados con perros domésticos autéctonos y un caso asociado
con un zomillo (50). En 1999 fueron reportados 7067 casos de rabia animal,
mientras que solo 5 casos de rabla en humanos, de estos, 4 casos por contacto

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

Rabia en México

Debe considerarse la situacién geografica de México, en donde confluyen dos
zonas de! continente Americano, fa neoartica y la neotropical, lo que provoca que a
pesar del gran deterioro ecoldgico, encontremos aun una gran riqueza genética

que complica el problema de Iz rabia.
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Los murciélagos vampiros (Desmodus) transmiten la rabia paralitica bovina en
regiones endémicas del trépico que se extienden desde el Norte de México, al
Norte de Argentina y al Caribe. De los tres géneros de murciélagos hematdfagos:
Desmodus, Diphilla v Diaemus, ¢! primero tiene la més amplia distribucién ya que
se encuentra.en toda fa regién Tropical y-Subtropical de América Latina, dada su
accesibilfidad, prefiere la sangre bovina y son transmisores muy eficaces de la
rabia (30). Djphilla y Disemus tienen una distribucién més limitada y al preferir
sangre de aves st importancia como vector ha sido considerada poco importante,
asi como 1a de los murciélagos frugivoros, hasta que los estudios de epidemiologia
molecular han demostrado la implicacién ocasiona! de estas especies (48,52).

En México, la rabla es endemica en los bovinos y comprende los estados de
Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Nayarit, Oaxaca,
Quintana Roo, Sinaloa, Tebasco, Veracruz y Yucatén, en forma parcial los estados
de Chihushua, Durango, Hidalgo, México, Puebla, San Luie Potosi, Sonora,
Tamaulipas y Zacatecas (21,30).

Los reportes de casos clinicos de rabla en México en ¢l periodo de 1986 a 1995
fueron 6809, de los cuales solo 972 fueron diagnosticados por laboratorio; se
asodian 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 reduccién 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
especie més afectada, seguida por ¢l gato 3.4%, el murciélago 0.3% y el re§tante
5.3 par otras especies (30).
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En el periodo de 1989 a 1995, ocurrieron en el pals 265 casos de rabla humana, la
mayor frecuencla ocurrié en el grupo de edad entre 5 y 14 afios, representando el
57% del total. La principal especle agresora fueron el perro, el que contribuyb con
226 casos (86%), seguidos por los murciélagos con 22 (B.4%), gatos 8 (3%), ¥ 6
casos (1.6%) provocados hor bovings, zorro, mapache, coyote, gato montés y
zorrillo (30,54). En general, 1a principal especie responsabie en la transmision de la
rabia a los humanos es el perro con 82% aproximadamente, sigulendo los
murciélagos con un 6.5 a 8%, el resto se debé a un tipo ne determinado de fauna
(32). México ocupa uno de los primeros lugares en incidencia en América Latina

(55).

Presentacién urbana de la rabia:

En la presentacién urbana, los perros son una poblacidn en crecimiento, por
razones de seguridad y prateccidn, esto genera a su vez un incremento de perros
ambulantes o0 que son verdaderaniente callgjeros. El gato es infectado
accidentalmente y representa un riesgo para el humano, pero no juega un papel
importante en la cadena de transmisién y mantenimiento. La rata no representa
ningln papel en la epidemiologfa de la enfermedad (20, 21).

La mordedura, es fa mas importante ruta de transmisién de la rabia, En los perros,
son los animales jovenes, con una edad de 4 meses, mds susceptibles que fos
adultos. La propagacién y transmision por aerosoles ha Hlegado a ocurrir en
cavernas con grandes poblaciones de murciélagos donde su orina y heces

contienen virus rabicos que encuentran temperatura y humedad adecuadas o en
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laboratorios donde se trabaja con grandes volimenes de virus concentrado
(21,56).

En las zonas afectadas, la rabla no esta uniformemente distribuida, pudiéndose
enconfrar tanto zonas libres como 2zonas de bajo y de alto riesgo, también dreas
con brotes epidémicos (30,57).

Lz letatidad a fa rabla es del 100% en humanos; la susceptibilidad varia en las
diferentes espedies, siendo muy alta para Zorros, coyotes, chacales, lobos, ratas, y
ratones, Alta para hamsters, zorrillos, mapaches, gatos y murciélagos, moderada
para perros, ovejas, cabras, caballosly primates, por (itimo las zariglieyas son de

susceptibilidad media (&, 30).

Manifestaciones clinicas de la rabia

Fi virus de la rabia se transmite mediante 12 saliva por la mordedura de un animal
infectado produciendo encefalomielitis {57,58,59,60).

Es una enfermedad fatal, por lo que el diagndstico temprano en los animales
sospechosos es muy importante en salud pablica para las personas que fueron
mordidas 0 expuestas a un animal posiblerente rabioso ya que estos tienen una
variedad de signos clinicos que dificultan diferenciarla de otras formas de
encefalomielitis aguda {61).

