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NOTA TECNICA

Estandarizacion de la obtencion de amplificados del
genoma del virus de la rabia para su uso
en estudios de epidemiologia molecular

Andrés Paez, Clemencia Garcia, Jorge Boshell

Laboratorio de Virologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

Con el fin de perfeccionar el diagnéstico y la tipificacién del virus de la rabia en Colombia, el
Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Nacional de Salud estandarizé técnicas para
amplificar un fragmento de ADN complementario (ADNc) a una fraccién de 902 nucleétidos
seleccionados del ARN del virus de la rabia. La fraccibn mencionada contiene secuencias que
codifican para los aminoacidos 447-525 de la glicoproteina y 1-35 de la proteina L. Ademas,
contiene la regién intergénica no codificante conocida como Pseudogen Psi. Las técnicas
estandarizadas consistieron en: 1) amplificacion biolégica mediante reaislamiento del virus en
ratén ICR, 2) extraccion del ARN total a partir del cerebro del ratén infectado, y 3) amplificacion
molecular utilizando la técnica de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) para obtener el ADNc. La muestra del estudio constd de 30 cepas de virus de rabia
obtenidas originalmente de 30 caninos y tomadas del banco del Laboratorio de Virologia. Por su
simplicidad, la metodologia descrita en este estudio presenta grandes ventajas sobre las técnicas
descritas en anteriores estudios. La tecnologia propuesta es un complemento preciso de las
técnicas de diagnéstico de la rabia; ademas, se aplica a la identificaciéon de relaciones
filogenéticas de diversos aislamientos y, por ende, se utiliza en la identificacion de las dinamicas
de transmision y difusion geografica del virus rabico.
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Standardization of rabies virus genome amplification for molecular epidemiology studies

In order to improve the diagnosis and typification of rabies viruses at the Instituto Nacional de
Salud National Reference Laboratory for rabies, we standardized techniques for the amplification
of a 902 nucleotide DNA fragment, complementary to a selected region of the rabies virus
genomic RNA. This region codes for a segment of both the glycoprotein and protein L, and
contains the G-L intergenic noncoding region known as Pseudogen Psi. The standardized
techniques included: 1) biological amplification of rabies viruses by intracerebral mouse inocu-
lation; 2) total RNA extraction from the brains of infected mice, 3) RT-PCR amplification of a 902
nucleotide DNA fragment complementary to the selected RNA region. The study sample con-
sisted of 30 rabies virus strains isolated from dogs and selected from the virus bank of the
Virology Laboratory. Due to their simplicity the methods described have several advantages
when compared to methods reported in previous papers. The technology proposed is a precise
complementto rabies diagnosis techniques, and can be applied to the identification of phylogenetic
relations among rabies isolates, and, therefore, it is also used to identify rabies transmission
dynamics and geographical distribution.
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La rabia es una zoonosis causada por virus

Correspondencia: neurotré_p_icos del géru_e,ro I’_y_ssa\_/irus, familia
Andrés Péaez Rhabdoviridae (1). El viridn rabico tiene forma de
apaezm@hemagogus.ins.gov.co bala y mide aproximadamente 150 nm de largo
Recibido: 17/10/01; aceptado: 22/02/02 por 80 nm de ancho. Contiene ARN de cadena
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sencillay sentido negativo, compuesto por 12.000
nucleétidos, el cual codifica cinco proteinas
estructurales (2).

Actualmente, la transmision de los virus de la rabia
representa una gran amenaza para la salud de la
poblacion colombiana. Durante el periodo 1992-
2002 (hasta febrero) se registraron en el pais 1.033
casos de rabia en perros y 42 en humanos. El
94% de estos casos se concentré en solo tres
regiones del pais y el 6% restante se distribuy6
en 15 departamentos (3,4). Las tres regiones
implicadas en la mayoria de casos incluyen el
altiplano cundiboyacense, el departamento de
Arauca y la region caribe colombiana (departa-
mentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cordoba,
Magdalena y Sucre). La transmision del virus de
la rabia urbana (transmision entre caninos y
humanos) en el altiplano cundiboyacense y Arauca
se controlé en 1997, mientras que en la region
Caribe sigue siendo un grave problema de salud
publica, particularmente en los departamentos de
Atlantico y Magdalena.

