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GLOSARIO

AMPLICON: Conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de
una reaccion en cadena de la polimerasa. Esencialmente, se trata de
un clon molecular.

AREA LIMPIA: Espacio fisico libre de amplicones, templados de ADN
y de muestras bilégicas que pudieran contaminar futuras PCR.
Corresponde al area de preparacion de reactivos, también llamada
Pre-PCR.

AREA SUCIA: Espacio fisico donde existe presencia y manipulacion
de amplicones, ADN/ARN y/o muestras biologicas. Comprende las
areas de extraccion del templado, area de carga o dispensacion del
templado, area de amplificacion (donde estan los termocicladores) v,
para el caso de punto final, el area de electroforesis.

CEBADOR: Oligonucleotido de 5-20 nucleétidos de longitud que sirve
como punto de partida para la replicacion de ADN. Se requieren
porque la ADN polimerasa, solamente puede agregar nuevos
nucledtidos a una molécula ADN ya existente.

ESPECIFICIDAD: (E) indica la capacidad que tiene la prueba de

identificar como sanos (no enfermos) a los que efectivamente lo son,

XVi



es decir, la especificidad es la probabilidad de que Ila prueba
identifique como no enfermo a aquél que efectivamente no lo esta.
LIMITE DE DETECCION: Se define como la cantidad mas pequefia
de copias de genomas de agentes infecciosos que puede detectarse y
distinguirse a partir de un resultado cero. Para determinar la
sensibilidad analitica se utiliza una dilucién de punto final hasta que el
ensayo ya no pueda detectar la diana en cuestion en mas del 5% de
las réplicas.

PCR convencional: También conocida como PCR de punto final,
permite visualizar, mediante una electroforesis, la acumulacion de
amplicones generados al final de un nuamero predeterminado de
ciclos.

PCR en tiempo real: Permite detectar la cinética de la acumulacion
de amplicones durante cada ciclo inmediatamente sin necesidad de
una electroforesis posterior.

RT-PCR: La transcripcion reversa genera una copia de la hebra de
RNA, pero esta copia es ADN complementario (ADNc) el cual es
estable al calor y puede resistir la metodologia PCR.
SENSIBILIDAD:(S) indica la capacidad de la prueba para detectar a

un sujeto enfermo, es decir, expresa cuan "sensible" es la prueba a la

XVii



presencia de la enfermedad. La sensibilidad es la probabilidad que la
prueba identifigue como enfermo a aquél que efectivamente lo esta.
TEMPLADO: Acido nucleico (ADN o ARN) utilizado como molde para
la PCR, es decir, a partir de aquella molécula seran sintetizadas las
copias idénticas conocidas como amplicones.

TERMOCICLADOR: Equipo que permite realizar de forma automatica
los ciclos de temperatura necesarios para una PCR. El termociclador
es diferente si se realiza una PCR de punto final o una PCR de tiempo
real.

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO: Es la probabilidad condicional que
los individuos con una prueba negativa no tengan realmente la
enfermedad.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO: Equivale a la probabilidad
condicional que los individuos con una prueba positiva tengan

realmente la enfermedad.

Xviii



RESUMEN

Se estandarizé la técnica TR-PCR en tiempo real y convencional.
Se utiliz6 patrones positivos (n=150) y negativos (n=150) al VR mediante
IFD. La extraccion de ARN, sintesis de ADNc, PCR convencional y tiempo
real se realizaron utilizando kits comerciales. Se utilizaron tres cebadores
para amplificar una region codificante del gen E1 del VR frente a patrones
positivos, vacuna combina (Wistar RA 27/3-Edmoston Zagreb) como
controles positivos, y patrones positivos de sarampion, VHS1, VHS2,
PVB19 y Mycoplasma, como controles negativos. Los resultados se
determinaron mediante el andlisis de bandas en gel de agarosa y curvas
de amplificacién. La PCR convencional detecté 4,47 x 10 ng/pl de ARN
con un 98 % sensibilidad, 100 % especificidad, 100 % VPP y 98 % VPN y
la PCR en tiempo real detectd 4,36 x 10° ng/ul de ARN, con un 98,6 %
sensibilidad, 100 % especificidad, 100 % VPP y 98,6 %VPN, teniendo una
correlacibn muy buena. Las técnicas resultaron una herramienta
diagnostica con alta sensibilidad y especificidad para el diagndstico del

VR, siendo la mas sensible la PCR en tiempo real.

Palabras clave: Virus de la Rubéola/diagnostico; sensibilidad,
especificidad, capacidad diagnostica, limite de deteccion, PCR

convencional, PCR tiempo real.
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ABSTRACT

The technique was standardized in real time and conventional by
RT-PCR. Positive (n=150) and negative (n=150) to RV patterns was used
by DIF. The extraction of RNA, synthesis of cDNA, conventional and real
time of the PCR they were realized using commercial kits. Three primers
were used to amplify a codificante region of the gene E1, of the positive
patterns of the RV, combined vaccine (Wistar RA 27/3-Edmoston Zagreb)
as positive controls and positive patterns of measles, HSV1, HSV2,
PVB19, Mycoplasma, as negative controls. The results determined by
analysis of bands in gel of agarose and curves of amplification. The
conventional PCR detected 4,47 x 1072 ng/pl of the RNA with 98%
sensibility, 100% specificity, 100% PPV and 98% PNV, and the real time
PCR detected 4,36 x 10° ng/pl of RNA with 98,6% to sensibility, 100%
specificity, 100% PPV, 98,6% PNV, having a very good correlation. The
techniques proved a diagnostic tool with high sensibility and specificity for
the diagnostic of the RV, being the more sensitive the real time of PCR.
Key words: Rubella virus/diagnostic; sensibility, specificity, capacity

diagnostic, limit of detection, conventional PCR, real time PCR
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INTRODUCCION

La rubéola es una enfermedad infectocontagiosa de relevancia
en salud publica por su caracter de vigilancia a nivel mundial; la
erradicacion de esta enfermedad es una prioridad politica sanitaria, en
este contexto se desarrollan intensas actividades de vacunacion y de
vigilancia epidemiolégica con miras a consolidar este proceso y lograr

una certificacion internacional.

La rubéola se describio por primera vez en el siglo XVIIl y se
aceptd como una infeccion diferente al sarampion y a la fiebre
escarlatina en 1881. El primero en identificar a la rubéola como una
entidad nosolégica independiente, fue George Maton en 1814, quien
describio sus caracteristicas clinicas y el periodo de incubacion de la
enfermedad. En 1866 Henry Veal propuso el término rubella en el
idioma inglés, que ha pasado como “rubéola” al espafiol (Venegas et
al., 2008). En 1945 Norman McAllister Gregg descubre el efecto
teratogénico del virus de la rubéola, al identificar cataratas congénitas
y otras malformaciones en niflos cuyas madres sufrieron la

enfermedad durante el embarazo, lo que convirtié a esta enfermedad



presumiblemente benigna en un terrible azote bajo determinadas

circunstancias (Bellini e Icenogle, 2003).

El virus de la rubéola (VR) es el Unico miembro del género
Rubivirus de la familia Togaviridae. Es un virus casi esférico con un
diametro de 60 a 70 nm, envuelto, con pequefias espiculas. Su
genoma es de ARN monocatenario de polaridad positiva, tiene un
peso molecular de 3,8 x10° Da y una longitud de 10kb, tiene un

contenido G-C de 69%.

La rubéola es una enfermedad sumamente contagiosa que se
propaga por medio de las secreciones nasales de persona a persona
(Lee y Bowden, 2000). A diferencia del sarampiéon o la varicela, la
infeccion por la rubéola suele ser inaparente, favoreciendo la

diseminacion virica (Mori et al, 2006).

La erupcion o exantema aparece entre el dia 14 y 18 después de
la infeccion (MINSA/INS, 2007). Aparece primero en la cara, se
produce viremia y la diseminacion del virus se generaliza en todo el
cuerpo, incluida la placenta durante el embarazo (Lee y Bowden,

2000). El virus se multiplica en muchos érganos, pero pocos signos



son manifiestos, a excepcion de artralgias y artritis transitoria que son
poco frecuentes en los niflos, pero ocurren con frecuencia en adultos,

especialmente mujeres (MINSA/INS, 2007).

Se han comunicado casos raros de reinfeccion, confirmados
serologicamente después de una infeccion previa (0 vacunacion).
También se han presentado casos de Sindrome de Rubéola
Congénita (SRC) después de una reinfeccion en mujeres
embarazadas con inmunidad natural o generada por la vacuna, pero
son extremadamente raros. Los anticuerpos maternos contra la
rubéola protegen al recién nacido durante los primeros meses de vida
y pueden modificar la respuesta inmunitaria si se vacuna a una edad

temprana (MINSA/INS, 2007).

El SRC es la consecuencia mas grave de la rubéola (WHO,
2011). El riesgo mas alto de SRC se observa en los paises donde las
mujeres en edad fértil presentan altas tasas de susceptibilidad.
(Clements, 1992). Aparece como consecuencia de la infeccidn del feto
por el virus de la rubéola durante el primer trimestre del embarazo y
puede ser causa de aborto espontdneo o inducido, con mdaltiples

anomalias congénitas; pueden estar afectados practicamente todos



los oOrganos. La sordera es la manifestacion mas frecuente y a
menudo la unica del SRC (OMS, 2006), aunque también pueden ir
acompafados de defectos al corazon y cataras. La especificidad del
organo estd dada en general por el momento de la infeccion
intrauterina; sin embargo, la relacion entre las anomalias fetales y el
tiempo de la infeccion no siempre es clara (Feigin, 1997; Murray,

1998; Chapter, 2004).

El diagnostico serologico del VR puede confirmarse mediante la
inoculacion de materiales infectados como secreciones nasofaringeas
y orina en cultivos celulares; inmunofluorescencia o hemadsorcion
mediante titulaciones de inhibicion de la hemaglutinacion (Plotkin y
Reef, 2004). Los inmunoensayos en fase sélida como ELISA se
utilizan con fines diagnosticos por su facilidad de ejecucion y rapidez
(Bellini e Icenogle, 2003). En los laboratorios la confirmacién de los
casos de rubéola es por medio de la deteccion de IgM especifica para
rubéola en suero de los pacientes con sospecha de tener la infeccién.
Sin embargo el virus estd presente normalmente en garganta o
nasofaringe desde unos pocos dias antes hasta 5 dias después de la
aparicién exantema por lo que lo hace una muestra adecuada para la

deteccion del virus por PCR (Zhu et al., 2007).



En la practica es frecuente la incorporacion de procedimientos
diagnésticos, sin que se abandonen los métodos anteriores en uso. La
simultaneidad de exdmenes para la misma finalidad, habitualmente
arroja resultados confusos o contradictorios (Fescina et al., 1985); por
lo que es importante evaluar el rendimiento de diferentes diagndsticos

de infeccion para el virus de la rubéola (Mosquera et al., 2006).

La prevencion y vigilancia epidemiologica activa de SRC vy
rubéola es muy importante ya que tiene como principal objetivo la
erradicacion de la rubéola del pais (RM N°800). Por lo que es
necesario el disefio y ejecucion de técnicas con una alta sensibilidad y
especificidad para el diagnostico oportuno de esta enfermedad. En
este contexto, el proposito de este trabajo es estandarizar una
metodologia de PCR convencional y PCR en tiempo real basado en
sondas TagMan para detectar el gen E1 en aislamientos del VR,
como alternativa o complemento de los métodos serolégicos de

diagnastico utilizados en el Peru actualmente.

El diagndstico a tiempo es de suma importancia; por la
naturaleza de la enfermedad; se requiere que las pruebas de

laboratorio sean répidas, sensibles, especificas y sobre todo



confiables. En dependencia de la técnica empleada, un laboratorio de
diagnostico puede determinar si una muestra es positiva 0 no al VR
en algunas horas. Por tal motivo, con la implementacién de la biologia
molecular como metodologia diagnéstica, la PCR se considera como
una alternativa para detectar al genoma viral, aun cuando existan
muestras que contengan cantidades pequefias del mismo. A nivel
internacional, existen diversos estudios que demuestran la alta
sensibilidad y especificidad de las pruebas de PCR en la deteccion de
virus. Ademas, de mostrar una superioridad en relacion con otras

pruebas diagnosticas (Williams et al., 1999; Bowers et al., 2008).



1.1 Planteamiento del problema

La rubéola en la Region de las Américas sigue estando
expuesta a un elevado riesgo de importacion de virus, dada la
circulacion continta del virus de la rubéola en otras regiones del
mundo. En el 2006 el Peru reporto, el ultimo caso de rubéola
autoctono; y el siguiente afio, 2007, los dos ultimos casos de

SRC (MINSA, 2012).

En el Instituto Nacional de Salud (INS), dentro del Centro
Nacional de Salud Publica en el Laboratorio de Sarampion y
Rubéola, se realiza la vigilancia de sarampion y rubéola cuyo
objetivo es detectar oportunamente un caso primario de
sarampion y rubéola, de cualquier procedencia (autoctono o
importado), con la finalidad de interrumpir la cadena de
transmision y Evaluar el impacto de la inmunizacién contra

sarampion y rubéola en el pais.

Dicha vigilancia en el Laboratorio de Sarampién y Rubéola
se realiza por el ensayo inmunoenzimatica (ELISA), una técnica

gue por su sensibilidad y especificidad requiere de otras pruebas



con mayor sensibilidad y especificidad como las pruebas
moleculares, sobretodo en tiempos donde el Perlu esta
encaminado a la eliminacion de la Rubéola enmarcados en la

vigilancia.

Con la finalidad de aumentar la sensibilidad del diagndstico
de rubéola, se han adoptado técnicas de diagnostico molecular,
gue mas de presencia o0 ausencia del virus, permiten la
diferenciacion entre tipos de variantes del virus y controlar los

posibles casos post vacunales.

En el pais la rubéola esta eliminado; pero no se descarta
un posible caso de importacion; es por ello que el diagnéstico
molecular brindaria un seguimiento eficaz del caso. Actualmente
la técnica de PCR esta siendo implementada para la deteccion
del virus de rubéola. Por lo tanto, en el presente trabajo se
estandarizé las técnicas de PCR convencional y en tiempo real
para la identificacion del virus de rubéola como una herramienta
diagnodstica alternativa o confirmatoria. Es asi que el presente

trabajo se basa en la capacidad diagnostica del PCR.



1.2

1.3

1.1.1. Formulacion del problema:

¢La estandarizacion de técnicas moleculares por
PCR convencional y PCR en tiempo real permitird la
deteccién del virus de la rubéola en el Instituto Nacional

de Salud?

Hipotesis

La estandarizacion de técnicas moleculares por PCR
convencional y PCR en tiempo real detecta el virus de la rubéola

en el Instituto Nacional de Salud.

Justificacion

La rubéola es una enfermedad leve que se presenta con
fiebre y exantema. Esta adquiere relevancia en la salud publica
por el potencial teratogénico del virus, cuando se adquiere la
infeccion en etapas tempranas del embarazo presentando lo que
se conoce como Sindrome de Rubéola Congénita (WHO, 2011).

La infeccidn del feto por el virus de la rubéola puede dar lugar a



aborto espontaneo, muerte fetal o a malformaciones congénitas
graves en el recién nacido. El sindrome de rubéola congénita
(SRC) es una causa frecuente de ceguera, sordera, cardiopatia

congénita y retraso mental.

La rubéola es una enfermedad que viene siendo parte del
plan de vigilancia para su eliminacion. Los ministros de salud de
las Ameéricas aprobaron la meta de erradicar la Rubéola y el
Sindrome de Rubéola Congénita (SRC) desde 2003, a traves de
resoluciones del Consejo Directivo de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS, 2009). La rubéola ha mostrado
actividad permanente desde 1997. Entre los afios 2000 — 2001 y
2004 - 2006, se presento epidemias en todo el pais (MINSA/INS,

2007).

La vigilancia conjunta del sarampion y rubéola, que se
realiza desde el afio 2000, ha permitido conocer mejor el
comportamiento de esta enfermedad, la introduccion de la
vacuna trivirica (SPR) y el compromiso de eliminar la rubéola y
el Sindrome de la Rubéola Congénita (MINSA, 2012). Segun la

resoluciéon ministerial del 9 de octubre del 2012 N°800/MINSA,
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considera que siendo un serio problema de salud publica, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha recomendado
la implementacion de planes y acciones para fortalecer la

eliminacion de estas enfermedades (RM. N°800-2012).

En la actualidad la OMS recomienda la aplicacion
sistematica de la vacuna contra la rubéola; por lo general en
combinacion con la del sarampion. Aunque la vacuna ha venido
actuando con gran eficacia en América, existe aun la
enfermedad y reportes de casos en Europa, Asia, y Africa, por lo
gue no se descartaria un posible brote debido a los constantes

movimientos de personas.

En el Pert el sarampion y la rubéola, segun el boletin
epidemiologico del ministerio de salud 2014, Vol. 23 SE N°7: En
el afio 2013 se notificaron 453 casos sospechosos de sarampion
y rubéola, siendo descartados el 100 %. Hasta la SE 07-2014 se
notificaron 52 casos de enfermedades febriles eruptivas; de los
cuales, 50 se notificaron como casos sospechosos de rubéola y
el 2 sospechosos a sarampion. Del total de casos notificados, 37

fueron descartados y 16 casos estan pendientes de clasificacion.
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Segun la OEI/MINSA entre la poblacion programada y la
poblacién vacunada segun grupo de edades para el 2011 existe
un déficit de un 20-30% de poblaciéon no vacunada obteniendo
una cobertura desde 77-83% y segun la cobertura y monitoreo
rapido (MRC) del barrido APO/SPR Pert 2011 indicado por

departamentos la cifra aumenta a un 97,7% (MINSA, 2012).

La Region de las Américas sigue estando expuesta a un
elevado riesgo de importacion de virus, dada la circulaciéon
continua de los virus del sarampion y de la rubéola en otras
regiones del mundo. Ademas, algunos paises han notificado
debilidades y fallas en sus sistemas nacionales de vigilancia y
programas de vacunacion de rutina, lo que los hace
particularmente vulnerables al riesgo de reintroduccion de virus

gue pueden causar brotes (OPS, 2012).