ia edad reportada en gatos y perros transmisores, es desde las ocho semanas
hasta los ocho afios, aungue actualmente son los cachorros los mas
frecuentemente involucrados, El reporte principal del propietario es el cambio en la
conducta del animal como depresion, demencia o vicios. €l animal puede estar

extremadamente desorientado y atacar objetos inanimados. Otras anormalidades
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son prurito, coprofagia, pica, conducta sexual anormal, ladrido anormal, y exceso
de jugueteo. El animal puede parecer demente, tener plialismo marcado, disfagia,
' depresién y otros trastornos de nervios craneales y del alto tallo cerebral. Ataxia y
parésis de los miembros posteriores. £l curso clinico de ia enfermedad desde la
aparicién de jos signos hasta la muerte, se considera que dura de 3 a 8 dias -
(61,62,63).
E! establecimiento de una infeccidn depende de la inoculacidn del virus en una
herida, la cual, en las infecciones naturales, se produce corrientemente por
mordedura de un animal rabioso. La contaminacién de una herida reciente por
saliva o tejidos infectados es de riesgo mucho menor.
No hay duda de que e} virus se transporta a través de los netvios periféricos hasta
el sistema nervioso .central, y de alli 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 asi como en otros tejidos v la leche, Este
tipo de migracién a lo largo de los nervios periféricos es una peculiaridad de los
'virus neurotrépos més estrictos. En los mamiferos, el virus de la rabia tiene una
afinidad también por las gldndulas salivales, en los murdélago§ parece que la
afinidad por éstas gléndulas puede ser mayor gue la que se muestra por ef tejido
nervioso (63).

En Ia enfermedad transmitida al hombre, el periodo de incubacién es de entre uno
y dos meses, acortdndose en los casos de laceracion severa multiple con
introduccion -de grandes cantidades del virus. La enfermedad inicia como en otres

tipos de encefalitis con prodromos de malasia, fiehre, anorexia, nausea, garganta
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adolorida, somnolencia, irritabilidad y debitidad. Pudiendo presentarse hiperestesia,
parestesia © anestesia en el 4rea de la mordedura v a lo largo de los nervios
periféricos involucrados. El progreso de la enfermedad se acompaiia del
incremento en la ansiedad e hiperexdtabilidad con fiebre recurrente, delirio,
movimientos masticatorios involuntarios y convulsiones generalizadas se observan
con frecuencia y conducta mariaca afternada con periodos de letargia. Vicientas
contracciones espasmédicas de los misculos de la boca, faringe o laringe al
intento de beber o 2 la simple vista del agua, son las caracteristicas
patognomonicas que fe dan a fa rabla el sinénimo de hidrofobia (64,65). |

Los espasmos dolorosos pueden iniciar con estimulos relativamente medianos
como la luz o el tacto, el pacienfe puede eliminar profusamente la saliva al evitar e!
acto de {a deglucién de [a misma, 1a cual esta asoclada con el espasmo. Dentro de
pocos. dias la condicién del pacitente empeora, su pulso se incrementa, la
respiracién se toma labariosa e frregular, la temperatura aumenta marcadamente,
Los periodos de respuesta se hacen menas frecuentes, los espasmos pueden
terminar en parélisis. El colapso periférico vascular, el coma y ia muerte
Mem. La enfermedad rara ves sigue un curso de mas de 5 o 6 dias, siendo

siempre fata! (65).

Patologfa

En el hombre los cambios principales se encuentran en el SNC consistiendo en
necrdsis neuronal en la rﬁayor parte de! tdlamo, hipotélamo, materia gris, pons y
médula. Los niicleos de los nervios craneales severamente dafiados y la

inflamacién por mononucleares se hace patente aqui mas que en cualquier otro
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lugar. €l cordén espinal muestra cambios neuronales especialmente en las astas o
cuemnos posteriores. La inflamacién es grave en [a médula y en el bulbo, pero
mucho mas moderada hatia hemisferios cerebrales. Las lesiones de [a rabia son
tipicas de la encefalomielitis no supurativa ton ganglioneuritis y adenitis parctidea.

No hay lesiones macroscdpicas (64).

En los animales las alteraciones inflamatorias y degenerativas son mas graves
desde el puente hasta el hipocampo y en la médula cervical, respetando
relativamente el bul_bo..Esta falta relativa de afeccién del bulbo parece ser aplicable
a todas las especieé domésticas. Las lesiones méas graves de lz enfermedad se
encuentran generalmente en los perros, mientras que olras especies,
especialmente los rumiantes que son altamente susceptibles, pr.:_eﬁen mostrar poco
més que algin vaso con un ligero infiltrade linfocitario perivascular, y muy pocos
nodulos gliales pequefios (nddulos de Babes) a pesar de mostrar abundantes
corpusculos de Negri (63).

los cuerpos de Negri intracitoplasmaticos se encuentran por o general en las
neuronas del hipocampo vy en las células de Purkinge del cerebelo, Al examen
neuroligico, se observan signos de los nervios craneales del tallo cerebral como
calda de mandibula, pardlisis facial, ataxia y parésis fldcida de los miembros con
depresion o ausencia de reflejos espinales, el estado febrit y conjuntivitis son
comunes (62).

La muerte sobreviene por paro respiratorio ocasionado por la degeneracion

neuronal del centro respiratorio,
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Clasificacién del virus.

El virus de la rabia se dasifica dentro del orden Moncnegavirales, que agrupa a
virus que poseen ARN monocatenico, no segmentado y de polaridad negativa.
Comprende tres familias: Paramyxoviridae, Filoviridae y Rhabdoviridae. Dentro de
la famitia Rhatdoviridae se agrupan una gran cantidad de virus que afectan a
mamiferos, peces, crusticeos, reptiles y plantas. Los Rhabdoviridae que infectan a
mamiferos se dividen en tres génercs: Los Vesiculovirus {virus de la estomatitis
vesicular, VSV), los Ephemerovirus (virus de la fiehre efimera bovina) y los
Lyssavirus {virus de la rabia) (57,66,67,68).

- Los Rhabdoviridae son virus con espiculas, estructura helicoldat ‘intema, Yy
estructura morfolégica muy particular (69,76,71). Bl género Lyssavirus, tiene forma

" de bala de fusil y son virus envueltos.