La Red Nacional de Laboratorios para el
diagndstico de la rabia en caninos, humanos y
mascotas domésticas en Colombia esta formada
por siete laboratorios localizados en Arauca,
Barranquilla, Bucaramanga, Cali, Clicuta, Medellin
y el Instituto Nacional de Salud en Bogota que
sirve de referencia nacional y, ademas, tiene como
territorio de influencia a Cundinamarca, Huila,
Tolima, la Orinoquia (Meta, Casanare, Arauca,
Guainia y Vichada) y la Amazonia (Amazonas,
Putumayo, Caquetd y Vaupés).

El presente articulo describe las técnicas
moleculares de extraccién del ARN total a partir
de cerebros de ratones infectados con rabia,
transcripcion reversa y reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), las cuales fueron
estandarizadas para amplificar una region del
genoma del virus de la rabia comprendida entre
los nucleétidos 4665 al 5566, con 237 y 106
nucleétidos que codifican para los aminoacidos
447-525 de la glicoproteina y 1-35 de la proteina
L, respectivamente (5). Esta region contiene,
ademas, la secuencia intergénica no codificante
G-L de 559 nucleétidos mejor conocida como el
Pseudogen Psi (5); es altamente variable y, por
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tanto, muy conveniente para realizar estudios
epidemiolégicos encaminados a fortalecer la
vigilancia de la enfermedad y evaluar los
programas de vacunacion a nivel nacional.

Materiales y métodos

Amplificacién biolégica mediante
reaislamiento del virus rabico en ratén

Esencialmente, se utilizé parte del procedimiento
recomendado por la Organizacion Munidal de la
Salud para el diagndstico rutinario de la rabia (6).
Después de seleccionar los virus para el estudio,
se aislaron nuevamente de la siguiente manera:
1g de cerebro infectado se maceré con 5 ml de
una solucién de suero normal de caballo al 2%,
penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pg/ml.
Una vez centrifugada la suspension anterior
durante 15 minutos a 8.000 g y temperatura
ambiente, 30 pl del sobrenadante se inocularon
en ratones ICR blancos suizos, machos, de 21
dias de edad y criados en el bioterio del Instituto
Nacional de Salud en Bogota. La inoculacion se
hizo en cabina de flujo laminar, por via
intracerebral, utilizando una jeringa de 1 cc
26G ¥/, (Becton Dickinson & Co.). Los ratones se
observaron diariamente hasta la aparicion de
sintomas de rabia murinay se sacrificaron. Una
vez extraidos, los cerebros se conservaron a
-80 °C hasta el momento de su utilizacion.

Extraccion de ARN a partir del cerebro
infectado con el virus rabico

Para la extraccion del ARN del virus rabico, se
adapto la técnica del trizol descrita por la
compafiia Gibco BRL-Life Technologies para la
utilizacion del producto Trizol LS Reagent Cat. No.
10296-028, con algunas modificaciones. Asi, en
un vial tipo Eppendorff de 1,5 ml se mezclaron
750 pl de Trizol Ls Reagent con 150 mg de cerebro
de raton ICR infectado con virus rébico. La mezcla
se sometié a vortex fuerte durante un minuto y
se incubd a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, se afiadieron 300 ul de
cloroformo, se mezcl6 por agitacion y se incub6
durante 15 minutos a temperatura ambiente. La
mezcla se centrifugd a 4 °C y 12.000 g durante 15
minutos. La fase acuosa superior se transfirio a
un vial aparte, el cual contenia 500 pl de alcohol
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isopropilico. La mezcla anterior se agité
vigorosamente y se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé a
12.000 g y 4 °C durante 15 minutos, después de
lo cual se descarté el sobrenadante y se
afiadieron suavemente 500 pl de etanol al 70%
sobre el pellet sin mezclar. El vial se centrifugd
a 12.000 g y 4 °C durante 5 minutos, después de
lo cual se retiré la totalidad del sobrenadante y el
pellet (que corresponde a ARN total de cerebro
de raton mas ARN rabico) se resuspendié en 50
pl de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)
al 0,1%. El ARN tratado de esta manera se
almacend (en algunos casos durante mas de dos
afios) a -20 °C hasta el momento de hacer la
amplificacion por RT-PCR.

Iniciadores

En el procedimiento de RT-PCR (descrito abajo),
se utilizé el iniciador G(+) localizado entre los
nucledtidos 4665 y 4687 del genoma, con sentido
positivo, y secuencia 5 GACTTGGGTCTCCC-
AACTGGGG 3, y el iniciador L(-) localizado entre
los nucleétidos 5543 y 5566 del genoma, con
sentido negativo, y secuencia 5 CAAAGGAGAG
TTGAGATTGTATC 3. Los iniciadores G(+) y L(-)
se han utilizado anteriormente en estudios de
epidemiologia molecular de rabia en Francia y
Suréafrica (7,8). La region que se amplifica tiene
un tamafo de 902 nucleétidos y, dada su gran
variabilidad genética, resulta muy conveniente
para hacer estudios de epidemiologia molecular
de virus rabicos provenientes de lugares
geogréficos cercanos.

