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RESUMEN

La rabia es una enfermedad viral zoonética que causa graves problemas econémicos y
de salud publica a nivel mundial. Aunque existen vacunas, el acceso a ellas es limitado.
En Ecuador, se monitorea esta enfermedad a través de instituciones como Agrocalidad
y el Ministerio de Salud Publica. El objetivo de este estudio fue caracterizar las
variantes genéticas del virus de la rabia en las provincias de Zamora Chinchipe, Lojay
el Oro, mediante técnicas moleculares. El desarrollo del estudio se llevé a cabo a partir
de 136 muestras positivas a rabia, de las cuales se aislé el virus mediante cultivo celular
en 46 de ellas y 26 muestras fueron seleccionadas para aplicar la técnica RT-PCR y
secuenciacion Sanger en MACROGEN, Corea. La caracterizacion de las variantes
genéticas del virus de la rabia en la Zona 7 registr6 un total de 26 muestras positivas.
El analisis molecular revel6 una similitud superior al 98.27% con secuencias del gen
de Lyssavirus rabia, confirmando la presencia de la variante del virus de la rabia
paralitica bovina en la regién. Ademas, se identificaron relaciones filogenéticas
estrechas entre las provincias, respaldando la existencia de una cepa comudn en
circulacion. el estudio en las provincias de Zamora Chinchipe, Lojay EI Oro revela un
alto grado de positividad del virus de la rabia paralitica bovina entre 2015 y 2020,
respaldado por técnicas moleculares. La homogeneidad genética y relaciones
filogenéticas destacan la necesidad de medidas efectivas de control y prevencion en la
region.

PALABRAS CLAVE: Rabia, bovinos, cultivo celular; aislamiento viral; RT-PCR,
Sanger.
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ABSTRACT

Rabies is a zoonotic viral disease that causes serious economic and public health
problems worldwide. Although vaccines are available, access to them is limited. In
Ecuador, this disease is monitored through institutions such as Agrocalidad and the
Ministry of Public Health. This study aimed to characterize the genetic variants of the
rabies virus in the provinces of Zamora Chinchipe, Loja and El Oro, using molecular
techniques. The development of the study was carried out from 136 rabies-positive
samples, from which the virus was isolated by cell culture in 46 of them and 26 samples
were selected to apply the RT-PCR technique and Sanger sequencing in MACROGEN,
Korea. The characterization of genetic variants of the rabies virus in Zone 7 recorded
a total of 26 positive samples. Molecular analysis revealed a similarity of more than
98. 27% with Lyssavirus rabies gene sequences, confirming the presence of the bovine
paralytic rabies virus variant in the region. In addition, close phylogenetic relationships
were identified among the provinces, supporting the existence of a common strain in
circulation. The study in the provinces of Zamora Chinchipe, Loja and El Oro reveals
a high degree of positivity of the bovine paralytic rabies virus between 2015 and 2020,
supported by molecular techniques. Genetic homogeneity and phylogenetic
relationships highlight the need for effective control and prevention measures in the
region.

KEYWORD: Rabies, cattle, cell culture; viral isolation; RT-PCR, Sanger.
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INFORMACION GENERAL :

Titulo del Trabajo de Titulacion: Caracterizacion molecular del virus de la rabia en

la zona 7 del Ecuador
Linea de investigacion: Produccion y biotecnologia animal

Proyecto de investigacion asociado: Proyecto de investigacion - vinculacion:
Maestria en Ciencias Veterinarias, aportes a la conservacion de la biodiversidad y al

cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible y la seguridad alimentaria.

INTRODUCCION
Justificacion

La rabia es una zoonosis viral que ha causado graves problemas econémicos y de salud
publica a nivel mundial (1), ya que cada afio mueren mas de 55.000 personas a causa
de esta afeccidn, de ellos, el 40% son menores de 15 afios mordidos por animales
presuntamente rabiosos (2). La rabia paralitica bovina ha ocasionado la muerte de una
gran cantidad de animales infectados por murciélagos hemat6fagos, provocando
pérdidas tanto directas como indirectas en el sector pecuario; estas pérdidas han
ocasionado reducciones en la produccién de leche, produccion de carne, retrasos en el
crecimiento de ganado, asi como también la imposibilidad de comercializar los

productos derivados de estos animales (3).

La rabia silvestre puede dar origen a un brote de rabia urbana que afecta directamente
al ser humano, ya que el hombre tiene contacto con el medioambiente y por lo tanto
hay la posibilidad de contacto con especies infectadas, las cuales permiten la
propagacion de esta la enfermedad (3). Una vez que han comenzado los signos clinicos
de esta enfermedad los procedimientos para la cura son minimos o practicamente
escasos, ya que el porcentaje de letalidad es cercano al 100%, y, aunque existen
vacunas para el tratamiento en humanos las personas que las necesitan no tienen facil

acceso a ellas (4).



A nivel mundial la colaboracion directa de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en cada uno de los paises, han
permitido mediante actividades sanitarias controlar y erradicar en algunos paises del
mundo la rabia, ya que al tratarse de una zoonosis directa provocaria gran impacto en

la salud humana (3).

El Ecuador cuenta con dos instituciones publicas que monitorean esta zoonosis, en la
parte agropecuaria representada por la Agencia de Regulacion y Control Fito y
Zoosanitario, mediante el programa oficial para la prevencion y control de la rabia
paralitica bovina; y por la salud se encuentra representada por el Ministerio de Salud
Publica en colaboracion directa con el Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Publica (INSPI), mediante el control de Zoonosis NOM-011-SSA2-1993 (5-6).

Desde el afio 2014 Agrocalidad ha ejecutado el diagnostico de la rabia paralitica bovina
hasta la presente fecha mediante técnicas de diagnostico confirmatorias como es el caso
de: Inmunofluorescencia directa, aislamiento viral y pruebas moleculares. Sin
embargo, al tener alta la prevalencia de la rabia silvestre el pais no cuenta con datos
especificos sobre la variante que circula en las zonas de mayor incidencia,
especificamente en las provincias de la region Amazénica. Por tal motivo el estudio en
cuanto a la caracterizacion molecular y el grado de relacion existente entre brote y
brote, permitira conocer especificamente la o las variantes circulantes y poder tener en
consideracién dentro del programa nacional la ejecucion de actividades directas, con
la finalidad de controlar y a futuro poder erradicar la enfermedad que ha provocado

grandes pérdidas econdmicas en el sector ganadero (3).

En base a la caracterizacion de riesgo y a la division politico-administrativa la Zona 7
del Ecuador que comprende las provincias de Zamora Chinchipe, Loja y El Oro las
mismas que presenta una alta incidencia de rabia silvestre por las condiciones
demogréficas la cual favorece a un habitad Optimo para que exista la presencia del
vector (murciélago hematofago), el mismo que ha ocasionado grandes problemas en el
sector pecuario y en salud publica (3). En el Ecuador entre los afios 2015 y 2020 se ha

reportado 263 caso positivos asociados a rabia silvestre (7), por eso es de gran



importancia conocer los posibles reservorios implicados en la diseminacion de la

enfermedad y poder controlar posibles brotes en la zona sur del pais.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cuales son las variantes genéticas del virus de la rabia, detectadas en muestras de
diferentes especies en las provincias de Zamora Chinchipe, Loja y el Oro?

OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar las variantes genéticas del virus de la rabia en las provincias de Zamora

Chinchipe, Loja y el Oro, mediante técnicas moleculares.

Objetivos Especificos:

e Evaluar la positividad y distribucién de la rabia en las provincias de Zamora
Chinchipe, Loja y el Oro entre los afios 2015 al 2020, mediante aislamiento

viral por cultivo celular.

e Identificar el virus de la rabia en la Zona 7 del Ecuador, mediante técnicas

moleculares.

e Determinar las relaciones filogenéticas del virus de la rabia detectado en la

Zona de estudio.



CAPITULO L.

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1.ANTECEDENTES

La rabia es una enfermedad viral mortal prevenible que afecta a todos los animales de
sangre caliente y estd muy extendida en muchas regiones, por ejemplo, en el continente
africano, en Uganda, Omodo et al. (8), realizaron un estudio con el fin de caracterizar
molecularmente cepas de virus de rabia circulantes en siete distritos con una
prevalencia constante de rabia. Las muestras fueron tomadas de cerebros de bovinos,
perros, cabras, zorros, chacales y ovejas entre 2011 y 2013, y analizadas por prueba de
anticuerpos fluorescentes (FAT), RT-PCR de un paso (después de la extraccion de
ARN) y el gen RABYV parcial se secuencio por el método de Sanger antes de los analisis

filogenéticos y filogeograficos de las secuencias.

Como resultado se encontr6 que 27 muestras resultaron positivas para la rabia por FAT
y PCR. Las secuencias ugandesas estaban estrechamente relacionadas (97% de
identificacion de nucledtidos) con las secuencias del virus de la rabia de Tanzania,
Ruanda, Burundi, Nigeria, Republica Centroafricana y Sudan con los clados RABV
"Africa 1A" y "Africa 1B" representados. También se detecté un nuevo clado 1D
putativo. Por tanto, concluyen que se requiere una fuerte colaboracion entre los sectores
médico y veterinario bajo una plataforma de salud Unica para garantizar suficientes

servicios preventivos a las comunidades (8).

Pieracci et al. (9), realizaron la evaluacién de datos de caracterizacion del virus de la
rabia (RABYV) obtenidos de especimenes animales presentados al sistema de vigilancia
de la rabia de salud puablica de los Estados Unidos y propusieron un enfoque
estandarizado para la seleccion de muestras para la caracterizacion del RABV que
podria mejorar la deteccion temprana de eventos epizo6ticos importantes de rabia en

los Estados Unidos.

Los datos analizados fueron desde enero de 2010 hasta diciembre de 2015, de los que

se encontro que durante el periodo de 6 afios el nimero medio anual de especimenes



de importancia epizootioldgica fue de 855 (IC 95%, 739 a 971); el nimero medio de
especimenes de importancia epizootiologica que se sometieron a caracterizacion del
virus fue de 270 (IC del 95%, 187 a 353). Se esperaria que la caracterizacion del virus
de todos los especimenes de importancia epizootiologica aumente la carga de pruebas
de los laboratorios de salud publica en aproximadamente 585 (IC 95%, 543 a 625)
muestras/afio (9).

En paises arabes también se han realizado estudios, Ahmed et al. (10) desarrollaron la
caracterizacion molecular del virus de la rabia circulante (RABV) entre camellos
(Camelus dromedaries) en Oman y evaluaron la eficacia de la histopatologia y la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) como
herramientas de diagndstico de la encefalitis aguda por rabia en camellos en
comparacion con la prueba directa de anticuerpos fluorescentes (dFAT). Para el estudio

utilizaron 45 muestras de las cuales 22 dieron positivas por dFAT y RT-PCR.

La especificidad y sensibilidad de la histopatologia fue del 100% y 81%,
respectivamente, mientras que en la RT-PCR fue del 100% y del 100%,
respectivamente. Los cambios neuropatolégicos fueron la presencia de inclusiones
intracitoplasmaticas (cuerpos de Negri) en las neuronas piramidales del hipocampo
junto a congestion cerebral y cerebelosa prominente y hemorragia. También se observo
necrosis neuronal con satellitosis y neuronofagia en el cerebro de los cerebros afectados
(10).

Ademas, en cuanto a secuenciacion, el método SANGER es considerado el gold
standard de este procedimiento (11). EI método implica amplificar el ADN o ADN
complementario (ADNCc) y luego extenderlo utilizando la enzima ADN polimerasa
junto con una mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (INTP) o terminadores de cadena
de desoxinucledétidos trifosfato (ddNTP). Al incluir cantidades limitadas de ddNTP, se
interrumpe la elongacion del ADN, lo que resulta en fragmentos de ADN de diferentes
longitudes. La automatizacion de la secuenciacion de Sanger permite secuenciar
fragmentos de ADN de hasta 800-1,000 pares de bases, aunque se presentan

limitaciones en la calidad de las secuencias en los primeros 15-40 pares de bases y en



la capacidad de detectar diferencias de un solo par de bases en segmentos més largos
(12).

Por otra parte, en Brasil, Holanda et al. (13), en su articulo evaluaron la aparicion del
virus de la rabia en animales centrados en murciélagos, antes y después del lanzamiento
del Programa de Vigilancia de la Rabia Selvatica en 2010. Para este estudio se
analizaron 184 municipios del estado de Cear4, recolectados durante los periodos 2003-
2010 (vigilancia activa) y 2011-2016 (vigilancia pasiva), respectivamente. El total de
muestras fue de 13 543 de los cuales un total de 588 (4,3%) muestras fueron positivas

para la rabia.

Alrededor del 8,4% de las muestras de murciélagos estaban infectadas con el virus de
la rabia, 92,9% de ellas eran de especies de murciélagos no hematéfagos y 7,1% de
especies eran hematdfagas. La vigilancia del virus de la rabia en murciélagos es
fundamental para la salud humana y animal doméstica en el estado de Cearéd. Los
linajes de virus deben caracterizarse para aumentar el conocimiento sobre la dinamica
de transmision del virus de la rabia selvatica a los animales domésticos y la poblacion
humana, y para proporcionar evidencia adicional para la planificacion y aplicacion de

medidas de control mejoradas (13).

En Bolivia también se ha registrado la caracterizacion del virus en el trabajo realizado
por Favi et al. (14), donde declaran que de 363 muestras de rabia confirmada se
obtuvieron 222 aislados del virus por inoculacion intracerebral en ratones. El analisis
filogenético de 84 aislados estableci6 que segregaban en 3 ramas diferentes,
correspondientes a 3 variantes genéticas, 78 aislamientos correspondientes a la variante
antigénica 1 segregados en el mismo linaje que la variante antigénica 5, 2 aislamientos
correspondientes a la variante antigénica 2 segregados en otro linaje, y 3 aislados de la

variante antigénica 3 segregados en un linaje diferente.

Dado el problema de rabia, se intenta conseguir cada vez mas antivirales efectivos
contra la misma como es el caso de Jochmans & Neyts (15), que en su estudio
exploraron nuevas oportunidades para identificar moléculas antirrabicas mas potentes.

Los autores evidencian que se han realizado importantes progresos en los antivirales



contra otros mononegavirales (paramixovirus, filovirus) que deberian ser un impulso

para probar y optimizar estas moléculas hacia terapias contra el virus antirrabico.

Los antivirales antirrdbicos eficaces para uso terapéutico deben ser moléculas que
puedan dosificarse en el liquido cefalorraquideo y que bloqueen rapida y potentemente
la replicacion del virus en curso y, como tal, detengan la propagacion del virus.
También se pueden prever antivirales para uso profilactico, que deberian ser capaces
de prevenir la infeccidn de las células nerviosas periféricas y deberian tener el potencial

de reemplazar las inmunoglobulinas antirrabicas actuales que se utilizan en la PEP (15).

En Ecuador Ortiz et al. (16), evaluaron la epidemiologia y el esfuerzo de control de la
rabia a través de un estudio observacional con datos del INEC, Ministerio de Salud
Publicay el IESS. El andlisis de filogenia se realiza con cepas Cosmopolitan, Asian y
Sylvatic publicadas de las cuales se realiza una estadistica descriptiva e inferencial
determinando la importancia de los datos. Con los datos se pudo determinar que entre
1994 y 2014 existié una correlacion de 0,925 (p<0,01) entre los casos anuales de rabia
canina y humana. Ademas, se evidencio que en el 2011 hubo una epidemia de rabia
selvatica transmitida por murciélagos vampiros a personas en la Amazonia,

especificamente en Morona Santiago resultando en 11 victimas mortales.