Propiedades y caracteristicas morfolégicas de! virus rabico.

Los rhabdovirus son virus frégiles, inactivados por calor, los rayos ultravioletas, la

desecacién, los solventes orgdnicos y la tripsina. Son bastante estables entre pH 5
"y 10. Los rhabdovirus se conservan varios dias a 4 °C y durante mucho tiempo a -

70 °C y fiofilizados. £l virus de la Estomatitis Vesicular VSV ha sido e} mds

estudiado v sirve como vitus de referencia de los rhabdovirus. A pesar del gran

parecido, la analogia antigenica entre los diferentes géneros de rhabdovirus es

poca; por ejemplo, las proteinas G del virus de |z rabia y de VSV solamente tienen

20% de homologia en frecuencia de aminodcidos (21,41,63,72).

Observado con microscopio electrénico, el viridn rabico presenta un didmetro de

75nm y un largo que varia entre 130 nm y 180 nm; la envoltura viral estd erizada
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de espiculas de 9 nm de longitud (38,72). Esta constituido por una doble envoltura
fosfolipida, de un dcido ribonucleico enrollado en espiral y de cinco protelnas
mayores (Flgura 1). La replicacién del genorna viral tiene lugar en el citoplasma

celuiar,

Glicaproteina

g

Protafna "M”
0 Matriz

Protaina “ﬁ@

a Fasfaprotelna

Proteina "N”
o Nu¢leoprotaina

Figura 1, Esquema de las estructuras del virus rabico, basado en la forma de hala

del virus mostrada en la fotografia.

Una sola molécula de ARN estd presente por viridn, constituida de 11932
nucleGtidos y peso molecular de 4,6.106 daltones. El ARN del genoma es de
polatidad negativa, lo que significa que el genoma no puede ser transcrito
directamente a proteinas virales por los ribosdémas celulares, se requiere de un
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paso de transcripcién preliminar para producir el RNAs mensajero complementario
de cadena positiva capaz de produdr las proteinas virales (70).
Ei viridn contiene 67% de proteina, 26% de lipidos, 4% de RNA y 3% de
carpohidratos vinculados en forma coovalente at lipido y protefna. Se han
_identificado cinco polipéptidos del virus (20,63). -
Este virus esta compuesto de 2 unidades estructurales: Una envoltura externa de
lipoproteina que es de oﬁgen celular y fa ribonucleocépside (RNP), una estructura
envollada helioofdal interma que envuelve af genoma viral tan estrechamente que es
insensible 2 la actividad de_ia ribonucieasa.
El viribn entra a la célula por pinocitosis por medjo de una brotel'na de
transmembrana G que se une 3 un siﬁo.aﬁn no conocido. Scbre la superficle
celular y después de la fusibn de las membranas viral y lisosomal, fa
ribonucleocipside es liberada al citoplasma celular, la RNP posee todes los
elementos virales necesarios para la transcripcén y replicacién(70).

El genoma rabico.
Et virus rébico estd constituido por cinco protelnas, cada una de las cuales es
codificada por un gen. La secuencia de los 11932 nucledtidos del genoma de la
cepa Pasteur virus (CPV) del virus de la rabia ha permitido estudiar os elementos
reguladores de fa transcripclén y de la replicacién. La .secuenda completa de
aminodcidos fue deducida de Iz secuencia de los genes que codifican
respectivamente las 5 prdbefnas: N, M1, M2, G y L, Por otro lado, e! andlisis de las
secuencias parciales de diferentes Lyssavirus ha permitido su estudio comparativo
y evolutivo (21,63,70,73). -
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~ La nudeoproteina N (450 aminodcidos), &;treéhamente asociada al ARN viral es
expresada en abundancia en el huésped después de una infeccién por virus rabico.
La Proteina N es una de las rnés.conservadas y se uliliza para estudios de
diagndstico de lisavirus (32,55,74).

La fosfoproteina NS o M1 (297 aminodcidos), se acumula en el citoplasma de las
células infectadas. Iniclalmente se habfa propuesto que esta proteina formaba
parte de la envoltura; por esta razén, le fue atribuida la denominaciéns M1, por
primera proteina de membrana no glicosilada. Posteriormente, se demostré que
no forma parte de la membrana sino de la Nucleocdpside. La protefna M1 rébica y
la NS de VSV son dos denominaciones de la misma protefna y sofamente la
denominacién NS debe de ser empleada para todos los Rhabdovirus. Todavia se
desconoce que papel juega esta proteina en la proteccion,

La protefna L (2142 aminoécidos) "Large” es responsable de la transcripcién y de la
replicacién del ARN viral, es la mds conservada de todas las proteinas de los virus
ARN monocatenarios de polatidad negativa. Esta establiidad aparentamente resulta
de la necesidad de conservar funciones enzimaticas vitales para el virus. Ningin
anticuerpo tﬁonoclonal especifico de la proteina L del virus rébico ha sido obtenido
hasta hoy, o que aparentemente refleja el cardcter “univeréal” de los motivos
antigénicos que ella posee (39,51). Estas tres proteinas (N, NS, L), asdciadas al
ARN viral, constituyen la "Nucleocdpside”.

La proteina M (202 aminodcidos), se localiza sobre la cara interna de la envoltura
lipidica. Es ia menor de las proteinas del virus de la rabia. A diferencia de VSV, la

proteina M del virus de la rabia no esta fosforilada.
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La glicoproteina G (504 aminodcidos) estd Insérta en la membrana lipldica del
virus; es la responsable de la induccién de’!o,s anticuerpos neutralizantes yde la
estimulacién de los iinfocitos T, es la dnica protsefna externa del virién y representa
aproximadamente un tercio de Iz masa proteinica viral {20,63,70,75). .