Amplificacion molecular de un fragmento de
ADNCc con la técnica de RT-PCR

Para la técnica de RT-PCR, se adaptaron con
algunas modificaciones, las metodologias
descritas por la compafila Gibco BRL-Life
Technologies para la utilizacién de los productos
M-MLV Reverse Transcriptase Cat. 28025-013 y
Taqg DNA Polymerase recombinant Cat. 10342-020.
Asi, se mezclaron 5 pl de la preparacién de ARN
con 1 pl de una preparacion 25 uM del iniciador
G(+). La mezcla se calenté a 65 °C durante 2
minutos en un bafio de agua regulado por
termostato vy, luego, se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afiadieron los
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siguientes componentes a la reaccion para
alcanzar un volumen final de 20 pl: 1 pl de agua
0,1% DEPC (SIGMA), 4 ul de buffer 5X de
retrotranscripcion (Gibco BRL), 2 pl de MgCl, 25
mM, 2 ul de ditiotreitol (DTT) 0,1M, 4 pl de una
solucion de deoxinucleétidos A, G, T, C, a una
concentracion de 2,5 mM, 1 pl de transcriptasa
reversa (Gibco BRL) a una concentraciéon de 20
U/ul. La reaccion de retrotranscripcion se incubd
a 42 °C durante 60 minutos, al final de los cuales
se procedio a iniciar la reaccion de PCR de la
siguiente manera: se tomaron 2 pl de la reaccion
de retrotranscripcién y se afiadieron los siguientes
componentes para alcanzar un volumen final de
50 pl: 34 pl de agua con Depco 0 1%, 5 ul de
buffer 10 X de PCR (Gibco BRL), 4 pl de una
solucion de deoxynucleétidos A, G, T, C, a una
concentracion de 2,5 mM, 2 pl de 25 uM de
iniciador G(+), 2 yl de 25 pM de iniciador L(-) y 1
pl de 2,5 U/ul Taqg Polimerasa (Gibco BRL). La
reaccion se sometid a 35 ciclos de temperatura,
uno de los cuales se describe a continuacion:
94 °C durante 30 segundos, 45 °C durante 90
segundos, 50 °C durante 20 segundos y 72 °C
durante 60 segundos. Al finalizar los 35 ciclos, se
incubd la reaccion a 72 °C durante 5 minutos. El
producto de PCR se someti6 a electroforesis en
geles de 1% agarosa (Boehringer Manheim Cat.
100439) y el fragmento de 902 pares de bases se
purifico a partir del gel utilizando el GFX PCR DNA
y el Gel Band Purification Kit (Amersham
Pharmacia Biotech), de acuerdo con las
especificaciones de la compafiia, para ser
secuenciado posteriormente. Cuando fue
necesario repetir el proceso de RT-PCR, se parti6
del ARN extraido inicialmente y que habia sido
almacenado a -20 °C en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1%.

Resultados

En este estudio se realizaron los procesos de
amplificacion bioldgica, obtencién de ARN viral y
amplificacién molecular de la regién seleccionada
del ARN en 30 cepas de virus de rabia urbana
obtenidos originalmente de 30 caninos. Durante
el proceso de amplificacion biolégica, los ratones
infectados comenzaron a demostrar los primeros
sintomas de rabia entre 8 y 14 dias después de
la inoculacion. Aunque en este estudio no se
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determinaron las causas de las diferencias en la
cinética de aparicion de los sintomas, éstas se
pueden deber a factores como la cepa viral, la
dosis de virus inoculados, factores propios de cada
raton (estado de nutricién, estado animico, nivel
de estrés) o factores ambientales como humedad
y temperatura del bioterio. Un diagrama de la
region seleccionada en el ARN rabico y del
fragmento de ADNc de 902 nucledtidos
amplificado por RT-PCR se aprecia en la figura 1.
Cada uno de los fragmentos amplificados contenia
en promedio de 1 pg de ADNc cuantificado
espectrofotométricamente. El producto de la
amplificacion se aprecia en la figura 2, la cual
corresponde a un gel de agarosa al 1% donde se
aprecia una Unica banda de 902 nucleétidos.
Discusion

