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RESUMEN

Objetivos. Caracterizar la nucleoproteina (N) y establecer el origen del virus de la rabia en canes procedentes de Arequipa.
Materiales y métodos. Se analizaron 30 muestras de tejido nervioso procedentes de los departamentos de Arequipa y
Puno. Se extrajo el ARN total de las muestras y se sintetiz6 ADNc para amplificar el gen de la nucleoproteina, secuenciarlo
y realizar el andlisis bioinformatico. Resultados. Se obtuvo la formacién de un grupo definido con respecto al grupo externo
(European bat lyssavirus). Este grupo fue clasificado en dos subgrupos, uno constituido por muestras procedentes de Puno
y Arequipa (subgrupo A), y otro por muestras de Puno (subgrupo B), observandose una identidad nucleotidica de 99,9%
en el subgrupo A. Conclusiones. Los agrupamientos de las secuencias virales muestran que los casos de rabia canina
notificados en Arequipa son el resultado de la expansion de rabia canina procedente de la regién endémica de Puno.

Palabras clave: Virus ARN; Virus de la Rabia; Secuenciacion de Nucledtidos de Alto Rendimiento; Perros; Pert (fuente:
DeCS BIREME).

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE RABIES VIRUS
NUCLEOPROTEIN IN DOGS FROM AREQUIPA, PERU

ABSTRACT

Objective. To characterize the nucleoprotein (N) and establish the origin of the rabies virus in dogs coming from
Arequipa. Materials and Methods. Thirty samples of nervous tissue from the departments of Arequipa and Puno were
analyzed. Total RNA was extracted from the samples and cDNA was synthesized to amplify the nucleoprotein gene,
sequence it, and perform bioinformatics analysis. Results. A defined group was formed with respect to the external
group (European bat lyssavirus). This group was classified into two subgroups, one constituted by samples coming from
Puno and Arequipa (subgroup A), and another one by samples from Puno (subgroup B), exhibiting a nucleotide identity
of 99.9% in subgroup A. This group was classified in two subgroups, one constituted by samples coming from Puno and
Arequipa (subgroup A), and another one by samples from Puno (subgroup B), observing a nucleotide identity of 99.9% in
subgroup A. Conclusions. The groupings of viral sequences show that the cases of canine rabies reported in Arequipa
are the result of the expansion of canine rabies from the endemic region of Puno.

Keywords: RNA Virus; rabies virus; high-performance nucleotide sequencing; dogs; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCC[ON hospederos, cominmente carnivoros y quirdpteros @3,

Aunque la vacunacion y la terapia con anticuerpos es
La rabia es una enfermedad neurolégica mortal que afecta efectiva en el tratamiento posexposicion, se estima al
una amplia variedad de hospederos mamiferos incluyendo menos 59 000 muertes humanas anuales causada por rabia
al hombre ™, y su transmisién esta asociada a especies canina, siendo las areas mas afectadas Africa y Asia “5).
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Caracterizacion molecular de la rabia canina

El virus de la rabia (VR), especie del género Lyssavirus,
familia Rabdoviridae, orden Mononegavirales; es un
virus ARN de cadena simple, sentido negativo, con una
estructura en forma de bala, de unos 12Kb de longitud que
codifica cinco proteinas estructurales: nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M), glicoproteina
(G) y ARN polimerasa dependiente de ARN (L) ©.

Actualmente el analisis molecular es utilizado como una
herramienta en la investigaciéon epidemioldgica de la
rabia 7®, siendo la nucleoproteina uno de los genes mas
empleados al permitir la determinacién de especies, origen
de variantes del virus, dinamica de distribucién geografica
espacial e identificacion del ancestro comun ©. De esta
manera, estudios previos, en epidemiologia molecular de la
rabia en el Peru, utilizaron el gen N para la caracterizacion
molecular y distribucion de linajes en reservorios silvestres,
asi como para la identificacion de posibles nuevos
reservorios de la enfermedad (1.