3r . . 5'.

i ] s 0 | —
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Figura 2. Representacién esquematica del genoma (y sus protefhas) del virus de la

rabia (31, 71).
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CAPITULO 3
MATERIAL Y METODOS

Clasificacién det estudio:

Este es un estudio de tipo observacional, descﬁpﬁyo.

Criterios de inclusién:

Se utilizaron para este estudio ias siguientes muestras:

Una muestra de encéfalo humano perteneciente a un nifio muerto de rabia,
preservada en formol sin conocerse el tiempo de fijacién de la misma, cuando se
efeCﬁJaron los estudios; se le calcuiaron 3 meses como minimo.

Una muestra de cerebro embebido en parafina def mismo nifio muerto de rabia.

31 cerebros de ratén infectados con fa cepa CVS del virus rbico.

Diez cerebros de ratén Infectados con la cepa HQ-01 del virus rébico.

Disefio del Estudio

Inicialmente se tenian solo las muesu'as' de encéfalo humano en formol v en
bloque de parafina, al no conocerse exactamente el tiempo de fijaclén del cerebro
i la concentracién usada del formal, se decidi iniciar el estudio con cerebros de
ratén Inoculados con el virus de la rabia, preservandolos en una selucidn de formol
al 15% durante 24 horas, aumentando el tiempo de fijacién hasta que ya no fuese

posible obtener el ARN de las muestras.
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Inoculacion del virus

Se utilizaron los virus rébicos cepa Challenge Virus Standard (CVS) vy el virus
aislado HQ-01, procedente de un murciélago. hematéfago del Estado de México y
pertenecientes al Instituto Mexicano de! Seguro Social (IMSS). '
Se descongel6 cada cepa durante 10 min. se centrifug6 a 2000 xg durante 2 min
del sobrenadante se tomé 1ml al que se agregaron 9m! de medio Baby Hamster
Kidney (BHK), todo el procedimiento se realizé a 4 C. '

Se an&ﬁ&siahn un total de 41 ratones de la cepa Balb/C, de 20-21 dfas de edad
por via Intraperitoneal con 0.08 ml de Ketamina (ketamina 50 mg/mi, sector
salud); 31 ratones se inocularon con cepa CVS y diez 'ratone con cepa HQ-01,
todos con 0.03 mi por via intracerebral, '

Después de 7 dias los ratones mostraron como signos pelo hirsuto, movimientos
lentos,  incoordinacién, columna vertebral arqueada y pardlisls, procediéndose
entonces a su sacrificio en una campana con mondxido de carbono y se extrajercn
el cerebro y cerebelo completos. Se comprobd por la prueba de énticuerpos
fluorescentes PAF la presencia de! virug, mismo que resultd positive para todas
las muestras. Los encéfalos se mantuvieron en coﬁgeladdn a-75¢C

Fijadién cen formaldehido

Se sumergieran 22 mitades de encéfalo en solucidn de formaldehido al 15% Y 12
mitades con formaldehido al 10% durante 1, 2, 4 y 7 dias. Transcurridos los siete
dias, se sumergieron en 100 mi de solucién salina fisiolégica (SSF) durante 30
min. Finalmente en 100 ml de solucién al 1% de alblmina sérica de bovino por

otros 30 min. Todas las muestras se congelaron a —20 C.
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Preservacién con Glicerol.

Se sumergleron cuatro mitades de encéfalo en solucién de glicero! al 80%, otras
cuatro en solucidn al 50% y cuatro en solucion al 40% con variablesde 1, 2, 3,7
y 21 dfas, Para su lavado se sumergid cada mitad de encéfaio en 50 m! de solucién
buferada de fosfato (Phosphate Buffer Solution, PBS) a 4 C, agitandose durante 3
minutos y repitiéndose el procedimiento 3 veces. Las muestras fueron almacenacfas

a~20C.

Digestién con Protelnasa K

A cada mitad de encéfalo fijade en formol se le adicionaron 100 pi d_e Proteinasa K
(10mg/ml) (76), se maceré en el homogeneizador de Temb'ruk y se incubd a 54 C '
durante de 1, 2, 8 y 24 h. Las muestras con digestion de 8 y 24 h se incubaron a
TA. Después de a incubacidn y para desactivar 2 la Proteinasa K, se catentS la

mezcla a 75 C durante 5 min. Las muestras fueron almacenadas a —20 C (78)}.

Técnica de desparafinacién

Se hicieron 105 cories con el micretomo a 10 pm de grosor de la muestra de
cerebro de nifio en bioque de parafina. Se colocaron 5 muestras en cada tubo de
1.8 ml, tratando de efiminar al méximo el exceso de parafina.

Se afiadié 1 ml de eptano & cada tubo y se mezcld en agitador a TA durante 30
min. Ensegulda se centrifugd & 20,000 Xg durante 5 minutos. Se removié ef eptano
y se repitié todo el procedimiento. Se adicionaron 0.5 ml de Etanol al 100% a cada

tubo y se mezcld invirtiéndolo. Se centrifugd a 20,060 Xg. Se elimind todo el etanol
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posible. Se repitid este procedimiento y finalmente se dejo secar en estufaa 26 C

durante 10 min. Fstas muestras se digirieron con Proteinasa K (81).

Proceso de extraccion de ARN

Se utifizé e protocolo de extraccidn del TRIzol (77), cuyo componente es una
solucién de Isotiocianato de guanidina y fenol.