En el periodo 1998-2006, los casos confirmados de rubéola
en las Américas disminuyeron en 98%, al pasar de 135,947 a
3,005. Sin embargo, en el 2007, las Américas experimentaron un
resurgimiento de los casos de rubéola debidos a las

importaciones del virus de la rubéola a los paises que
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inicialmente habian dirigido las campafias de vacunacion masiva
solamente a las mujeres. Los casos confirmados de rubéola
aumentaron de 3,005 en el 2006 a 13,187 en el 2007, como
resultado de los brotes ocurridos en tres paises. En el 2008, en
la Region se notificd un total de 4,536 casos confirmados de
rubéola; y los casos ocurridos en dos paises representaban 98%
de ellos. Como una consecuencia lamentable de los brotes de
rubéola del periodo 2008-2009, se notificd un total de 27 casos
del SRC en estos dos paises. El ultimo caso confirmado del SRC
fue un niflo nacido el 26 de agosto del 2009 en Brasil. En
respuesta a estos brotes, los paises intensificaron las
actividades de vigilancia y las intervenciones de vacunacion por
medio de actividades complementarias de vacunacién de
adolescentes y adultos. Los paises que culminaron las
campafas para adolescentes y adultos, hombres y mujeres, no
han notificado casos de rubéola endémica. El ultimo caso
confirmado de rubéola endémica se notifico en febrero del 2009.
En el 2009, dos paises notificaron 7 casos de rubéola asociados
con la importacion; en el 2010, el total regional fue de 15 casos
de rubéola asociados con la importacion; y en el 2011, fue

nuevamente de 7 casos de rubéola asociados con la importacion
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(datos provisionales hasta abril del 2012). En el 2010 y el 2011

no se notificaron casos endémicos del SRC (OPS, 2012).

Durante el andlisis de los datos de la eliminacion del
sarampion, la rubéola y el SRC, Colombia identificé varios casos
de rubéola confirmada clinicamente y por laboratorio en 2008,
2009 y 2011. El primer caso detectado fue un caso de rubéola
confirmado por laboratorio ocurrido en el 2011, sin informacion
sobre el genotipo. Las investigaciones retrospectivas en el
mismo departamento de Colombia revelaron 8 casos mas de
rubéola con confirmacién de laboratorio o clinica entre el 2008 y
el 2009. La mayoria de las personas afectadas no tenian

antecedentes de vacunacion (OPS, 2012).

Dada ésta presencia de circulacion del virus de rubéola en
los paises de la region debidos a la importacion, especialmente
Colombia que comparte frontera con las regiones del Perd, y
habiéndose evidenciado la heterogeneidad de las coberturas de
la vacunacion de rutina al interior del pais, asi como identificado
los grupos de edad no vacunados en las campafias masivas del

2006 y 2011, el incumplimiento en el ambito nacional y regional
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de algunos indicadores epidemioldgicos, asi como debilidades
importantes en la investigacion epidemioldgica y clasificacion de
casos, ponen al pais en riesgo ante una importacién de los virus
de rubéola, con la aparicion de casos secundarios (MINSA,

2012).

Los Estados Miembros han tomado otras costosas medidas
para reducir el riesgo de que ocurran nuevos brotes causados
por la propagacion internacional de los virus del sarampion y la
rubéola. Estas medidas incluyen actividades rutinarias y
suplementarias de inmunizacion para cerrar las brechas de
inmunidad en la poblacién, monitoreo rapido de las coberturas,
vacunacion de las poblaciones vulnerables e investigaciones

oportunas de cada caso importado (OPS, 2012).

Por lo cual se justifica la realizacion de este trabajo que

facilitara los resultados confiables y oportunos en la deteccion de

los virus de rubéola permitiendo una vigilancia eficiente.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

- Estandarizar las técnicas moleculares por PCR
convencional y PCR en tiempo real para el diagnéstico

molecular del Virus de la Rubéola.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Determinar el Limite de deteccion del PCR convencional
y PCR en tiempo real para el diagndstico molecular del

Virus de la Rubéola.

- Evaluar la capacidad diagnéstica del PCR convencional
y en tiempo real para el diagnéstico molecular del Virus

de la Rubéola.

- Evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos

por PCR convencional y PCR en tiempo real.
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1.5 Marco tedrico

1.5.1 Agente etiolégico

CARACTERISTICAS GENERALES.- El nombre de rubéola se
deriva del latin que significa “rojizo”. Se considerod inicialmente
como una variante del sarampion o de la escarlatina por lo
cual se denomind “tercera enfermedad”. La rubéola tiene una
distribucion mundial, con excepcion de los paises, en los

cuales la enfermedad se ha eliminado.

AGENTE ETIOLOGICO.- El virus de la rubéola pertenece a la
familia Togaviridae, género Rubivirus. (RM. N°800-2012). Este
virus es casi esférico con un diametro de 60 a 70 nm. Esta
compuesto por una nucleocapside icosaédrica que contiene
un genoma monocatenario de ARN de polaridad positiva; el
nacleo esta rodeado por una cubierta lipidica compleja (toga =

cubierta).
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Figura 1. Diagrama de la particula del virus de la rubéola

correlacionado con el mapa genético.

Fuente: Murray, 1998; Wolinsky, 1996

El virus contiene tres proteinas estructurales, dos en
la envoltura (E1 y E2) y una en el nucleo (capside o proteina
C) alrededor del ARN (Figura 1). Las proteinas de la
envoltura, E1 y E2, son glicoproteinas que existen como
heterodimeros y se proyectan en forma de seis a ocho
espiculas de 8 nm en la superficie. E1 parece ser la molécula
dominante de la superficie y se asocia con los epitopes
neutralizantes y hemaglutinantes (Wolinsky, 1996). Soélo se

conoce un serotipo del virus, pero los analisis del arbol
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filogénico, principalmente de la region que codifica E1, indican
la existencia de por lo menos siete genotipos diferentes
representados en dos clases (OMS, 2006). No existe reaccion

cruzada con otros togavirus.

El virus contiene un ARN de 9,762 nucleétidos. El
extremo 5 del genoma posee una cofia y el extremo 3’ una
cola de poli (A). La sintesis y el procesamiento de las
proteinas del virus de la rubéola tienen lugar a partir de
precursores poliproteicos de alto peso molecular (Wolinsky,
1996). Ejemplos con informacion sobre la secuencia
nucleotidica del virus de la rubéola se han depositado en el
banco de datos EMBL/GenBank con los siguientes niumeros

de acceso: M15240, M18901, y M32735 (OMS, 2006).

Es un virus ARN relativamente inestable y es inactivado
por solventes grasos, tripsina, formalina y luz ultravioleta, calor
y pH extremos, y amantadina. (MINSA, 2007); es
relativamente termolabil; se inactiva después de 30 minutos a
56°C, de 4 minutos a 70°C y de 2 minutos a 100°C. El virus se

degrada rapidamente con la congelacién convencional a
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15.2

-20°C, pero es estable a -60°C. Los solventes lipidicos, los
acidos y alcalis débiles y la luz ultravioleta inactivan el virus
dela rubéola. Es también sensible a una amplia gama de
desinfectantes y se inactiva en hipoclorito de sodio al 1%,
etanol al 70% y formaldehido (Chapter, 2004; Wolinsky,

1996).

Aspectos clinicos epidemioldgicos

Reservorio.- El Unico conocido es el ser humano

(MINSA/INS, 2007).

Distribucion.- Se ha modificado notablemente en los paises
gue consideran la vacuna antirubedlica en su calendario de
vacunacion y en aquellos que han iniciado campafias de
erradicacion del Sindrome de Rubéola Congénita. En nuestro
pais, la rubéola es endemo epidémica, con una tasa de
incidencia que varia entre 5% x 100,000 habitantes

(MINSA/INS, 2007).
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Modo de transmision.- El virus se transmite de persona a
persona por contacto directo a través de gotitas eliminadas en
secreciones respiratorias. En poblaciones cautivas (cerradas)
como escuelas, centros militares, etc., pueden infectarse
todas las personas susceptibles expuestas. Los lactantes con
SRC expulsan grandes cantidades de virus por secreciones
faringeas y en la orina que es la fuente de infeccion para sus

contactos (MINSA/INS, 2007).

Periodo de incubacion.- Varia entre 14 y 17 dias

(MINSA/INS, 2007).

Periodo de transmisibilidad.- La maxima contagiosidad es
desde 7 dias antes y hasta 4 dias después de la aparicion del

exantema (MINSA/INS, 2007).

Susceptibilidad.- Toda persona que no ha padecido la

enfermedad o que no ha sido vacunado adecuadamente

(MINSA/INS, 2007).
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Inmunidad.- Parece ser de por vida después que una
persona tuvo la enfermedad o fue vacunado. Los lactantes
hijos de mujeres inmunes suelen estar protegidos por 6 a 9
meses segun la cantidad de anticuerpos maternos

transferidos a través de la placenta (MINSA/INS, 2007).

Cuadro clinico.- Es una infeccidbn aguda exantematica de
ninos y adultos, generalmente de poca intensidad.

Clinicamente se distinguen dos formas:

Rubéola Adquirida o Postnatal.- Muchos casos son
subclinicos. Los nifios no experimentan la fase prodrémica
pero los adultos pueden presentar malestar, fiebre y anorexia
por algunos dias. La manifestacion principal es rash y
adenopatias retroauriculares, cervicales posteriores, y cadena
suboccipital, estas duran algunas semanas; ocasionalmente
ocurre esplenomegalia. El rash se inicia en cara y se desplaza
hacia abajo, es maculo-papular pero no confluente, puede
acompafarse de coriza leve y conjuntivitis, usualmente dura
entre 3 y 5 dias. La fiebre, si esta presente. En la fase de

convalecencia se puede presentar descamacion. Se describe
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un enantema consistente en lesiones petequiales en el

paladar blando (manchas de Forscheimer) pero este no tiene

valor diagnéstico (MINSA/INS, 2007).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de una infeccion tipica por el

virus de la rubéola.

Dia
0

la22

3a8

6az20

8al4

10a 17
10a24

17a19

Evento
El virus de la rubéola de las secreciones respiratorias de
una persona infectada entra en contacto con la
superficie epitelial de la nasofaringe de una persona
susceptible. Se establece la infeccion localizada en el
epitelio respiratorio y el virus se disemina a los ganglios
linfaticos regionales.
Replicacion viral en la nasofaringe y en los ganglios
regionales.
Primeras pruebas de excrecion nasofaringea de los
virus.
Viremia
Infeccion establecida en la piel y otros focos.
Méaxima viremia y viruria.
Méaxima excrecidn nasofaringea de virus (cerca de 3
dias antes hasta 7 dias después de la apariciéon del
exantema).

La viremia disminuye y luego desaparece.

Fuente: Feigin, 1997; Chapter, 2004.
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La rubéola es moderadamente contagiosa, sobre todo
en el periodo de aparicion del exantema, pero es transmisible
desde una semana antes, hasta 5 a 7 dias 0 mas después de
iniciado el exantema (tabla 1). Los lactantes con SRC pueden
excretar virus hasta un afio después del nacimiento (OMS,

2006).

La rubéola afecta principalmente a los nifios, a los
adolescentes y a los adultos jovenes. Los principales
sintomas comprenden aumento del volumen de los ganglios
linfaticos (linfadenopatia) y exantema maculopapular, que
pueden estar precedidos de sintomas leves de resfriado
comun. Las linfadenopatias pueden aparecer entre 5y 7 dias
antes del comienzo del exantema y hasta 2 dias después. Si
bien estos sintomas no son especificos de la rubéola, la
linfadenopatia puede ser mas pronunciada y durar mas
tiempo (varias semanas) en la rubéola que en otras
enfermedades exantematicas, como el sarampion (Chapter,

2004).
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Dia de evolucion de
la enfermedad
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Sintomas de resfriado
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Figura 2. Caracteristicas clinicas de una infeccion tipica por el

virus de la rubéola.

Fuente: Feigin 1997, Chapter 2004.

En los nifios, la erupcion cutanea suele ser la primera
manifestacion. Los prédromos incluyen fiebre baja, cefalea,
malestar general, anorexia, conjuntivitis leve, rinitis, dolor de
garganta, tos y linfadenopatias de los ganglios suboccipitales,
posarticulares y cervicales (Figura 2). Entre 14 y 18 dias
después de la infeccion, aparece un exantema maculopapular
(erupcién cutdanea rosada con manchas discretas). El

exantema, que puede ser dificil de ver, comienza en la cara y
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el cuello y se disemina rdpidamente hacia abajo al tronco y las
extremidades. El exantema se desvanece después de 1 a 3
dias y en ocasiones es pruriginoso. El dolor de las
articulaciones y la artritis transitoria son poco frecuentes en
los nifios, pero ocurren con frecuencia en los adultos,

especialmente en las mujeres.

Tras la infeccion por el virus de la rubéola se adquiere
inmunidad humoral e inmunidad mediada por células. Los
anticuerpos de tipo IgG e IgM se detectan entre 14 y 18 dias
después de la infeccion por el virus de la rubéola, alrededor

del momento en que aparece el exantema (Figura 3).

Los anticuerpos IgM contra la rubéola disminuyen
rapidamente y en general no se pueden detectar después de
2 meses, mientras que los anticuerpos IgG persisten. La
respuesta linfocitica mediada por células, especifica de la
rubéola, comienza una semana después de la respuesta

humoral y persiste durante toda la vida.
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Virus detectable en el nasofaringe
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Infeccién  Inicio del exantema

Figura 3. Respuesta inmunitaria en un caso tipico de

infeccion por el Virus de la Rubéola.

Fuente: Feigin 1997, Murray 1998.

Se han comunicado casos raros de reinfeccion,
confirmados serolégicamente después de una infeccion previa
(o vacunacion). También se han presentado casos de SRC
después de una reinfeccion en mujeres embarazadas con
inmunidad natural o generada por la vacuna, pero son
extremadamente raros. Los anticuerpos maternos contra la
rubéola protegen al recién nacido durante los primeros meses
de vida y pueden modificar la respuesta inmunitaria si se

vacuna a una edad temprana.
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Sindrome de Rubéola Congénita (SRC).- EI SRC es la
consecuencia mas grave de la rubéola. Aparece como
consecuencia de la infeccion del feto por el virus de la rubéola
durante el primer trimestre del embarazo y puede ser causa
de aborto espontaneo o inducido, mortinato o mdltiples
anomalias congénitas; pueden estar afectados practicamente
todos los organos. La sordera es la manifestacion mas

frecuente y a menudo la unica del SRC (OMS, 2006).

El riesgo de anomalias congénitas tras la infeccion
materna por el virus de la rubéola varia del 10 al 90%. La
gravedad y el tipo de anomalia dependen de la edad
gestacional del feto en el momento de la infeccion. El periodo
mas peligroso son las 12 primeras semanas de gestacion; las
anomalias congénitas son raras como consecuencia de
infecciones posteriores a las 20 semanas. La especificidad del
organo esta dada en general por el momento de la infeccién
intrauterina; sin embargo, la relacion entre las anomalias
fetales y el tiempo de la infeccidon no siempre es clara (Feigin,

1997; Murray, 1998; Chapter 2004).
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La rubéola puede ocasionar defectos congénitos
durante la gestacion temprana, y cuya aparicion puede tardar
entre 2 y 4 afios o producir hasta la muerte fetal. Las
deficiencias congénitas ocasionan sordera, cataratas,
glaucoma, retinopatia, microftalmia, ductus arterioso
persistente, defectos del septum ventricular, estenosis
pulmonar y coartacion de aorta. En el sistema nervioso
ocasiona retardo mental, microcefalia. Otras anomalias son
lesiones Oseas, esplenomegalia, hepatitis y trombocitopenia
con purpura y diabetes mellitus que aparece con frecuencia
en la nifiez tardia (MINSA, 2007). Las anomalias oftdlmicas y
cardiacas se suelen presentar con una infeccion ocurrida
durante las 8 primeras semanas del embarazo, mientras que
el dafio cerebral y la sordera cuando la infeccion ocurre en las
18 primeras semanas del embarazo (Feigin, 1997; Chapter,

2004).

Aunque la vacunacion antirubedlica esta contraindicada
durante el embarazo, no se han notificado casos de SRC en
mas de 1 000 embarazadas susceptibles, que recibieron de

forma inadvertida la vacuna al comienzo del embarazo. En
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una investigacion de casi 19,000 embarazadas
inadvertidamente vacunadas contra la rubéola en una gran
campafia masiva, tampoco se encontraron pruebas de casos
de SRC (datos no publicados). Por lo tanto, la vacunacion
inadvertida contra la rubéola durante embarazo no constituye

una indicacion de aborto (Plotkin, 1999).

Vacunacion.- La vacuna contra la rubéola contiene una cepa
de virus vivo atenuado que se ha utilizado durante mas de 40
afios. Una sola dosis de vacuna confiere un nivel de
inmunidad a largo plazo superior al 95%, que es similar al que
genera la infeccion natural. Las vacunas contra la rubéola
estan disponibles en preparaciones monovalentes (vacuna
dirigida solo a un patdégeno) o, mas frecuentemente, en
combinaciéon con otras vacunas, como las vacunas
combinadas contra el sarampion, la rubéola, y la parotiditis.
Las reacciones adversas a la vacuna por lo general son leves.
Pueden consistir en dolor y enrojecimiento en el sitio de la
inyeccion, fiebre leve, exantema y dolores musculares. En las
campafias masivas de vacunacidon en la Regién de las

Américas, que abarcaron a mas de 250 millones de
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adolescentes y adultos, no se detectaron reacciones adversas

graves asociadas con la vacuna (OMS, 2013).