Otro estudio realizado en Morona Santiago por Avila & Duran (17), permitio
interpretar o describir un modelo explicativo de rabia silvestre en las comunidades de
Taisha por medio de un estudio cualitativo fenomenoldgico. Para el trabajo se
realizaron entrevistas donde se determind que las personas son creyentes de brujeria
como primera opcidn ante sintomas de rabia y que dudan que esta patologia sea causada
por la mordedura de murciélagos. En si tienen a la rabia como una enfermedad
desconocida por lo que se concluye que es importante educar a la poblacion ante este
tema y proporcionar mayor atencion médica ya que a donde mas acuden las personas

es a los Chamanes de la region.

Chéavez (18), realizo un analisis cualitativo de datos estadisticos provenientes de la
Coordinacion de vigilancia Epidemiolégica del Ministerio de Salud Pablica de acuerdo

a los casos ocurridos de rabia humana, canina, bovina y silvestre entre los afios 2005 y



2013. Posterior al analisis se planted evaluar y disefiar un plan estratégico de
prevencion de muertes humanas por rabia animal concluyendo en puntos como la
implementacién de vacunacion antirrabica por medio de nuevas tecnologias y
fortaleciendo mecanismos de registro y control de calidad bioldgico por parte del

gobierno nacional.

Calderon (19), determind la incidencia de mordeduras caninas y caracterizo e identificd
larelacion existente entre los ataques y el tiempo en meses para evidenciar su evolucion
con la influencia de camparias de vacunacion y adopcién canina. Para este estudio se
tomaron datos epidemioldgicos de dos distritos guayaquilefios donde se demostré que
existe una tasa anual de 105,6 ataques en cada 100 000 habitantes, siendo el sexo
masculino el de mayor frecuencia con 56% Y las edades entre 1 a 14 afios con el 43%.
En caso del animal se define que los machos han ocasionado mayor afeccién en un
74,6% y que 54% no se encuentra inmunizado contra la rabia. Por lo que se concluye
en la importancia de llevar a cabo las campafias de inmunizacion para los animales y

educacion para los moradores de los diferentes sectores de la provincia.

Sotalin (20), al realizar el seguimiento epidemioldgico de rabia bovina en Sucumbios
entre 2009 y 2013, determiné la morbilidad de los brotes de rabia. Para el estudio fue
necesario obtener la tasa de prevalencia, incidencia acumulada y ataque de la
enfermedad por medio de la aplicacion de una encuesta sobre las medidas de control
de rabia bovina provistos por AGROCALIDAD y muestras de murciélagos atrapados
en redes de neblina con el fin de recopilar datos epidemioldgicos. A la par se realizaron
analisis de laboratorio por Inmunofluorescencia Directa para determinar si el animal es
portador o no del virus. Al final se concluye que el nUmero de casos de rabia ha
disminuido lo cual es alentador y puede estar ampliamente influenciado por las medidas

de control.

Dentro de la zona 7, Bricefio & Alegria (21), desarrollaron un estudio en Loja con el
objetivo de presentar un analisis espacio-temporal, mas clusters de rabia animal entre
2010 y 2018 con informacion desde el GAD provincial para contribuir a una mejor

gestién sanitaria. Como resultados se evidenciaron un total de 67 casos positivos para



rabia animal, con un nimero més elevado entre los afios 2017 y 2018, lo que se asocio
a diversos brotes de la enfermedad. La rabia que més se ha detectado es la asociada a
bovinos con 66 casos positivos de un total 125 muestras, mientras las muestras de
murciélago dieron negativo para la misma. El estudio concluyd con que la situacion
epidemioldgica se mantiene endémica en la provincia en especial para rabia silvestre

afectando en su mayoria a bovinos.

Martinez (22), evalud la implementacion de una técnica para aislar el virus de la rabia
a partir de células de rifion de hamster neonato (BHK-21) con el fin de obtener un mejor
método para el control de la patologia mencionada. El estudio fue realizado en la
provincia de Zamora Chinchipe ya que es la que posee una mayor incidencia a nivel
nacional. Se utilizaron 40 muestras de tejido cerebral de bovino y se demostro la
eficacia de la técnica con la posibilidad de reemplazar pruebas de inoculacion en raton
(PIR).

1.2.GENERALIDADES DEL VIRUS DE LA RABIA

La rabia es una enfermedad viral infecciosa y zoonética que afecta el sistema nervioso
central de todos los animales de sangre caliente, incluidos los humanos, lo que resulta
en encefalomielitis grave. El virus de la rabia (RABV), es un virus de ARN de cadena
negativa, pertenece al genero Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae. La rabia es un
peligro continuo para la salud publica que causa alrededor de 59,000 muertes humanas
anualmente en todo el mundo, la mayoria de ellas en Asia y Africa, particularmente en

paises en desarrollo (10).

Las estrategias actuales de tratamiento profilactico posterior a la exposicién, por
ejemplo, después de una mordedura de perro, son altamente efectivas e implican la
vacunacion junto con la infiltracion de la herida con inmunoglobulinas antirrabicas
(RIG). Cada afio a nivel mundial, decenas de miles de personas, muchos nifios,
sucumben debido a la rabia y se estima que el costo social en todo el mundo supera los
$ 6 mil millones de dolares, incluidos $ 1.6 mil millones de dolares gastados en

profilaxis posterior a la exposicion (15).



Hay 8 variantes terrestres de RABV que circulan en los Estados Unidos en 5 especies
de reservorios de fauna terrestre, a saber, zorrillos rayados (Mephitis mephitis),
mapaches (Procyon lotor), mangostas (Herpestes javanicus), zorros articos (Vulpes
lagopus) y zorros grises (Urocyon cinereoargenteus). Aunque los animales domesticos
rabiosos se identifican cada afio, > el 90% de todos los animales rabiosos en los Estados
Unidos identificados desde 1980 han sido especies de vida silvestre. La rabia en un
animal es un evento de notificacion obligatoria en los Estados Unidos, por lo que cada
afio, los departamentos de salud estatales y territoriales y el Programa Nacional de
Manejo de la Rabia del Servicio de Vida Silvestre envian datos al RSS de animales de
los Estados Unidos, que es mantenido por la Subdivision de Poxvirus y Rabia de los
CDC (9).

La rabia es la zoonosis viral mas importante y un riesgo ocupacional para todas las
personas expuestas a animales particulares, intencional o accidentalmente. Las
practicas preventivas de salud publica de vacunacion, sujecion de correa,
confinamiento, observacion y cuarentena se relacionan directamente con los animales.
Las vacunas contra la rabia puras, potentes, seguras y efectivas se desarrollan mediante
evaluacion en ensayos experimentales en animales. La eliminacion de la fuente de rabia
en los animales es un objetivo deseable. Sin embargo, la eliminacion de las poblaciones
animales como un medio para controlar la rabia, porque una especie en particular es un
reservorio, no es alcanzable ni deseable. En el siglo 21, con métodos altamente
efectivos para la prevencién de la rabia humana, incluyendo herramientas efectivas
para la eliminacion de la rabia en perros, hay una extincion exitosa de muchas variantes
Unicas del virus de la rabia. En particular, en los Gltimos 25 afios se han logrado avances
significativos en el control y la eliminacién de la rabia en las principales fuentes de

vida silvestre a través de la vacunacion oral (23).
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1.3.ESTRUCTURA

Los lyssavirus, al igual que otros rabdovirus, se componen principalmente de proteinas
(67 %74 %), lipidos (20 %26 %), carbohidratos (3 %) y ARN (2 %-3 %), como
componentes integrales (porcentaje del total masa) de su estructura. El genoma de ARN
viral de aproximadamente 12 kilobases (kb) forma la columna vertebral del nicleo
RNP (ARN mas proteina) helicoidal fuertemente enrollado, que se extiende a lo largo
del eje longitudinal de la particula de virus en forma de bala. Incluidos en el nucleo de
RNP estan los componentes de proteina N, P y L, que estan rodeados por las proteinas
de membrana viral, M y G, y una mezcla de componentes de lipoproteina derivados de
la membrana celular que forman la envoltura externa o "matriz de membrana”. del
virion. El genoma del ARN v es monocatenario y no segmentado y tiene una polaridad
de sentido negativo (hebra negativa), esto implica que el ARN gendmico no es

infeccioso (24).

En la primera fase del ciclo de vida del virus de la rabia (RABV), el virus se une a los
receptores de la superficie celular a través de su glicoproteina y entra por endocitosis
(paso 1). Posteriormente, la membrana viral se fusiona con la membrana endosomal
para liberar el genoma viral (descubrimiento, paso 2). En la segunda fase, el genoma
de ARN de cadena negativa encapsulado es transcrito por el complejo polimerasa,
comenzando con un ARN lider corto sin tapa (IARN), seguido de la transcripcion de
ARNmM 5' con tapa final (cap) y poliadenilados (A), y su traduccién en las proteinas
virales nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), glicoproteina (G)
y polimerasa (L) (pasos 3 y 4). Después de la replicacion, el ARN antigenémico de
longitud completa se encapside en la proteina nucleoproteina junto con el ARN
gendmico. El antigenoma sintetizado funciona como una plantilla para la sintesis de
copias adicionales de ARN gendmico (paso 5). En la Gltima fase, los componentes
virales se ensamblan y los viriones RABV brotan y se liberan, comenzando una nueva

ronda de infeccion (paso 6) (25).
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Figura 1 Estructura y ciclo de vida del virus de la rabia.

Fuente: Fisher et al. (25)

1.4.REPLICACION DEL VIRUS DE LA RABIA

Especificamente, los ARNv constituyen el 98 % y el 90 % de los ARN completos en
células infectadas con RABV y VSV, respectivamente. Por el contrario, el virus de la
rabia recombinante en el que tanto el genoma como el antigenoma tienen promotores
idénticos derivados del AGP producen cantidades iguales de genoma y antigenoma N-
ARN. Por lo tanto, la AGP virica parece superar eficazmente a la GP por la actividad
replicasa. Esto se ilustra de manera impresionante mediante particulas DI. Los genomas
de las particulas VSV DI, que interfieren de manera mas eficiente con la replicacién y
propagacién de VSV, pertenecen al llamado tipo 50 copy-back. Estos son generados
durante la sintesis de ARN que se inicia a partir del AGP viral mediante la disociacion
de la polimerasa del N-cARN molde y la retrocopia del N-cCARN naciente, y los ARN
de cadena positiva y negativa tienen un promotor AGP de 30 terminales idéntico.

Ademas de interferir directamente con la replicacion del virus auxiliar, los DIRNA del
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MNV también son facilmente reconocidos por los receptores patron y estimulan una

respuesta inmunitaria antiviral (24).

Todos los Lyssavirus son particulas en forma de bala que contienen genomas de ARN
de sentido negativo de aproximadamente 11 000 nucleotidos de longitud. EI genoma
codifica 5 proteinas estructurales, a saber, la nucleoproteina, la fosfoproteina, la
proteina de la matriz, la glicoproteina y la polimerasa (5'-N-P-M-G-L-3") con un sesgo
transcripcional de 5' — 3'. La proteina N encapsula el ARN viral y, junto con las
proteinas P y L, forma el complejo ribonucleoproteina (RNP), que puede iniciar la
transcripcion y replicacion viral. La proteina M condensa el RNP en la caracteristica
forma de bala y recluta el RNP a la membrana celular durante la replicacion. La
proteina M también es esencial para la gemacién del virus envuelto de la célula e
interactla especificamente con la proteina G, también conocida como proteina de pico

transmembrana, que es el principal determinante antigénico (26).
1.5.TIPOS DE VIRUS DE LA RABIA

La rabia puede manifestarse en tres formas: rabia encefélica clasica (furiosa), rabia
paralitica (muda) y rabia atipica no clasica. Todas las formas son progresivas y
generalmente conducen a la muerte. La mayoria de los casos se presentan como rabia
encefélica, con hidrofobia e hiperexcitabilidad. La rabia paralitica se presenta con
debilidad muscular flacida y puede confundirse con el sindrome de Guillain-Barré,
aunque la incontinencia urinaria y la fiebre continua pueden distinguir la rabia
paralitica del sindrome de Guillain-Barré. La rabia paralitica también puede presentarse
como una encefalopatia febril, que requiere pruebas de laboratorio para ayudar a
identificar la causa. La patogénesis subyacente a estas dos formas clinicas ain no se ha
dilucidado. La rabia atipica no clasica generalmente ocurre después de la exposicion a
la mordedura de un murciélago, pero también se ha descrito después de las mordeduras
de perro y se presenta, entre otros sintomas neuroldgicos, dolor neuropatico, signos

focales del tronco encefélico y mioclono (27).
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1.6.VIAS DE INFECCION

El virus Lyssavirus pertenece al orden Mononegavirales, el cual incluye cuatro
familias: Filoviridae (que comprende virus como el Marburg y el Ebola),
Paramyxoviridae (que incluye el virus del sarampion), Bornaviridae (causante de la
enfermedad por el virus Borna) y Rhabdoviridae. Esta Gltima familia engloba més de
200 virus distintos con una amplia variedad de huéspedes, abarcando tanto vertebrados
como invertebrados, lo que evidencia su diversidad. Dentro de la familia
Rhabdoviridae se identifican nueve géneros: Nucleorhabdovirus, que afecta a plantas;
Cytorhabdovirus, que también afecta a plantas y se transmiten a través de artrépodos;
Vesiculovirus, que infectan a mamiferos, peces e insectos; Tibrovirus vy
Ephemerovirus, que afectan a mamiferos y son transmitidos por insectos hematéfagos;
Perhabdovirus y Novirhabdovirus, que infectan a peces; Sigmavirus, que afectan a

moscas; y Lyssavirus, que exclusivamente infecta a mamiferos (28).

En general los tipos de lisavirus se pueden clasificar en dos filogrupos (1 y Il), y otros

tipos no clasificados como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1 Clasificacion de Lyssavirus por filogrupos.

Filogrupo Nombre de la especie Abreviatura
Filogrupo | Lyssavirus de Aravan ARAV
Lyssavirus del murciélago australiano ABLV
Lyssavirus del murcielago Bokeloh BBLV
Lyssavirus de Duvenhage DUVV
Lyssavirus del murciélago europeo 1 EBLV-1
Lyssavirus del murciélago europeo 2 EBLV-2
Lyssavirus Irkut IRKV
Lyssavirus de Khujand KHUV
Lyssavirus de la rabia RABV
Filogrupo Il Lyssavirus del murciélago de Lagos LBV
Lyssavirus de Mokola MOKV
Lyssavirus del murciélago de Shimoni SHIBV
Sin clasificar Lyssavirus Ikoma IKOV
Lyssavirus del murciélago del WCBV
Céaucaso Occidental
Lyssavirus del murciélago de Lleida LLEBV
Lyssavirus del murciélago GBLV

Gannoruwa

Fuente: Fisher et al. (25).

La transmision es a través de la saliva cargada de virus, generalmente a través de la
mordedura de un animal infectado, pero a veces a través de otros medios como
rasgufios y, en raras ocasiones, trasplantes de 6rganos y otros medios. El género

Lyssavirus (familia Rhabdoviridae) se compone actualmente de 15 a 17 especies
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virales y una putativa (Lyssavirus Matlo) (26). De estas especies una afecta a los
mamiferos y 14 de ellas a los murciélagos, quienes infectan en su mayoria a otros
animales domesticos que luego pueden infectar a los humanos, esta es la cadena que se

sigue en general, como se muestra en la Figura 2.

Posteriormente, el virus infecta las neuronas sensoriales y motoras locales y se replica
localmente en las células del musculo esquelético o se adhiere directamente a las
terminaciones nerviosas, en particular a los receptores nicotinicos de acetilcolina en las
placas terminales motoras. Después de la entrada en el nervio periférico, el virus migra
en un transporte axonal retrégrado centripeto al SNC a una velocidad estimada de 5 a
100 mm/dia (29).