Para cada extraccién se tomé la mitad de un encéfalo, e! peso aproximado fue de
80-100 mg por muestra. Se macerd la mdestra en un homogeneizador de
Tembruck, agregando 1m! de TRIzo! por cada 100 mg de muestra.

En las muestras digeridas con Proteinasa K, o en las muestras frescas, el
macerado se transfirié a viales de 1.8 ml de capacidad. |
Se incubaron fas muestras homogeneizadas por 10 min para permitir la disociacién
completa de los complejos de nucleoproteina. Se le adicionaron 0.2 ml de
cloroformo; se tapd y agitd vigorosamente por 15 seg, incubdndose nuevamenté
durante 5 min. La muestra se 6enu'ifugé durante 15 min a 12,000 Xg a 5 C; s6lo se
utilizé la fase superior transparente en la que permanece e ARN, stendo el
. volumen de ésta, un 40 a 60% de! valumen inicial. _

| Se transﬁrié la fase acuosa a un tubo nuevo y se le adicfoné 0.5 m! de Alcohal
isoproﬂicd. Se incubd durante 10 min a TA y se centrifug6 a 12,000 Xg por 10 min
a5C.

Se tird €l liquldo sobrenadante quedando en su caso el ARN adherido a la pared del
tubo; se le adiciond iml de etanol a1 75%. Se mezcl6 en el agitador y se centrifugd
a7,500%g porSmina5C.’
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Se tir6 el sobrenadante y se dejé secar el tubo. Finalmentz se le adiciond 50 pl de
agua bidestilada deionizada con Dietil pirocarbonato al 1%{DEPC) y se incubd a 55
C por 10 min. Ef ARN se almacend a -70 € (9, 70).

Observacién del ARN

Cada una de las muestras obtenidas se separé por electroforesis submarina en
soluddn de Tris-borico-edta (TBE) en gel de Agarosa al 1% adicionado de 3 pi de
bromuro de Etidio (10mg/mi) con una corriente de 100 Voltios durante 20 minutos,

Se chserve la presencia del ARN bajo luz ultravicleta.

Qligonucledtidos especificos ‘
Se detecté el segmento G-y-L del genoma del virus rébico en este trabajo,

.utilizando los sigulentes iniciadores: (Vease ia figura 2)

Iniclador A3: 5-GAC TTG GGT CTC CCG AAC TGG GG-3' 23 bases sentido(+).
Posicién 4665 4687

Iniciador A4: 5-CAA AGG AGA GTT GAG ATT GTA GTC-3' 24 bases sentido(-). .
Posicién 5543 5520

El iniclador A3 ha sido reportado como GCIIT 'v G; el iniciador A4 como L y G8 (9,
31, 70).
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Obtenclén del ADN complementario (ADNc)

En un tubo de 500 1l se mezclaron los siguientes reactivos y cantidades:

ARN -5 i, Dithiothreitol {DTT) -2 pl, Buffer Fs-4 I, Rnasin- 0.5 pl, DNTP'S
(10mM) - 240 y H;0 DEPC-4.5 .

La mezcla se calentd a 80 C durante 5 min; a continuacién se coloch en hielo
durante 1 min. Se le agregd 1 p de Primer G (250ng) y se calentd a 65 C durante
10 min colocandose inmediatamente en hielo durante 1 min. Se agregd 1 pl de
SuperScript y se eliminaron las burbujas con agitacion, se incubd 1 ha 37 C. E!
volumen final de la reaccidn fue de 20 pl. Para inactivar !a reaccion se calentd a

98°C durante 5 minutos. El ADNc obtenido se aimacend a -20°C {9, 70).

Amplificacién de productos por PCR

Para amplificar & fragmento de ADNc de interés (porcion G-L) se procedié a
mezclar los siguientes reactivos en un tubo de 500 pl :

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

Buffer PCR (10X)-2 i, 7aq polimerasa(250-500 U/ i) -0.5 wl y H;0 DEPC-9.5 pl.
Se homogenelzd perfectamente en agitador v se colocd ! tubo en el termaciclador,
bajo el sigulente programa.

Giclo 1: 94°C durante 3 minutos Repeticiones: 1
Ciclo 2 '
Fase 1: 94°C durante 30 segundos 30
Fase 2; 60°C durénte 30 segundos 30
Fase 3: 72°C durante 1 minuto Repeticiones: 30
Ciclo 3: 72°C durante 3 minutos 1
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Después de completarse el programa, las muestras se almacenaron a <20 C
(9,70).

Para la determinacién de tamaiio del producto amplificado, se agregé un carril con
marcador de peso molecular ladder de pB y otro con el marcador Lambda Hind 111,
que marca a 702 y 1264 pB.

La prueba de PCR se acompafié de los siguientes testigos:

1 positivo a PCR(tejido en fresco positivo a rabia)

1 negativo a PCR( ratén no inoculado)

La fotedocumentacidn de este trabajo se realizé con cimara fotografica Polaroid

con filtro UV, y pelicula blance y negro {22,24).

Las cepas de! virus de la rabla CVS y HQ-D1, ratones y todo el material para e;-ste
trabajo realizado de noviembre de 1999 a agosto de 2001. Son propiedad de!
Laboratorio de {a Unidad de Investigacion en Inmunologfa de! Hospital de Pediatrfa
det Centro Medico Naciona! Siglo X, IMSS.
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CAPITULO 4

RESULTADQOS

Muestras preservadas en glicerina

Se procesaron un total de 16 muestras de cerebro de ratdn inoculado con virus de
rabia cepa CVS y cepa HQ-01 y preservades en glicerina a TA, misma que varid de
acuerdo a Iz hora de! dia hasta en 21 C. Cuadro 2.