En Perq, los principales reservorios del VR son los canes
(rabia urbana) y murciélagos hematéfagos, Desmodus
rotundus (rabia silvestre), los cuales mantienen ciclos
independientes de transmisién 9. Segun los reportes del
Laboratorio de Zoonosis Virales del Instituto Nacional de
Salud (INS), 80 casos de rabia urbana fueron notificados
en los departamentos de Madre de Dios, Piura, y Puno,
durante el periodo 2010-2014; cinco casos en humanos,
nueve en diversas especies (bovino, llama, y gato) y 66
casos en canes, este Ultimo con un promedio de 14 casos
al afio ",

Sin embargo, tras una ausencia de 15 afios de rabia
canina en el departamento de Arequipa, dos casos fueron
notificados en diciembre del 2014 en la provincia de
Camana (Arequipa), cifra que aumentoé a 19 casos durante
el 2015, dando inicio a la expansiéon de rabia canina en
el sur del pais (>'3, En Peru, si bien la rabia canina esta
focalizada en Puno, departamento fronterizo con Bolivia, el
cual es endémico a rabia canina "; la cercania geografica
de Arequipa, sugirié considerar a Bolivia y Puno como
posibles origenes del brote. Adicionalmente la ausencia
de control sanitario en el ingreso de canes en estas areas
fronterizas aumenta dicha posibilidad.

El objetivo de este estudio fue caracterizar la nucleoproteina

(N) y establecer el origen del virus de la rabia en canes
procedentes de Arequipa durante el periodo 2014-2017.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS
Un total de 30 muestras de tejido nervioso de canes

procedentes de los departamentos de Arequipa (n=16) y
Puno (n=14) fueron remitidas al laboratorio de Zoonosis

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La utilidad de herramientas
moleculares como soporte en la investigacion epidemioldgica para
la identificacion del origen de una epizootia.

Principales hallazgos. El andlisis molecular determind una alta
similitud nucleotidica (99,9%) de las muestras obtenidas en canes
procedentes de Arequipa con las muestras del departamento de
Puno.

Implicancias. Estos resultados permiten conocer la dinamica del
virus de la rabia circulante en canes en el sur del pais, que facilitara
el diseio de oligonucleétidos como parte del desarrollo de PCR en
tiempo real cuantitativa (Qrt-PCR) que permita la identificacion de
la variante viral canina.

Virales del Instituto Nacional de Salud (INS) durante el
periodo 2014-2017, como parte del programa de vigilancia
del Ministerio de Salud (Figura 1). Todas estas muestras
fueron evaluadas por la prueba de inmunofluorescencia
directa (IFD) para su diagndstico como positivas al VR 9,
La cepa estandar “Challenge Virus Standard, CVS’ fue
utilizada como control positivo en las pruebas de IFD y
posteriormente en la RT-PCR.

EXTRACCION DE ARN Y TRANSCRIPCION
REVERSA (RT)

Para la extraccion del ARN total se empled la técnica trizol-
cloroformo, utilizando TRI-reagent (sigma) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se us6 entre 30 y 50 mg de
tejido nervioso de cada muestra. Posteriormente, se
cuantificd el ARN utilizando la relaciéon de absorbancia
260/280 en el nanodrop y se determind la integridad en
geles de agarosa al 1% en buffer TBE (tris base 450 mM,
acido bdrico 450 mM, EDTA 10 mM) y tefiido con bromuro
de etidio (BrEt).

El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado a partir
de 300 ng de ARN total utilizando el kit Cloned Avian
Myeloblastosis Virus (AMV) Reverse Transcriptase
(Invitrogen), bajo las siguientes condiciones de ciclado: 65 °C
por cinco minutos, seguidos de 42 °C por 60 minutos y
85 °C por cinco minutos.

RT- PCR

Un total de 100 ng de ADNc fue usado como molde para
amplificar el gen de la nucleoproteina, en un volumen
final reaccién de 25 pl, con buffer de PCR 1X (Invitrogen),
MgCl, 1 mM, dNTPs 0,2 mM, 0,2 uM de cada primer, y dos
unidades de la enzima Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen). Con la finalidad de obtener el gen completo de
la nucleoproteina, se utilizaron dos pares de oligonucleétidos
previamente reportados (Lys 001 5ACGCTTAACGAMAAA3Z’
y 921B 5 YGTGTTCAAYCTHATYCACTT3, vy
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Figura 1. El mapa muestra las provincias con casos positivos de rabia canina reportados en el periodo

2014-2017.

550F 5 ATGTGYGCTAAYTGGAGYAC3 'y 304
5TTGACGAAGATCTTGCTCATS3) (101617 E| programa
de amplificacion para la PCR fue el siguiente: 94 °C por dos
minutos, con 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos 37 °C por
30 segundos, y 72 °C por 90 segundos, seguidos de una
extension final de 72 °C por siete minutos 7).

Los productos finales de la PCR fueron corridos mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X
durante una hora a 100 V, tefiidos con bromuro de etidio
(BrEt) y visualizados en el transiluminador.