Diagnostico diferencial de rubéola posnatal.- Se debe
diferenciar de sarampion, escarlatina, parvovirus B19,
exantema subito, roséola infantil, coxsackie y echovirus y
ciertas infecciones por Toxoplasma gondii o enterovirus

(Tabla 2) y dengue (MINSA, 2007).
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Tabla 2. Diagnéstico diferencial de las principales
enfermedades febriles eruptivas.
o Periodo de
Enfermedad Caracteristicas de la Agente -
) y A Incubacion
febril erupcion Etiologico ]
(Dias)
Generalmente sin fiebre.
Erupcion intensa en
Eritema | mejillas, puede reaparecer Parvovirus 4 220
a
infeccioso | entre 1 y 3 semanas Humano B9
después de la exposicion al
sol 0 agua caliente.
Frecuentemente en
menores de 4 afos.
Después de desaparecer la | Herpes Virus
Exantema | »
. fiebre, la erupcion aparece Humano 6 5a15
subito
en tronco, y luego en todo el (VHH-6)
cuerpo, ésta palidece y
desaparece pronto.
Eritema fino, punteado,
palidece al tacto, la piel
. ) ] ) Streptococcus
| tiene consistencia parecida
Escarlatina . pyogenes la3
a papel lija. Hay
Grupo A

enrojecimiento de las

mejillas y palidez peribucal.

Fuente: MINSA, 2007
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Epidemiologia molecular y genotipificacion.- La vigilancia

del virus de la rubéola constituye en obtener una secuencia

viral de las muestras representativas de cada brote epidémico

durante la fase de control o de cada cadena de transmision

durante la fase de eliminaciéon. La red mundial de laboratorios

de sarampion y rubéola de la OMS apoya las iniciativas

destinadas a obtener aislados de los virus salvajes de la

rubéola circulantes y facilita su remision a los laboratorios

designados, donde se realizara el andlisis genético.

Tabla 3. Cepas de referencia en el analisis genético de los

virus de la rubéola de tipo salvaje.

Genotipo | Cepas de referencia a Nombre actual ° Numero
de acceso
RVI/BEL63 Cendehill BEN 63° | AF188704

12 RVi/Con. USA/61 HPV77 US 61c M30776
RVi/Toyama.JPN/67 TO-336 WT JP 67 [AB047330
RVIi/ISR/75[1B] -91S 75 AY968207
1B RVi/ISR/88[1B] [-34 1S 88 AY968209
RVIi/ISR/79[1B] -13 1S 79 AY968208
RVi/Cal.USA/91[1C] BUR US 91 AY968212
1C RVIi/SLV/02[1C] QUI ELS 02 AY968211
RVIi/PAN/99[1C] P-31 PAN 99 AY968217
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RVi/Cal USA/97[IDICRS |SAL-CAUS 97 |AY968206
1D RVi/Tokyo.JPN/90[1D]CRS | NC JP 90 AY968214
RVi/Saitama.JPN/94[1D] |SAI-1JP 94 AY968216
. RVi/Shandong.CHN/02[1E] | T14 CH 02 AY968210
RViI/MYS/01[1E] M-1 MAL 01 AY968221
" RVi/Shandong.CHN/OO[1F] [ TS 10 CH 00 AY968213
RVi/Anhui. CHN/OO[1F] | TS 38 CH 00 AY968215
A RVi/Beijing.CHN/79[2A]  |BRD1 CH 79 AY258322
RVi/ Beijing.CHN/80[2A] | BRD2 CH 80° AY258323
RVi/TelAviv.ISR/68[2B] 1-111S 68 AY968219
2B RVi/Wash.USA/16.00[2B] | TAN IND 00 AY968220
RVi/Anhui.CHN/00/2[2B] | TS34 CH 00 AY968218
Vacuna 9| RVi/lUSA/64 RA27/3US 64° |L78917

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud, 2006

a.

b.

C.

d.

Cepas denominadas usando

recomendada por

informacion completa de algunas cepas.

la nueva convencion

la OMS. No se cuenta con la

Cepas denominadas usando los identificadores antiguos o

publicados anteriormente.

Virus vacunal atenuado cuyo virus salvaje original se ha

perdido.

Se considera que el genotipo de este virus es 1a.
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La mayoria de los estudios genéticos de los virus
salvajes de la rubéola se ha conducido mediante
secuenciacion completa o de porciones de la region que
codifica la proteina E1 de la envoltura. En la actualidad, se
utilizan en la caracterizacion genética diferentes porciones
(ventanas) de la region que codifica E1, pero la OMS
recomienda en los estudios de rutina de epidemiologia
molecular una ventana de 739 nucledtidos, entre los

nucleotidos 8731 y 9469 (OMS, 2006).

Los principales grupos filogénicos del virus de la
rubéola, que difieren en 8 a 10% de la secuencia nucleotidica,
se pueden separar en dos clases. En el tabla 3 se enumeran
los virus de referencia de siete grupos inter clases,
denominados genotipos (1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2A'y 2B), con un
genotipo comuan provisional (1a) (WHO, 2005). Se ha
observado que los genotipos 1B, 1C, 1D y 1F tienen una
distribucion limitada: 1B se encontr6 en Europa y a lo largo de
la costa oriental de América del Sur, 1C en Centroaméricay a

lo largo de la costa occidental de América del Sur; 1D en
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paises asiaticos y se encontrd un virus del genotipolD en

Etiopia; el genotipo 1F se encontré en China.

PCR convencional

La reaccion en cadena de polimerasa, llamada también
PCR en punto final, es una prueba diagnéstica sensible y
especifica capaz de detectar el genoma de patdgenos
presentes en tejidos, inclusive hasta en tejido descompuesto.
Se emplea como apoyo en aquellos casos donde el resultado
del diagnostico ha sido dudoso por otras técnicas. Se usa
para ampliar una secuencia de ADN, con esta se consigue
copiar millones de veces en un par de horas una secuencia
predeterminada dentro de una mezcla de ADN (Rojas et al.,
2006). Esencialmente la técnica permite la amplificacion
selectiva de cualquier segmento de ADN, conociendo las

secuencias que lo flanquean (Salto, 2006).

El conocimiento de los pasos esenciales de la division
celular marcé la pauta para implementar la técnica, ya que la
PCR consiste en efectuar una replicacion repetitiva in vitro de

una secuencia especifica de ADN, aumenta en forma
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proporcional la sensibilidad de la misma, a tal nivel que si el
producto amplificado o producto de PCR se detecta
visualmente al iluminar el gel con luz ultravioleta (Panduro y

col., 2000).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una
poderosa técnica usada para amplifica regiones especificas
del ADN (PCR) o ARN (RT-PCR) a niveles facilmente
detectables en geles de agarosa o con sondas de acido
nucleico. Esta técnica utiliza dos oligonucleétidos cortos de
secuencia especifica en la reaccidon para actuar como
cebadores que extienden la secuencia de acido nucleico de
interés y una enzima polimerasa termoestable para aumentar
exponencialmente la cantidad de acido nucleico a través de

repetidos ciclos de sintesis (Valasek y Repa, 2005).

Los componentes de la PCR son: ADN molde
(muestra), Enzima Taq polimerasa que proviene de la bacteria
(Thermus aquaticus), cationes divalentes (MgCl), cebadores o

“primers”, nucledtidos libres (ANTPs) y una solucion buffer
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(Vinueza, 2009). La PCR se desarrolla basicamente en tres

etapas (Figura 4):

Desnaturalizacién del ADN

La primera reaccion consiste en la desnaturalizacion
del ADN, separandose las dos cadenas por ruptura de los
enlaces de hidrégeno. Las condiciones tipicas de
desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos, 97°C por 15
segundos o0 a una temperatura promedio de 95°C en 45
segundos (Crespo, 2000); sin embargo temperaturas mas
altas pueden ser apropiadas especialmente para templados
ricos en G + C. La desnaturalizacion incompleta permite el
apareamiento de las hebras de ADN y por lo tanto se reduce
el rendimiento el producto. En contraste, los pasos de
desnaturalizacion a altas temperaturas o por mucho tiempo

provocan perdida de la actividad de la enzima (Salto, 2006).

Alineacién de iniciadores
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La segunda reaccién consiste en la hibridacion de los
cebadores. Para ello se baja la temperatura y las condiciones
seran tales que se facilitard la union de los cebadores a las
cadenas. La temperatura y el tiempo requerido para el
alineamiento de los cebadores dependen de la composicidn,
tamafo y concentracion de los cebadores amplificadores. Una
temperatura de alineamiento Optima es 5°C por debajo de la
T: de los cebadores. Debido a que las ADN polimerasas son
activas en un amplio rango de temperaturas, la extension de
los cebadores puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo
el paso de alineamiento. El rango de actividad de las enzimas
varia en dos o6rdenes de magnitud entre 20 y 85°C. Las
temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a 72°C
generan buenos resultados (Salto, 2006). A ésta temperatura
se forman y se rompen los puentes de hidrégeno entre los
oligonucledtidos y el ADN, y aquellas uniones mas estables
durardn un mayor tiempo, quedando los oligonucleétidos
alineados, formando una pequefia region de doble cadena. La
polimerasa se une a este pequefio segmento de ADN de
doble cadena y comienza a copiar en sentido 5 a 3’; al

agregar unas bases mas, los puentes de hidrégeno que se
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forman entre las bases estabilizan mas la unién y el
oligonucledtido permanece en este sitio para el siguiente paso

(Crespo, 2000).

Extension o polimerizacion

Sucede a 72°C durante 2 minutos, la Taq polimerasa
sintetiza nuevas cadenas de ADN a partir de los cebadores
incorporando los nucleétidos (Crespo, 2000). El tiempo de
extension depende de la longitud y concentracion de la
secuencia blanco y de la temperatura. La extension del
cebador se realiza tradicionalmente a 72°C. Las estimaciones
para la tasa de incorporacion de nucleétidos a 2°C varia de 35
a 100 nucledtidos por segundo dependiendo del buffer, pH,
concentracion de sales y la naturaleza del templado. Un
tiempo de extension de un minuto es considerado suficiente
para productos de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo,
tiempos mayores de extension pueden ser utiles cuando la
concentracion del sustrato es muy pequefia o cuando la
concentracion del producto excede la concentracion de la

enzima (Salto, 2006).
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Primer ciclo

%}mm Desnaturalizacion del ADN
) .

Alineamiento de los oligos

Se sintetizan dos fragmentos un poco més
largos de lo esperado

Segundo ciclo
(Se muestra solo la alineacion y la extension)

Se amplifica otra vez la cadena de ADN

Y se amplifican los fragmentos generados
en el primer ciclo. Asi se obtienen los 2
primeros fragmentos del tamafio esperado

Tercerciclo
(Se muestra sélo la extension)

1y2

Se amplifican también los fragmentos del Y por ltimo, se amplifican 2 fragmentos
tamafio esperado obtenidos en el ciclo 2 largos sobre la cadena de ADN

Figura 4. Descripcion del proceso de un PCR en los primeros ciclos de
reaccion (Modificada de Parkes, 2003).

Fuente: Asuar, 2013.
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Esta técnica también puede ser usada en apoyo a la
epidemiologia o epizootiologia de la enfermedad si el
producto de ADNc obtenido se secuencia (Loza et al., 1999;

Loza et al., 2005).

Debido a que la RT-PCR utiliza como molde inicial el
ARN, se requiere desarrollar un paso extra para poder realizar
las tres etapas descritas anteriormente. Como el ARN no
puede servir como templado para el PCR, el primer paso en
una transcripcion reversa para producir un ADNc a partir de
un molde de ARN, seguido de un segundo paso para la
amplificacion exponencial del ADN en una reaccion PCR

(Bustin, 2000).

Procedimiento. EI ARNmM es copiado a ADNc por la
transcriptasa reversa usando un cebador dT (los cebadores al
azar se pueden también utilizar). En PCR en tiempo real, se
utiliza generalmente una transcriptasa reversa que tenga una
actividad endo H. Esto elimina el ARNm permitiendo que la
segunda hebra de ADN sea formada. Se adiciona una mezcla

de PCR que incluya una polimerasa termoestable (tal como la
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Taq polimerasa), los cebadores especificos para el gen de
interés, los exonucleotidos y un buffer conveniente. EI ADNc
se desnaturaliza a mas de 90°C (~94°C), las dos hebras se
separan. A 50°C o 60°C los cebadores especificos se alinean
con el sitio complementario en cada cadena. Los sitios de
unioén a los cebadores deben estar separados 400 bases, pero
generalmente se encuentran a 100 bases de distancia
especialmente cuando se usa el PCR en tiempo real. A 72°C
la polimerasa extiende el ADN desde los cebadores. Se
obtienen 4 cadenas de ADNc. Después de 30 o 40 ciclos de
sintesis de ADNCc, los productos de reaccion son analizados
usualmente por electroforesis en gel de agarosa. El gel se tifie
con bromuro de etidio. Los geles de agarosa para analizar los
productos de ADNc de la RT-PCR no nos permiten la
cuantificacion ya que el bromuro de etidio es muy insensible y
cuando una banda es perceptible sobrepasa la etapa
logaritmica de amplificacion. EI bromuro de etidio es un
colorante que se une a la doble cadena de ADN
intercalandose entre los pares de bases. Emite luz
fluorescente cuando se irradia en la parte UV del espectro.

Sin embargo, la fluorescencia no es muy brillante. Otros
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colorantes, como el SYBR green, que son mucho mas
fluorescentes que el bromuro de etidio, se utilizan en el PCR

en tiempo real (Bustin, 2000).

PCR en tiempo real

Actualmente existen técnicas disponibles basadas en
emision de fluorescencia que detectan los productos
amplificados con similar sensibilidad (Wittwer et al., 1997).
Los termocicladores para llevar a cabo la PCR a tiempo real
incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para
poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida
en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion.La
rapidez con la que la sefal fluorescente supera un nivel
umbral se correlaciona con la cantidad de secuencia blanco
original, lo que permite la cuantificacion (Valasek y Repa,

2005).

Durante la amplificacién, la rapidez con que la sefal
fluorescente alcanza el nivel umbral, se correlaciona con la

cantidad inicial de ADN blanco, permitiendo de esta manera
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poder cuantificarlo. EI nimero de ciclos necesarios para que
la sefal fluorescente alcance el nivel de umbral, se conoce
como ciclo de umbral (Ct) y es el parametro en el cual se

fundamenta la cuantificacion.

El valor de Ct representa el ciclo en el cual la emision
de fluorescencia supera el umbral por encima del ruido de
fondo (Bustin, 2005). Ademas, el producto final puede ser
caracterizado sometiéndolo al aumento de temperatura para
determinar a qué temperatura se disocia la doble cadena del
producto, determinando asi la temperatura de fusion (Ty). Este
punto de fusion es una propiedad unica dependiente de la
longitud del producto y la composicion de los nucleétidos
(Valasek y Repa, 2005). Para el disefio de cebadores debe
tenerse en cuenta diversos aspectos. La longitud 6ptima de
los cebadores debe ser alrededor de 15-30 bases, y el
contenido de GC (guanina y citocina) debe ser entre 30% y
80% (Dorak, 2006). La temperatura de fusion (Ty) de los
cebadores no debe diferir en mas de 1-2 °C entre ambos. Los
cebadores que se seleccionen so6lo deben contener uno o dos

Gs o Cs en los ultimos cinco nucledtidos en el extremo 3’
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(Bustin, 2000). La longitud méxima del amplicon no debe
exceder las 400 pb, sin embargo lo ideal es elegir amplicones
de longitud entre 50 y 200 bp, ya que permiten obtener
resultados mas consistentes al ser mas tolerantes a las

condiciones de la reaccion (Dorak, 2006).

La deteccion de productos especificos suele
encontrarse entre los ciclos 25 y 35, y a mayor nameros de
ciclos, aumenta la acumulacion de productos inespecificos
(Bustin, 2005). Un valor Ct superior a 40 ciclos indica que no
hay amplificacion y por consiguiente no deben incluirse en los
célculos. En la actualidad hay softwares que pueden
determinar valores Ct mediante un analisis matematico de la
curva de amplificacion pudiendo tener asi una mejor
reproducibilidad en las pruebas de PCR en tiempo real

(Dorak, 2006).

Existen varias sondas de ADN especificas utilizadas en
la RT-PCR: Las Sondas TagMan®, actualmente son las mas
utiizadas. En adicion a los cebadores externos, esta

metodologia utiliza un tercer oligonucleétido interno conocido
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como sonda. El colorante fluorescente dador, tipicamente
FAM™ se encuentra unido al extremo 5" de la sonda y el
aceptor, generalmente TAMRA™ esta unido al extremo 3'.
Actualmente, TAMRA™ esta siendo reemplazado por los
dadores de tipo BHQ porque proveen una menor
fluorescencia de fondo. En tanto que las moléculas dadoras y
aceptoras se encuentren estrechamente cercanas (alrededor

de 100 A) (Aliverti, 2012).

La sonda esta diseflada para tener una Tm mayor a la
de los cebadores, y durante la fase de extension, la sonda
debera ser 100 % complementaria para que el ensayo sea
exitoso (Grove, 1999). El ensayo TagMan aprovecha la
actividad exonucleasa 5'-3' de la ADN polimerasa Taqg para
dividir una sonda de degradacion durante la PCR (Lie y

Petropoulos, 1998).

La sonda de degradacion, o TagMan, suele ser un
oligonucleétido de 20-30 bases de longitud (usualmente con
una T¢ 10 °C superior a la T; de los cebadores) que contiene

un colorante delator fluorescente en el extremo 5' y un
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colorante inhibidor en el 3' (Figura 5). Al estar bloqueado el
extremo 3', la sonda no puede extenderse como un cebador.
Durante la PCR, en presencia de una diana, la sonda se
hibrida especificamente entre los sitios de los cebadores
directo e inverso. Cuando la sonda esté intacta, la proximidad
del colorante delator al colorante inhibidor produce Ia
supresion de la fluorescencia delatora principalmente por
transferencia de energia de tipo Forster (Forster, 1948;

Lakowicz, 1983).

Durante la reaccion, la actividad exonucleasica 5’-3’ de
la ADN polimerasa Taqg degrada la sonda entre los colorantes
delator e inhibidor solamente si la sonda se hibrida con la
diana. De esta manera, la fluorescencia aumenta a medida
gue progresa la amplificacion. La acumulacion de producto de
la PCR se detecta monitorizando el incremento de la

fluorescencia del colorante delator.