Una vez en el SNC, el RABV continta propagandose a traves del transporte axonal
retrégrado que se cree que es facilitado por el receptor metabotropico de glutamato
subtipo 2, que es un receptor de entrada celular que es abundante en todo el sistema
nervioso central (SNC). El virus llega al tronco enceféalico y posteriormente al cerebro,
donde prolifera y se manifiestan sintomas clinicos. Se propaga a las glandulas salivales
a lo largo de los axones terminales a través del transporte anterégrado donde continda
proliferando y posteriormente se elimina en la saliva para su transmisién a otro
huésped. EI RABV puede diseminarse al transporte anterégrado de érganos periféricos
no neuronales, y puede detectarse en estos sitios después del inicio de los sintomas

clinicos (26).
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Lyssavirus
Se conocen 15 tipos de virus
de esta especie.

Un tipo afecta a los 14 tipos afectan
mamiferos silvestres a los murciélagos

Otros mamiferos
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Elperro es el origen del 99%
de los casos en humanos

Figura 2 Vias de infeccion de la rabia.

Fuente: OMS (30).

1.7.EPIDEMIOLOGIA

Incluso con los avances en los métodos de laboratorio y la vacunacion mejorada, la

rabia sigue siendo una infeccion mortal en humanos y animales que se desarrolla en

todas las regiones del mundo a excepcion de la Antartida y con mayor fuerza en Africa

y Asia, dado que diversas variantes se adaptan a distintos huéspedes como perros y

animales silvestres. La rabia transmitida por perros o rabia canina es la que genera un

mayor problema en zonas rurales, especialmente de paises en vias de desarrollo, la

OMS estima alrededor de 59 000 muertes cada afio por esta enfermedad, siendo la edad

mas afectada entre 5 y 14 afios (31).
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Las tres principales areas globales de rabia incluyen paises con rabia canina enzootica,
la primera la conforman Asia, América Latina y Africa; la segunda, paises en los que
se ha controlado la rabia canina y predomina la rabia en la fauna silvestre, Europa
Occidental, Canada y Estados Unidos; y la tercera, paises libres de rabia que son
principalmente islas, incluidas Inglaterra, Australia y Japén (29). En la Tabla 2 a
continuacion se muestra diversas regiones a nivel mundial con las especies reservorio

del virus y el genotipo del virus para cada uno.

Tabla 2 Distribucion geografica de huéspedes y genotipo del virus de la rabia.

Region Especie reservorio Genotipo

Europa Zorros, murciélagos Lyssavirus del murciélago
europeo 1y 2

Asia Perros Virus de la rabia del perro
clasico
Africa Perros, mangosta, antilope Virus del murciélago de

Lagos, virus Mokola

América del Norte Zorros, zorrillos, mapaches, Virus duvenhage, virus
murciélagos insectivoros clésico de la rabia

América del Sur Perros, murciélagos vampiros Virus clésico de la rabia

Australia Murciélagos insectivoros Lyssavirus del murciélago
australiano
Medio Oriente Lobos, perros Virus de la rabia del perro
clasico

Fuente: Barecha et al. (29).

En América en general se ha reducido el indice de casos de rabia humana transmitida
por perros en un 98%, sin embargo, la rabia humana transmitida por murciélagos se ha
convertido en un nuevo foco de la enfermedad (31). En la Figura 3 se muestran algunos

casos mas actuales entre 2021 y 2022 de rabia en humanos transmitida por animales,
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donde se observa como predominan los casos transmitidos por otros animales como los

murciélagos en diferentes paises de América (32).

Eitadoniiiition 'ﬂ“ﬁﬁ“ﬁ“ﬁ Total de casos:
23 muertes
’ N Cuba w
i e & P ): aiti PP h . 1 R
Casos transmitidos por Casos transmitidos por otros
Brasil perros: 10 casos** animales: 13 casos***

* Casos de Enero de 2021 hasta Mayo de 2022

*** Otros animales: Gato (3 casos — Argentina, Brasil y Colombia)
Canideo Salvaje (1 caso - Brasil)
Murciélago no hematéfago (4 casos - USA),
Murciélago no identificado (5 casos - Brasil y México)

Figura 3 Casos de rabia humana en el continente americano en 2021-2022

Fuente: OPS/OMS (32)

En Ecuador, de acuerdo con el Sistema de Informacion Regional para la Vigilancia
Epidemioldgica de la Rabia (SIVERA), el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa y
Salud Publica Veterinaria (PANAFTOSA), la OMS y la OPS, entre los afios 2015 y
2022 han existido 566 casos de rabia reportados con un mayor nimero de los mismos
alrededor de 2018 con 170 casos en ese afio (33), tal como se observa en la Figura 4.
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Tatal

Figura 4 Casos de rabia animal por afio en Ecuador.

Fuente: SIRVERA (33)

Las estadisticas para casos de rabia humana en el SIRVERA Unicamente se reportan
hasta el 2011, y se tiene que entre el 2005 y el 2011 hubo 15 casos en el pais, lo que se
encuentra representado por la Figura 5. Los datos existentes hacen sentido ya que en
los Gltimos 10 afos (2012-2022) no se han reportado casos de rabia en humanos en el
pais (33).

Total

Figura 5 Casos de rabia humana causada por animales por afio en el Ecuador.
Fuente: SIRVERA (33)

No obstante, en Agrocalidad (7), muestran los siguientes datos para Ecuador entre los
afios 2015y 2020 en la Tabla 3.
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Tabla 3 Casos positivos para rabia paralitica bovina en Ecuador entre 2015 y 2020.

Positivo Rabia-Ecuador

Afo Total
2015 15
2016 55
2017 74
2018 155
2019 79
2020 23
Total 401
Fuente: Agrocalidad (7)
BROTES CONFIRMADOS A RABIA & L
d" » ® - cararit
° PICHINCHA @U}?OS
MANABI MES ; ‘.. = ORELLANA
COTOPAXI . ot

[

LOS RIOS TUNGURAHUA
o

BOLIVAR L]
° PASTAZA

° 8
GUAYAS CHIMBORAZO
SANTA ELENA L]

%
CAflAR B savTiaco
L] L ]
) . °®
AZUAY ° L]
Leyenda
EL ORO ® BROTES
°% Nacional_provincial
[ J
LOJA
ZAM| CH
RO WA
o) & 0 100 200 300 400 km
%

Figura 6 Distribucion de los brotes de rabia paralitica bovina 2015-2020

Fuente: Agrocalidad (7)

También se muestran los datos unicamente para la zona 7 de Ecuador (El Oro, Lojay
Zamora Chinchipe) en la Tabla 4 y en la Fuente: Agrocalidad (7)

21



Tabla 4 Casos positivos de rabia para la Zona 7 de Ecuador entre 2015 y 2020.

Positivo Rabia-Zona 7

Ao Provincia Total
2015 El Oro 0
2015 Loja 1
2015 Zamora Chinchipe 10
2016 El Oro 0
2016 Loja 3
2016 Zamora Chinchipe 18
2017 El Oro 2
2017 Loja 9
2017 Zamora Chinchipe 45
2018 El Oro 1
2018 Loja 35
2018 Zamora Chinchipe 88
2019 El Oro 1
2019 Loja 13
2019 Zamora Chinchipe 26
2020 El Oro 0
2020 Loja 4
2020 Zamora Chinchipe 7
Total 263

Fuente: Agrocalidad (7)
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Figura 7 Brotes de Rabia en la Zona 7 de Ecuador.

Fuente: Agrocalidad (7)

En SIRVERA también reporta nimeros para los ultimos 10 afios en casos positivos de
rabia animal en la zona 7, difieren un poco al total presentado por Agrocalidad (7), ya
que no se encuentran en el mismo tiempo, sin embargo, para El Oro en Gltimos 10 afios
se han registrado 4 casos, en Loja 98 casos y en Zamora Chinchipe 255 casos. De igual
manera se puede evidenciar que Zamora Chinchipe es la provincia con mayor nimero
de casos en los ultimos 5 afios como se muestra en la Figura 8. Ademas, se puede
comprobar que la mayoria de casos se ha desencadenado por bovinos como lo

evidencia la Figura 9 (33).
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Casos animales por pais (Ultimos 5 afios)
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Figura 8 Casos de rabia animal en los Gltimos 5 afios.

Fuente: SIRVERA (33)
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Figura 9 Casos de rabia animal por especie reservorio y provincias.
Fuente: SIRVERA (33)
1.8.PATOGENIA
La rabia es una enfermedad del sistema nervioso central (SNC) que es casi
infaliblemente fatal. EIl agente causal es el virus de la rabia, un virus de ARN de cadena

negativa de la familia de los rabdovirus. La manera en que el virus de la rabia causa

enfermedad, al igual que otros virus, es influenciada por multiples genes.
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Investigaciones recientes sugieren que no solo la proteina G del virus de la rabia, sino
también ciertos componentes virales que controlan como se expresan los genes, en
particular el gen L, probablemente juegan un papel en el desarrollo de la enfermedad

causada por este virus (34).

Las lesiones primarias se originan en el sistema nervioso central (SNC), y la
propagacion desde el lugar de la infeccion ocurre exclusivamente a través de los
nervios periféricos. Inicialmente, se observa una paralisis que comienza en los cuartos
traseros y progresa gradualmente. Esta etapa puede ser seguida por signos severos de
agitacion, que persisten hasta cerca del momento de la muerte. A medida que el virus
invade el cerebro, la irritacion de los centros superiores provoca excitacién, mania y
convulsiones. Los sintomas clinicos como salivacion excesiva, problemas digestivos,
picazon, paralisis de la vejiga y el ano, asi como un aumento en el deseo sexual,
sugieren la participacion del sistema nervioso auténomo, incluyendo las glandulas
endocrinas. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la causa de la muerte suele ser

una paralisis respiratoria (29).

En el entorno bioldgico, el virus de la rabia tiene una preferencia practicamente
exclusiva por infectar las neuronas, y su capacidad para invadir el sistema nervioso es
la caracteristica mas distintiva de una infeccion tipica por este virus. Un elemento
fundamental en este proceso de invasion neuronal es la propagaciéon a través de
conexiones sinapticas entre neuronas. Aunque la habilidad del virus de la rabia para
moverse desde la zona de conexion después de una sinapsis hacia la anterior esta
controlada por la proteina G del virus, se cree que la proteina P del virus de la rabia
también desempefia un papel crucial en el transporte retrogrado del virus a lo largo de
los axones. A pesar de que alin no se comprenden completamente los mecanismos que
Ilevan a una infeccion por el virus de la rabia a provocar una enfermedad neuroldgica
mortal, el factor més determinante en el desenlace fatal de esta infeccion parece ser la
disfuncion neuronal causada por una marcada inhibicién en la produccién de proteinas

esenciales para el mantenimiento de las funciones neuronales (34).
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El periodo de incubacion varia de 5 dias a varios afios (generalmente de 2 a 3 meses;
rara vez mas de 1 afio), dependiendo de la cantidad de virus en el inéculo, la densidad
de las placas terminales motoras en el sitio de la herida y la proximidad de la entrada
del virus a el sistema nervioso central. El resultado general de una exposicion al virus
de la rabia depende en parte del genotipo de la rabia o variante involucrada, su
patogenicidad, la dosis de virus inoculado, la via y la especie huésped y su
susceptibilidad al patdégeno particular junto con las respuestas inmunitarias innatas y

adaptativas del huésped (29).
1.9.TRATAMIENTO

La rabia es una enfermedad neurol6gica aguda y mortal que afecta a casi todos los tipos
de mamiferos. La vacunacién (utilizando una vacuna antirrabica inactivada),
combinada con la administracién de inmunoglobulina antirrabica, es el Unico método
aprobado y eficaz para la profilaxis posterior a la exposicion contra la rabia en
humanos. En la busqueda de nuevas estrategias de control y tratamiento de la rabia, los
virus vivos atenuados han surgido recientemente como un enfoque practico y

prometedor para inmunizar y controlar la rabia.

A diferencia de la vacuna antirrdbica inactivada convencional, los virus vivos
atenuados son virus modificados genéticamente que pueden replicarse en un receptor
inoculado sin causar efectos adversos, al tiempo que provocan respuestas inmunitarias
robustas y efectivas contra la infecciéon por el virus de la rabia. Se han evaluado
intensamente con fines terapéuticos varios virus con una capacidad intrinseca que
podrian utilizarse como candidatos putativos para la vacuna contra la rabia con virus
vivos atenuados. Otras estrategias novedosas, como un enfoque basado en anticuerpos
monoclonales, vacunas basadas en acidos nucleicos o pequefios ARNs que interfieren
con la replicacién del virus, podrian contribuir ain mas al campo de las estrategias para

combatir la rabia (35).

La OMS como profilaxis post-exposicion recomienda lo siguiente de acuerdo con el

riesgo de exposicion:
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Tabla 5 Profilaxis post-exposicion

Tipo de contacto con animal enfermo

Profilaxis post-exposicion

Tipo I: lamedura sobre piel intacta

Lavado de la superficie expuesta, sin

profilaxis post-exposicion.

Tipo Il: Mordedura, arafiazo o heridaen Lavado de herida y vacunacion

piel expuesta sin sangrado. inmediata.

Tipo Ill: Mordeduras o arafiazos Vacunacion inmediata y administracion

transdérmicos, lameduras sobre piel de Inmunoglobulina
lastimada, contaminacion con saliva en

heridas, contacto con murciélagos.

Fuente: OMS (30)

Las vacunas actuales contra la rabia son seguras y, cuando se administran
correctamente, son altamente efectivas. Ademas, provocan inmunidad duradera, con
titulos de anticuerpos neutralizantes del virus que persisten durante afios después de la
vacunacion. Sin embargo, los regimenes actuales requieren dosis multiples para lograr
altos titulos neutralizantes y son costosos, lo que significa que es dificil para los paises
en desarrollo, donde las muertes por rabia son mas altas, implementar una vacunacion
generalizada. Las nuevas innovaciones son la Unica manera de reducir la enfermedad
de la rabia a tasas aceptables. Se estan llevando a cabo numerosos estudios preclinicos
y clinicos, probando nuevas vacunas, adyuvantes y métodos de inyeccion. La
investigacion sobre el uso de vacunas vivas y vectores de vacunas alternativos esta en
curso, mientras que los intentos de desarrollar vacunas de ADN hasta ahora no han
logrado igualar la inmunogenicidad y la capacidad neutralizante de las vacunas

tradicionales (36).
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1.10. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la rabia no se puede basar simplemente en las observaciones clinicas,
debido a que en la sintomatologia puede existir variacion entre un animal y otro, o ser
confundida con otras enfermedades neuroldgicas. Por lo tanto, es necesario completar
el diagnostico exacto con pruebas de laboratorio que confirmen la enfermedad (7). Los
métodos que se utilizan deben ser rapidos, sensibles y especificos, en cumplimiento
con las técnicas que establece la OMS y la OIE, las cuales seran realizadas unicamente
por laboratorios certificados. Las pruebas generalmente se aplican a tejido cerebral,
preferiblemente del tronco encefalico, hipocampo, tdlamo, corteza cerebral, cerebelo y
bulbo raquideo, pero también se pueden aplicar a otros érganos como las glandulas

salivales, considerando que podria variar en sensibilidad y especificidad (1).
1.11. CULTIVO CELULAR

Hoy en dia, los modelos de células 2D se pueden utilizar para predecir eficazmente las
respuestas a los fa&rmacos in vivo para muchos objetivos y vias y siguen siendo muy
utiles en el descubrimiento de farmacos. Sin embargo, es evidente gque estos cultivos
2D sufren desventajas asociadas con la pérdida de arquitectura especifica de tejido,
sefiales mecéanicas y bioquimicas, e interacciones de célula a célula y célula a matriz lo
que los convierte en modelos relativamente pobres para predecir las respuestas a los
medicamentos para ciertas enfermedades como el cancer. La Ultima década ha visto la
implementacién acelerada de cultivos celulares 3D en el descubrimiento temprano de
farmacos, principalmente impulsada por la necesidad de mejorar continuamente la

productividad de la investigacion y el desarrollo farmacéutico (37).