SECUENCIAMIENTO Y ANALISIS FILOGENETICO

Los productos amplificados de la PCR fueron purificados
con QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Alemania)
y secuenciados utilizando dos pares de oligonucleétidos
especificos (Lys001-921B y 550F-304). El secuenciamiento
fue bidireccional empleando BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems), con modificaciones
en las condiciones de ciclaje: 96 °C por un minuto; 35
ciclos de 96 °C por diez segundos, 50 °C por 45 segundos,
y 60 °C por un minuto. El secuenciamiento se realiz6 en
el analizador genético Applied Biosystems 3500 DNA
analyzer.

48 |

Los cromatogramas obtenidos del secuenciamiento se
visualizaron y editaron con el programa MEGA 6.0 *®), luego
ensamblados con el software libre CAP 3 ("9, y posteriormente
alineados con ClustalW @ para la identificacién de cambios
nucleotidicos y aminoacidicos. Para la identificacion de la
region codificante ubicada en la posicién (71-1423) se us6
la cepa de referencia PV (GenBank acceso N° M13215.1).

Por otro lado se recuperaron secuencias parciales de la
nucleoproteina del VR (posicién 1157-1476), almacenadas
en el GenBank y procedentes de Bolivia (accesion

AY340753.1, AY340756.1 AY340757.1 AY340755.1
AY340721.1  AY340724.1 AY340722.1 AY340723.1
AY340727.1  AY340728.1 AY340703.1 AY340746.1
AY340747.1  AY340785.1 AY340766.1 AY340767.1

AY340704.1) @» que se utilizaron para identificar las
posibles relaciones filogenéticas entre las muestras
procedentes de Peru y Bolivia. La especie European bat 2
lyssavirus (GenBank acceso N° KY688156.1) se us6 como
grupo externo para poder enraizar el arbol.

El arbol filogenético fue construido empleando el método
de maxima verosimilitud con un valor bootstrap de 1000
réplicas, y las sustituciones nucleotidicas y aminoacidicas
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fueron calculadas con los métodos de Kimura 2-parameter
y Jones-Taylor-Thornton respectivamente, para este
andlisis se utilizd el programa Mega 6.0 (9,

CONSIDERACIONES ETICAS

Todas las muestras fueron colectadas como parte del
programa de vigilancia del Ministerio de Salud, obtenidas de
canes infectados naturalmente. No se utilizaron animales
con fines experimentales ni se obtuvieron muestras de
procedimientos experimentales.

RESULTADOS

Un total de 30 muestras del VR proveniente de diferentes
distritos de los departamentos de Puno y Arequipa, fueron
incluidos en el presente estudio (Tabla 1).

Mediante RT-PCR y usando los oligonucleétidos Lys001-
921B y 550F-304 se logré amplificar dos regiones parciales

de la nucleoproteina de tamafios 1011 pb y 887 pb
respectivamente, como se muestra en la Figura 2, y estas
fueron secuenciadas utilizando el método Sanger.

Los resultados de secuenciamiento corresponden a dos
regiones amplificadas con los oligonucleotidos Lys001-
921B y 550F-304, las cuales fueron ensamblados y
editados para obtener la secuencia nucleotidica de la
region codificante de la nucleoproteina, con un tamafo de
1352 nucledtidos (posicion 71-1423).

La comparacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas
en este estudio con respecto a la cepa PV permiti6 identificar
sustitucion de aminoacidos en las posiciones C40G, C59G,
S61N, V95L, G106D, P135S, S157N, V322I, 1410M
(Anexo 1- visualizar en version electrénica).

El andlisis filogenético de la nucleoproteina del VR de las 30
muestras analizadas reveld la formacién de un grupo respecto
a European bat 2 lyssavirus (grupo externo) (GenBank acceso

Tabla 1. Procedencia geografica de los canes y referencia en el arbol filogenético del virus de la rabia.