Inicialmente se utiizo la glicerina a concentraciones de 80%, 50% y 40% con
cuatrc muestras para cada concentracidn. 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 eﬁ dlicerina al 40% ni |
de las cuatro al 80%. | |
En las siguientes doce muestras se uso sélo la concentracién de glicerina al 50%.

El tiempo minimo de Inmersién de Iz muestra en glicerina fue de un dfa, con
variables de 3, 4, 7, 14 y 21 dias como se observa en las figuras 3,4, 5y 6.

De todas las muestras fue posible extraer el ARN y también obtener el producto
amplificado de! virus de Ia rabla mediante PCR, obteniendo el fragmento esperado
en Io§ 872 pares de bases.

Con {a finalidad de evitar errores y la posible degradaci&n dé alguno a_ie estos
componentes, desde la extraccion del ARN hastz fa obtencién del producto
ampfificado del virus rébico, todo el procedimiento se realizé aproximadamente en

7-8 h en el mismo dfa.
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Muestras fijadas con Formaldehido

El presente estudio dio inicio con el intento de extraccion de ARN partir de la
muestra de cerebro del nifio; se realizaron en total 46 pruebas de extraccion de
ARN con Trisol en trozos de cerebro de forma clibica de 0.5 cm. Se procedid
lavando las muestras con  agua Dbidestilada desionizada, sometiéndolas
directamente a la accién del mismo de acuerdo a protocolo y con resultado

negativo.

Muestras digeridas ¢on Proteinasa K |

" En todas las pruebas subsecuentes se utilizo Proteinasa K a concentracién de 10
mg/mil, en volumen de 100 pl para cada muestra, iniclando con tiempos de
digestién de 1 hora y aumentandose Va 2, 4y 8 h a 54 C en bafio Maria slendo
negativas tamblén estas pruebas. Se repitieron las pruebas aumentando la
concentracién de Protelnasa K @ 22 mg/ml y una serle mds con la misma
concentracién pero aumentando e! volumen a 500 pl para cada muestra. También
se aumento el tiempo de digestién a 24 h. Utilizando ambas concentraciones co.n

500 ul para cada muestra. Todas las pruebas fueron negativas.

Muestras con técnica de desparafinacidn

El siguiente objetivo fue la muestra del bloque de parafina. Después de aplicar la
técnica de desparafinacién se realizaron 23 pruebas de extraccién de ARN con
trisol, previa digestibn de las mismas con Proteinasa K, iniciande con
concentraciones de 20mg/rﬁl y posteriormente de 50, 100 y de 200 mg/ml; el

volumen de fas muestras Inicid con 150 pl, pasando por 500 i, 1 ml y 2 ml. Con
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tiempos de digestién de 2, 4, 12, 18 y 24 h a 37 y a 54 C. Tampoco fue posible la
extraccidn del ARN.

Muestras de los ratones inocutados con el virus rabico

Se realizaron uh total de 34 pruebas de extraccidn con trisal, 22 de ellas utitizando
formaldehido a concentracién de! 15% y 12 muestras al 10%. Los tiempos de
fijacién de las muestras fueron de 1, 2, 4 y 7 dias.. Al finalizar con el tiempo de
fijacidn asignado, las muestras se lavaron con agua adicionada de albimina de -
bovino al 1% durante 30 min. Al igual que en las anteriores muestras se utilizaron
primero tiempos de digestién con Proteinasa K de 1, 2,4,8 vy 24 h con .100 T pbr
muestra 2 concentracién de 10 mg/m! para cada una de las concentraciones ya
mencionadas. Todas las pruebas resultaron igualmente negativas. La concentracién
de Proteinasa K se elevd hasta 200 mg/ml sin que fuese posible obtener una sola
axiraccién de ARN positiva. Las pruebas se aplicaron a muestras con los dos tipos
de cepas empleadas. '

Para verificar el correcto funclonamiento de las pruebas, se utllizaron 7 muestras
sin preservar en formaldehido, obteniendo extracciones positivas de ARN_ de todas
las muestras control. Después de las primeras 24 h en formol, las muestras tenfan
un aspecto elastico y duro semejante a una .Iiga, no habiendo variaciones
comparadas con las muestras de 7 dias.

El tiempo de digestién minimo de las muestras con Proteinasa K a 56°C, fue de 1
hora, con variables de 2, 4, 8, 20, 24 y 48 horas, siendo los maybres tiempos de
digestibn de hasta 5 y 7 dias. ' |
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La concentracién de la Proteinasa K también fue variable, iniciando con 4 mgfml y
posteriormente con 6, 11, 20, 200, 590, 1120 y 1690 mg por cada mt.

Los experimentos iniciaron con la concentracidn mas baja de Proteinasa K y el
menor tiempo de digestién, aumentandose gradualmente ambos hasta probar la
may‘or parte de las combinaciones Iégicas posibles.

Se observd al microscopio fas muestras post-digestién para corroborar el estado de
las membranas, mostréndose muy poca actividad digestiva sobre ellas.

También se sometieron a digestién durante 20, 24 y 48 h, 5 v 7 dias, muestras
positivas a rabla conservadas en bloques de parafina, previamente desparafinadas
con heptano y cortadas a 10 pm de grosor. Utilizandose las mds altas
concentraciones de Proteinasa K.