Este proceso tiene lugar en cada ciclo y no interfiere

con la acumulacién exponencial del producto. Las sondas de

degradacion, a diferencia de las FRET, liberan fluorocromos
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en cada ciclo, afiadiendo mas colorante al previamente
liberado. En consecuencia, la sefal fluorescente se potencia
considerablemente en cada ciclo. El ensayo TagMan utiliza
unos parametros de los ciclos térmicos y unas condiciones de
la PCR que son universales. Las sondas fluorogénicas exigen,
gue no haya G en el extremo 5'. Una G adyacente al colorante
delator inhibe la fluorescencia incluso tras la division

(Weighardt, 2014).

5’Nuclease Oligoprobe (Tagman)

Cleaved %
Fluorophore %

Emits @ @
Fluorescence o @

%ﬁ \ Fluorophore = Quencher

Figura 5: Sondas TagMan

Fuente: Contreras, 2012
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Evaluacion de la PCR en Tiempo Real

Para esto se necesitan dos  condiciones
experimentales: tener productos de amplificaciébn con un
tamafio menor a 150 pb y emplear iniciadores con una
temperatura de fusion cercana a 60 °C. De aqui en adelante
el proceso de amplificacion se divide en 3 fases: Fase

geomeétrica, Fase lineal y Fase estacionaria.

Fase Plateau

Fase Lineal

Fase Exponencial

Umbral

DI2UBISBLON|] SBIPAIN

pd

—
Linea base

Nimero ciclo PCR

Figura 6. Cinética de la RT-PCR

Fuente: Pinilla, 2008
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Fase Geométrica. También llamada fase exponencial es
donde todos los elementos quimicos de la reaccion se
encuentran en abundancia y los productos de amplificacién de
diferentes blancos, la eficiencia de amplificacion es constante
e idéntica. Es aqui donde la concentracion inicial de muestra
es directamente proporcional al numero de ciclos para una

concentracion final de muestras constantes

Fase lineal. Los oligonucleodtidos comienzan a ser factores
limitantes de la amplificacion, la eficiencia entonces disminuye
de manera constante por lo que no es posible llevar en esta

parte un ensayo cuantitativo.

Fase estacionaria. La cantidad de productos obtenidos se
mantiene constante sin importar cuantos ciclos mas se
prolongue la reaccion de amplificacion, inclusive estos
productos por la ausencia de oligonucleétidos en la reaccion
pueden ser parcialmente degradados por la polimerasa

(Sevin, 2003).
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Cuantificacion del ADN blanco en la muestra

Se puede cuantificar la concentracion inicial de ADN (o
ARN) afadiendo unos controles internos con concentraciones
conocidas y crecientes de ADN blanco (curva patron o
estandar). En el PCR de tiempo real el programa informatico
va registrando el incremento de fluorescencia en cada ciclo
(proporcional al aumento de ADN) el cual se refleja
graficamente en curvas de cinética de la reaccion para cada

una de las muestras y controles.

El ciclo en el que se empieza a detectar el aumento de
fluorescencia del ciclo umbral es inversamente proporcional a
la concentracion inicial de ADN blanco presente en la
muestra. Por lo tanto, con la curva patron, al interpolar los
valores de Ct de cada muestra problema se puede inferir la

concentracion inicial de ADN.

La eficiencia de la reaccién es calculada en base a la

siguiente formula; EF=10 (V/pendiente)

La eficiencia debera ser del 90-100 %
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MATERIALES Y METODOS

2.1

DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1.1 Poblacion de estudio

El presente estudio fue descriptivo retrospectivo.
Las muestras para la evaluacion fueron conformadas
por cepas de patrones referenciales de aislamientos de
los virus de sarampion y rubéola, muestras directas de
hisopado nasofaringeo y orina; asi como muestras de
suero positivas a Mycoplasma, Parvovirus B19, Herpes
1 y Herpes 2; que se encontraron crioconservadas en
el laboratorio del INS. Las pruebas de capacidad
diagnostica estuvieron formadas por muestras de
aislamientos virales positivos y negativos a rubéola.
Las muestras fueron propagadas a partir de aislamiento
viral, la positividad o negatividad de estas muestras

fueron confirmadas mediante un diagnéstico clinico e



2.1.2

inmunolégico por anticuerpos monoclonales (IFD), lo

cual confirman como patrones referenciales.

Marco muestral

El universo estaba constituido por todas las
muestras clinicas recepcionadas por el Laboratorio de
Sarampion y Rubéola del Instituto Nacional de Salud
(INS) como parte de la vigilancia para el diagnostico del
virus de sarampion y rubéola, procedentes de todas las
regiones del pais. El marco muestral comprendio 150
muestras de referenciales positivos al virus de la
rubéola y 150 muestras referenciales negativas como
control; también se utilizo la vacuna combinada del
virus vivo atenuado de Sarampion (Edmoston-Zagreb)
y de Rubéola (Wistar RA 27/3) como controles de

referencia.
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2.1.3

2.1.4

Disefio muestral y seleccién de muestra

El presente trabajo tiene como técnica de
muestreo por conveniencia que pretende seleccionar
unidades de analisis que cumplen los requisitos de la
poblacion objeto de estudio, donde se utilizara
muestras positivas y negativas al virus de la rubéola

como controles.

Muestra

De una poblacion compuesta por muestras de
hisopado nasofaringeo y orina de pacientes con
diferentes sintomatologias, se seleccioné a la sub-
poblacién de muestras de pacientes, que ingresaron al
laboratorio de Sarampion y Rubéola procedentes de
diferentes puntos del pais durante el periodo 2008-
2013. Esta seleccion se efectu6 mediante Ia
identificacion de las fichas epidemiolégicas, que
consignen sintomatologia clasica de las etiologias en

estudio, asi como los resultados obtenidos por IFD.
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2.2 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

221

2.2.2

Materiales biolégicos

Células Vero de American Type Culture Coleccion

Cepa vacuna combinada (Wistar RA 27/3, Edmoston-Zagreb)
Cepas virales aisladas de casos clinicos

Set de cebadores para rubéola

Set de cebadores para ribonucleasa P humana

Sondas para rubéola y ribonucleasa P humana

Materiales de plastico

Micropipetas de volimenes necesarios
Tubos Falcon de 15 ml

Tubos de 1,8ml, tubos de 0,2ml y 0.1ml
Racks de 96 pocitos

Puntas con filtro de 10 pl, 200 ul y 1000 pl

Frascos de cultivo de 25 cm?
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2.2.3 Reactivos y kits

Mini Qiagen QlAamp Viral

Alcohol absoluto

Alcohol de 70°

Agarosa

Agua libre de nucleasas

Agua desionizada

Buffer de corrida (Azul de bromofenol)
Buffer TAE 50%

Hipoclorito de sodio 5%

Bromuro de etidio

Gentamicina

TAE

Glicerol 60%

Azul de bromofenol

Marcador de peso molecular se utilizé (Ladder, 100 bp Plus
DNA)

EDTA
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2.2.4 Materiales de seguridad

Guantes de nitrilo
Mascatrilla
Algodon hidrofilico

Gasa

2.2.5 Equipos

Cabina de Bioseguridad Nivel Il

Centrifuga

Incubadora de CO, a 37°C

Cabinas de PCR

Potenciometro

Agitador de tubos

Camara de Electroforesis

Termociclador convencional: Applied Biosystems 9700-Gene
Amp

Termociclador en tiempo real: Rotor-Gene® Q MDx
Espectrofotometro

Microscopio invertido
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Vortex
NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).
UV-transluminador (modelo 2000, BioRad, Hercules,

California, USA)

2.3 METODOS

2.3.1 Cultivo del Virus de Rubéola

Los aislamientos del Virus de Rubéola se realizaron en
Células Vero, obtenidos a partir de la American Type Culture
Coleccion, se mantuvieron a 37 °© C bajo 5 % de CO;medio
esencial minimo de Dilbecco (DMEM) (Gibco-BRL)
suplementado con suero bovino fetal al 5 %, 10 % de triptosa
fosfato, y gentamicina (20 pg/ml). Se cultivo la cepa vacuna
combinada (Wistar RA 27/3, Edmoston-Zagreb) y cepas

virales aislados de casos clinicos.

La propagacion del virus de rubéola se observo

mediante un microscopio invertido, se observd que las

botellas tengan una monocapa celular confluente 100 %. Se
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2.3.2

inoculd la botella, usando un volumen de 500 pl de
suspension viral, para obtener una multiplicidad de infeccién
(MOI) alta; estas fueron subcultivadas rutinariamente en

células Vero cada 7 dias; hasta completar el tercer pasaje.

Extraccion de ARN

El ARN viral se extrajo manualmente usando el sistema
RNeasy Mini Qiagen QlAamp Viral (Qiagen, Inc., Valencia,
CA, EEUU), basado en la extraccion mediante el uso de
minicolumas; siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos obtenidos fueron almacenados a -70 °C hasta su

utilizacion.

Procesamiento previo. La muestra se obtuvo de
aislamientos en lineas celulares Vero, provenientes de todo el
pais, estas muestras correspondieron a hisopados
nasofaringeos y orinas que fueron transportadas en medio de
transporte viral (MTV) a 4 °C, tal como lo indica en el

Protocolo de vigilancia basada en Laboratorio de Sarampién y
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Rubéola. (MINSA, 2007). La pureza y cantidad de ARN fue

determinada por espectrofotometria con luz ultravioleta.

Lisis celular. Se tomaron 140 pl de muestra de cultivo
celular, a los cuales se agregaron 560 ul de Buffer de lisis
AVL (Tiocianato de guanidina) (ver Anexo 8.1), se
homogeniz6 completamente usando un mezclador automatico

(Vortex)

Fase de precipitacion. Se agrego 560 pl de etanol absoluto
grado analitico a la muestra. Posteriormente se mezclaron
completamente usando un vortex por 15 segundos, y se

centrifug6 brevemente.

Fase de purificacion. Se afadio 630 pl de la solucion a la
columna de purificacion. Posteriormente se centrifugé la
minicolumna a 8000 r.p.m. por espacio de un minuto y a
temperatura ambiente. El proceso se realiz6 2 veces. En cada
caso se elimind la solucion filtrada. Posteriormente se
realizaron 2 lavados; en el primero se afadieron a cada

columna 500 pl del Buffer AW1 preparado y se centrifug6 a
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2.3.3

8000 r.p.m. por un minuto. Luego se afiadieron 500 pul de
buffer AW2 preparado y se centrifugd a 14000 r.p.m. por 3

minutos.

Fase de elusion. Se colocé la columna de purificacion en un
vial de 1,5 ml estéril. Se afadieron a la columna 40 pl de
buffer AVE, y centrifugando a 8000 r.p.m. por 1 minuto; el
proceso de elusion se realizo dos veces con 40 pl de buffer
AVE. La pureza y cantidad de ARN fue determinada por
espectrofotometria con un NanoDrop 8000 (Thermo

Scientific).

PCR convencional

Para este procedimiento se requirio del termociclador

convencional (Applied Biosystems 9700-Gene Amp). El

genoma viral fue amplificado por el método PCR convencional

en un solo paso utilizando los oligonucleétidos especificos.

(CDC, Cat. # KT0104)

Cebador RV11: 5 CAACAC GCCGCACGGACAACYT
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Cebador RV12: 5CCACAAGCCGCGAGCAGTCAYZ

Cebador RV12-2: 5'CCA CGA GCC GCG AACAGTCG ¥

El ensayo de PCR convencional, se llevd a cabo
empleando el protocolo de amplificacion de Qiagen. La

reaccion se llevo a cabo de acuerdo al protocolo 1.

Protocolo 1: (Qiagen)

Tabla 4.-Férmula de los componentes para PCR convencional

Componente pL/reaccion
Agua libre de nucleasas (Invitrogen) 8,4
Buffer PCR 2X (Invitrogen) 10,0
CebadorRV11 (Operon) 0,4
CebadorRV12 (Operon) 0,4
CebadorRV12-2 (Operon) 0,4
SuperScript® Il RT/Platinum® One Step 0,4

gRT-PCR system(Invitrogen)
Volumen Total 20,0

Fuente: Elaboracion propia.
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Se distribuy6 20 pl a cada uno de los tubos de PCR. Se
trasladd al area de procesamiento donde se afiadio 5 pl de
ARN. Los parametros de ciclaje se llevaron a cabo como se

muestra a continuacion:

‘ 35 ciclos

950 | 95.0

720 | 72.0

2:00 | 015
1:00 | 10:00

30:00

Figura 7. Protocolo del termociclador convencional para la

amplificacion de la RNA del Virus de la Rubéola.

Fuente: Elaboracién propia.

Los productos de amplificacion fueron amplificados en
geles de agarosa al 2,0 %, con 0,5 pg/ml bromuro de etidio
(Promega), se colocaron 8 ul del producto amplificado
mezclados con 2 pl de buffer-carga (glicerol 60 % Xilene
cyanol 0,003 %, azul de bromofenol 0,003 %, EDTA 60mM),
como marcador de peso molecular se utilizé (Ladder, 100bp
Plus DNA) los geles se corrieron a 120 voltios durante 40

minutos, utilizando buffer TAE 1 %. Para documentar los
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234

geles se utilizé el UV-transiluminador (modelo 2000, BioRad,
Hercules, California, USA) y el software Launch Doc It ® Ls

image adquisition).

PCR en tiempo real

Para este procedimiento se utilizO un termociclador
para tiempo real Rotor-Gene® Q MDx. ElI genoma viral fue
amplificado por el método PCR en tiempo real en un solo
paso utilizando los oligonucleétidos especificos (CDC, Cat. #

KK0815).

Cebador directo (RV11):5"CAA CAC GCC GCACGG ACAAC T
Cebador inverso (RV12):5°CCA CAAGCC GCGAGCAGTCA Y
Cebador inverso (RV12-2):5"CCA CGA GCC GCG AAC AGT CG3

Sonda: 5"FAM-AG GTC CAG GTC CCG CCC GAC-BHQ1 3

Ademas se contd con un conjunto de genes para el analisis

de la ribonucleasa P humana

Cebador directo (HuRNase-P-F): 5’AGA TTT GGA CCT

GCGAGC G
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Cebador inverso (HuRNase-P-R): 5GAG CGG CTG TCT
CCACAAGT 3
Sonda: 5'FAM TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG BHQ

13

Se utilizé la sonda TagMan la cual esta marcada con 6-
Carboxy fluoresceina (FAM) como reportero y un black-hole

guencher (BHQ1)

El ensayo de PCR en tiempo real, se llevaron a cabo
empleando el protocolo de amplificacion recomendado por la

OPS/OMS, 2011.

Protocolo 2: (OPS/OMS 2011)

Preparacion de la mezcla de reaccion.

1. Se mezclo los reactivos del kit mediante centrifugacion
rapida por 10 segundos.

2. Se determind el numero de reacciones finales (N) para la
prueba. Se hace referencia al nUumero de muestras (n)

incluyendo los controles.
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3. Se considerd un control de extraccion nucleica, un control
de reactivo (agua pura), un control positivo (muestra
positivo) de todos los primer y sondas de rubéola y un
control positivo (vacuna combinada) al virus de rubéola y
sarampion.

4. Se distribuy6 los reactivos segun el orden que se indica a
continuacion.

Tabla 5.-Formula de los componentes para PCR en tiempo

real

Volumen en ul

Reactivo
(por Rx)
Agua libre de nucleasa
8,0 ul

(Invitrogen)
Cebador (RV11) (Operon) 0,4ul
Cebador (RV12) (Operon) 0,4ul
Cebador (RV12-2) (Operon) 0,4ul
SondaTagMan®(Operon) 0,4ul
SuperScript® Il RT/Platinum®
One Step qRT-PCR 0,4 ul
system(Invitrogen)
2X PCR Master Mix (Invitrogen) 10 ul

Volumen Total (sin RNA) 20 ul

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6.- Férmula de los componentes para PCR en tiempo

real del ARNsa P humano

Volumen en pl

Reactivo
(por Rx)

Agua libre de nucleasa (Invitrogen) 8,4 ul
Cebador directo (HuRNase-P-F) (Operon) 0,4 ul
Cebador indirecto (HuRNase-P-R)

0,4 ul
(Operon)
Sonda TagMan® (Operon) 0,4 ul
SuperScript® Il RT/Platinum® One Step

0,4 ul
gRT-PCR system (Invitrogen)
2X PCR Master Mix (Invitrogen) 10 pl

Volumen Total (sin RNA) 20 ul

Fuente: Elaboracion propia.

5. Se distribuyé 20 ul a cada uno de los tubos de PCR. (Se
Mantuvo en cadena de frio 2-8 °C y trasladd al area de

procesamiento)
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Amplificacion de la PCR en Tiempo Real.

'_\

. Se mezcl6 las muestras extraidas con el agitador de tubos
por 5 segundos y luego se centrifugd a 8000 rpm por 5
segundos.

. Se agrego 5 pl de muestra extraida de ARN a los tubos de
PCR correspondientes, siguiendo el orden del protocolo de
trabajo.

. Se agregd 5 pl de agua libre de nucleasa en el tubo de
control negativo y posteriormente el control positivo.

. Se mezcl6 suavemente con la micropipeta.

. Se cerro finalmente la tapa de cada tubo de PCR y se
coloco en el termociclador.

. Se programé el termociclador segun la temperatura, ciclaje

y el tiempo requerido que se detalla a continuacion:
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35 ciclos

95.0 95.0

2:00 0:15 \ 60.0 /

60:00

30:00

Figura 8. Protocolo del termociclador en tiempo real para la

amplificacion de RNA del Virus de la rubéola.

Fuente: Elaboracion propia.

Se recolecto los datos de fluorescencia durante el paso
de incubacion de 60 °C. La amplificacion, adquisicion y
analisis de datos fue analizado por el programa ROTOR
GENE Q (Series Software) Pure Detection version 2.1.0. La
concentracion de ARN fue calculado por la interpolacion de
las curvas estandar, donde el valor de Ct (ciclo umbral), fue
calculado a base del logaritmo conocido de la concentracion
de ARN (ng/uL). Para determinar el nimero de copias por
microlitro se uso los controles de la CDC (Kit Cat. #:KT0128)
para la deteccidn del virus de la rubéola y el RNase Humano

P.