Referencia del virus en el arbol

Procedencia geografica

N° N e —— — Ao
filogenético Departamento Provincia Distrito
1 PERUCanAREQO1_14 Arequipa Camana Camana 2014
2 PERUCanAREQO02_14 Arequipa Camana Camana 2014
& PERUCanAREQO5_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
4 PERUCanAREQO06_15 Arequipa Arequipa Arequipa 2015
5 PERUCanAREQO07_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
6 PERUCanAREQO08_15 Arequipa Arequipa Alto Selva Alegre 2015
7 PERUCanAREQ09 15 Arequipa Arequipa Miraflores 2015
8 PERUCanAREQ10_15 Arequipa Arequipa Socabaya 2015
9 PERUCanAREQ11_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
10 PERUCanAREQ12_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
11 PERUCanAREQ14_15 Arequipa Arequipa Cercado 2015
12 PERUCanAREQ15_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
13 PERUCanAREQ16_15 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2015
14  PERUCanAREQ19_16 Arequipa Arequipa Miraflores 2016
15 PERUCanAREQ17_17 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2017
16 PERUCanAREQ13_16 Arequipa Arequipa Mariano Melgar 2016
17  PERUCanPUNOO02_15 Puno San Ramoén Juliaca 2015
18  PERUCanPUNOO03_15 Puno Chucuito Zepita 2015
19 PERUCanPUNOO04_15 Puno San Ramoén Juliaca 2015
20 PERUCanPUNOO05_15 Puno Chucuito Juli 2015
21 PERUCanPUNOO06_15 Puno Chucuito Juli 2015
22  PERUCanPUNOO07_15 Puno San Roman Juliaca 2015
23 PERUCanPUNOO08_15 Puno San Roman Juliaca 2015
24 PERUCanPUNOQ9_15 Puno San Roman Juliaca 2015
25 PERUCanPUNO11_15 Puno Lampa Cabanilla 2015
26 PERUCanPUNOO02_14 Puno Melgar Ayaviri 2014
27 PERUCanPUNOO04_14 Puno San Roman Juliaca 2014
28 PERUCanPUNOO08_14 Puno Melgar Ayaviri 2014
29 PERUCanPUNOO04_16 Puno Huancané Pusi 2016
30 PERUCanPUNO14_17 Puno San Roman Juliaca 2017
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Para los oligonucleétidos Lys001-921B también se obtuvieron los tamafios
esperados (no mostrados).

MP: marcador de pesos molecular; C-: control negativo; C+: control positivo;
1 a 12: muestras procesadas.

Figura 2. Electroforesis en agarosa al 1% de los productos de
amplificacion para los oligonucleétidos 550F-304, se obtuvieron
los tamafos esperados de 887 pb.

N° KY688156.1). Este grupo se dividid en un subgrupo A
formado por las muestras de la provincia de Melgar, Lampa,
San Roman, Huancané (Puno) y las provincias de Camana

y Arequipa (Arequipa), y el subgrupo B formado por las
muestras procedentes de la provincia de Chucuito, limitrofes
con Bolivia (Figura 3). La distancia genética del VR entre los
subgrupos Ay B fue de 1,25%, y las distancias intragrupo de
Ay B fueron 0,12% y 0,0% respectivamente.

En relacién al andlisis filogenético entre las 30 muestras de
Peruy las 17 accesiones de Bolivia, no se formaron grupos
definidos, sin embargo se puede observar un agrupamiento
interno entre las muestras de Chucuito (subgrupo B)
con diez accesiones de Bolivia (accesion AY340753.1,
AY340756.1 AY340757.1 AY340755.1 AY340721.1
AY340724.1 AY340722.1 AY340723.1 AY340727.1
AY340728.1) (Figura 4).

DISCUSION

El presente estudio permitié determinar el origen del brote
de rabia canina en el departamento de Arequipa mediante
la caracterizacion molecular de la nucleoproteina del VR en
canes procedentes del departamento de Arequipa y Puno.

En funcién al analisis de agrupamiento basado en la
similitud y cambios a nivel de nucleétidos, y en relacion

PERUCanAREQ13 16 7
PERUCanAREQ19 16
PERUcanAREQO9 15
PERUCanAREQO06 15
PERUCanAREQO2 14
PERUCanAREQO8 15
PERUCanAREQO7 15
60| PERUCanAREQO5 15
PERUCanAREQ12 15
PERUCanAREQ11 15
PERUCanAREQ16 15
PERUCanAREQ15 15
PERUCanAREQ14 15

64 | |PERUCanAREQ10 15 |A
PERUCanAREQO1 14
PERUCanAREQ17 17
PERUCanPUNOO2 14

92 PERUCanPUNOO8 14

PERUCanPUNO11 15
{PERUCanPUNOO7 15
PERUCanPUNOO09 15
—PERUCanPUNOO08 15
PERUCanPUNOO02 15
PERUCanPUNOO04 15

64

81|

z

PERUCanPUNOO04 14
PERUCanPUNOO04 16
Gg{F‘ERUCanPUNOM 17 |
PERUCanPUNOO05 15 }
B

PERUCanPUNOO3 15

—
0,02

PERUCanPUNOO06 15
KY688156.1 European bat 2 lyssavirus

Figura 3. El arbol filogenético basado en la region codificante del gen N evidencio
la formacién de un grupo respecto a European bat 2 lyssavirus, el cual se dividié
en el subgrupo A formado por muestras de las provincias de Melgar, Lampa, San
Roman, Huancané (Puno) y las provincias de Camana y Arequipa (Arequipa), y
el subgrupo B formado por muestras de la provincia de Chucuito.
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Figura 4. El arbol filogenético, basado en el método de maxima verosimilitud, del gen N
del VR no mostro grupos definidos entre las muestras de Peru y las accesiones de Bolivia.