Los modelos de cultivo tridimensionales (3D) son fisiol6gicamente relevantes, ya que
proporcionan resultados reproducibles, flexibilidad experimental y pueden adaptarse
para experimentos de alto rendimiento. Ademas, estos modelos cierran la brecha entre
los cultivos bidimensionales (2D) monocapa tradicionales y los modelos animales. Los
sistemas de cultivo 3D han avanzado significativamente la ciencia celular béasica y la
ingenieria de tejidos, especialmente en los campos de la biologia y fisiologia celular,

la investigacion con células madre, la medicina regenerativa, la investigacion del
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cancer, el descubrimiento de farmacos y los estudios de expresion de genes y proteinas.
Ademaés, los modelos 3D pueden proporcionar una visién unica de la bacteriologia,

virologia, parasitologia e interacciones huésped-patdgeno (38).
1.12. TECNICAS MOLECULARES DE CARACTERIZACION VIRAL

La caracterizacion viral tiene una importancia dentro de epidemiologia molecular de
los patogenos para lograr establecer estrategias de inmunizacion. Allendorf et al. (39),
muestran en su estudio el uso de RT-PCR para ayudar en el andlisis de la distribucién
viral en tejidos y organos de murciélagos naturalmente infectados. La transcripcion
inversa se realizd con 7 pul de ARN primero desnaturalizado durante 5 min a 94 °C y
enfriado en hielo. La hnRT-PCR se realizé con cebador antisentido P784 y cebador de
sentido P510; las condiciones de ciclo para la amplificacién primaria fueron:
calentamiento inicial a 94 °C/6 min, 35 ciclos a 94 °C/45 seg, 55 °C/60 seg, 72 °C/90
seg, seguido de una extensién final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se
ejecutaron en electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE estandar tefiido con

bromuro de etidio 0,5 pg / ml y se observaron geles bajo luz UV y se fotografiaron.

Posterior a la extraccion del ARN o aislamiento viral, y la aplicacion de la técnica de
RT-PCR, se realiza la secuenciacién y/o clonacion, Yang et al. (40), muestran que
luego de una purificacion a los productos de PCR extraidos se ligaron con pGEM-T
easy vector y que el ADN plasmido se aislé de Escherichia coli amplificada (DH5a),
y los plasmidos recombinantes se identificaron mediante la digestion de enzimas
EcoRI. La secuenciacion de una sola pasada se realizé para cada plantilla utilizando
cebadores universales (por ejemplo, SP6 y T7). Los fragmentos marcados con
fluorescencia se purificaron de los terminadores no incorporados utilizando un
protocolo de precipitacion de etanol donde ambas cadenas de ADN fueron

secuenciadas para su verificacion.

Continuando en el marco de la caracterizacion, esta se puede realizar mediante ensayos
de inmunoflorescencia, considerando que el virus de la rabia (RABV) tiene contiene
nucleoproteina, la cual es un antigeno importante para RABV que estimula las células

Thy la produccion de anticuerpos monoclonales. Estos anticuerpos que reaccionan con
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determinantes especificos de la cepa se pueden usar para diferenciar no solo el RABV
de los virus relacionados con la rabia, sino también varias cepas de RABV. En el
articulo de Jiang et al. (41), para identificar anticuerpos monoclonales que reconocen
RABV N, las células BSR se infectaron con el virus vaccinia recombinante (VTF7-3).
Alternativamente, las células BSR se infectaron con la cepa L16 del VD a un moi de
una unidad de foco fluorescente por célula donde se observaron focos fluorescentes en

los sobrenadantes de 25 clones de hibridomas.
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CAPITULO 1.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollo en la Agencia de Regulacién y Control Fito y
Zoosanitario- AGROCALIDAD del Ecuador, particularmente en el laboratorio de
Virologia, Cultivo Celular y Biologia Molecular, de la direccion de Diagnostico

Animal.

El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo, en el cual se utilizaron todos
los formatos y procedimientos especificos de ensayo vigentes del laboratorio de
diagnostico animal, establecidos por el sistema de gestion de calidad, los cuales constan

en el manual de calidad de los laboratorios (42).
2.1.NORMAS TECNICAS Y METODOLOGIA EMPLEADA

La metodologia se basé en el Manual de la OIE sobre animales terrestres, Capitulo
3.1.17 -RABIA, 2018 y en los procedimientos operativos de ensayos de los laboratorios
de referencia en rabia ante la OIE.

A partir de las Normas Técnicas de Gestion de Calidad 1SO 9001-2015, ISO 17025

Calidad en laboratorios de ensayo y calibracion.

El trabajo se realizd entre los meses de febrero del afio 2022 a octubre del 2023 y se
utilizaron todos los formatos y procedimientos especificos de ensayo vigentes del
laboratorio, establecidos por el sistema de gestidn de calidad, los cuales constan en el
manual de calidad del laboratorio.

2.2.SELECCION DE MUESTRAS

Las muestras se encontraban disponibles en el Laboratorio de Virologia, conservadas
entre -40 y -80°C y debidamente codificadas. Se identificaron los encéfalos
diagnosticados como positivos por IFD durante los afios 2015-2020, clasificandolas
segun la idoneidad de la muestra, basado en aspectos como la temperatura de
almacenamiento y estructura anatémica, considerando que se tratan de tejidos que

deben ser manipulados en condiciones especificas. Para la identificacion de muestras
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idéneas se evaluaron 263 muestras de tejido cerebral obtenidas en toda la zona 7 de

Ecuador, conformada por las provincias de Zamora Chinchipe, Loja y el Oro de

acuerdo al registro del Sistema de Informacion Zoosanitaria Ecuador (SIZE). Dichas

muestras correspondieron a tejido cerebral con las siguientes estructuras anatémicas:

tronco del encéfalo, hipocampo, tdlamo, corteza cerebral y bulbo raquideo, estructuras

donde se aloja el virus rébico (OIE, 2018b), las cuales fueron diagnosticadas en su

debido momento por medio de IFD, dando un resultado positivo.

Una vez analizadas las muestras generales se determinaron aquellas idoneas para el

estudio, reduciéndose al numero de 136 como se muestra en la Tabla 6, para cada

provincia de acuerdo el afio.

Tabla 6 Muestras positivas para rabia en la Zona 7 de Ecuador.

Positivo Rabia-Zona 7

Afo Provincia Especie Muestras Generales  ldoneas
El Oro 0 0 0
2015 Loja Bovino 1 1
Zamora Chinchipe Bovino 10 7
El Oro 0 0 0
2016 Loja Bovino 3 3
Zamora Chinchipe Bovino 18 11
El Oro Bovino 2 2
2017 Loja Bovino 9 6
Zamora Chinchipe Bovino 45 24
El Oro Bovino 1 0
2018 Loja Bovino 35 15
Zamora Chinchipe Bovino 88 37
El Oro Bovino 1 0
2019 Loja Bovino 13 8
Zamora Chinchipe Bovino 26 13
El Oro 0 0 0
2020 Loja Bovino 4 3
Zamora Chinchipe Bovino 7 6
Total 263 136

Fuente: Agrocalidad (7)
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Posteriormente de entre las muestras idoneas (136), se procedié a seleccionar las
adecuadas para los procedimientos de Cultivo Celular y Biologia Molecular con RT-
PCR. En este contexto, las muestras seleccionadas fueron 46 muestras, por el resultado
fue positivo a aislamiento viral, procediendo a realizar RT-PCR para su respectivo
andlisis molecular (Tabla 7).

Tabla 7 Muestras seleccionadas para Cultivo Celular y RT-PCR de la zona 7 de
Ecuador.

NUmero de Muestras

Afo Provincia Cultivo Celular RT-PCR  Secuenciar
Zamora Chinchipe 4 4 4
2015 Loja 1 1 1
El Oro 0 0 0
Zamora Chinchipe 5 2 2
2016 Loja 2 1 1
El Oro 0 0 0
Zamora Chinchipe 6 3 3
2017 Loja 1 1 1
El Oro 2 2 2
Zamora Chinchipe 10 2 2
2018 Loja 4 2 2
El Oro 0 0 0
Zamora Chinchipe 4 2 2
2019 Loja 3 2 2
El Oro 0 0 0
Zamora Chinchipe 3 3 3
2020 Loja 1 1 1
El Oro 0 0 0
Total 46 26 26

Fuente: Agrocalidad (7)

Para el Cultivo Celular se eligieron de acuerdo a la parte epidemiolégica, permitiendo
estudiar y comprender mejor el comportamiento del virus de la rabia en las células
cerebrales de los bovinos. Posterior al aislamiento del virus mediante Cultivo Celular,

se utilizaron 26 muestras para Biologia Molecular, debido a limitaciones como la
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calidad de la muestra e incluso la cantidad de reactivos necesario para su proceso
(Anexo 1).

Cada muestra contaba con una codificacion interna de acuerdo con el sistema de
gestion de calidad que ejecuta el laboratorio de virologia, ejemplo (V-b1905-xxxx), en
donde V: Virologia, b: bovino; 19: afio de procedencia; 05: mes de procedencia,;

seguidamente del nimero secuencial como se muestra en el Anexo 2.
2.2.1. Criterios de inclusion

Todas las muestras idoneas positivas a rabia por IFD remitidas a AGROCALIDAD de
la zona 7 del Ecuador dentro de los afios 2015-2020.

Muestras que cumplieron con la Normativa de la OIE, ISO 17025, normativas y

procedimientos de sistema de gestion de calidad de laboratorio.
2.2.2. Criterios de exclusion

Muestras con estructura anatomica no especifica

Muestras en proceso de aut6lisis

Muestras no conservadas adecuadamente.

Muestras no idoneas ante el estudio de aislamiento celular.
2.3.AISLAMIENTO VIRAL MEDIANTE CULTIVO CELULAR.

El proceso de aislamiento viral mediante cultivo celular consistio en la identificacion
y propagacion del virus en células cultivadas en el laboratorio. Para este procedimiento
se utilizaron varios equipos, materiales y reactivos (Anexo 3), junto con materiales de
referencia como CVS, CNR, linea celular BHK-21 y linea celular Neuro-22. Ademas,
se considero la temperatura de 37°C y 5% de CO> como condiciones ambientales que

se mantuvieron en la incubadora para un correcto desarrollo del ensayo.

Se utilizaron muestras de referencia certificadas como controles positivos y negativos
(Control de Referencia Interno Positivo - CRI+, Control de Referencia Interno

Negativo - CRI-), las que fueron obtenidas de paneles de pro eficiencia e Inter
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comparacion de laboratorios de Latinoamérica, de tejido cerebral bovino verificado
positivo y negativo por FAT.

Se utilizo la linea celular BHK-21 [C-13] (ATCC® CCL-10™) proporcionada por el
Laboratorio de Cultivo Celular de AGROCALIDAD. Las células se encontraban en
viales congelados en nitrogeno liquido a temperatura de -195,8 °C, los cuales fueron
descongelados dependiendo de las necesidades de cada ensayo (Figura 10). Los

cultivos de la linea celular se realizaron en base a los protocolos estandarizados y

establecidos por el laboratorio, utilizando el equipamiento adecuado.

Figura 10 Linea celular BHK-21

Fuente: Agrocalidad, 2023

Dentro de los reactivos se requirié la preparacion del medio de cultivo suplementado y
enriquecido con componentes especificos para promover el crecimiento y la
supervivencia de células en cultivo (Anexo 4). También se requirié de la solucién
viricida para eliminar o inactivar otros virus presentes en superficies, objetos o en el
ambiente que no alteren el procedimiento basal (Anexo 5) y se necesitd de la
preparacion de buffer Fosfato Salino para mantener el equilibrio osmatico y el pH
adecuado en el medio de cultivo (Anexo 6).

2.3.1. Preparacion de la muestra

Fueron preparadas la muestra de tejido cerebral mediante una suspension al 20% (P/V)

de la siguiente manera: se pesé 1 g de tejido cerebral (tronco del encéfalo, corteza
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cerebral, pie del hipocampo, tdlamo o bulbo raquideo) en un mortero y se afiadieron 5
ml del diluyente del trabajo, macerdndolo hasta obtener una suspension homogénea.
Luego, se dejo en reposo durante 1 hora para permitir la accion del antibiotico. La
suspension se clarificd mediante centrifugacién a 4°C, 3000 rpm, durante 30 minutos,

se separ0 el sobrenadante y se almacené a -20°C hasta su uso (Anexo 7).
2.3.2. Procedimiento:
2.3.2.1.Fundamento del método

La técnica se baso en el aislamiento del virus en la linea celular de Rifidn de Hamster
Neonato (BHK-21) o en la linea celular de Neuroblastoma de Ratdn (Neuro-2a) el cual
estuvo presente en una muestra de tejido cerebral. La infeccion viral en células produjo
inclusiones especificas detectables, mediante inmunofluorescencia directa usando
DFAT, generalmente en un rango de 4 -5 horas hasta 5 dias post infeccidn. La presencia
de inclusiones fluorescentes de color verde manzana brillantes en el citoplasma de las
células observadas bajo un microscopio de fluorescencia con aumentos de 40x, 100x,
200x o0 400x indicaron la presencia del virus en las células. Las pruebas de cultivo
celular se llevaron a cabo en placas de plastico multipocillo, porta objetos de vidrio

multicdmara o cubre objetos de vidrio.
2.3.2.2.Distribucion de las muestras y controles en la placa

Se dispuso de células en una placa de 24 pocillos. La inoculacién de las muestras para
el aislamiento viral se realizd en células en suspension a una densidad de 5*10*
células/pocillo. Se realizaron un total de 4 repeticiones por muestra, las que se
establecieron de acuerdo al plan de distribucion en el Registro PEE/V/27-FO01 como

se detalla en la Figura 11.
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Figura 11 Distribucion de muestras y controles en placa de 24 pocillos

Fuente: Agrocalidad (43)

2.3.2.3.Preparacion de la suspension cerebral

El procedimiento de preparacion de la suspension cerebral comenzd con la
trispsinizacion de un frasco de células sub-confluentes. A continuacion, las células se
cultivaron a una concentracion de 5x10* células/pocillo, colocandolas en 1 ml de medio
de cultivo. Este paso asegurd que las células estuvieran en condiciones adecuadas y en

una concentracion optima para el posterior procesamiento (Anexo 8).
2.3.2.4.Inoculacién en placas de 24 pocillos

En el proceso se procedio a anadir 500 pl de la suspension de tejido cerebral
previamente preparada a cada pocillo, siguiendo la distribucion de muestras de la placa
indicada en la Figura 11. Se homogenizo cuidadosamente la muestra con las células en
cultivo para asegurar una distribucion uniforme. Posteriormente, la placa de cultivo fue
incubada a una temperatura de 37°C con un 5% de CO> durante un periodo de 96 horas.
Este tiempo de incubacion permitid la interaccion entre las células y la muestra de
tejido cerebral, favoreciendo la observacion y analisis de los efectos celulares

resultantes del experimento (Anexo 9).
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2.3.2.5.Inmunofluorescencia Directa (IFD)

Se empled la técnica Inmunofluorescencia Directa (IFD) para detectar y visualizar el
virus especifico en las muestras utilizadas. Después de 96 horas de incubacion, se retird
el sobrenadante de cada pocillo. Luego, las células se fijaron con acetona al 80% y se
congelaron a -20 °C durante 15 minutos. Después de retirar la acetona y secar la placa,
se agrego anticuerpo monoclonal anti-rabia marcado con FITC y se incubd durante 60
minutos a 37 °C en una camara humeda. Se realizaron lavados sucesivos con PBS y
agua ultra pura para eliminar el conjugado. Los cubreobjetos se transfirieron a
portaobjetos y se dejaron secar antes de agregar una gota de glicerina al 10%.
Finalmente, se observaron las muestras bajo el microscopio de fluorescencia para

visualizar los antigenos especificos.
2.3.2.6.Método de Registro y Datos a ser registrados

Los resultados se registraron de acuerdo al PEE/V/27-FO01 Formato de Registro de

analisis de cultivo celular para el diagnostico de rabia.
2.3.2.7.Tratamiento de Resultados. Incertidumbre asociada

Las proteinas del virus de rabia presentes en células infectadas emitieron una
fluorescencia color verde manzana brillante (Figura 12). Asi, los resultados se
registraron como positivos en caso de que se evidencie florescencia y negativos a su
falta (43).
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Figura 12 Inmunofluorescencia para el aislamiento del virus rabico.