70



Tabla 7. Valores de ciclo de umbral (CT) y concentracion

(copias/pl) de los controles de la CDC’

CONTROLES CT Copias/pl
Control Alto* 24,3-28,1 10°
Control Bajo* 32,3-36 10°

Control RNase P* 25,5-29,9

Fuente: CDC, kit Cat. # KT0128*

La eficiencia de la amplificaciéon promedio, fue determinada a
partir de la pendiente obtenida de las concentraciones
producidas usando la ecuacion:

E= 10 -1/pendiente
La interpretacion y examen de los resultados para el virus de

la rubéola, la RNase P y los controles:

e Si los controles negativos presentan sefiales positivas con
valores de umbral de ciclo inferiores a 35 ciclos o si los
controles positivos dan negativo, hay que repetir el

experimento.
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e Todas las muestras clinicas deben presentar curvas de
reaccion de la ribonucleasa P que crucen el umbral antes
de llegar a 35 Ct, lo cual indica que se produjeron la

extraccion de &cido nucleico y la amplificacion por PCR.

Tabla 8. Interpretacion de los valores del ciclo de umbral

Gen virico Gen dela Resultado de la
ribonucleasa P muestra
<35 <35 Positivo
<35 Negativo Positivo
Negativo <35 Negativo

Fuente: Elaboracion propia.

2.3.5 Especificidad de la RT-PCR para el virus de rubéola

La estandarizacion de las pruebas se realizé con el
objetivo de determinar la especificidad de los cebadores
utilizados, asi como de optimizar esta técnica. En este paso
fue utilizada la vacuna combinada (Wistar RA 27/3 vy

Edmoston-Zagreb) como control positivo referencial y una
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muestra patrén positivo a rubéola, en conjunto con los virus
relacionados en la vigilancia y utlizando como control

negativo a:

Cultivo celular positiva a Sarampién

Muestras de suero positivas a Mycoplasma

Muestras de suero positivas a Parvovirus B19

Muestras de suero positivas a Herpes 1

Muestras de suero positivas a Herpes 2

Se utilizaron los protocolos de extraccion de ARN y RT-
PCR convencional y en tiempo real descritos anteriormente.
Asi como los cebadores RV11, RV12, RV12-2 especificos
para el Virus de la Rubéola, dichos cebadores amplifican 185
nucleotidos, region que codifica para la proteina estructural

El.
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Tabla 9. Caracteristicas del set de cebadores utilizados en la

estandarizacion de RT-PCR convencional y en tiempo real

para la Rubéola.

Longitud
Cebadores | Tamano del Secuencia
amplicon
Cebador
_ F: 5CAA CAC GCC
directo 20 nts
GCACGG ACAACT
(RV11)*
Cebador
. R: 5°CCA CAA GCC
inverso 20 nts 185pb
GCG AGC AGTCAJ
(RV12)*
Cebador
. R: 5°CCA CGA GCC
iInverso 20 nts
GCG AACAGTCG I
(RV12-2)*

Fuente: CDC,Kit Catalog #: KK0815*

Para la evaluacién de la prueba de PCR convencional y
en tiempo real con el set de cebadores RV11, RV12 y RV12-

2, se utlizaron los perfiles de temperaturas descritos

anteriormente.
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2.3.6 Sensibilidad de la RT-PCR para el virus de rubéola

Para la sensibilidad de la prueba de RT-PCR
convencional y en tiempo real se utilizaron, como muestras
positivas: vacuna combinada (Wistar RA 27/3 y Edmoston-
Zagreb), control positivo a rubéola y 150 muestras patrones
positivos a rubéola provenientes de los cultivos celulares, 150
muestras patrones negativos a anticuerpos monoclonales

(IFD) inoculadas en cultivos celulares Vero.

Para la realizacion de la técnica se utilizaron los
protocolos de extraccion de ARN, la técnica de RT-PCR
convencional y en tiempo y el patrbn de temperaturas
descritos anteriormente. Para determinar el grado de
sensibilidad de la prueba de RT-PCR convencional y en
tiempo real se realizaron diluciones seriadas hasta 1/5242880
del ARN del Virus de Rubéola ( de concentracién inicial
45,76 ng/pl) y controles positivos: alto (10° copias/pl) y bajo
(10° copias/pl); luego fueron procesadas por la prueba de RT-

PCR convencional y en tiempo real respectivamente,
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obteniendo asi el limite de deteccién para cada prueba. Fue

cuantificado espectrofotométricamente.

N NN

Virusde
Rubéola

10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul

Figura 9. Diluciones seriadas para el limite de deteccion del VR

Fuente: Elaboracion propia.

Se realizaron 10 diluciones seriadas a partir de una
concentracion de 45,76 ng/ul, donde las concentraciones
vario de la siguiente manera: diluciéon 1 (11,44 ng/ul), 2 (2,86
ng/ul), 3 (0,715 ng/ul), 4 (0,179 ng/ul), 5 (0,045 ng/ul), 6
(0,011 ng/ul), 7 (0,0028 ng/ul), 8 (0,000698 ng/ul), 9

(0,000175 ng/ul) y 10 (0,0000436 ng/pul).
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2.3.7 Analisis estadistico de los datos

Los resultados de las estandarizaciones de las técnicas
de deteccion molecular se analizaron mediante estadistica
descriptiva. Se verificé la presencia o ausencia del virus
teniendo en cuenta el peso en pares de base del amplicon

obtenido y los valores Ct.

Para el andlisis de la capacidad diagnéstica se hizo uso
de las formulas de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo. Estos se obtuvieron
mediante una tabla de 2x2 a partir de las muestras de
aislamiento viral provenientes de vigilancia a la cual se
aplicaron las respectivas formulas estadisticas con un
intervalo de confianza del 95 %, confrontando los resultados
de las pruebas de RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo

real. La tabla de 2x2 y férmulas se detallan a continuacion:
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Tabla 10.- Célculos de capacidad diagnéstica mediante una

tabla de 2x2 que asocia el estado del Patron referencial por

IFD con los resultados de la prueba de PCR.

Patrones referenciales Total
por IFD
Positivo Negativo
Positivo Vvp? FP°© (VP+FP)
RT-PCR
Negativo FN¢ VNP (FN+VN)
Total (VP+FN) | (FP+VN) N

Fuente: Elaboracion propia.

& VP=Verdaderos Positivos
®\N= Verdaderos Negativos
¢ FP= Falsos Positivos

4 FN= Falsos Negativos

De donde se obtienen las siguientes definiciones:

FF

Sensihilidad =

Sensibilidad: VP + FI

i
VI + FF

Especificidad =
Especificidad:

PP
VP + FP

Valor Predictivo Positivo:

i
FI + Vv

o . FFN=
Valor Predictivo Negativo:
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Se calcul6 el valor kappa para analizar la concordancia

entre los resultados obtenidos con PCR convencional y PCR

en tiempo real, utilizando el programa SPSS versién 19.0

Tabla 11.- Valoracion del indice Kappa

Valor de K Fuerza de concordancia
<0,20 Pobre

0,21 -10,40 Débil

0,41 -0,60 Moderada

0,61 -0,80 Buena

0,81-1,00 Muy buena

Fuente: Altman, 1991
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[ll. RESULTADOS

3.1 Aislamiento viral

Las muestras positivas y negativas a anticuerpos
monoclonales (IFD) fueron cultivas en células vero en tres
pases. Los resultados obtenidos no son concretados hasta
realizar las pruebas de PCR. En la Figura 10 se puede observar
la comparacion del efecto citopatico del virus de sarampién con

el virus de la rubéola que es casi imperceptible.

Figura 10. Efecto citopatico en células Vero del virus de rubéola
y sarampion.

Fuente: Elaboracion propia.



Interpretacion:

Se aprecian el efecto citopatico en células Vero a partir
del tercer pasaje; Figura A) efecto citopatico del virus de
sarampion, observacion de sincitios celulares en células Vero,
Figura B) Virus de la rubéola en células Vero no se observa

cambio alguno, la célula permanece intacta.

3.2Extraccion de acido ribonucleico

Tabla 12.- Resultados obtenidos de la extraccion de RNA para
cultivos celulares infectados con la muestra control positiva del

virus de rubéola.

Técnicas de Numero RNA  Proteinas
Az60nm
extraccion de pasaje (ng/ul) (ng/ul)
Células
1 0,318 12,72 0
Qiagen Vero
QlAamp Células 1 1,118 31,49 0
Viral Vero con 2 1,127 45,08 0
VR 3 1,144 45,76 0

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3PCR convencional

a) Deteccion del gen E1 mediante RT-PCR convencional

Se evaluo la presencia/ausencia del gen E1 del VR en
300 muestras patrones referenciales de aislamientos
celulares. De los que 300 aislamientos celulares 150 fueron

positivos para el gen E1 y 150 fueron negativos.

TEUTTOWOH T 71519 N2 20 2.9 9 % % 2

Figura 11. Diagndstico del VR a partir de aislamiento celular

Fuente: Elaboracion propia.
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b)

Interpretacion:

En cada carril se coloc6 8 pl de producto de PCR: 1
(control positivo), 2 (Vacuna), 3, 10, 11, 15, 19, 20, 21, 24
(aislamientos  positivos-tercer pase), 4, 6, 7, 18,
(aislamientos virales-primer pase), 5, 8, 11, 12, 13, 4, 16, 17,
22, 23, 25, 26 (aislamientos negativos), 9, 27 (Control
Negativo de sistema). Se observa bandas positivas a 185 pb

para el virus de la rubéola.

Especificidad de la deteccién del gen E1 por RT-PCR

convencional

Los cebadores aparearon con la secuencias E1 de
multiples controles del VR con un 100 % de homologia. La
amplificacion convencional del ARN viral con los cebadores
seleccionados resulto en el producto de amplificacién de 185
pares de base esperado para los controles de referencia

empleados.
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MP 1R 15 1H 2R 25 20 3R 35 30 WP 4R 45 4B 5R 58 5H GR €S a0

4Hmb
34D 185pD

200D 1850
1Hiph

MP 7R 75 70 SR 8 SH OR 9% O MP 10R 108 10H 1R 118 11H 12R 12§ 12H

40010
30070
2000
1000p

Figura 12. Especificidad de cebadores-PCR convencional

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Los carriles 1 (Control Positivo a rubéola), 2 (Vacuna),
3 (VHS-1(a)), 4 (VHS-1(b)), 5 (VHS-1(c)), 6 (VHS-2), 7
(PVvB19(a)), 8 (Mycoplasma 1), 9 (Mycoplasma 2), 10
(Sarampion), 11 (Control de Extraccion), 12 (Agua). Se
observa las bandas esperadas de 185pb para diagndstico de
rubeola en los carriles 1R y 2R, en los carriles 2S y 10S se
observa una amplificacion de 400 pb que fueron para el virus
del sarampién. No se muestra productos en ninguan carril

diferente a los controles para el virus de la rubéola.
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Donde R= Cebadores de Rubéola, S= Cebadores de

Sarampién y H= Ribonucleasa Humana.

c) Sensibilidad de la deteccion del gen E1 por RT-PCR

convencional

La sensibilidad se determin6é mediante la visualizacion
del producto de 185 pb en bandas, en gel de agarosa al 2 %.
Se encontr6 ademas el limite de deteccibn a una

concentracion minima de 4,47x102 ng/pl de ARN.

Figura 13. Limite de deteccion del VR-PCR convencional.

Fuente: Elaboracion propia.
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Interpretacion:

Diluciones del ARN a partir de una concentracién
inicial de 45,76 ng/ul del control positivo de rubéola cuyas
diluciones fueron: Carril 1(45,76 ng/pl), 2(11,44 ng/pl), 3
(2,86 ng/ul), 4(0,715 ng/ul), 5(0,179 ng/ul), 6(0,0447 ng/ul),
7(0,011 ng/pl), 8(0,0028 ng/ul), 9(0,000698 ng/ul),
10(0,000175 ng/ul), 11(0,0000436 ng/ul), 12(Agua). Se
observan las diferencias de las bandas de 185pb de los
productos de amplificaciébn segun concentracion de dilucion

hasta la dilucién 6.

3.4 PCR en tiempo real

a) Deteccion del gen E1 de VR mediante RT-PCR en tiempo

real

Con el propésito de evaluar la técnica de PCR en
tiempo real para la deteccién del gen E1 se analizaron 300
aislamientos celulares. En el ensayo de RT-PCR en tiempo
real se obtuvieron resultados concordantes con los resultados

obtenidos en la RT-PCR convencional, en los 150
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aislamientos positivos la concentraciéon de ARN viral oscilo

entre 40,05 ng/ul y 3,57x10 ng/pl.
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Figura 14. Diagndstico de aislamientos virales

negativos al VR por PCR en tiempo real.

Fuente: Elaboracion propia.

87

positivos y




b)

Interpretacion:

A. Amplicones positivos al VR provenientes de aislamiento
celular de hisopado nasofaringeo y orina.
B. Aislamientos virales negativos. Cada corrida esta con sus

respectivos controles positivos y negativos.

Especificidad de la deteccidon del gen E1 por RT-PCR en

tiempo real

La amplificacion en tiempo real del ARN viral con los
cebadores seleccionados resultd en valores de CT menores
de 35 para los controles positivos (Vacuna combinada (Wistar
RA 27/3 y Edmoston-Zagreb) y una muestra patrén positivo).
Se obtuvieron valores de la ribonucleasa humana esperado
para los controles de referencia empleados. Ademas en el
enfrentamiento con controles positivos a otras etiologias los
resultados fueron negativos, esto se evidencia en la Figura 15
y Anexo 8.5 donde se muestran los valores de CT para cada
control enfrentado con los cebadores de rubéola, sarampion y

la ribonucleasa humana.
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Figura 15. Especificidad de cebadores en PCR-Tiempo Real.

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Curvas de amplificacion, de los controles positivos al

virus de la rubéola, vacuna combina (Wistar 27/3 y Edmoston-

Zagreb), como un conjunto de controles positivos a otras

etiologias (VHS-1 (a), VHS-1 (b), VHS-1 (c), VHS-2, PVB19

(a), PVB19 (b), Mycoplasma 1, Mycoplasma 2), ademas del

Control de Extraccién y NTC, enfrentados con los cebadores

de rubéola, sarampion y la ribonucleasa humana. Se observa

la amplificacién de controles con los cebadores de rubéola

(CP a rubéola (CT: 15,9), vacuna (CT: 20,39)); cebadores de

sarampion (CP sarampion (CT: 25,88), vacuna (CT: 13,6);
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cebadores de ribonucleasa humana (CT: 23,84 - 31,39); no se

observa amplificacion de los controles negativos.

Sensibilidad de la deteccion del gen E1 por RT-PCR en

tiempo real

La concentracion del ARN viral del gen E1 fue
determinado con base en la curva estandar. Como se muestra
en la Figura 15a, los valores calculados mediante PCR en
tiempo real para cada dilucion fueron muy cercanas a sus
valores estandar, se obtuvo una linea recta con un coeficiente
de correlacion de 0,99; el gen E1 varid linealmente (Figura
15b). La sensibilidad de la deteccion de E1 fue de
0,0000436ng/ul con un valor de Ct de 37,63; también se
observaron incrementos sucesivos en los valores de Ct desde
13,51 hasta 37,63 para los estandares que se diluyeron

seriadamente desde 1/20 hasta 1/5242880 (Tabla 13).
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Tabla 13.Concentracion de ARN y numero de copias en dilucién

No. |Name [Type [0 | Given Cone [ng/ul) | Cake Cone (ng/u) |
1 EO1 Standard 13.51 4508 40,0595086531036
2 EOD2 Standard 15.78 11.45 11056747 2355589
3 EOD3 Standard 18.09 2.8625 2.55816617530838
4 ED4 Standard 20.41 0.715625 0.72435211279275
5 EOS Standard 2256 017830625 0. 20000:9443275491
& EOB Standard 24.20 00447265625  4.56503632630512E 02
7 EO7 Starwdard 26.82 0011181640625  1.12820688560225€ 02
& EOS Standard 2964 0.00279541015625  4.04898343177184E-03
9 EO09 Standatd 3276 6.988525330625E-04  9.79044582461872E 04
10 EO10 Standard 36.40 1.74713134765625E-04  1.3146131023376E-04
11 EON Standard 3763 4.367320836914063E-05  3.20108307147348E 05
12 NTC NTC

B Mo. | Mame | Type | Ct | Given Conc [cop| Calc Conc [copie| % War |
1 HIGT COMTROL 1 Standard 19.90 100,000.0 98,8858 1.1%
2 HIGT COMTROL 2 Standard 19.86 100,000.0 101,126.8 1.1%
3 DILUCIOM 1 Unkniown 1351 5982798 3
4 DILUCION 2 nknowen 15.78 1,389,324 4
5  DILUCION 3 Unknown 18.09 36,0234
g DILUCION 4 ko 20.41 71,1448
7 DILUCIONS Unknown 2256 17,9155
8 DILUCIONG Unknown 24.20 6.238.2
9  DILUCION 7 Unknown 26.82 1,163.8
10 DILUCION &8 U nkriawn 2964 1898
11 DILUCION S Unknown 3276 5.8
12 DILUCION 10 I nknown 36.40 25
13 DILUCIOM 11 Unknown 3763 1.1
14 NTC NTC
15 LOWCOMTROL1  Standard 27.06 1,000.0 1,000.0 0.0%

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

(A) Concentracién de las diluciones seriasdas, limite
de deteccion de 4,36x10° ng/pl partiendo de una
concentracion de 45,76 ng/ul, que equivale a 1,1 copias/pl

(B) en base a concentraciones conocidas de los controles
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altos (107 copias/ul) y bajos(10™ copias/ul), con un valor de

CT de 13,51 como maximo y con un limite de deteccion en

CT de 37,63.
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Figura 16. Curva de calibracién con estandares del VR

Fuente: Elaboracion propia.
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Interpretacion:

Curva estandar del Virus de la Rubéola (gen E1)
usando las diluciones seriadas: 45,76 — 4,47 x 10® ng/uL. A.
Figura del logaritmo de la concentracion v/s niumero de ciclo
umbral, en el cual la curva de fluorescencia entra en fase
exponencial. B. Curva estandar, se observa una linea reacta
con Pendiente = -3,587, coeficiente de correlacién (r?) =

0,9999 con una eficacia del 90%.
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Figura 17: Curva de amplificacion del VR en copias/pl

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Curva de amplificacion, donde se grafica en el eje de
las ordenadas el aumento de fluorescencia producido
durante el transcurso de la reaccién y en el eje de las
abscisas, cada ciclo de la PCR, la linea horizontal de rojo
estd indicando dicho valor umbral de fluorescencia a partir
de la cual se define los CT, siendo este umbral fijado en la
fase exponencial de la reaccion. A. Figura de la escala

linear. B. Figura de la escala logaritmica. En ambos casos se
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observa el aumento de forma ascendente de los Ct para las
diluciones del control positivo (1-11), en comparacion con los

controles altos (10 copias/pl) y bajos (10 copias/ul).