Las muestras de Peru estan de color azul. Las ramas en rojo indican el agrupamiento de las muestras
procedentes de Chucuito (Puno-Perd) y diez accesiones de Bolivia. European bat 2 lyssavirus fue

utilizado como grupo externo.

al grupo externo European bat 2 lyssavirus se observo la
formacion de un grupo que incluye los aislados del VR
circulando en canes, el cual fue dividido en dos subgrupos.
El subgrupo «A» formado por muestras procedentes de
las provincias Puno y Arequipa, ubicadas al noreste de
Chucuito, que comparten una identidad nucleotidica del
99,9%, caracteristica que permitié relacionarla con el posible
origen del brote en Arequipa; y el subgrupo B que agrupa
muestras procedentes de la provincia de Chucuito limitrofe
con Bolivia, el cual presenté una identidad del 100%.

Si bien la similitud entre estos subgrupos fue de 98,75%,
la sustitucion en el sitio C40G nos permitid diferenciarlos;
este agrupamiento estaria relacionado con la circulacién
localizada (geografica) del virus, caracteristica del VR
para mantener una relacion especifica con su hospedero
y/o ubicacién geografica. Hallazgos similares relacionados
con la filogeografia del VR también fueron observados en
estudios de caracterizacion de la nucleoproteina del VR

en canidos del norte y noreste de Brasil, que establecen
la formacion de grupos como resultado de la adaptacion
de subpoblaciones de virus a regiones geograficas @223,
asi también estudios filogenéticos del VR en canes de
la India y reportes de carnivoros estudiados en Brasil
mencionan que el agrupamiento genético esta determinado
geograficamente @429,

Con respecto al analisis filogenético entre las muestras de
Peru y las accesiones de Bolivia no se formaron grupos
definidos, sin embargo, diez accesiones de Bolivia se
agruparon con las muestras de la provincia de Chucuito-
Puno (subgrupo B), lo que indicaria una alta similitud
del VR circulante en las regiones limitrofes entre ambos
paises (Figura 4). Hallazgo a considerar pues si bien los
casos de rabia humana y canina, en América Latina y el
Caribe, han disminuido ¥; la rabia canina aun sigue siendo
endémica en Bolivia, pais que reporté un promedio de 330
casos entre el 2015 y 2016, cifra que se incrementd a 954
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casos en el 2017 3, Dicha situacién aumenta el riesgo de
transmision de rabia canina en el sur este del Peru, debido
a que el departamento de Puno, limite fronterizo con Bolivia,
mantiene un transito y comercio activo entre ambos paises.
Sumado a esto, la falta de regulacién en el control de
ingreso y salida de mascotas facilita el movimiento de canes
con rabia, considerada aun como una fuerte amenaza para
las areas libres de rabia canina 627,

En el andlisis filogenético se observd también el
agrupamiento de los aislados del VR obtenidos en el
periodo 2016-2017 con los aislados recuperados al inicio
del brote, esta alta similitud nucleotidica posiblemente
se deba a: la adaptacion del virus para mantenerse en la
poblacion hospedera como ha sido reportada en estudios
anteriores @229 gl comportamiento del movimiento de la
poblacién de canes en Arequipa ©%; o debido a la limitada
variedad de especies reservorio en el area de la epizootia ©".

En estos ultimos afos el departamento de Arequipa viene
reportando un alto numero de casos positivos de rabia
canina, 58 casos en el 2016 y 48 casos en el 2017 (",
persistencia probablemente relacionada a diversos factores:
econodmicos, politicos, sociales y culturales 03234, En este
contexto el uso de herramientas moleculares es necesaria
como soporte de la investigacion epidemioldgica, ya que
la identificacion y/o caracterizacion del VR circulante nos
permitira establecer vinculos filogeograficos %, conocer
la dindmica del virus en el area epizodtica, y contribuir al
disefio de estrategias para el control y prevencion de rabia
canina. Asi mismo, el analisis molecular de la regién de la
nucleoproteina servira como referencia para el desarrollo
de métodos diagndsticos basados en el disefio de sondas
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