Nota. A y B. Células BHK-21 infectadas con virus de rabia (presencia de inclusiones fluorescentes de
color verde manzana brillantes en el citoplasma). C y D. Células BHK-2. Muestras negativas para el

virus de rabia (ausencia de fluorescencia).

Fuente: Agrocalidad (43).

2.3.2.8.Aseguramiento de la Calidad

El MRI positivo se utiliz6 para la validacion y confirmacion de la sensibilidad celular.
La prueba se debe realizar una vez al afio. El virus se inocul6 en varias diluciones, en
la linea celular. Este procedimiento permitio evaluar la capacidad del método para

detectar pequefias concentraciones del virus.
2.3.2.9.Criterios de aceptacién o rechazo de los resultados

Para la validacion y confirmacion de la prueba, se corrieron los pocillos controles (MRI

Positivo y MRI Negativo) junto con las muestras sospechosas.

39



2.4 TECNICAS MOLECULARES
2.4.1. Anélisis de RT-PCr

De las 26 muestras aisladas se procedio a realizar la extraccion del ARN viral mediante

el método trizol cloroformo.

Los productos amplificados por RT — PCR fueron purificados y secuenciados mediante
el empleo de los primers INICIO y ANTISENTIDO 784 a una concentracion de 10
pico moles/ul y 5 ul de ADN de la muestra a secuenciar. Todas las muestras fueron
secuenciadas exitosamente analizandose en cada una de ellas 509 nucle6tidos del gen
de la Nucleoproteina N posteriormente todas las secuencias obtenidas fueron
comparadas con el banco de datos del GenBank para confirmar que se trata de

secuencias que corresponden al virus de la rabia.
2.5. TECNICA RT-PCR CONVENCIONAL

Esta técnica se realiz6 in vitro y posibilitd la obtencion de varias copias de fragmento
de ADN necesarios para el estudio, los cuales estuvieron delimitados por iniciadores o
primers, que son pequefias cadenas de informacion. La reaccién se desarroll6 a partir
de una hebra de ARN con ayuda de la enzima transcriptasa inversa para obtener su
ADN complementario. Ademas, la PCR convencional tuvo lugar por la enzima Taq
polimerasa (termoestable), desoxinucleétidos trifosfato; cloruro de magnesio, y una
solucidn buffer que proveyé de iones necesarios para la sintesis de ADN (44).

Se realiz6 la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con transcriptasa inversa, se
requirieron los siguientes equipos, materiales y reactivos que se detallan en el Anexo
10. Ademas, se consideraron las condiciones ambientales a las que se trabajo, las cuales
fueron entre 15°C y 30°C con una humedad relativa menor a 65% y que las cabinas de
trabajo deben ser desinfectadas previamente con alcohol al 75%, mas irradiacion de

UV por 15 minutos.
2.5.1. Fundamento del método

La PCR emple0 el patron natural de replicacion del DNA para amplificar in vitro una

pequefia region especifica de una molécula de ADN, el cual fue copiado muchas veces
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para producir un gran nimero de copias. En la reaccion de PCR intervienen los primers
0 cebadores de la reaccion que flanquean la region del ADN diana a amplificar, la
enzima polimerasa, los desoxinucleotidos fosfato, iones magnesio y un tampdn

apropiado.
2.5.2. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio
(45). Se pesaron aproximadamente 100 mg de muestra y se mezclaron con 1 ml de
Trizol utilizando el vortex durante 15 segundos y dejando reposar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Luego, se afiadieron 200 pL de cloroformo (400 pL si se trata
de muestras de epitelio) y se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 15
minutos a 4 °C, separando las fases acuosa y rosada. La fase acuosa, donde se
encontraban los acidos nucleicos, se transfirié a un microtubo estéril de 1,5 mL y se

precipitd el ARN afadiendo 500 pL de isopropanol.

Tras centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se formd un "pellet” de ARN,
y el sobrenadante se elimind cuidadosamente. Después de lavar el "pellet" con 1 mL
de etanol al 75% y repetir el proceso a 5 minutos de centrifugado, se disolvié en 50 puL
de agua libre de nucleasas. EI ARN obtenido se almacené adecuadamente, rotulado
claramente, a 4 °C para uso inmediato o a temperaturas de -40 °C a -80 °C para su

utilizacion futura (Anexo 11).

Nota. El protocolo puede estar sujeto a modificaciones respecto a la marca que se

utilice, siendo necesario seguir las indicaciones del fabricante.
2.5.3. Cuantificacion del ARN

El procedimiento fue realizado con la finalidad de conocer la calidad y cantidad del
material genético extraido. Se utilizd un espectrofotometro para determinar las
concentraciones de los &cidos nucleicos ARN presentes en la solucion de trabajo, asi

como la presencia de impurezas (Anexo 12).
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2.5.4. Retrotranscripcion RT-PCR

A partir del ARN obtenido en la extraccion, se realizé la retro transcripcion, que
permite amplificar y detectar secuencias especificas de ARN. En primer lugar, el ARN
mensajero (ARNm) es convertido en ADN complementario (CADN) mediante una
enzima llamada transcriptasa inversa (RT). Luego, se utiliza la PCR para amplificar el
cADN, generando mdltiples copias de la secuencia de interés.

El procedimiento en este estudio primero se desarroll6 en la cabina de PCR del cuarto
de las mezclas, donde se prepard el RT Master mix | (Anexo 13) en un microtubo de
1,5mL. Tras un ligeramente vortex y un toque de centrifugacion para asegurar una
mezcla adecuada, se afiadieron 8 pl del Master mix | a cada tubo de 0,2 mL y se
colocaron estos tubos con el RT Mix I en hielo. Asimismo, se prepar6 el RT mix Il
(Anexo 14) (46), y también se mantuvo en hielo, para luego ser trasladados a la cabina
de ensamblaje de ARN, ubicada en blogues de enfriamiento. En esta etapa, se
agregaron 5 pL del ARN molde correspondiente a cada tubo. Luego, las reacciones se
colocaron en el termociclador, aplicando el perfil térmico de 65°C durante 10 minutos.
Al concluir esta etapa, los tubos se retiraron del termociclador y se enfriaron en hielo

durante 1 minuto (Anexo 15).

Posteriormente, en la cabina de ensamblaje de ARN, se afiadieron 7 pL de la RT Mix
Il a cada tubo y se aplicé un toque de centrifugacién para asegurar la correcta mezcla.
Consecutivamente, los tubos se colocaron nuevamente en el termociclador, siguiendo
el perfil térmico del programa RTTRAN (Anexo 16). Finalizada la reaccion, se sacaron
los tubos del termociclador y se guardaron a -20°C, en caso de no proceder con la PCR
en ese momento. Este procedimiento meticuloso permitié preparar las muestras de
ARN para su posterior analisis y estudio, garantizando la conservacién y calidad de los

materiales hasta su utilizacion.

En este procedimiento para el diagnostico de Rabia posee variantes en el uso de Primers
en remplazo de random hexadmeros y cambios en el perfil térmico RT Mix 1 (Anexo

13). Ademas, para dar lugar a esta reaccion es de vital importancia que las muestras
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que presenten concentraciones mayores a 500 ng/ul en la cuantificacion, sean diluidas

a este valor o menor para asegurar resultados de credibilidad.
2.5.4.1.Preparacion y activacion de primers

Los primers utilizados en el presente estudio fueron:

Oligo: INICIO

SEQ: 5'-ACGCTTAACAACAARATCARAG-3" (22mer)

Oligo: ANTISENTIDO-784

SEQ: 5"-CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA-3" (21mer) (47)

Al ser la primera vez que se usé un juego de primers se procedi6 a realizar la dilucion
de cada juego de primers a una concentracién final de 10 uM cono se describe a

continuacion:

Dilucién de primers stock concentracion final de 100 uM:

Si: uM = pmoles/L = pmoles/pL

Si: 1 nmol (concentracion primer) = 1000 pmoles

X pmoles del primer/ (Conc final pmoles/uL) = VL de H20 up
Posteriormente, las alicuotas fueron almacenadas a -20°C.

Nota. En caso de no ser la primera vez que se usa el juego de reactivos se debe
descongelar una alicuota de los juegos de primer, inmediatamente colocar en hielo y

en el momento de usarlo, centrifugar brevemente.
2.5.5. Preparacion de las muestras de reaccion

En la preparacion de las muestras maestras de reaccion, se llevaron a cabo los
siguientes pasos. Primero, se etiquetaron los tubos de acuerdo al nimero de muestras,
teniendo en cuenta tanto los controles negativos como los positivos. Luego, los viales
que contenian los primers (Forw_Inicio y Rev_P784), cloruro de Mg, dNTPs, Go Taq
Buffer Green y agua DEPC fueron descongelados. A continuacion, se preparé la

mezcla PCR Mix con el juego de primers, siguiendo los volimenes calculados
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previamente (Anexo 13). Se agregaron 20 pl de la mezcla PCR Mix a cada tubo de
muestra y control, y se mantuvieron en temperatura de refrigeracion. Los detalles y
resultados de cada muestra se registraron cuidadosamente en el PEE/BM/49-FO01
Registro del Procedimiento Especifico de Ensayo para Rabia, incluyendo el cédigo de

la muestra, la fecha y su ubicacion en la placa (Anexo 17).
2.5.6. Preparacion de las reacciones de PCR en la placa de reaccion

En el siguiente procedimiento, se agregaron 5 pl de cDNA obtenido previamente
mediante la RT-PCR a cada tubo, siguiendo la identificacién de la muestra, para
obtener una reaccién final de 20 pl. Ademas, se afiadieron 5 ul de agua DEPC al tubo
designado como control negativo (C-) y 5 pl de cDNA control al tubo designado como
control positivo de Rabia (C+). Estas adiciones aseguraron gue cada muestra tuviera la
cantidad adecuada de cDNA para el anélisis y permitieron incluir los controles

necesarios para validar los resultados obtenidos en el estudio.
2.5.7. Electroforesis en gel de agarosa

En el proceso de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se desarrolld6 mediante la
preparacion en un molde con pocillos para depositar las muestras iniciando por la
preparacion de la solucién (Anexo 18 y Anexo 19). Posteriormente, las muestras se
cargaron en los pocillos y se aplicd una corriente eléctrica para que las moléculas de
acido nucleico se separaran seglin su tamafio mientras migraban a través del gel (Anexo
20). Una vez completada la electroforesis, se tifid el gel con un colorante especifico
para ADN o ARN, y se visualizaron las bandas resultantes bajo luz ultravioleta en un

fotodocumentador (48). El tamafio de banda esperado fue de 805 pb (Figura 13).
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Figura 13 Marcador Molecular

Nota. a) Muestras 1 — 17. b) Muestras 18 — 26.
Carril M = Marcador de peso molecular; Carril MC = Marcador de concentracion; Carril CN: Control

Negativo

Fuente: Agrocalidad, 2023
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2.5.8. Método de Registro y Datos

Se registraron las iméagenes de los geles por medio la cAmara o Fotodocumentador del
laboratorio. Los datos de ausencia y presencia fueron registrados de forma fisica en el

respectivo formato.
2.5.9. Tratamiento de Resultados

Se verificd la presencia o ausencia de virus, de acuerdo a la amplificacion o
visualizacion de bandas y tomando en cuenta que el peso molecular sea el esperado,

segun la electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 8 Aseguramiento de calidad y criterios de validez de resultados.

Aseguramiento de la Calidad Criterios para asegurar la validez de
los resultados
Repetitividad (duplicado con la misma El control negativo no debe presentar

muestra), que se realizara cada 6 meses. amplificacion.
MRC (Material de referencia certificado), No deben aparecer bandas
se verificara la calidad del material de inespecificas
referencia cada 6 meses.
Ensayos en paralelo, dos analistas De existir un resultado positivo,
realizaran el analisis de la misma muestra verificar que este cumpla con el

para verificar los resultados, esto también  tamafio de banda esperado de 295 pb
se realizara cada 6 meses.
El control positivo debe presentar una
amplificacion de 295 pb.

Fuente: Agrocalidad (44).

2.6.SECUENCIACION

La secuenciacion de ADN permitid determinar el orden de los nucleétidos (A, G, C, T)
de una molécula de ADN, esto es importante, ya que este orden es el que determina la
informacidn genética para el funcionamiento de los organismos. Se procedié a realizar
el envio de las muestras destinadas a estudio (Anexo 2) a los laboratorios de
biotecnologia en Corea de la empresa MACROGEN, con la finalidad de realizar la

secuenciacion segun el método de Sanger.
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2.6.1. Secuenciacion Sanger

El método de secuenciacion de Sanger es una técnica extremadamente precisa y
confiable que se utiliza de manera efectiva para descubrir la secuencia de nucleotidos

en las cadenas de ADN.
2.6.1.1.Materiales, reactivos y equipos.

El método de secuenciacion de Sanger requiere varios materiales, reactivos y equipos
para llevar a cabo el proceso de manera exitosa. En cuanto a los materiales, se
necesitard una plantilla de ADN como molde para la sintesis de la cadena
complementaria, asi como imprimaciones, que son fragmentos de ADN cortos que se
unen a la plantilla para iniciar la sintesis. Ademés, se requeriran trifosfatos
desoxinucleosidos (ANTP) que son los bloques de construccién de la nueva cadena de
ADN, vy trifosfatos de didesoxinucleésidos (ddNTP), que se utilizan para detener la

elongacion de la cadena en ciertos puntos (49).

Entre los reactivos indispensables, se encuentra el ADN polimerasa, una enzima
esencial para la replicacion del ADN, y el bromuro de etidio, un colorante que se utiliza
para visualizar las secuencias de ADN en geles de electroforesis. Ademas, se
emplearon colorantes fluorescentes para marcar las secuencias de ADN en métodos de
secuenciacion automatizada (49).