Durante la década pasada se desarrollaron nuevas
técnicas moleculares que se convirtieron en
sofisticadas herramientas que actualmente son
utilizadas en estudios de epidemiologia de
numerosos agentes infecciosos (virus, bacterias
y parasitos protozoarios). En la actualidad, la
tecnologia de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se utiliza para amplificar
regiones seleccionadas del genoma de
organismos patégenos, las cuales posteriormente,
al ser secuenciadas y analizadas, se pueden
utilizar para la identificacion exacta de determinada
cepa, para definir sus relaciones con otras en
circulacion y para determinar el numero de
genotipos diferentes de cualquier patégeno que
circule en una determinada &rea geografica. Asi,
los programas de prevencidn y control pueden
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Figura 1. Representacion del ARN gendmico del virus de la
rabia, en el cual los nucle6tidos se muestran con nimeros y
con letras, los genes de la nucleoproteina (N), fosfoproteina
(NS), proteina de la matriz (M), glicoproteina (G), region
intergénica no codificante o pseudogen psi (Psi) y la
polimerasa (L). La proyeccion en azul corresponde alaregion
del ARN que se amplifico por RT-PCR.
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Figura 2. Gel de agarosa al 1% tefiido con una solucion de
0,5 pg/ml de bromuro de etidio, sobre el cual se realizé una
electroforesis de los siguientes productos: 1) marcador de
peso molecular OX174 DNA Hae Il DIGEST (SIGMA); 2)
fragmento de 902 pares de bases (PB) amplificado por RT-
PCRy pasado a través de una columna de purificacion GFX
DNA Purification Kit (PHARMACIA); 3) fragmento de 902
pares de bases amplificado por RT-PCR (sin purificar).

evaluarse, pues si ocurre una disminucién en el
tiempo del nimero de genotipos, se deduce que
estos programas han sido efectivos y viceversa.

De esta forma, la expresion ‘epidemiologia
molecular’ ha ganado gran espacio dentro de los
programas de investigacién y vigilancia
epidemiolégica de numerosos patdgenos (9-12).
Se han realizado estudios de epidemiologia
molecular del virus de la rabia en diferentes paises
como Francia (7), Canada (13), Surafrica (8),
Venezuela (14), Estados Unidos (15-17), Tailandia
(18) e lIsrael (19). La estandarizacion de la
metodologia descrita en el presente articulo
permite la realizacion de estudios de
epidemiologia molecular de la rabia en Colombia
(documento en preparacién), al lograrse la
normalizacién de técnicas tales como la
amplificacién biolégica de los aislamientos de virus
de la rabia, la extracciéon de ARN total a partir de
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cerebros de ratones ICR infectados con rabia, la
amplificacion de un fragmento de ADN
complementario a una determinada region del ARN
gendmico de los virus y la purificacion del mismo.
Con referencia a lo anterior, la metodologia descrita
en este estudio y, en particular, la descrita para la
extraccion de ARN presenta grandes ventajas
sobre las técnicas descritas en anteriores estudios
(7,8). La técnica del trizol resulta mucho mas facil
y directa que las ya descritas (7,8), en las cuales
se hace necesario la preparaciéon y uso de un
buffer compuesto por 1% SDS, 1% NP40y 1 mM
EDTA, seguido por cuatro extracciones fendlicas.
La region del ARN de los virus rabicos amplificada
esta comprendida entre los nucleétidos 4665 al
5566 del genoma y contiene 237 y 106 nucleétidos
gue codifican para los aminoacidos 447-525 de la
glicoproteina y 1-35 de la proteina L, respectiva-
mente. La regién ha sido descrita como altamente
variable, debido, en gran parte, a la presencia de
la secuencia intergénica no codificante G-L de 559
nucleétidos, mejor conocida como el pseudogen
psi (5), la cual acepta mutaciones al azar y, por
tanto, es un buen indicador neutral de la evolucion
natural de los virus rabicos sin presién selectiva
por parte del sistema inmune ni de ningan otro
factor (5,7). La region de 902 nucleétidos en
mencion se ha utilizado para estudiar las
relaciones filogenéticas existentes entre virus que,
a priori, se cree gque se encuentran estrechamente
relacionados (7,8). El gen de la nucleoproteina es
otra region del genoma rabico que ha sido
ampliamente utilizada en estudios de
epidemiologia molecular en el mundo y que
presenta una baja tasa de variabilidad, por lo cual
se ha preferido para estudiar relaciones
filogenéticas de virus aislados en regiones
alejadas unas de otras o en paises diferentes
(14,15).
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