No fue posibie obtener ARN de ninguna de las muestras mencionadas, aln
aplicando los dempos de digestibn maés largos y con las concentraciones de

Proteinasa K mas altas.
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Cuadro 2. Variacion de temperatura dentro del laboratorio en 24 horas

Curdro 2. Varacdne ae temparstues en 24 horas
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1371pb |

872pb 1264pb

600pk

702ph

Figura 3. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de amplificacidn del virus
de |z rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante uno y tres dias,

Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2: testigo positivo, Carriles
3 v 4: amplicdn del virus de la rabia de muestras preservadas durante un dia,
Carriles 5 y 6: amplicon del virus de ia rabia de muestras preservadas durante 3
dias. Carril 7: control negativo. Carril 8: marcador de peso molecular A Hind IT1. Se
puede apreciar claramente la formacion de la banda del amplicon de la rabia en los
872 pares de bases de las muestras preservadas durante 1 y 3 dias. Se han
utilizado dos marcadores de peso molecular diferentes, en ef camil 1 un marcador
que muestra cada 100 pb y en el carril 8 el marcador A que marca a 702, 1204 v

1371 pB.
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600pt 872pb

Figura 4. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de ampiificacion del virus
de ia rabia de dos muestras preservadas en glicerina durante slete dias,

Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2 y 3: Amplicon del virus
de la rabia de muestras preservadas durante siete dias. 1.2 banda de los 872 pares
de bases del carril 3 corresponde & ura muestra trabajada Ininterrumpidamente en
un mismo dia. La banda det carril 2, corresponde a una muestra de ARN

aimacenada durante 7 dlas a =20 C.
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872ph

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

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

Carril 1: Marcador de peso molecuiar de 100 pb. Carril 2: Control negativo, Carril 3:

Amplicon del viru§ de la rabia de la muestra preservada durante 14 dfes en’
glicerina. Se muestra claramente la banda en los 872 pares de bases en el caril 3

con un ladder de 100pb en el carril 1.
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600pb

Figura 6. Gel de Agarosa donde se muestra el producto de amplificacién del virus
de la rabia de dos muestras preservadas en glicerina durarite 21 dias,

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 dlas en dlicerina, En esta
fotografia se muestra un nitido amplicon en los 872 pares de bases después de 21

dias de preservacion en glicerina.
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CAPITWHO V
DISCUSION

En el presente trabajo, ha sido posible extraer exitosamente el ARN y el producto de
amplificacién del virus rabico de todas las muestras preservadas en giicerina al 50% hasta
por 21 dias, siendo éste el primer reporte del uso de Ia glicerina como preservador en
muestras sometidas a pruebas de biologia molecular.

Estos 21 dfas es tiempo mds que suficiente para hacer llegar las muestras & cﬁa!quier
laboratorio de biologla molecular capaz dé realizar la prueba de PCR para el virus de rabia,
en donde ia rapidez para obtener resuitados es cruclal; actualmente se puede realizar lz
prueba de PCR de muestras de saliva.y liquido céfaloraquideo para deteccién del virus
rdbico en tan solo 4 horas (14), o que contrasta con los tempos nec&sérios para
diagnosﬁr rabia en nuestro pafs. _ |

La glicerina al 80% se desechd por su dificil manejo y por impedir que las muestras se
sumergieran mientras que la concentracién del 40% no arrojé ningin resultado en la
obtencién del ARN. Los resultados de ia gficerina en concentracién al 50% fueron
“constantes en todas las pruebas realizadas y resultd ser un pr&servadof idénea para
muestras de tefido nervioso hasta por 21 dias (figura 6€), siendo estos tejidos los més
facitmente degradados por su naturaleza quimica e histologica, se deduce que podriamos
adelantar iguales 6 mejores resultados en los otros tres diferentes tejidosrhisholégicos.
Cabe resaltar las propledades preservadoras de la glicerina conocidas désde ¢l siglo

pasado y reportadas por Roux (6) al extraer virus viable de rabla después de 30 dias a



temperatura ambiente en el Instituto Pasteur de Saigdn, donde la temperatura ambiente
promedio, oscila entre los 34 y 37 C, aln bajo estas condiciones extremas resalta la
recuperacion de virus viable.

Actualmente sé esta probando la glicerina en muestras preservadas en periodos de hasta
80 dias, esto basado en la excelente preservacién mostrada en el ARN de 21 dias,

Se ha reportado la extraccion exitosa del ARN del virus de la rabia de tefidos preservados
en guanidina a temperatura de 22°C, hasta por 60 dias (27), atribuyéndose dicho efecto a
la destruccién de las ARN-asas, solo que a un costo muy superior.

Debemos considerar las marcadas fluctuaciones de temperatura en nuestra drea 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 condiciones de laboratorics
de otros paises que reportan resultados positivos v cuya temperatura s mantiene estable
a22°C,

Otras obsetvaciones a resaltar son las siguientes:

Después del tiempo de inmersidn de fas muestras en glicerina al 50% deben lavarse con
sblud(jn de PBS fria, enjuagando tres veces, esto hizo que las bandas de los 872 pb del
amplicon de la rabia, fueran mas nitidas que las observadas después de lavar con. solucién
salina fisiolégica o con agua bidestilada deionizada; este efecto se atribuyé al uso de la
solucidn buferada y a la baja temperatura, lo que permitid estabilizar las moléculas.
También es importante sefalar el cambio en [a nitidez Ade las bandas en el gellde agarosa
cuando no se analizan inmediatamente las muestras, como lo muestra 1a figura No.4, en
donde se compara ARN pteéervado durante 7 dias a _-'20“C ‘con ARN procésado

inmediatamente {ver figura 4).
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Para este estudio se wutilizaron amplicones o primers que reconocleron el segmento G,
pseudogen y L del genoma rébico, con una longitud de 872 pb, siendo éste el mismo
segmento que se usa para el reconacimiento de Ias variedades del ciclo epidemiolégico
por la técnica de enzimas de restriccidn {24); fo que permitiria la continuldad del estudio,
en caso necesario, 1o que significaria un ahorro importante sobre los costos apficar esta-
prueba,