Por altimo, el equipamiento necesario para llevar a cabo la secuenciacion de Sanger
incluird un termociclador, que permite realizar ciclos de temperaturas controladas para
amplificar el ADN, y un aparato de electroforesis, que separa las cadenas de ADN
segun su longitud. Ademas, se utiliz6 una maquina de electroforesis de base capilar,
especialmente en métodos de secuenciacion automatizada, para obtener resultados mas
precisos y rapidos. Con estos materiales, reactivos y equipos, se pudo realizar el
proceso de secuenciacién de Sanger para determinar la secuencia de bases de un

fragmento de ADN especifico (49).
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2.6.1.2.Procedimiento

El procedimiento para realizar el método de secuenciacion Sanger comprende varios
pasos. Primero, la plantilla de ADN se desnaturaliza para formar ADN monocatenario.
Luego, se hibrida un cebador con la plantilla de ADN monocatenario. A continuacion,
el ADN polimerasa extiende el cebador utilizando desoxinucletsidos trifosfatos
(dNTP) para crear una cadena de ADN en crecimiento. Se incorporan trifosfatos de
didesoxinucledsidos (ddNTP) a la mezcla, los cuales carecen del grupo 3'OH y detienen
la elongacion de la cadena de ADN. Después de separar la mezcla de reaccion mediante
electroforesis, se detectan los fragmentos de ADN usando tintes fluorescentes o
marcadores radiactivos. La secuencia se determina segun el orden de los fragmentos y
el ddNTP especifico al final de cada fragmento (49).

2.6.2. Analisis de secuencias obtenidas
2.6.2.1.Alineamiento y edicion de las secuencias.

Una vez que obtenido las secuencias crudas (Anexo 24), se procedié a su depuracion
con el proposito de llevar a cabo la alineacion de las secuencias obtenidas. Este proceso
de depuracién se llevo a cabo con la asistencia del software MEGA 11 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) a partir de la secuencia de referencia (MT891038.1),
disponible en el GenBank (50). Como resultado, se generd un electroferograma, el cual
posibilito la alineacion de cada una de las secuencias objeto de estudio, tal como se

ilustra en el Anexo 22.
2.6.2.2.1dentificacion molecular

La identidad de las secuencias obtenidas en el estudio fue confirmada al compararla
con otras secuencias del gen N disponibles en el GenBank, a partir del algoritmo NCBI
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) (51).

2.6.2.3.Andlisis Filogenético

Para la construccion del arbol filogenetico se incluyeron secuencias de referencia
reportadas en GenBank de Ecuador correspondientes al gen N (Anexo 23). Se siguieron

los criterios de Tamura 3-parameter model. La confiabilidad de los arboles obtenidos
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se determind con un test de replicaciones (bootstraping) con (500 réplicas). Todos los
analisis se realizaron con el programa MEGA 11.
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CAPITULO I11.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.POSITIVIDAD Y DISTRIBUCION DE LA RABIA

Las pruebas realizadas a 26 muestras de tejido cerebral bovino de las provincias de
Zamora Chinchipe, Loja y el Oro pertenecientes a la zona 7 del Ecuador (Tabla 9),
arrojaron resultados positivos por Inmunofluorescencia a Cultivo celular, esto permitio
caracterizar y aislar el virus de la rabia en la zona de estudio, asi como continuar con

la fase molecular del estudio.

La provincia Zamora Chinchipe resulté ser la de mayor nimero de casos positivos entre
el afio 2015 y 2020, con 16 muestras, seguido de la provincia de Loja con 8 positivos
y El Oro registra GUnicamente 2 positivos. Resultados que se sustentan con pocos
estudios recientes sobre el tema como el de Cardenas (52), quien demuestra como en
Zamora Chinchipe en una de las provincias con mayor afeccion de casos de rabia en
vacas debido a las condiciones ambientales apropiadas para el desarrollo del virus. Asi
también, Bricefio & Alegria (53) en Loja se realiz6 un estudio entre 2010 y 2018 que
arrojé un total de 67 casos positivos de rabia a partir de un total de 127 muestras, no
obstante, de la provincia de El Oro se registran tan solo 4 casos lo que respalda los

resultados de este trabajo con menos casos entre las 3 provincias.
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Tabla 9 Distribucion de las muestras en base a los resultados obtenidos en el
aislamiento viral

Ao Provincia Identificacion Resultado Aislamiento Viral-IFD
V-B1503-9658 Positivo
Zamora V-B1506-17655 Positivo
2015 Chinchipe V-B1507-20979 Positivo
V-B1509-21601 Positivo
Loja V-B1507-19917 Positivo
Zamora V-B1604-1805 Positivo
2016 Chinchipe V-B1610-2955 Positivo
Loja V-B1602-881 Positivo
V-B1704-3232 Positivo
Cﬁfgﬁcge V-B1704-3396 Positivo
2017 _ V-B1709-13252 Pos!t!vo
Loja V-B1710-14659 Positivo
E1 Oro V-B1703-2163 Pos?t?vo
V-B1709-11855 Positivo
Zamora V-B1803-1343 Positivo
2018 Chinchipe V-B1810-8736 Pos!t!vo
Loja V-B1801-832 Pos!t!vo
V-B1811-9077 Positivo
Zamora V-B1904-3700 Positivo
2019 Chinchipe V-B1905-5136 Pos!t?vo
Loja V-B1901-424 Pos!t!vo
V-B1905-5405 Positivo
~ V-B2002-123 Positivo
2020 Ch?rnge V-B2003-540 Positivo
V-B2007-1119 Positivo
Loja V-B2008-1267 Positivo

Fuente: Autor.

El producto obtenido del cultivo de las muestras en sistema de cultivo celular BHK-21

permanecio almacenado en un congelador a -80 °C durante el desarrollo de las pruebas.

El patron caracteristico obtenido de las muestras positivas al virus de la rabia mediante
Inmunofluorescencia a cultivo celular se evidencia en la Figura 14. Donde se observa
claramente la presencia de fluorescencia que indica la existencia de las proteinas del
virus de la rabia. Utilizando el mismo principio, autores como Qin et al. (54) y Farahtaj

et al. (55) analizaron las muestras de sus estudios, en células BHK-21, mismas que se
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usaron en la investigacion actual, asi como también en cortes de cerebro humano, pare

verificar la infeccién del virus de la rabia.

Figura 14 Muestras positivas al Aislamiento Viral — IFD

Fuente: Autor.

3.1.1. Identificacion molecular

Las secuencias obtenidas de las 26 muestras de tejido cerebral bovino de las provincias
de Zamora Chinchipe, Loja y el Oro, se identificaron como virus de la rabia. El
resultado del BLAST mostréd una similitud del 98.48% con el gen de referencia
Lyssavirus rabia (Figura 15). En el estudio de Mantari et al. (56) se encontraron
similitudes del 99.9% entre subgrupos analizados, y se llego a tener una identidad del
98.75% en casos de rabia canina en Arequipa-Perd con una variante del Lyssavirus que
se encuentra en murciélagos europeos. Este hallazgo es relevante porque, a pesar de
haberse detectado en muestras caninas, existe la posibilidad de que esta variante se
transmita al ganado, lo que subraya la necesidad de prestar especial atencién a la salud

de esta poblacién animal.

Aunque la similitud es alta, la diferencia del 1.52% en la secuencia genética también
es relevante. Esto podria indicar cierta variabilidad genética dentro del virus de la rabia
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en la region o la presencia de cepas ligeramente diferentes. Esta variabilidad puede
tener implicaciones en términos de la eficacia de las vacunas y las estrategias de

control.
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BLAST ® . blastn suite » results for RID-KCZP6K6F016 Home Recent Results Saved Strategies Help

a2 Check out the ClusteredNR database on BLAST+ | Learn more ] [ Give us feedback

< Edit Search Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos  DBack to Traditional Results Page

Job Title V-b1507-20979 ECUADOR (ZAMORA CHINCHIPE) Filter Results
RID KCZPEKEF016 Search expires on 10-24 22:10 pm Download All v -
i only top 20 will appear exclude

Program BLASTN @ Citation v QOrganism _only fop i L
Database nt See details ¥ ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘

=+ Add organism
Query ID Icl|Query_113261
Description Mone Percent ldentity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 825

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ~  Show e
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of resulis MSA Viewer
ScentfcName S0 Cove Cover vatwe | et | Lon | Accessio
- v v b b b
Rabies virus isolate 200807270, partial genome Lyssavirus rabies 1491 1491 100% 00 9927% 11851 ONG630668.1
Rabies virus isolate 201505081, partial genome Lyssavirus rabies 1485 1485 100% 00 9915% 11883 ONG630749.1
Rabies virus isolate 201505098, partial genome Lyssavirus rabies 1485 1485 100% 0.0 99.15% 11883 ONB30742.1
Rabies virus isolate 201006402, partial genome Lyssavirus rabies 1483 1483 100% 00 99.03% 11865 ONG630650.1
Lyssavirus rabies isolate RWV1789, complete genome Lyssavirus rabies 1480 1480 100% 0.0 99.03% 11922 MG458314.1
Lyssavirus rabies isolate 6024 CAJ4 nucleoprotein (N) gene, complete cds Lyssavirus rabies 1480 1480 100% 00 99.03% 1494 MT8810381

Figura 15 BLAST (porcentaje de identidad) entre secuencias del gen N del virus de la rabia en las provincias de Zamora
Chinchipe, Loja y el Oro y otras secuencias del GenBank.

54



3.2.ANALISIS FILOGENETICO

El &rbol filogenético (Figura 16), evidencia que el porcentaje de Bootstrap fue elevado,
lo que otorgd una mayor confianza en la topologia del arbol filogenético segun los
datos recopilados. Esto permitio establecer una base de datos mas solida para la

representacion.

Se evidenci6 una marcada disparidad en la raiz o punto de origen del &rbol filogenético
entre las distintas ramas. Para verificar su conformacion, se incorpord una secuencia
de la misma familia, pero de género diferente, como en el caso del virus de la
Estomatitis Vesicular (M15213). Esto facilitd la raiz del &rbol filogenético y

proporciond un punto de referencia claro para el inicio del anélisis.

Todas las muestras presentes en el arbol filogenético demostraron una alta similitud
con los lyssavirus de la rabia. Sin embargo, las muestras de Colombia (JF693467) y las
de Brasil (AB083817, AB083805, AB685222) se destacaron al ubicarse alejadas en las
ramificaciones, lo que resalto las diferencias entre ellas y ofreci6 informacion visual

sobre estas muestras.

De hecho, en Brasil, de acuerdo con Fahl et al. (57) se han identificado cuatro variantes
antigénicas del virus de la rabia (RABV) circulantes en varias especies animales, como
perros y murciélagos. Se destaca la importancia de los murciélagos no hemat6fagos
como reservorios del RABYV en diversas regiones del pais, incluyendo casos mortales
de rabia en humanos. Ademas, muestran que existen grupos distintos de RABV en

caninos y murciélagos insectivoros, indicando una especificidad por especie.

En las cepas de referencia de Per(, como JX648434 (humano), JX648436 (humano) y
JX648444 (bovino), se determind que el virus se transmitio a traves de la picadura de
Desmodus rotundus. Esto sugiere una estrecha relacion entre las muestras de Ecuador
y las cepas de referencia de Per(, indicando que forman parte de la misma cepa de rabia
que se ha propagado desde Per a Ecuador, con el murciélago Desmodus rotundus

desempefiando un papel crucial como vector de transmision de la rabia en esta region.
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Referente a esta especie, Orlando et al. (58) en su estudio menciona que en Ecuador
existe una prevalencia de ataques de Desmodus rotundus del 69% en granjas, mientras
que en ataques bovinos fue del 24%. Ademas, se conocié que, del total de murciélagos
capturados, el 93% fueron identificados como D. rotundus, y no se encontraron
infecciones por el virus de la rabia en el 30% de los ejemplares analizados. Informacion
que se considera util para mejorar la vigilancia y el control de la transmision de la rabia

en la region.

El arbol filogenético también revel6 una relacion directa entre las muestras de estudio
de EI Oro, Loja y Zamora Chinchipe, lo que sugiere una estrecha conexién con el

hospedador correspondiente.
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ABB85222 Lyssavirus rabies BRASIL
AB083817 Lyssavirus rabies BRASIL
AB083805 Lyssavirus rabies BRASIL
HIM368179 Lyssavirus rabies ESMERALDAS
MF467498 Lyssavirus rabies MORONA SANTIAGO
MF467497 Lyssavirus rabies ZAMORA CHINCHIPE
MF467504 Lyssavirus rabies LOJA
V-b1503-9658 ZAMORA CHINCHIPE
V-b2008-1267 LOJA
V-b2007-1119 ZAMORA CHINCHIPE
V-b2002-123 ZAMORA CHINCHIPE
V-b2003-540 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1905-5136 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1904-3700 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1803-1343 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1801-832 LOJA
V-b1709-11855 EL OROC
V-b1703-2163 EL ORO
V-b1704-3232 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1709-13252 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1604-1805 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1610-2955 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1602-881 LOJA
V-b1506-17655 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1507-19917 LOJA
V-b1507-20979 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1509-21601 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1811-0077 LOJA
JX648434 Lyssavirus rabies PERU
JXB48438 Lyssavirus rabies PERU
a0 JXE648444 Lyssavirus rabies PERU
V-b1710-14659 LOJA
V-b1810-8736 ZAMORA CHINCHIPE
V-b1901-424 LOJA
V-b1704-3396 ZAMORA CHINCHIPE
97 V-b1905-5405 LOJA
JFE93467 Lyssavirus rabies COLOMBIA
WM15213 Vesicular stomatitis Indiana virus

Figura 16 Arbol filogenético
Fuente: Autor.

Nota. Arbol construido en MEGA 11, con criterios de Tamura 3-parameter model, con arbol inicial de

Maximum Parsimony y la construccion con 500 de bootstrap con Maximum Likelihood.

La secuenciacion y anélisis filogenético de las muestras demostraron una marcada
homogeneidad genética, indicando que la circulacion continua del virus no ha dado

lugar a mutaciones sustanciales en el genoma viral.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La evaluacion de la positividad y distribucion de la rabia en las provincias de Zamora
Chinchipe, Loja y El Oro durante el periodo de 2015 al 2020 revela un grado
significativamente alto de positividad del virus de la rabia paralitica bovina en esta
region.

La identificacion molecular del virus de la rabia en la Zona 7 del Ecuador, permitio
confirmar la presencia de la variante del virus de la rabia paralitica bovina,
proporcionando un alto grado de positividad, coincidente con el estudio de aislamiento

viral en cultivo celular.

Las relaciones filogenéticas ubican a las secuencias obtenidas de las provincias de
Zamora Chinchipe, Loja y El Oro como pertenecientes al género Lyssavirus rabies, lo
que indica una estrecha relacion entre ellas, sugiriendo un posible origen comdn de la
infeccion. Ademas, revela una alta homogeneidad genética entre las muestras
analizadas, indicando que, a nivel filogenético, se observa una estrecha relacion entre
las muestras de la provincia de Zamora Chinchipe, especialmente en la variante S3
(Serotipo 3), lo que sugiere una posible vinculacion evolutiva entre ellas. También, se
destaca la relacion entre las muestras de Brasil y Peru en el arbol filogenético, de modo
que se indica una propagacion de una cepa comun en la region, aunque no se ha

identificado una relacion aparente con la cepa de Colombia.
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RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos son congruentes con informes que reflejan una clara tendencia
al aumento de brotes de rabia bovina, lo que sugiere la necesidad de reforzar las
estrategias de control de la rabia selvatica. Se recomienda llevar a cabo una evaluacion
exhaustiva de los factores de riesgo asociados y la implementacién de acciones
integrales desde un enfoque multidisciplinario, promoviendo la cooperacion

intersectorial y estimulando una participacion comunitaria efectiva.

Es imperativo fortalecer las iniciativas que fomenten la educacién, concienciacion y
participacion activa de la comunidad en lo que respecta a la gestion sanitaria ganadera,
con el propdsito de reducir el riesgo de nuevas infecciones con el virus de la rabia en
los animales susceptibles presentes en las provincias de Loja, Zamora Chinchipe y El
Oro.

Se insta a la Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD)
a fortalecer, a través del Programa Nacional de Control de Rabia Bovina, las fases de
vacunacion en los animales susceptibles al virus, asi como a continuar el control del
vector, dado su papel fundamental como principal transmisor del virus en todas las

especies de interés zootécnico.