3.5 Capacidad diagnéstica para la deteccion del virus de

rubeola

Para el diagnostico molecular por PCR se tomd como
referencia el ensayo de anticuerpos monoclonales. Obteniendo
como resultados para el PCR convencional un 98 % sensibilidad,
100 % especificidad, 100 % VPP y 98 % VPN; para el caso del
PCR en tiempo real se obtuvo una sensibilidad del 98,6 %, una
especificidad del 100 %, un VPP de 100 % y un VPN de 98,6 %;
éstos datos se obtuvieron a partir de la tabla 14 y 15

respectivamente.
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Tabla 14.- Capacidad diagnostica mediante una tabla de 2 x 2
gue asocia el estado del patron referencial con los resultados de

la prueba de PCR convencional.

Patrones
_ Total
referenciales
Positivo | Negativo
Positivo 147 0 147
RT-PCR _

Negativo 3 150 153

Total 150 150 300

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 15.- Capacidad diagndéstica mediante una tabla de 2 x 2
gue asocia el estado del Patron referencial con los resultados de

la prueba de PCR en tiempo real.

Patrones
. Total
referenciales
Positivo | Negativo
Positivo 148 0 148
RT-PCR :

Negativo 2 150 152

Total 150 150 300

Fuente: Elaboracion propia.
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3.6 Comparacion entre PCR en tiempo real y PCR convencional

El coeficiente de correlacién kappa fue de 0,967, lo que

indica una concordancia es muy buena entre las dos pruebas.

Tabla 16. Tabla de contingencia PCR convencional PCR en

tiempo real

PCR en tiempo real Total

Positivo | Negativo
Positivo 150 3 153
PCR convencional :
Negativo 2 145 147
Total 152 148 300

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 17. Medidas simétricas-INDICE KAPPA de la tabla de

contingencia entre las pruebas de PCR convencional y PCR en

tiempo real
Error T Sig. Sig.
Valor tip. aproximada | aproxima | Exact
asint.? b da a
_ Kappa | 0,967 | 0,015 16,743 0,000 | 0,000
Medida
de N de
acuerdo | €2S0S 300
validos

a. Asumiendo la hipotesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintotico basado en la hipoteis nula.

Fuente: Elaboracién propia.
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DISCUSION

Las pruebas de laboratorio relativas a las enfermedades
dependen béasicamente de la calidad y de la idoneidad de las
muestras que se obtienen para los analisis, asi como para la futura
investigacion y desarrollo, para llevar a cabo estudios retrospectivos
e investigaciones epidemiologicas y para contar con material de
referencia esencial para fines de estandarizacion y validacion de
pruebas (OIE, 2013); el presente trabajo que se basa en un estudio
retrospectivo contd con las muestras Optimas y necesarias para
llevar a cabo el estudio; siendo estas crioconservadas en el
Laboratorio de Sarampion y Rubéola-INS durante los afios 2008-
2013 cumpliendo con los criterios desde la toma de muestra,
transporte (reglamento internacional, guia de la OMS relativa al
“Transporte de Sustancias Infecciosas”) hasta el procesamiento
(OIE, 2013) y almacenamiento respectivo dentro de la institucion; tal
como se indica en el “Protocolo de vigilancia basada en laboratorio

de Sarampion y Rubéola” (MINSA/INS, 2007).



La rubéola por su condicién de vigilancia a nivel mundial y
estar inmerso en el proceso de erradicacion. Hace consecuente un
desarrollo de técnicas mas especificas, sensibles, rapidas y
confiables a un resultado certero y oportuno. Por otro lado, aunque
en la literatura existen algunas publicaciones sobre la deteccién del
genoma del virus de la rubéola, en el Peru esta técnica se esta
implementando con fines de cumplir los objetivos de la RM N°800-
2012., por lo que en este estudio se plantedé el objetivo de
estandarizar la RT-PCR convencional como RT-PCR en tiempo real,
por ser una prueba mas sensible. Asimismo, ambas podrian ser

utilizadas para el diagnéstico molecular.

Para minimizar o evitar incertidumbres en torno a la seguridad
y fiabilidad de la PCR en el diagnostico, se tomoO precauciones
especiales, con el fin de evitar resultados positivos falsos o
negativos falsos (OIE, 2006), utilizando controles internos. Para tal
fin se procedi6 a la amplificacion del virus en Células Vero, mediante
la inoculacion de muestras controles (vacunas combina: Wistar RA

27/3 y Edmoston-Zagreb; muestras positivas a rubéola y sarampion).
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4.1 Aislamiento viral

La formacion de efecto citopatico, en el virus de la rubéola
produce un efecto muy débil en las células de Vero (Grutadauria
et al., 1998), por lo cual es dificili de evidenciar bajo las
condiciones de este ensayo; sin embargo el efecto citopatico se
observa en el virus del sarampion, con la formacion de sincitios,
tal como se observa en la Figura 10, este efecto se da como
consecuencia de la fusion de células, inducida por el virus del
sarampion (Nates et al.,, 1994), observando claramente las
células gigantes multinucleadas (sincitios), con gran cantidad de
nacleos en el centro. Es por ello que el cultivo celular para
rubéola no se puede usar como diagndéstico, en tanto el cultivo
celular forma parte importante en la amplificacion viral, haciendo
mas enfocado el trabajo a un estudio epidemiologico y de

relevancia a nivel politico sanitario.

4.2 Extracciéon de acido ribonucleico

Actualmente los procedimientos comerciales de

extraccion se basan en métodos de extraccion por adsorcion en
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fase solida de silica o una extraccibn mediante agentes
caotropicos (guanidina-tiocianato) y separacion en fase acuosa
mediante saturacién con fenol-cloroformo (Secchi et al., 2009).
Para la extraccion de ARN viral se utilizo la técnica de QlAamp®
Viral ARN Mini Kit de QIAGEN (Qiagen, Inc., Valencia, CA,
EEUU), siendo unas de las ventajas del uso de este kit: todos los
tampones y reactivos suministrados con el kit estan garantizados
para estar libre de ribonucleasa, y no requiere el uso de fenol /
cloroformo, lo que conlleva a la obtencion de concentraciones
altas de ARN como se refleja en los resultados, ademas de ser
un proceso de purificacion sencillo y rapido (QIAGEN, 2014).
Este kit se basa en el uso de minicolumna; basada en el método
BOOM, desarrollado por Boom et al., (1990), éste lleva a cabo la
extraccion con el &cido tiosanato de guanidina, separando los
acidos nucleicos con base en su alta afinidad para enlazarse en
matrices de silica en vez de utilizar fenol. Este método fue
escogido debido a las ventajas y estudios de comparacion en
extraccion de ARN con otros reactivos y métodos de extraccion
convencionales como el uso de fenol-cloroformo obteniendo una
mayor concentracion de ARN a partir del cultivo de células Vero

infectadas con el virus de rubéola mediante la extraccién por
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QlAamp® Viral ARN tal como se evidencia en el estudio por
Venegas et al.,, (2008). Las concentraciones obtenidas en
diferentes pasajes de células mostradas en la tabla 9 muestra
una mayor concentracion de ARN a partir del cultivo de células
Vero infectadas con el virus de rubéola en el tercer pase; sin
embargo la concentracion es similar a la obtenida en el segundo
pase. Esto se puede deber a que se esté en una etapa de
maxima produccion de virus; por lo que, la concentracion de
virus producida se mantiene sin cambio (Condit, 2001). En el 1°
pase, es posible que no todas las células sean infectadas por el
virus debido a que la cantidad de virus inoculado no es
suficiente, sino hasta el dia 7 de exposicion. En el caso del 2°y
3° pase, la cantidad de virus con la que se infectan a las células
es mayor; originando que la mayoria o todas las células en el
cultivo sean infectadas y que después de un determinado
tiempo, la infeccion entre en fase de crecimiento rapido seguido

de una meseta (Venegas et al., 2008).
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4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Se realiz6 la reaccion de RT-PCR convencional y RT-PCR
en tiempo real con un sistema de 3 cebadores: RV11, RV12 y
RV12-2 (referidos por la CDC) para la deteccion del VR. Estos
cebadores fueron desarrollados en base a un segmento de VR,
en gen E1 (Ver anexo 8.6). Estos permitieron la amplificacion de
un producto especifico de 185 pares de base, visualizado en gel
de agarosa después de una electroforesis y valores del ciclo de
umbral (CT). En el presente trabajo se optd por utilizar éstos
cebadores para la deteccion del VR, debido a que son aplicables
a esta técnica, porque genera la amplificacion de un segmento
especifico y no mayor de 400pb como es requerido para un PCR

en tiempo real (Bustin, 2000).
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a) Deteccion del gen E1 mediante PCR convencional

Para la amplificacion por PCR, se necesita un ADN
diana de doble cadena, pero ésta no esta disponible en los
virus de ARN. Para este caso se realiz6 un paso previo
antes de comenzar la PCR; mediante la utilizacion de la
transcriptasa inversa, es posible transcribir el ARN a ADN
complementario (ADNc), y poder utilizarse en ensayos de
PCR (transcriptasa inversa (RT-PCR)), (OIE, 2008). En los
protocolos de PCR empleados, se realiz6 un calentamiento
de 50 °C por 30 minutos para realizar la transcripcion inversa
y otro calentamiento de 95 °C por 2 minutos para la
activacion de la Taq polimerasa (parametros de la enzima
SuperScript® Il Platinum® One Step gRT-PCR system).
Estos dos puntos permiten prevenir la reamplificacion de los
productos de ARN presentes después del primer paso (RT),
e inhibir la actividad de la polimerasa a temperatura
ambiente (Chou et al.,, 1992), dando productos mas
especificos y con menor riesgo de produccion de

inespecificidades.
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b)

Los resultados de la estandarizacion de la RT-PCR
convencional siguiendo el protocolo 1 (pardmetros para RT-
PCR de Qiagen) para la deteccion del ARN viral del VR,
indican que el protocolo a seguir es eficiente. El empleo de
los cebadores (RV11, RV12, RV12-2) permitieron amplificar
las cadenas de ARN presentes en las muestras tal como se
muestra en las bandas de electroforesis (Figura 11). El uso
del reactivo “SuperScript® Ill Platinum® One Step qRT-PCR
system” permitié realizar los ensayos con mayor eficacia,
evitando asi una mayor manipulacion y posible

contaminacion del PCR.

Especificidad de la deteccién del gen E1 por RT- PCR

convencional

El valor de una prueba diagndstica, es decir su
confiabilidad para distinguir un sujeto enfermo de otro no
enfermo, se basa en dos categorias: la especificidad y la
sensibilidad (Toman, 1981). En la PCR convencional, se

utiliza unos cebadores para amplificar una pequefa parte del
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genoma de entre 100 y 1000 copias del genoma detectable

(OIE, 2008).

Para establecer la especificidad y determinar la
capacidad que tiene el método de hacer un diagndstico
correcto de ausencia de la enfermedad de las muestras de
orina e hisopado nasofaringeo de pacientes con enfermedad
exantematica bajo sospecha clinica de rubéola; para éste
caso el protocolo a utilizar reveld6 que el RT-PCR
convencional tiene una especificidad del 100 % revelado en

gel de agarosa al 2 %.

Para la determinacion de la especificidad se usaron
muestras positivas a diferentes etiologias asi como los
respectivos controles positivos y negativos contra los
cebadores de rubéola, sarampion y la ribonucleasa humana.
Como se aprecia en la Figura 12, donde se observa bandas
producto de la amplificacion de 185 pb para los controles y
muestras positivas a rubéola enfrentados con los cebadores
del VR, ademas se observa la amplificacién de 400 pb para

los controles positivos a sarampidon con su respectivos
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cebadores, no se visualizan bandas de amplificacion con
respecto a las otras etiologias para los cebadores de rubéola

y sarampion.

c) Sensibilidad de la deteccion del gen E1 por RT-PCR

convencional

La sensibilidad de la RT-PCR convencional determino
que el fragmento de interés de 185 pb detecta hasta una
dilucion de 1/5120 en un gel de agarosa al 2 % revelado con
bromuro de etidio a partir del ARN obtenido por transcripcion
inversa (Figura 13), la cual corresponde al carril 6 con una
concentracién de ARN de 4,47x10 ng/uL como limite de

deteccion.

4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Los resultados de PCR en tiempo real se basan en la
lectura de la emision de la fluorescencia a lo largo de la reaccion
(Fletcher, 2002). La temperatura de extension de 72 °C (por 60

segundos) presente en los ciclos en el protocolo 1, que
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normalmente es usada para la extension y actividad de una
polimerasa convencional, permite la generacion productos
inespecificos ya que la polimerasa modificada prolongara su
accion. La tasa de extension de Taq polimerasa es entre 30 y 70
bases/segundo (Jeffreys et al. 1988; Bustin, 2000), lo que
significa que el tiempo de polimerizacion debe ser corto para que
la amplificacion de contaminantes de ADN sea menos probable
(Bustin, 2000). Al requerir de la amplificacion de un producto de
185 pb y utilizando una polimerasa de actividad en un amplio
rango de temperatura, es posible la amplificacion a partir de la
temperatura de hibridacion y el tiempo establecido permite la
hibridacion y extension a la vez, dando lugar a la generacion del
producto especifico reduciendo el riesgo de formarse productos
no deseados. De esta manera, el paso de extension a 72 °C en

los ciclos puede omitirse (Castro et. al., 2010).

a) Deteccion del gen E1 de VR mediante RT-PCR en tiempo

real ARN

En la estandarizacién, al utilizar los cebadores (RV11,

RV12, RV12-2) y la enzima “SuperScript® lll Platinum® One
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Step gRT-PCR system”, se observé en las curvas de
amplificacion la generacion de productos especificos con el
control positivo VR, la vacuna y las muestras positivas
analizadas (148/150), oscilando entre una concentracion de
40,05 ng/ul y 3,57x102 ng/ul a diferencia del resto de
controles negativos, en donde, no hubo la generacion de

productos especificos (Figura 14).

b) Especificidad de la deteccion del gen E1 por RT-PCR en

tiempo real

La especificidad se basa en la temperatura de
hibridacion de los cebadores, siendo esta calculada por la
formula Ty = [2(A+T)+4(G+C)]-5 (Entrala, 2000), obteniendo
asi una Ty de 60 °C para los cebadores del VR. Dicha
temperatura de hibridacibn se basa en la unién
complementaria de acidos nucleicos partiendo de una sonda
complementaria a ella, obteniendo de esta manera resultados

especificos.
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Con los resultados obtenidos de Ct se puede observar
gue los cebadores RV11, RV12 y RV12-2 permiten detectar la
presencia del VR mediante la técnica RT-PCR en tiempo real,
diferenciandolo incluso de cepas virales relacionadas como el
virus del sarampion que contiene genoma ARN. La
especificidad de la prueba se determing utilizando muestras
positivas a diferentes etiologias (VHS-1, VHS-2, PVB19, y
Mycoplasma) determinando asi el 100 % para la especificidad
de los cebadores del VR no observandose amplificacion, lo

cual puede observarse en la Figura 15.

c) Sensibilidad de la deteccion del gen E1 por RT-PCR en

tiempo real

La sensibilidad de la prueba se determiné en 98,6 %
(148/150), con un limite de deteccidén correspondiente a un
valor de Ct=37, a una concentracién de hasta 4,36 x 10°ng/pl
de ARN (Figura 16.a). Comparada con otros trabajos en
donde utilizan RT-PCR para el diagnéstico de rubéola, como
la realizada en el trabajo de Venegas, et. al., (2008), donde se

detectan ADN a partir de una concentracion de ARN de
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1.584x10® ng/ul aunque el limite de deteccién es alto a
comparacién del encontrado en el trabajo, esto se podria
deber al empleo de cebadores diferentes como R2 y R7 del
estudio de Venegas, et. al., (2008); el trabajo de Eggerding y
colaboradores (1991) donde la concentracién minima de ARN
detectable es de 5x10° ng/ul, y para incrementar la
sensibilidad de su técnica, utilizan cebadores internos para
realizar un RT-PCR anidado, donde, se detectan
concentraciones de hasta 5 fg, por lo que se hace mas
sensible el meétodo; de acuerdo a éste resultado se
recomendaria el uso de cebadores internos para mejorar el
limite de deteccion. Con la interpretacion de los resultados, no
existe la necesidad de la realizacion de procesos posteriores
a la prueba de PCR para demostrar la presencia de ARN viral
en las muestras, por lo que no es necesaria la realizacion de

una electroforesis.

Se obtuvo ademéas una curva de calibracion a partir de

las diluciones serias con una eficiencia de la prueba del 90% y

un coeficiente de correlacion (r%) de 0,9999 (Figura 16.b)
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Ademés de la cuantificacion del ARN viral se compar6
este resultado con las copias/ul (Figura 17) utilizando los
controles altos y bajos referidos por el centro colaborador de
la OMS el laboratorio de referencia de Sarampion y Rubeola
del CDC, para las mismas diluciones encontrando que mi
limite de deteccion para un RT-PCR en tiempo real para la
deteccion del VR es de 1,1 copias/ul equivalente a una

concentracion de 4,36 x 10 ng/ul de ARN (tabla 13).