Es importante que el pals estandarice los medios en que se envien las muestras a los
laboratorios para andlisis de biologla molecular, ya que estos métodos substituirdn
paulatinamgnte a los convencionales por su precisién y rapidez, £l éxito de la técrica
aplicada dependetd de las condiclones de la muestra, el tiempo de fijacion o exposicién al

agente preservador, el primer o amplicon utilizado y a la integridad de la muestra.

No fue posible extraer ef ARN a partir de la muestra de encéfalo preservada en formol,
tampoco del bloque de parafina del infante muerto de rabla, ni de los tejides nerviosos
preservados en formo! inoculados.

Se usaron disﬁnhos tiempos de inmersién de las muestras, mismas que Iniciaron con 7
dfas, 3 dfas, 2 dfes y concluyeron con 1 diz, todas ellas a temperatwa ambiente, en
concentraciones de formaldehido del 15% y del 10%. | |

Es posible deducir a partir de estas experiencias, que el formaldehido es un agente
agresivo para las cadenas del ARN y que aunado a la exposicién digestiva de la Proteinasa
K, parece irremediable la fragmentacién del mismo, cuya deteccién podrfa remediarse
mediante la blsqueda y disefio de primers més. cortos. Esta situacidn, dificulta e

incrementa los costos de la investigacién. Al término de la fijacion, las muestras



presentaron una consistencia dura y eldstica, misma que no se modificd adn después del
periodo de digestién por fo que se procedié a examinar las muestras bajo e! microscopio
noténdose las membranas celulares integras, por lo que se duda que nuestra fase de
digestién trabajara adecuadamente. Otro factor importante a considerar setfa la cafidad
de! formaldehido que se trabaja.

Nuestros resultados contrastan con lo reportado por Orciari (26) qulen obtuvo el ARN de
tejidos preservados en formol hasta por 12 semanas y de tejidos conservados en bloques
de parafina con méis de 10 afios de antigiiedad. Para obtener dichos resultados, fue
necesario como ya se menciond, el disefiar amplicones o primers de menor nimero de
pares de bases, siendo éstos de 130-150pb, ya que ol ARN Hende a fragmentarse a mayor
conicentracién del Formaldehido y al mayor ﬁeﬁm de exposicidn al mismo, asi como al
tiempo de_dig&stidn y concentracidn de la Proteinasa K.

Es recomendable e! 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 resuitados negatives podrian atribuirsele al mal funcionamiento de la

misma.

Es posible que el glicerol sea capaz, por medio de mecanismos aln no dilucidados, de
inhibir la accién de las ARNasas tan comunes en la naturaleza. Su utilidad para estabilizar
cadenas de ARN en diversas condiciones debe ser aprovechada.

El estudio de Ia variabilidad genética de los virus ARN es de primordial importancia ya que
san los microorganismos con mayor capacidad de varlacion conocidos, Se calcula que en

los virus ARN ocurre una tasa de 10™ incorporaciones erréneas por nudledtido copiado y

47



ronda de copia.'Esto da lugar a la generacién en tiempe y espacio de las llamadas
cuasiespecies ( 80).

E! glicerol al 50% mostrd ser un preservador del ARN iddneo para realizar pruebas de
biologia molecular por su bajo costo y su facll adquisicién, lo que representaria
seguramente un costo menor 2t actualmente ejercido para dicho fin a cambio de un méyor
beneficio, al menos hasta que se encuent_:re otro preservador con caracteristicas

superiores.
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APENDICE 1
MATERIAL PARA OBTENCION DEL ARN DEL VIRUS RABICO

Agarosa Marine coloids, INC

AGUA DEPC (dieti! pirocarbonato)

Alcohol isopropilico

Bromuro de Etidio Sigma cat. E-8751

BUFFER Fs (SuperScript)

Buffer PCR

Cloroformo

Dithiothreito! DTT (GIBCOBRL cat):15508-013
DNTP’s 100mM SET{GIBCOBRL Cat):10297-018
Etanol al 75%

Medio de cultivo BHK (Baby Hamster Kidney)
PRIMER34 G

PRIMER 40 L

Prdteinasa K (Fungal) 100mg Gibco BRL cat.No. 2530-0-15
Ratones cepa Balb/ C | '
Rnasin Ribonudlease inhibitor (Promegla, cat}:N2111
Solucidn al 1% dé Dietilpirocarbonato(DEPC)
Sefucién de Albamina de Bovino al 1%

Solucion de Azul de bromofenol
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Solucién de formaldehido al 15%

Solucién de Glicerol al 40%

Solucién de Glicerol al 50%

Solucion PBS (Phosphate Buffer Solution)

Solucidn Salina Fisiologica 0.09%

Solucidn TBE (Tris, Borico, Edta)

SﬂPERSCRIP’T First-Strand Synthesis for RT-PCR{GIBCOBRL cat):15508-013)
7aq DNA Polymerase (Amplificasa, Blotecnologias Unlversitarias)
TOBOS EPENDORF DE 500 pL |

TRIzol Reagent Life Technologies cat.No.15596-026

Virus Rébico cepa Challenge Virus Standard (CVS)
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