Se recomienda llevar a cabo estudios moleculares a nivel nacional con el fin de verificar
la presencia de otras variantes de Lyssavirus rabies, en comparacion con las posibles
variantes encontradas en la Zona 7 del Ecuador. Esto contribuira a una comprension

mas completa de la diversidad genética del virus de la rabia a nivel nacional.
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LISTA DE ABREVIATURAS

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

OIE Oficina Internacional de Epizootias

FAT Pruebas de Anticuerpos Fluorescentes (Fluorescent Antibody Test)

RT-PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction)

ARN Acido Ribonucleico

RABY Virus de la rabia

dFAT Prueba Directa de Anticuerpos Fluorescentes

PEP Profilaxis Posterior a la Exposicion (Post-Exposure Prophylaxis)
PIR Pruebas de Inoculacion en Raton

RIG Herida con Inmunoglobulinas Antirrabicas

CDC Centros para el Control de Enfermedades (Centers for Disease Control)
RNP Proteina Ribonucleica

VSV Virus de la Estomatitis Vesicular (Vesicular Stomatitis Virus)
AGP Promotor de Antigenomas (Antigenome Promoter)

GP Promotor Gendémico (Genomic Promoter)

DI Interferencia Directa

SNC Sistema Nervioso Central

SIVERA Sistema de Informacion Regional para la Vigilacion Epidemiologica de la
Rabia

PANAFTOSA Centro Panamericano de Fiebre Aftosa y Salud Publica Veterinaria
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ANEXOS

Anexo 1 Seleccion y clasificacion de las muestras afio 2015-2020

Fuente: Autor.
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Anexo 2 Codificacion de muestras seleccionadas para RT-PCR en la zona 7 de Ecuador

ANO Provincia IDENTIFICACION RT.PCR SECUENCIAR
V-b1503-9658
Zamora V-b1506-17655 4
2015 Chinchipe V-b1507-20979
V-b1509-21601
Loja V-b1507-19917 1
El Oro 0
Zamora V-b1604-1805 p
2016 Chinchipe V-b1610-2955
Loja V-b1602-881 1
El Oro 0
7 V-b1704-3232
amora \V-b1704-3396 3
Chinchipe
2017 . V-b1709-13252
Loja V-b1710-14659 1
V-b1703-2163
El Oro \V-b1709-11855 2
Zamora V-b1803-1343 )
Chinchipe V-b1810-8736
2018 Loja V-b1801-832 )
V-b1811-9077
El Oro 0
Zamora V-b1904-3700 )
Chinchipe V-b1905-5136
2019 Loja V-b1901-424 )
V-b1905-5405
El Oro 0
V-b2002-123
cﬁ?ﬁéﬁfge V-b2003-540 3
2020 V-b2007-1119
Loja V-b2008-1267 1
El Oro 0
Total 26

Fuente: Agrocalidad (7)
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Anexo 3 Equipos, materiales y reactivos para aislamiento viral mediante cultivo

celular.
Equipos Materiales Reactivos Materlales_ de
referencia
Bafio Maria Cubreobjetos Alcohol 70% cVs
redondos de vidrio
Cabina de . 0
bioseguridad Clase Grgdllla para A_cet_ona al 80% CNR
. microtubos (diluida en PBS)
I, Tipo A
Marcador Linea celular
Centrifuga resistente a Anfotericina
BHK-21
humedad
Congelador (-20 °C) Microtubos de 1.5 Cloruro de Sodio -2 celular
ml Neuro-2a
Conjugado
Incubadora de CO2 Mortero monoclonal Anti-
Rabia marcado con
FITC
Micropipeta Pistilo Gentamicina

monocanal 10 pl

Micropipeta
monocanal 100 pl

Placas de cultivo
celular de 24
pocillos

Glicerina al 10%

Micropipeta
monocanal 1000 pl

Puntas esteériles
desechables
apropiadas para
micropipetas

Medio de Cultivo
DMEM (Anexo 4)

Microscopio de

Tijeras y pinzas Penicilina

fluorescencia quirdrgicas
Microscopio 6ptico  Tubos conicos de  Solucion viricida
invertido 15 ml (Anexo 5)
Refrlgeraciora (2°C Suero Fetal Bovino
a8 °C)

Tampon Fosfato
Salino (Anexo 6)

Fuente: Agrocalidad (43)
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Anexo 4 Preparacion de medio de cultivo suplementado

Medio de cultivo DMEM Volumen Final

Suero Fetal Bovino (SFB) 10 %
Penicilina 10 U/ml
Estreptomicina 50 pg/ml
Gentamicina 50 pg/ml
Anfotericina 50 pg/ml

Fuente: Agrocalidad (43)

Anexo 5 Preparacion Solucion viricida

Componentes

Cantidad

Acido Citrico 1% (HsCeHsO7) PM 192.12 g/mol

209

Acido Acético 0.5% (CH3COOH) PM 60.05 g/mol 10 ml

Agua destilada 2 |

21

Fuente: Agrocalidad (43)
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Anexo 6 Preparacion de Buffer Fosfato Salino (PBS)

Componentes Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) PM 58.44 g/mol 8.09¢
Cloruro de Potasio (KCI) PM 74.55 g/mol 029
Sddio Fosfato bibasico dodecahidratado (Na2HPO4+12H20) PM 2949
358.14 g/mol

Fosfato de Potasio Anhidro (KH2PO4) PM 136.09 029
Agua destilada 1000 ml

El buffer se prepar6 siguiendo los siguientes pasos:

e Sedisolvieron las sales completamente a temperatura ambiente.

e Se midi6 el pH de la solucion el cual se encontré entre 7.4 - 7.6.

e El pH de las soluciones tampdn no se ajusto.

e Soluciones con pH fuera del rango mencionado no fueron usadas.

e Unavez preparado, se autoclavo el PBS y realizaron alicuotas en tubos conicos
de 50 ml para su uso.

e Se rotuld y almacend por 6 meses a 4 °C.
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Anexo 7 Preparacion de la muestra

C. Centrifugado para la preparacion de la suspension cerebral
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Anexo 8 Preparacion de la suspension cerebral

A. Preparacion de la suspension cerebral. B. Fraccionamiento de la suspension cerebral.
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Anexo 9 Inoculacion viral en células BHK-21

P211200 08 Y

A. Material para inoculacion.

B. Proceso de inoculacién viral en cultivo celular BHK-21. C. Placa de cultivo celular inoculada
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Anexo 10 Tabla de equipos, materiales y reactivos para Técnica RT-PCR Convencional

Equipos

Materiales

Reactivos

Materiales de
referencia

Termociclador de gradiente codigo
BM/EM/008 o de similares
caracteristicas.

Espectrofotometro (Nanodrop)
BM/EM/007-00 o de similares
caracteristicas.

Micropipetas monocanal de
volumen ajustable de (0,5 pL -10
pnL, de 10 pL. -100 pL, 100 pL. a
1000 pL), con precision y exactitud
verificada

Minivértex BM/EA/042 o de
similares caracteristicas.
Microcentrifuga cddigo
BM/EA/030 o de similares
caracteristicas.
Centrifuga refrigerada. cédigo
BM/EA/021, BM/EA/024 o de
similares caracteristicas.
Refrigeradora
Congelador

Crondmetro de laboratorio (Timer)

Microtubos de 1,5 mL, 2 mLy
0,2 mL libres de ADNsas y
ARNSsas
Puntas de pipetas con filtro
desechables para micropipetas
de volumen variable (10 pL,
20 pL, 100 pL, 200 puL y 1000
pL) libres de ADNsas y
ARNsas
Puntas de pipetas sin filtro
desechables para micropipetas
de volumen variable (10 pL,
20 uL, 100 pL, 200 uL y 1000
pL) libres de ADNsas y
ARNSsas

Cajas para puntas
Fundas de autoclavado de
volumen variable

Basureros con identificacion
de basura comdn y de riesgo
bioldgico
Guantes de nitrilo
Gradillas

Tijeras estériles

77

Agua libre de ARNsas y
ADNsas

Primers de amplificacion

para Rabia (INICIO) *y

reverse (ANTISENTIDO
P784) **

Enzima polimerasa Go
Taq Flexi, Hot Start
Promega o de
caracteristicas similares

dNTPs

MgCI2

Go Taq Buffer Green o
de caracteristicas
similares
Buffer TBE 0.5X
Agarosa
Syber Safe o cualquier
tincion para acidos

Control positivo
de referencia para
el diagnostico de
rabia con cddigo
BM/MRC/41



Termobloque
Céamara de bioseguridad tipo 2.
cédigo BM/EA/008 o de similares
caracteristicas
Cabinas de flujo laminar codigo
BM/EA/014 y BM/EA/016 o de
similares caracteristicas
Sorbona cddigo BM/EA/017 o de
similares caracteristicas
Céamaras de ELFO cddigo
(BM/EA/053, BM/EA/054,
BM/EA/055 o de similares
caracteristicas)
Transiluminador cédigo
BM/EA/056 o de similares
caracteristicas
Fotodocumentador codigo
BM/EA/057
Camara fotogréfica codigo
BM/EA/102

nucleicos que esté
disponible
Pafos absorbentes

Eliminador de nucleasas

Marcadores indelebles

Bloque de enfriamiento

Nota. * ACGCTTAACAACAARATCARAG (Secuencia). ** CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA (Secuencia).

Fuente: Agrocalidad (44).
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Anexo 11 Analisis de RT-PCR-Extraccion

Proceso de extraccion viral
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Anexo 12 Cuantificacién del ARN

Default

| Date/Time ‘

1072023 1038 | | Exit ]‘

‘:Re-blank., [ Recurding_ Jl Show Report l User‘

PletelD. | ‘ Make new BLANK Measurement ‘ - |
‘ : All Adtive OnfOrf nin 1| 260 |2 Units| ngiul ]
Sample Type | FNA-D E : - E
At #1 Al 2
cweD ' K Samplett| 1 | nmlabs| 3362 | 4280 3308 | ngful
I 1 = —|
SemplelD | 1 | L A0 1585 | 2e0ke0] 208 | om0 | 1324
Acti # i B1 ¥
clveD , | f\/L Sample#| 1| nmlahs 3021 | A-260] 83884 | Cngll
SemplD | 2 | 4280 4055 | Dm0 219 | o 074 | 3563
ActlveD u | f\-/ Cl Samplett| 1 | mmlabs 7005 | A260 683 | ng/ul
T 1 |
SemplelD | 3 | B, 4280 3302 | 00 209 | 020 054 | 2756 |
At 4 Dl i
clve!] L fL Sample#| 1 | nmlabs| 5159 | 4260 5,091 I‘__ ngful
SempleD | 4| A20| 2602 zEozen| 18 | 2ens0) 041 | 2037 |
Acti # E1 .
cwe!j ' AJ Sample B 1 nmlahs| 4574 | A280 4804 | e
sl Sample|D | 5 | A0 2444 | s0es0 197 | 260/230 0,39 i 1922 |
1 1 [ 12 : | l
ST XXX T elelelelele) Active |:| 11 : [\_, FI' samplet| 1 rmtae| 2172 | 42600 2144 | ngiul
T 1 R |
ElQO®®®@® 0 C OO0 samen| & | ™ Ao 1m0 | ssosml 188 | 0o 024 | 8877 |
Clooeee®e 00000 e .
clive — Sample & s
tleeeeee 0000 Oelr ] }'\/ amplet| 1 | nmlabs 538 | A260 5250 | Cngl
ALY XX X Tolelofolele] R NN a2 268 | e 18 | w043 | 2100 |
AT T T X Y Tololelolole] Inmumr
cive[] #] 1 | H1— Sanplet| 1 nmiabs| 4451 | A:250] 4362 | |
c|l000®®S_CC0O00 B — : ‘ ‘%%Ti
anngle £280] 2326 | 03 | 175,
MrYY Y Y Teloleleletole) | X020 188 | 260230 o

Fuente: Autor.

Proceso de cuantificacion del ARN mediante Nanodrob.
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Anexo 13 Master Mix |

Reactivo Concentracion 1 Rx (ul) Rx (ul)
inicial
Random 50 ng/pL 1
Hexamers
dNTP mix 10mM 1
H20 -* 7
Volumen Total Mix | 9
Vortex y toque de centrifuga; agregar 5 ul a cada tubo, colocar en frio en bloque
térmico

ARN -* 4
VOLUMEN FINAL 13

Nota. Perfil térmico Mix 1: 94 °C por 5 min, seguido 1 min en hielo.

Fuente: Tomado de Agrocalidad (44)

Detalle del programa de incubacion

N° de ciclos Temp °C Tiempo min:seg
1 65 05:00
1 12 oo*

1 min en hielo

Nota. * co=Tiempo infinito

Fuente: Agrocalidad (44)
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Anexo 14 RT Mix II.

Reactivo Concentracion inicial 1 Rx (ul) Rx (ul)
SSIV Buffer 5X 4
DTT 100 mM 1
Ribonuclease Inhibitor — 1
SuperScript™ |V RT 200U/uL 1
Mezclar por pipeteo y centrifugar
VOLUMEN FINAL 7

Nota. Agregar 7 pl de la mezcla maestra Il a los tubos de la mezcla maestra I, toque de centrifuga e
incubar con el perfil térmico RTMLV.

Fuente: Agrocalidad (46)

Detalle del programa térmico RTMLV

N° de ciclos Temp °C Tiempo min:seg
1 23 10:00
1 55 10:00
1 80 10:00
1 12 oo*

Nota. * co=Tiempo infinito

Fuente: Agrocalidad (46)
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Anexo 15 RT-PCR Termociclaje

Proceso de RT-PCR muestras en el termociclador

Fuente: Autor.
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Anexo 16 Perfil Térmico programa RTTRAN

N° de ciclos Temperatura °C Tiempo minutos:segundos

1 94 10:00
1 55 40:00
1 72 15:00
1 12 o0

Fuente: Agrocalidad

Anexo 17 Mezcla PCR para muestras y controles de la reaccion

Concentracion Concentracion

Vol. Rx 1

Reactivos Inicial Final @ R
Hz0 9.5
Go Taqg
Green 2X 1x 125
Master Mix
Primer Inicio 25um 0.5mm 0.5
Primer 784 25um 0.5mm 0.5
Total 23
Volumen de la Reaccidn final 25uL: 23uL PCR mix + 2uL ARN
Perfil térmico de amplificacion
N° DE CICLOS TEMPERATURA °C TIEMPO MIN:SEG
1 94 05:00
94 00:45
30 veces 55 00:45
72 02:00
1 72 10:00
1 12 0

Producto de amplificacion: 805 pb.
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Anexo 18 Electroforesis A

Se elaboro la corrida electroforética posterior a la PCR de acuerdo con el siguiente

procedimiento:
1. Preparacion de la solucion de agarosa al 1.5% en camara pequefia:
a. Sedisolvieron 30 mL de TBE 0,5X; 0,459 de agarosa.
b. Seagregaron 3 puL de SYBR Safe™ (1 pL por cada mL de buffer).

c. Secalentd la solucidon hasta el punto de ebullicion en el microondas durante
1,5 minutos y se observo que la solucién sea transllcida, en caso de que

hubiera restos de agarosa sin fundir se vuelve a calentar durante 1 minuto.
d. Se mezcl6 bien evitando la formacidn de burbujas de aire.