4.5 Capacidad diagnostica para la deteccion del virus de

rubeola

La prueba obtuvo valores para el PCR convencional un
98 % sensibilidad, 100 % especificidad, 100 % VPP y 98 %
VPN; para el caso del PCR en tiempo real se obtuvo una
sensibilidad del 98,6 %, una especificidad del 100 %, un VPP de

100 % y un VPN de 98,6 % (Tabla 14 y 15).
El valor predictivo positivo refleja la probabilidad de
encontrar enfermedad al existir un resultado positivo (Fletcher et

al., 1998), por lo tanto, un resultado positivo mediante la prueba
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de RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo real utilizando los
cebadores RV11, RV12 y RV12-2 refleja la presencia de la
enfermedad. El valor predictivo negativo indica la ausencia de
falsos negativos en los resultados del muestreo, es decir, la
ausencia de enfermedad ante un resultado negativo (Fletcher et
al., 1998), por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio
reflejan la seguridad de que todas las muestras son
verdaderamente negativas para el PCR convencional en

147/150 y para el PCR en tiempo real de 148/150.

Para éste propdésito seria importante distinguir los cuadros
clinicos causados por el virus de la rubéola de los ocasionados
por el virus del sarampion y de otros virus que tienen sintomas
parecidos, aunque existen problemas con la informacién clinica
del diagnéstico de rubéola, ya que hay individuos que son
asintomaticos o tienen sintomas leves o parecidos a otras
enfermedades (Mori et al., 2006). La enfermedad no se
diferencia del sarampién salvo que es mas leve, su duracion es

menor y tiene menos complicaciones (Bellini e Icenogle, 2003).
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4.6 Comparacion entre PCR en tiempo real y PCR convencional

Al comparar los resultados de la estandarizacion del RT-
PCR convencional y en tiempo real, tienen una concordancia de
0,967; siendo ésta muy buena tomando como referencia la tabla
11; debido a los resultados obtenidos, producto de aislamiento
viral; aunque existe una buena relacion entre ambos ensayos; el
uso del protocolo 2 es el mas eficiente debido a su limite de
deteccion amplificando el producto esperado, ya que las
modificaciones propias de la polimerasa utilizada permiten que
actie eficientemente a la temperatura de hibridacion de los
cebadores con el ADNc viral. En el anexo 8.5 se hace una
comparacion de resultados promedios obtenidos durante la
estandarizacion de la RT-PCR convencional y RT-PCR en
tiempo real, como ya se menciond, mientras que la RT-PCR
convencional se detecta el genoma del virus de la rubéola en la
dilucion 1/5120 en la RT-PCR en tiempo real existio
amplificacion en las diluciones 1/5242880, aunque ésta fue débil,

segun podemos ver en la Figura 16.a
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De las muestras de orina, hisopado nasofaringeo
provenientes de la vigilancia de los afios 2008-2013 analizadas
por RT-PCR, se detectaron 150 positivos a rubéola, y 150
muestras negativas. El diagndstico realizado por la técnica de
anticuerpos monoclonales (IFD) usados como prueba de oro,
reporta casi los mismos resultados al realizar las pruebas de RT-

PCR.

Una desventaja de este tipo de técnica y otros que
requieren cultivos celulares, fue la necesidad de obtener un
abasto con virus infectivo a partir de las muestras de los
pacientes para poder detectarlo (Venegas, 2008); sin embargo al
ser un trabajo de tipo epidemioldgico e importante en cuestiones
politicas sanitarias, es necesario la obtencion de una
concentracion alta de virus para poder obtener resultados
confiables y certeros en pruebas de PCR, para el descarte o

posible observacion del caso.

Una ventaja de la RT-PCR es que existe la posibilidad de

hacer un diagnostico temprano del virus de rubéola en sangre de

feto, debido a que la IgM no se produce totalmente sino hasta la
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semana 20-21 del embarazo (Tanemura et al., 1996). En la
practica clinica la incorporacién de procedimientos diagnésticos,
es frecuente, sin que se abandonen los métodos en uso. La
simultaneidad de examenes para la misma finalidad,
habitualmente arroja resultados confusos o contradictorios
(Fescina et al.,, 1985); por lo que es importante evaluar
diferentes marcadores diagndésticos de infeccion para el virus de

la rubéola (Mosquera et al., 2006; Zhu et al., 2007).

Las técnica de RT-PCR, para la deteccion del virus han
demostrado ser una técnica rapida que detecta el virus con
precision y en bajos titulos (Bowers et al, 2008), logrando una
sensibilidad de hasta 100 %, lo que la hace una técnica
comparable al cultivo celular, aunque para el caso de rubéola el
cultivo no sea evidente, es posible que influya la concentracion
de la carga viral. Sin embargo, la prueba de ELISA seguira
siendo parte importante en el diagnostico clinico de vigilancia del

virus de rubéola.

El presente estudio busca adaptar la técnica de RT-PCR

convencional y en tiempo real para el diagnostico de VR en
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nuestro medio; esta prueba ha demostrado ser altamente
especifica, sensible, facil de reproducir y rapida en la deteccion

del virus, requiriendo de al menos un dia para su realizacion.

Desde hace ya unos afios se viene constatando las
ventajas RT-PCR en tiempo real, y su uso esta siendo cada vez
mas extendido (Mackay y Landt, 2007; Lutfalla y Uze, 2006). Ha
conseguido mayor aceptacion que la convencional porque
ademas de ser mas rapida y sensible minimiza el riesgo de
contaminacién cuando se realiza la RT-PCR en un solo paso

(Battaglia M et al, 1998), ademas de la cuantificacion.
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V. CONCLUSIONES

5.1 Se logr6 estandarizar los protocolos de deteccion del virus de
rubéola mediante la amplificacion de secuencias especificas del
gen E1 de 185 pb mediante PCR convencional y PCR en tiempo
real, cuyas condiciones de reaccion y del programa de

amplificacion son especificadas en la seccion 2.3.3y 2.3.4.

5.2 Se logro determinar el limite de deteccion para ambas pruebas
utilizando el mismo control positivo de rubéola; determinando para
la PCR convencional un limite de deteccion de hasta
4,47x10? ng/pl de ARN observado en el gel de agarosa y un limite
de deteccion alcanzado usando el PCR en tiempo real de
4,36x10° ng/ul de ARN equivalente a 1,1 copias/pl, con una
buena correlacion entre los valores de Ct y el logaritmo de la

concentracion (r?=0,9999) con una eficacia del 90%.

5.3 Los resultados obtenidos de las muestras de hisopado
nasofaringeo y orina provenientes de aislamiento viral indican que

no en todos los casos de rubéola es posible la deteccion del virus



utilizando ambas pruebas. Teniendo asi la capacidad diagnostica
para el PCR convencional de: 98 % sensibilidad, 100 %
especificidad, 100 % VPP y 98 % VPN; y para el PCR en tiempo
real se obtuvo una sensibilidad del 98,6%, una especificidad del

100 %, un VPP de 100 % y un VPN de 98,6 %.

5.4 Se logro evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos
por PCR convencional y PCR en tiempo real determinando el
indice Kappa de 0,967 encontrando asi que ambas pruebas se
encuentran en una muy buena relacion. Aunque el indice de
concordancia es alto entre ambas pruebas una perspectiva de
este trabajo seria la de trabajar con un PCR en tiempo real debido
a su alto limite de deteccion y sus valores de capacidad

diagnostica a diferencia del PCR convencional.
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VI.

RECOMENDACIONES

a. Antes de comenzar con el trabajo es necesario contar con equipos

certificados y calibrados para minimizar el error de pipeteo o
contaminacion de las muestras. Para evitar ésta contaminacion de
las muestras es necesario contar con areas particulares para el
manejo de reactivos (ANEXO 8.2), En cada una de las etapas es
ideal utilizar juegos de pipetas diferentes, con puntas de pipeta con
filtro en la preparacion de las mezclas de reactivos a utilizar en la
amplificacion, y el uso de guantes sin polvo. Las muestras y los
reactivos se deben manejarse en cabinas de aire de flujo laminar,
gue se descontaminan regularmente utilizando luz UV vy lejia. (OIE,

2008)

. Dado que las ARNasas no van a ser inactivadas en su totalidad en

la autoclave, resulta esencial trabajar con material estéril y de
preferencia de un solo uso. El material de plastico debera limpiarse
con etanol absoluto y meterse a la autoclave durante 45 minutos.
Es importante que los reactivos que se utilicen en la extraccion de
ARN se mantengan en alicuotas con los volimenes minimos

necesarios para cada etapa del proceso.



c. Se deben tomar precauciones para evitar la introduccién de
material amplificado procedente de laboratorios potencialmente
contaminados dentro de las areas “limpias” del laboratorio
mediante las restricciones en los movimientos de las muestras, los
documentos, el equipo, las personas o cualquier otra forma de

contaminacion potencial.

d. Una vez colectado el material es necesario trabajar en cadena de
frio o agregarle alguna solucion que estabilice al ARN lo antes
posible, ya que los cambios en el patron de expresion de los genes
debido a la degradacion del ARN o a inducciones en la
transcripcion ocurren inmediatamente. Debido a su estructura
guimica el ARN es una molécula muy fragil que puede romperse
por accion de los grupos 2’-OH (altamente reactivos) adyacentes al
esqueleto de ribosa-fosfato. Existen paquetes comerciales para
estabilizaciéon de muestras de ARN de compafiias como QIAGEN,
Ambion y RNA-works, que en general funcionan con una mezcla de
anticuerpos especificos para ribonucleasas, inhibidores de
ribonucleasas y/o contienen compuestos que neutralizan a los

grupos 2’-OH (como es el caso de RNA-works).
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VIII ANEXOS

8.1

Protocolo de extraccion

El ARN viral se extrajo manualmente usando el sistema RNeasy
Mini Qiagen QlAamp Viral (Qiagen, Inc., Valencia, CA, EEUU),
basado en la extraccion mediante el uso de minicolumas;

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Preparacion de soluciones amortiguadoras con el estuche:

Ponga 310 pl de solucién amortiguadora AVL en el tubo que
contiene el ARN transportador liofilizado. Mezcle bien en la

agitadora vorticial.

Divida la solucion de ARN transportador en alicuotas y
guardelas a -20 °C. no las congele y descongele mas de tres

veces.



Mezcle la solucion amortiguadora AVL y la solucion de ARN
transportador a razén de 100 partes de AVL por 1 parte de
ARN transportador; por ejemplo, para 10 muestras, mezcle 5,6

ml de AVL con 56 pl de ARN transportador.

Afada 25 ml de solucion de 95 % a 100 % de etanol a la

solucion amortiguadora AW1 (siguiendo las indicaciones del

frasco).

Afada 30 ml de solucion de 95 a 100 % de etanol a la solucién

amortiguadora AW?2 (siguiendo las indicaciones del frasco).

Caliente la solucion amortiguadora AVE en bafio maria a 37°C,

entre 5y 10 minutos, hasta que se disuelvan todos los cristales.

Afada ARN transportador hasta obtener la cantidad necesaria

de solucién amortiguadora AVL.

Afiada 560 ul de solucién amortiguadora AVL a un tubo de 1.5

ml limpio y estéril.
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Afada 140 pl de muestra (si estd usando muestras clinicas o
lisados de células) al tubo indicado en el paso 3, mezcle con
pulsos vorticiales durante 15 segundo e incube a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

Afnada 560 pl de solucion de 95 a 100 % de etanol a cada tubo
y mezcle con pulsos vorticiales durante 15 segundos.
Centrifugue el tubo brevemente en una microcentrifuga a fin de

recoger las gotas de la parte de adentro de la tapa.

Para cada muestra, rotule una microcolumna de centrifugado y
coléquela en un tubo colector de 2 ml (ambos vienen en el
estuche). Aiada 630 pl de la mezcla a la columna y centrifugue

durante 1 minuto a 8000 rpm.

Vacie el tubo colector y repita el paso 5 una vez.

Saque la columna del tubo colector y péngala en un tubo

colector limpio. Ailada 500 ul de solucidon amortiguadora AW1.

Centrifugue durante 1 minuto a 8000 rpm.
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Saque la columna del tubo colector y pdéngala en un tubo
colector limpio. Afiada 500 pl de solucion amortiguadora AW2.

Centrifugar durante 3 minutos a 14000 rpm.

Saque la columna del tubo colector y péngala en un tubo de 1,5

ml estéril rotulado.

Anada 60 ul de solucion amortiguadora AVE, que viene en el
estuche (se puede usar agua destilada), espere 1 minuto y

centrifugue durante 1 minuto a 8000 rpm.

Saque la columna y deséchela; ponga el tubo de 1,5 ml que

contiene ARN sobre hielo para usar de inmediato o guardelo en

el congelador a -20 6 -70 °C para usar mas adelante.
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Tabla de preparacion de buffer lisis AVL

N° de Muestras

Buffer AVL (ml)

Carrier ARN y AVE (pl)

1 0,56 5,6

2 1,12 11,2
3 1,68 16,8
4 2,24 22,4
5 2,8 28,0
6 3,36 33,6
7 3,92 39,2
8 4,48 44.8
9 5,04 50,4
10 5,6 56,0
N n(0,56) n(5,6)

143




8.2 Esquema de trabajo propuesto por OIE (2008)

Laboratorio limpio Habitacion con los
aparatos

Entrada X\

con esclus

deaire Laboratorio

\ \ de preparacion / \
— —_—
MSICS e Tubos/placas de 96 pocillos con la
reaccion preparada para correr la muestra

\

Muestras

Preparacion del laboratorio recomendada para la PCR de

diagnaostico en tiempo real.
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8.3 Flujo de trabajo

Coleccion de muestiras
Cultive Celular

Extraccion de ARN

Preparacion de reactivos (Pre-P(R)

Carga del templado

Ampliiicacion Ampliiicacion
y deteccion (RT-PCR
(RT-PCR convencional)

Eleciroioresis

fiempo real)
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8.4 Especificidad de cebadores del VR (PCR en tiempo real)

CONTROLES | RUBEOLA | SARAMPION RN'SS""' RESULTADO
0
NTC 0 NEGATIVO
0
CONTROL DE ° 0 NEGATIVO
EXTRACCION >384
0
VHS-1 (A) 0 NEGATIVO
27,64
0
VHS-1 (B) 0 NEGATIVO
26,13
0
VHS-1 (C) 0 NEGATIVO
29,72
0
VHS-2 0 NEGATIVO
28,91
0
PV-B19 0 NEGATIVO
28,96
0
MYCOPlLASMA 5 NEGATIVO
31,39
0
MYCOF;LASMA 5 NEGATIVO
30,38
CONTROL 0
POSITIVO 25,88 POSITIVO
SARAMPION 29,98
20,39
VACUNA 13,6 POSITIVO
30,7
CONTROL 15,9
POSITIVO 0 POSITIVO
RUBEOLA 30,86

Fuente: Elaboracion propia
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8.5 Tabla de resultados del PCR convencional y PCR en tiempo

real con la prueba referencial (IFD)