2. Preparacion de la solucion de agarosa al 2% en camara pequefia:
a. Se disolvieron en 30 mL de TBE 0,5X, 0.6g de agarosa y se repitieron los
pasos b, ¢y d del literal 1.
3. Preparacion de la solucion de agarosa al 1,5% en cdmara grande:
a. Sedisolvieron en 65 ml de TBE 0,5X; 0.975 g de agarosa.
b. Seagregaron 6,5 L de SYBR Safe™ (1 pL por cada mL de buffer).
c. Secalento la solucion hasta el punto de ebullicion en el microondas durante
1,5 minutos y observar que la solucion sea transllcida, si todavia quedan
restos de agarosa sin fundir volveria a calentar durante 1 minuto.
d. Se mezcld bien evitando la formacion de burbujas de aire.
4. Preparacion de la solucién de agarosa al 2% en cdmara grande:
a. Sedisolvieron en 65 ml de TBE 0,5X, 1.3 g de agarosa y repetir los pasos
b, cy d del literal 3.

NOTA: En el caso de usar Bromuro de etilo. Agregar 3 pL por cada 40 mL de gel y
colocarlo luego de diluir la agarosa por calentamiento esperando que ésta se refresque

un poco.
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Anexo 19 Electroforesis B

Preparacion del gel de agarosa:

a.

Se colocaron cintas adhesivas en el portageles o las barras para la
formacion del molde en la cdmara de electroforesis y el peine adecuado.
Se vertid la agarosa caliente evitando las burbujas de aire hasta obtener un
gel de aproximadamente 4 mm.

Se dejo enfriar sin mover durante 15 a 20 minutos hasta observar que el gel

se haya tornado opaco. Se quito el peine y las cintas adhesivas o las barras.
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Anexo 20 Electroforesis C

Proceso de Electroforesis:

a. Secoloco el gel y alrededor de él aproximadamente 300 mL de tampon TBE
en la camara pequefia y aproximadamente 600 mL en la cAmara grande, de
manera que el gel quede cubierto. La posicion del gel fue con los pocillos
cerca del polo negativo (catodo, de color negro) de tal manera que el ADN
(cargado negativamente) migra hacia el polo positivo (anodo, de color rojo).

b. Se colocar los parametros en la fuente de poder, de manera que se corra a
voltaje constante 5V/cm (medicion de la distancia entre los electrodos de la
camara y no del tamafio del gel).

c. Se cerro, colocd los electrodos y encendio la fuente para realizar la
verificacion del paso de la corriente y que se alcanza el voltaje deseado.

d. Se apagd, quitd los electrodos con la tapa y se procedié a colocar las
muestras.

e. Se cort6 una porcion de Parafilm y mezclé 10 uL de cada uno de los
productos de PCR con 1 pL de tampon de carga o Blue Juice 10X. En el
caso de usar PCR Green Master Mix de PROMEGA, no es necesario usar
Blue Juice; entonces proceder a cargar directamente los productos en el gel.

f. Seaplicaron 10 pL de cada producto de PCR en un pocillo, con precaucién
para no contaminar los pocillos anterior y posterior.

Se aplicaron 5uL del marcador de peso molecular.
Se colocaron los electrodos con la tapa y se encendid la fuente de poder con
los siguientes parametros:

e Voltaje: 100V

e Tiempo: De 30 a 40 minutos

i. Se dejo correr la electroforesis hasta que el frente azul producido por el
brornofenol o la marca amarilla del Green Master Mix haya recorrido 2/3
del gel (Anexo 21).
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j- Al finalizar la corrida electroforética, se coloc6 el gel sobre el
transiluminador de luz UV o en el fotodocumentador y se document6 la
imagen por fotografia

k. Seestimd el peso molecular de la banda amplificada de acuerdo al marcador

molecular o patron el electroforético usado.
Luego se visualizaron los geles en el foto-documentador que se detalla a continuacion:

e Encendido: Se presiono el switch principal de poder.

e Colocacion de muestra: Se colocé la muestra en la posicion correcta. Luego,
se abrio la puerta frontal, lo cual activé automéaticamente el LED de luz blanca.
A continuacion, se coloco la muestra en el centro del plato del Transiluminador
UV. Posteriormente, se ajustaron manualmente los lentes, el zoom y el enfoque
segun fuera necesario. Una vez realizados estos ajustes, se cerro la puerta, lo
que result6 en la luz blanca del LED apagandose automaticamente. Con estos
pasos, se estuvo listo para proceder con la captura de la imagen deseada.

e Seleccion de la fuente de luz: Se encendié la luz UV seleccionando la opcién
UV OFF en la pantalla tactil. En el modulo simple de longitud de onda, se podia
elegir entre UV high (100%) o UV low (70%), segun cudl fuera la mejor opcién
para obtener sefiales Gptimas.

e Control de lentes: Se ajusté manualmente la longitud focal, el iris y el enfoque
de la cAmara ubicada en la parte superior, con el fin de obtener una mejor
imagen, en caso de ser necesario.

e Adquirir imagenes: Se pulsé la opcion "CAPTURE" utilizando el lapiz de la
pantalla tactil. Antes de capturar la imagen, se tuvo la opcién de realizar ajustes
en los pardmetros de la cdmara, los cuales se mostraban en la esquina inferior
derecha de la interfaz. Se podia mejorar la calidad de la imagen variando la
exposicion, la tonalidad, la ganancia y la nitidez de la fotografia.

e Guardar imagen: Una vez se obtuvo la imagen deseada, se pulso la opcidn
"OK" utilizando el lapiz de la pantalla tactil. Luego, se selecciond el formato

(JPEG), se asigné un nombre y se eligio la ubicacion de almacenamiento
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(interna y/o externa). La imagen se guardo clasificada por fecha y patdégeno
estudiado.
Apagado: Se presiond el interruptor principal de encendido para apagar el

instrumento.
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Anexo 21 Electroforesis

Corrida de electroforesis de las muestras

Fuente: Autor.
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Anexo 22 Sistema de depuracién y alineacion

M11: Alignment Explorer (matriz.fas)

Data Edit

(=B % E mE

Search Alignment Web Sequencer Display Help

o ril «0XBxa+H/anr 238

DNA Seq es T

d Protein Seq es

Species/Abbry

O R S G s | [ ||| LU

7.11 Pinicio |
8. 12 Pinicio

9. 18 Pinicio

10.19 Pinicio(2)

11. 20 Pinicio

12.21 P784

13. 21 Pinicio

14.24 P784
15. 24 Pinicio

16.27 P784

17. 27 Pinicio

4G Z0PIC N
19. 28 Pinicio

20. 29 Pinicio

21.30 P784

22. 30 Pinicio

23.31P784

24. 31 Pinicio

25. 36 P784

2.3 Pico
27.37P784

28. 37 Pinicio

29.38P784

30. 38 Pinicio

31.39 P784

32. 39 Pinicio

33.44 P784
34. 44 Pinicio

HENEENNE RN

(][]

Fuente: Autor.
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M11: Alignment Explorer (MATRIZ MUESTRAS fas) - X
Data  Edit  Search  Alignment ~ Web  Sequencer  Display  Help

(aB%EMETL|r 1l «DXBxa/+¥ar 2482

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Spesesir J K DR R S R E i E e E e E R E
1. V-b1507-20979 ZAMORA CHINCHIPE
2, V-b1503-9658 ZAMORA CHINCHIPE
3. V-b1509-21601 ZAMORA CHINCHIPE
4. V-b1507-19917 LOJA

5. V-b1506-17655 ZAMORA CHINCHIPE
6. V-b1602-881 LOJA

7. V-b1610-2955 ZAMORA CHINCHIPE
8. V-b1604-1805 ZAMORA CHINCHIPE
9. V-b1708-13252 ZAMORA CHINCHIPE
10. V-b1704-3396 ZAMORA CHINCHIPE
11. V-b1710-14659 LOJA

12. V-b1704-3232 ZAMORA CHINCHIPE
13, V-b1703-2163 EL ORO

14, V-b1709-11855 EL ORO

15. V-b1801-832 LOJA

16. V-b1811-9077 LOJA

17. V-b1810-8736 ZAMORA CHINCHIPE
18. V-b1802-1343 ZAMORA CHINCHIPE
19. V-b1901-424 LOJA

20. V-b1905-5405 LOJA

21. V-b1904-3700 ZAMORA CHINCHIPE
22. V-b1905-5136 ZAMORA CHINCHIPE
23, V-b2003-540 ZAMORA CHINCHIPE
24, V-b2002-123 ZAMORA CHINCHIPE
25, V-b2007-1119 ZAMORA CHINCHIPE
26. V-b2008-1267 LOJA

22/ 2)22e

l;y!

uln’ tlee 22 2|2)ee ]:!t‘:::n'a!nhltp‘vﬂ: 1[
| | | i e o 1 L) ) pd el | |

Sistema de depuracion y alineacion de las secuencias obtenidas en MEGA 11.
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Anexo 23 Secuencias de referencia

Species GenBank Collection  Isolation  Geographic Host Name
P Accessions  Year Country  Location

Lys_sakus HM368179 2007 Ecuador Esmeraldas Bovine

rabies

Lyssavirus MF467497 2011 Ecuador ~ 23mora Bovine

rabies Chinchipe

Lys_sakus MF467498 2011 Ecuador Morgna Bovine

rabies Santiago

Lyssavirus — \icag7504 2016 Ecuador  Loja Bovine

rabies

Lyssavirus — npgesoos 2016 Brasil Rio Grande g\ .o

rabies do Sul

Lyssavirus - Apng3gi7 2016 Brasil Brasil Bovine

rabies

Lyssavirus AB083805 2017 Brasil Brasil Bovine

rabies

Lyssavirus . .

rabies MF467504 2020 Ecuador Loja Bovine

Lyssavirus — jye4g434 2013 Perd Peru Humano

rabies

Lyssavirus IX648436 2013 Peru Peru Humano

rabies

Lyssavirus — jyeagaaq 2013 Peru Peru Bovine

rabies

Lyssavirus JF693467 2016 Colombia Colombia Bovine

rabies

Vesiculovirus  M15213 2002 RU RU proteina de la

nucleocépside

Secuencias de referencia reportadas en GenBank de Ecuador correspondientes al gen N, tomado de la

pagina de BV-BRC.
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Anexo 24 Tabla de secuenciacion

CODIGO
MUESTRA

SECUENCIA

V-p1507-20979

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1503-9658

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGAGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1509-21601

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAAAGAGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1507-19917

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCAATGGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1506-17655

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1602-881

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1610-2955

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1604-1805

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1709-13252

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1704-3396

ATGTACACCCCTACATGAATGCCGACCAAATTGTATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGA
AATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGGCTATCAAAGACCTGAAAAAGCCCAGTATAACCTTAGGA
AAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAATTTTGTCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATG
ATGTATGCTCTTATCTGGCTGCTGCAATGCAGTTTTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACGAGCTATGGA
ATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGATAAGATCACCCCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGTACCGATGTGGAAG
GGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGACAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGG
CCTTCTCTTGAGTTTATACAGGTTGAGCAAAATCTCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCG
GATAGAATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCCCCCTTTGCAAAGATTGTAGAACATCACACTTTGATGACTACTC
ACAAAATGTGTGCTAACTGGAGTACCATACCAAATTTCAGATTCTTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCC
CGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAGGCACAGTTGTCACTGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGT
GTCATTTACAGGGTTTATAAAGCAGATAAATCTCACTGCTAGAGAAGCACTATTG

V-b1710-14659

GAGAAGAAGTAGACAATATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTGTCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCTGCAATGCAGTTTT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACGAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGATAAGATCACCC
CGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGTACCGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATACAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTGCAAAGATTGTAGAACATCACACTTTGATGACTACTCACAAAATGTGTGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCTTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAGG
CACAGTTGTCACTGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTTATAAAGCAGATAAATCTC
ACTGCTAGAGAAGCACTATTG
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V-b1704-3232

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1703-2163

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1709-11855

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCAATGGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b1801-832

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1811-9077

ACCTCCTACAAAGAGATGCCGACAAGATTGTATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAAT
TATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGGCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAA
AGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGAT
GTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAAT
CCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGG
GAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGACAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGC
CTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCTCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGG
ATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCTTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCA
CAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCC
GGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAGGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGT
GTCATTTACAGGGATCATAAAGCAAATAAATCTCATTGCTAGAGAAGCACTATT

V-b1810-8736

GAGAAGAAGTAGACAATATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCAATGGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTGTCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCTGCAATGCAGTT
TTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACGAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGATAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGTACCGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATACAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTGCAAAGATTGTAGAACATCACACTTTGATGACTACTCACAAAATGTGTGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCTTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACTGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTTATAAAGCAGATAAATCT
CACTGCTAGAGAAGCACTATTG
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V-b1803-1343

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAAT

V-b1901-424

GAGAAGAAGTAGACAATATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTGTCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCTGCAATGCAGTTTT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACGAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGATAAGATCACCC
CGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGTACCGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATACAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTGCAAAGATTGTAGAACATCACACTTTGATGACTACTCACAAAATGTGTGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCTTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAGG
CACAGTTGTCACTGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTTATAAAGCAGATAAATCTC
ACTGCTAGAGAAGCACTATTG
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V-b1905-5405

GAGAAGAAGTAGACAATATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTGTCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCTGCAATGCAGTTTT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACGAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGATAAGATCACCC
CGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGTACCGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATACAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTGCAAAGATTGTAGAACATCACACTTTGATGACTACTCACAAAATGTGTGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCTTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAGG
CACAGTTGTCACTGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTTATAAAGCAGATAAATCTC
ACTGCTAGAGAAGCACTATTG

V-b1904-3700

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b1905-5136

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b2003-540

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCAATGGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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V-b2002-123

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGGATGCCGACAAGATTGTA
TTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCGG
CTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCAAT
TTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTTCT
TTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACCCC
GGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGAC
AAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATCT
CTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCCT
TTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAAA
TTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTAG
GCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGATCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATCT
CACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b2007-1119

GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACCAATGGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA
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GAGAAGAAGTAGACAGTATCGTCTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCTACAATGAGATGCCGACAAGATTGT
ATTCAAGGTCAATAATCAGGTGGTCTCTCTGAAGCCTGAAATTATTGTGGACCAATATGAGTACAAGTACCCG
GCTATCAAAGACCTGAAGAAGCCCAGTATAACCTTAGGAAAAGCTCCTGATTTGAATAAAGCATACAAATCA
ATTTTATCTGGCATGAACGCAGCCAAACTCGACCCTGATGATGTATGCTCTTATCTGGCTGCCGCGATGCAGTT
CTTTGAGGGATCATGTCCTGAGGACTGGACTAGCTATGGAATCCTGATAGCTCGGAAGGGAGACAAGATCACC
CCGGATTCTCTTGTGGACATAAAACGCACTGATGTGGAAGGGAATTGGGCTCTAACAGGGGGCATGGAGTTGA
CAAGGGACCCTACTGTTTCAGAGCATGCATCTCTGGTTGGCCTTCTCTTGAGTTTATATAGGTTGAGCAAAATC
TCTGGACAGAATACCGGCAATTACAAGACAAACATCGCGGATAGAATAGAACAGATTTTCGAGACAGCCCCC
TTTACAAAGATCGTAGAACATCATACTTTGATGACGACCCACAAAATGTGCGCTAACTGGAGTACCATACCAA
ATTTCAGATTCCTGGCTGGAACTTATGACATGTTTTTCTCCCGGATTGAACATTTGTATTCAGCTATTAGAGTA
GGCACAGTTGTCACAGCTTATGAGGACTGCTCAGGACTGGTGTCATTTACAGGGTTCATAAAGCAAATAAATC
TCACTGCGAGAGAAGCACTATTA

V-b2008-1267

Las secuencias se cambi6 la posicién, ya que no concatenaba para la realizacion del arbol filogenético, es decir el fin fue el inicio y el inicio fue el
fin.

Fuente: Autor.
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