Ne PRUEBA PCR PCR en N° PRUEBA PCR PCR en
PATRON | convencional | tiempo real PATRON | convencional | tiempo real
1 | HP-001 POSITIVO | POSITIVO 1 HN-001 | NEGATIVO | NEGATIVO
2 | HP-002 | POSITIVO | POSITIVO 2 HN-002 | NEGATIVO | NEGATIVO
3 | HP-003 | POSITIVO | POSITIVO 3 HN-003 | NEGATIVO | NEGATIVO
4 | HP-004 | POSITIVO | POSITIVO 4 HN-004 | NEGATIVO | NEGATIVO
5 | HP-005 | POSITIVO | POSITIVO 5 HN-005 | NEGATIVO | NEGATIVO
6 | HP-006 | POSITIVO | POSITIVO 6 HN-006 | NEGATIVO | NEGATIVO
7 | HP-007 | POSITIVO | POSITIVO 7 HN-007 | NEGATIVO | NEGATIVO
8 | HP-008 | POSITIVO | NEGATIVO | 8 HN-008 | NEGATIVO | NEGATIVO
9 | HP-009 | POSITIVO | POSITIVO 9 HN-009 | NEGATIVO | NEGATIVO
10 | HP-010 | POSITIVO | POSITIVO | 10 | HN-010 | NEGATIVO | NEGATIVO
11 | HP-011 POSITIVO | POSITIVO | 11 | HN-011 | NEGATIVO | NEGATIVO
12 | HP-012 | POSITIVO | POSITIVO | 12 | HN-012 | NEGATIVO | NEGATIVO
13 | HP-013 | POSITIVO | POSITIVO | 13 | HN-013 | NEGATIVO | NEGATIVO
14 | HP-014 | POSITIVO | POSITIVO | 14 | HN-014 | NEGATIVO | NEGATIVO
15 | HP-015 | POSITIVO | POSITIVO | 15 | HN-015 | NEGATIVO | NEGATIVO
16 | HP-016 | POSITIVO | POSITIVO | 16 | HN-016 | NEGATIVO | NEGATIVO
17 | HP-017 | POSITIVO | POSITIVO | 17 | HN-017 | NEGATIVO | NEGATIVO
18 | HP-018 | POSITIVO | POSITIVO | 18 | HN-018 | NEGATIVO | NEGATIVO
19 | HP-019 | POSITIVO | POSITIVO | 19 | HN-019 | NEGATIVO | NEGATIVO
20 | HP-020 | POSITIVO | POSITIVO | 20 | HN-020 | NEGATIVO | NEGATIVO
21 | HP-021 POSITIVO | POSITIVO | 21 | HN-021 | NEGATIVO | NEGATIVO
22 | HP-022 | POSITIVO | POSITIVO | 22 | HN-022 | NEGATIVO | NEGATIVO
23 | HP-023 | POSITIVO | POSITIVO | 23 | HN-023 | NEGATIVO | NEGATIVO
24 | HP-024 | POSITIVO | POSITIVO | 24 | HN-024 | NEGATIVO | NEGATIVO
25 | HP-025 | POSITIVO | POSITIVO | 25 | HN-025 | NEGATIVO | NEGATIVO
26 | HP-026 | POSITIVO | POSITIVO | 26 | HN-026 | NEGATIVO | NEGATIVO
27 | HP-027 | POSITIVO | POSITIVO | 27 | HN-027 | NEGATIVO | NEGATIVO
28 | HP-028 | POSITIVO | POSITIVO | 28 | HN-028 | NEGATIVO | NEGATIVO
29 | HP-029 | POSITIVO | POSITIVO | 29 | HN-029 | NEGATIVO | NEGATIVO
30 | HP-030 | POSITIVO | POSITIVO | 30 | HN-030 | NEGATIVO | NEGATIVO
31 | HP-031 POSITIVO | POSITIVO | 31 | HN-031 | NEGATIVO | NEGATIVO
32 | HP-032 | POSITIVO | POSITIVO | 32 | HN-032 | NEGATIVO | NEGATIVO
33 | HP-033 | POSITIVO | POSITIVO | 33 | HN-033 | NEGATIVO | NEGATIVO
34 | HP-034 | POSITIVO | POSITIVO | 34 | HN-034 | NEGATIVO | NEGATIVO
35 | HP-035 | POSITIVO | POSITIVO | 35 | HN-035 | NEGATIVO | NEGATIVO
36 | HP-036 | POSITIVO | POSITIVO | 36 | HN-036 | NEGATIVO | NEGATIVO
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37 | HP-037 | POSITIVO | POSITIVO | 37 | HN-037 | NEGATIVO | NEGATIVO
38 | HP-038 | POSITIVO | POSITIVO | 38 | HN-038 | NEGATIVO | NEGATIVO
39 | HP-039 | POSITIVO | POSITIVO | 39 | HN-039 | NEGATIVO | NEGATIVO
40 | HP-040 | POSITIVO | POSITIVO | 40 | HN-040 | NEGATIVO | NEGATIVO
41 | HP-041 POSITIVO | POSITIVO | 41 | HN-041 | NEGATIVO | NEGATIVO
42 | HP-042 | POSITIVO | POSITIVO | 42 | HN-042 | NEGATIVO | NEGATIVO
43 | HP-043 | POSITIVO | POSITIVO | 43 | HN-043 | NEGATIVO | NEGATIVO
44 | HP-044 | POSITIVO | POSITIVO | 44 | HN-044 | NEGATIVO | NEGATIVO
45 | HP-045 | POSITIVO | POSITIVO | 45 | HN-045 | NEGATIVO | NEGATIVO
46 | HP-046 | POSITIVO | POSITIVO | 46 | HN-046 | NEGATIVO | NEGATIVO
47 | HP-047 | POSITIVO | POSITIVO | 47 | HN-047 | NEGATIVO | NEGATIVO
43 | HP-048 | POSITIVO | POSITIVO | 48 | HN-048 | NEGATIVO | NEGATIVO
49 | HP-049 | POSITIVO | POSITIVO | 49 | HN-049 | NEGATIVO | NEGATIVO
50 | HP-050 | POSITIVO | POSITIVO | 50 | HN-050 | NEGATIVO | NEGATIVO
51 | HP-051 POSITIVO | POSITIVO | &1 | HN-051 | NEGATIVO | NEGATIVO
52 | HP-052 | POSITIVO | POSITIVO | 52 | HN-052 | NEGATIVO | NEGATIVO
53 | HP-053 | POSITIVO | POSITIVO | 53 | HN-053 | NEGATIVO | NEGATIVO
54 | HP-054 | POSITIVO | POSITIVO | 54 | HN-054 | NEGATIVO | NEGATIVO
55 | HP-055 | POSITIVO | POSITIVO | 55 | HN-055 | NEGATIVO | NEGATIVO
56 | HP-056 | POSITIVO | POSITIVO | 56 | HN-056 | NEGATIVO | NEGATIVO
57 | HP-057 | POSITIVO | POSITIVO | 57 | HN-057 | NEGATIVO | NEGATIVO
58 | HP-058 | POSITIVO | POSITIVO | 58 | HN-058 | NEGATIVO | NEGATIVO
59 | HP-059 | POSITIVO | POSITIVO | 59 | HN-059 | NEGATIVO | NEGATIVO
60 | HP-060 | POSITIVO | POSITIVO | 60 | HN-060 | NEGATIVO | NEGATIVO
61 | HP-061 POSITIVO | POSITIVO | 61 | HN-061 | NEGATIVO | NEGATIVO
62 | HP-062 | NEGATIVO | POSITIVO | 62 | HN-062 | NEGATIVO | NEGATIVO
63 | HP-063 | POSITIVO | POSITIVO | 63 | HN-063 | NEGATIVO | NEGATIVO
64 | HP-064 | POSITIVO | POSITIVO | 64 | HN-064 | NEGATIVO | NEGATIVO
65 | HP-065 | POSITIVO | POSITIVO | 65 | HN-065 | NEGATIVO | NEGATIVO
66 | HP-066 | POSITIVO | POSITIVO | 66 | HN-066 | NEGATIVO | NEGATIVO
67 | HP-067 | POSITIVO | POSITIVO | 67 | HN-067 | NEGATIVO | NEGATIVO
68 | HP-068 | POSITIVO | POSITIVO | 68 | HN-068 | NEGATIVO | NEGATIVO
69 | HP-069 | NEGATIVO | POSITIVO | 69 | HN-069 | NEGATIVO | NEGATIVO
70 | HP-070 | NEGATIVO | POSITIVO | 70 | HN-070 | NEGATIVO | NEGATIVO
71 | HP-071 POSITIVO | POSITIVO | 71 | HN-071 | NEGATIVO | NEGATIVO
72 | HP-072 | POSITIVO | POSITIVO | 72 | HN-072 | NEGATIVO | NEGATIVO
73 | HP-073 | POSITIVO | POSITIVO | 73 | HN-073 | NEGATIVO | NEGATIVO
74 | HP-074 | POSITIVO | POSITIVO | 74 | HN-074 | NEGATIVO | NEGATIVO
75 | HP-075 | POSITIVO | POSITIVO | 75 | HN-075 | NEGATIVO | NEGATIVO
76 | HP-076 | POSITIVO | POSITIVO | 76 | HN-076 | NEGATIVO | NEGATIVO
77 | HP-077 | POSITIVO | POSITIVO | 77 | HN-077 | NEGATIVO | NEGATIVO
78 | HP-078 | POSITIVO | POSITIVO | 78 | HN-078 | NEGATIVO | NEGATIVO
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79 | HP-079 | POSITIVO | POSITIVO | 79 | HN-079 | NEGATIVO | NEGATIVO
80 | HP-080 | POSITIVO | POSITIVO | 80 | HN-080 | NEGATIVO | NEGATIVO
81 | HP-081 POSITIVO | POSITIVO | 81 | HN-081 | NEGATIVO | NEGATIVO
82 | HP-082 | POSITIVO | POSITIVO | 82 | HN-082 | NEGATIVO | NEGATIVO
83 | HP-083 | POSITIVO | POSITIVO | 83 | HN-083 | NEGATIVO | NEGATIVO
84 | HP-084 | POSITIVO | POSITIVO | 84 | HN-084 | NEGATIVO | NEGATIVO
85 | HP-085 | POSITIVO | POSITIVO | 85 | HN-085 | NEGATIVO | NEGATIVO
86 | HP-086 | POSITIVO | POSITIVO | 86 | HN-086 | NEGATIVO | NEGATIVO
87 | HP-087 | POSITIVO | POSITIVO | 87 | HN-087 | NEGATIVO | NEGATIVO
88 | HP-088 | POSITIVO | POSITIVO | 88 | HN-088 | NEGATIVO | NEGATIVO
89 | HP-089 | POSITIVO | POSITIVO | 89 | HN-089 | NEGATIVO | NEGATIVO
90 | HP-090 | POSITIVO | POSITIVO | 90 | HN-090 | NEGATIVO | NEGATIVO
91 | HP-091 POSITIVO | POSITIVO | 91 | HN-091 | NEGATIVO | NEGATIVO
92 | HP-092 | POSITIVO | POSITIVO | 92 | HN-092 | NEGATIVO | NEGATIVO
93 | HP-093 | POSITIVO | POSITIVO | 93 | HN-093 | NEGATIVO | NEGATIVO
94 | HP-094 | POSITIVO | POSITIVO | 94 | HN-094 | NEGATIVO | NEGATIVO
95 | HP-095 | POSITIVO | POSITIVO | 95 | HN-095 | NEGATIVO | NEGATIVO
96 | HP-09 | POSITIVO | POSITIVO | 96 | HN-096 | NEGATIVO | NEGATIVO
97 | HP-097 | POSITIVO | POSITIVO | 97 | HN-097 | NEGATIVO | NEGATIVO
98 | HP-098 | POSITIVO | POSITIVO | 98 | HN-098 | NEGATIVO | NEGATIVO
99 | HP-099 | POSITIVO | POSITIVO | 99 | HN-099 | NEGATIVO | NEGATIVO
100 | HP-100 | POSITIVO | POSITIVO | 100 | HN-100 | NEGATIVO | NEGATIVO
101 | HP-101 POSITIVO | POSITIVO | 101 | HN-101 | NEGATIVO | NEGATIVO
102 | HP-102 | POSITIVO | POSITIVO | 102 | HN-102 | NEGATIVO | NEGATIVO
103 | HP-103 | POSITIVO | POSITIVO | 103 | HN-103 | NEGATIVO | NEGATIVO
104 | HP-104 | POSITIVO | POSITIVO | 104 | HN-104 | NEGATIVO | NEGATIVO
105 | HP-105 | POSITIVO | POSITIVO | 105 | HN-105 | NEGATIVO | NEGATIVO
106 | OP-001 POSITIVO | POSITIVO | 106 | HN-106 | NEGATIVO | NEGATIVO
107 | OP-002 | POSITIVO | POSITIVO | 107 | HN-107 | NEGATIVO | NEGATIVO
108 | OP-003 | POSITIVO | POSITIVO | 108 | HN-108 | NEGATIVO | NEGATIVO
109 | OP-004 | POSITIVO | POSITIVO | 109 | HN-109 | NEGATIVO | NEGATIVO
110 | OP-005 | POSITIVO | POSITIVO | 110 | HN-110 | NEGATIVO | NEGATIVO
111 | OP-006 | POSITIVO | POSITIVO | 111 | HN-111 | NEGATIVO | NEGATIVO
112 | OP-007 | POSITIVO | POSITIVO | 112 | HN-112 | NEGATIVO | NEGATIVO
113 | OP-008 | POSITIVO | POSITIVO | 113 | HN-113 | NEGATIVO | NEGATIVO
114 | OP-009 | POSITIVO | NEGATIVO | 114 | HN-114 | NEGATIVO | NEGATIVO
115 | OP-010 | POSITIVO | POSITIVO | 115 | HN-115 | NEGATIVO | NEGATIVO
116 | OP-011 POSITIVO | POSITIVO | 116 | HN-116 | NEGATIVO | NEGATIVO
117 | OP-012 | POSITIVO | POSITIVO | 117 | HN-117 | NEGATIVO | NEGATIVO
118 | OP-013 | POSITIVO | POSITIVO | 118 | HN-118 | NEGATIVO | NEGATIVO
119 | OP-014 | POSITIVO | POSITIVO | 119 | HN-119 | NEGATIVO | NEGATIVO
120 | OP-015 | POSITIVO | POSITIVO | 120 | HN-120 | NEGATIVO | NEGATIVO
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121 | OP-016 | POSITIVO | POSITIVO | 121 | HN-121 | NEGATIVO | NEGATIVO
122 | OP-017 | POSITIVO | POSITIVO | 122 | HN-122 | NEGATIVO | NEGATIVO
123 | OP-018 | POSITIVO | POSITIVO | 123 | HN-123 | NEGATIVO | NEGATIVO
124 | OP-019 | POSITIVO | POSITIVO | 124 | HN-124 | NEGATIVO | NEGATIVO
125 | OP-020 | POSITIVO | POSITIVO | 125 | HN-125 | NEGATIVO | NEGATIVO
126 | OP-021 POSITIVO | POSITIVO | 126 | HN-126 | NEGATIVO | NEGATIVO
127 | OP-022 | POSITIVO | POSITIVO | 127 | HN-127 | NEGATIVO | NEGATIVO
128 | OP-023 | POSITIVO | POSITIVO | 128 | HN-128 | NEGATIVO | NEGATIVO
129 | OP-024 | POSITIVO | POSITIVO | 129 | HN-129 | NEGATIVO | NEGATIVO
130 | OP-025 | POSITIVO | POSITIVO | 130 | HN-130 | NEGATIVO | NEGATIVO
131 | OP-026 | POSITIVO | POSITIVO | 131 | ON-001 | NEGATIVO | NEGATIVO
132 | OP-027 | POSITIVO | POSITIVO | 132 | ON-002 | NEGATIVO | NEGATIVO
133 | OP-028 | POSITIVO | POSITIVO | 133 | ON-003 | NEGATIVO | NEGATIVO
134 | OP-029 | POSITIVO | POSITIVO | 134 | ON-004 | NEGATIVO | NEGATIVO
135 | OP-030 | POSITIVO | POSITIVO | 135 | ON-005 | NEGATIVO | NEGATIVO
136 | OP-031 POSITIVO | POSITIVO | 136 | ON-006 | NEGATIVO | NEGATIVO
137 | OP-032 | POSITIVO | POSITIVO | 137 | ON-007 | NEGATIVO | NEGATIVO
138 | OP-033 | POSITIVO | POSITIVO | 138 | ON-008 | NEGATIVO | NEGATIVO
139 | OP-034 | POSITIVO | POSITIVO | 139 | ON-009 | NEGATIVO | NEGATIVO
140 | OP-035 | POSITIVO | POSITIVO | 140 | ON-010 | NEGATIVO | NEGATIVO
141 | OP-036 | POSITIVO | POSITIVO | 141 | ON-011 | NEGATIVO | NEGATIVO
142 | OP-037 | POSITIVO | POSITIVO | 142 | ON-012 | NEGATIVO | NEGATIVO
143 | OP-038 | POSITIVO | POSITIVO | 143 | ON-013 | NEGATIVO | NEGATIVO
144 | OP-039 | POSITIVO | POSITIVO | 144 | ON-014 | NEGATIVO | NEGATIVO
145 | OP-040 | POSITIVO | POSITIVO | 145 | ON-015 | NEGATIVO | NEGATIVO
146 | OP-041 POSITIVO | POSITIVO | 146 | ON-016 | NEGATIVO | NEGATIVO
147 | OP-042 | POSITIVO | POSITIVO | 147 | ON-017 | NEGATIVO | NEGATIVO
148 | OP-043 | POSITIVO | POSITIVO | 148 | ON-018 | NEGATIVO | NEGATIVO
149 | OP-044 | POSITIVO | POSITIVO | 149 | ON-019 | NEGATIVO | NEGATIVO
150 | OP-045 | POSITIVO | POSITIVO | 150 | ON-020 | NEGATIVO | NEGATIVO

Fuente: Elaboracién propia
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8.6 Mapa del cebador E1

Mapa del cebador E1
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CGCCCACACCACCAGCGACCCCTGGCATCCACCGGGCCCCTTGGGGCTGAAGTTCAAGAC 9240
AGTTCGCCCGGTGGCCCTGCCACGCACGTTAGCGCCACCCCGCAATGTGCGTGTGACCGG 9300
GTGCTACCAGTGCGGTACCCCCGCGCTGGTGGAAGGCCTTGCCCCCGGGGGAGGCAATTG 9360
CCATCTCACCGTCAATGGCGAGGACCTCGGCGCCGTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGC 9420

. : 3 # . fin del 739
CGCCCTCCTCAACACCCCCCCGCCCTACCAAGTCAGCTGCGGGGGCGAGAGCGATCGCGC 9480

GACCGCGCGGGTCATCGACCCCGCCGCGCAATCGTTTACCGGCGTGGTGTATGGCACACA 9540

. . - 9577R .
CACCACTGCTGTGTCGGAGACCCGGCAGACCTGGGCGGAGTGGGCTGCTGCCCATTGGTG 9600

GCAGCTCACTCTGGGCGCCATTTGCGCCCTCCCACTCGCTGGCTTACTCGCTTGCTGTGC 9660

. . . . s - fin del E1
CAAATGCTTGTACTACTTGCGCGGCGCTATAGCGCCTCGCITAGTGGGCCCCCGCGCGAAA 9720

CCCGCACTAGGCCACTAGATCCCCGCACCTGTTGCTGTATAG 9762

Fuente: OPS, 2011
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INTERPRETACION:

Se indica la ubicacién de los iniciadores del fragmento 1 y el
fragmento 2 para el diagndstico del virus de la rubeola. También estan
marcados la ventana de genotipificaciéon 739 y los puntos de inicio y

fin de la regién codificante E1

8.7 Células Vero en incubacion a 8.8 Kit de extraccion de acido
37 °C nucleico
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8.9 Extraccion de ARN- Cabina de
bioseguridad nivel I

8.10 Area limpia-Preparacion de 8.11 Area Sucia-Suspension de
mezcla de reaccién ARN
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8.12 Area de Amplificacion- Termociclador Convencional

8.13 Area de Amplificacion y Recoleccion de datos- Termociclador
en Tiempo Real

154




8.14 Coronas del Termociclador en Tiempo Real

8.15 Gel de Electroforesis
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8.16 Potencidmetro-Corrida Electroforética

8.17 Espectrofotometro-NANODROP

m . g

e —
""'-M [
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8.18 Constancia de realizacion de tesis.

MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

“Aiio de la promocion de la industria responsable y del compromiso climdtico”

CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El Laboratorio de Referencia Nacional de Sarampion y Rubeola hace constar, que la Srta.
Bachiller en Ciencias Bioldgicas, Priscila Nayu Lope Pari, realizé la ejecucion de la Tesis
Titulado “Estandarizaciéon de Técnicas Moleculares por PCR convencional y PCR en tiempo
real para el diagnostico de Rubéola en el INS”. Durante los meses de octubre del 2013 a
junio del 2014; realizado en el Laboratorio de sarampion y rubéola del Instituto Nacional de
Salud, Lima.

La presente se extiende a peticién de la interesada para los tramites de presentacion del
informe final de tesis.

Lima, 10 junio del 2014.

Blgo. Néstor Edwi lipe
COORDINADOR QEL LABORATORIO
DE SARAMPION Y RUBEOLA

(NSP/INS
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