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RESUMEN

La enfermedad causada por el virus del dengue (DENV) es una de las
enfermedades virales reemergentes de mayor importancia a nivel mundial y es
considerada un grave problema de salud publica. Por otra parte, la infeccion por
virus del Zika (ZIKV) suele ser relativamente leve y no necesita tratamiento
especifico, sin embargo, es considerado un problema de salud publica debido a las
complicaciones clinicas a las que se asocia, como la microcefalia en neonatos y el
sindrome de Guillain Barré. La selecciéon de variantes genéticas favorables podria
explicar la variabilidad entre la severidad de los brotes tanto en México como en
otros paises, asi como de la distribucién ciclica de los cuatro serotipos del virus
dengue en nuestro pais. Durante este proyecto se realizé la tipificacion molecular
de aislados clinicos de pacientes con diagnéstico de infeccidén por flavivirus del
estado de Oaxaca y Yucatan de la temporada 2016. Se extrajo el RNA de las
muestras, se sintetizO DNA complementario y se amplificaron, mediante RT-PCR,
regiones conservadas del genoma viral con oligonucléotidos especificos para cada
virus, en el caso de DENV también se utilizaron oligonucleétidos tipo especificos.
Se realiz6 la electroforesis en geles de agarosa al 1.2% y los resultados obtenidos
se fotodocumentaron con Gel Doc EZ System. Como resultado de la tipificacidon
molecular de 4 muestras de Oaxaca se obtuvieron 2 aislados positivos para
flavivirus: 1 para DENV1 y 1 para ZIKV. De 49 muestras analizadas de Yucatan, 40
fueron positivas para flavivirus: 32 para DENV1 y 8 para ZIKV. La presencia de
DENV y ZIKV en las muestras se debe a su co-circulacion en las mismas regiones
geograficas, sin embargo la prevalencia de un solo serotipo de DENV puede
deberse al desplazamiento de variantes genéticas virales. Por lo tanto el banco de
aislados de virus DENV y ZIKV generado Yy tipificado en este estudio sera de gran
importancia para la investigacion y permitira el estudio mas detallada del nivel de

virulencia de las variantes de DENV1 y ZIKV.



INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por vectores son causadas por parasitos, virus y
bacterias. Los vectores mas importantes y abundantes son mosquitos, chinches,
garrapatas y acaros, los cuales transmiten patégenos como los virus, entre otros,
como dengue (DENV), chikungunya (CHKV), Zika (ZIKV), fiebre amarilla (YFV) y
encefalitis japonesa (JEV), asi como protozoarios, por ejemplo, Tripanosoma,
Leishmania y Plasmodium. En todo el mundo se registran cada afio mas de 700, 000
decesos como consecuencia de enfermedades transmitidas por vectores. La
distribucion de dichas enfermedades estd determinada por complejos factores
demograficos y sociales, como la urbanizacion no planificada, asi como factores
ambientales entre ellos el cambio climatico. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés), un alto porcentaje de la poblaciéon mundial
vive en regiones donde hay un gran riesgo de contraer una o mas de las principales
enfermedades transmitidas por vectores (WHO, 2017; UANL, 2017).

Se conocen como arbovirus a aquellos virus que son transmitidos por artropodos
hematofagos como mosquitos, chinches, garrapatas, acaros y moscas de la arena
(Kuno y Chang, 2005; Beckhamy Tyler, 2015; Agarwal et al., 2017). Las familias de
virus que incluyen géneros en el grupo de los arbovirus son Flaviviridae,
Togaviridae, Bunyaviridae y Reoviridae (Kuno y Chang, 2005; Agarwal et al., 2017).
Estas familias de virus son en gran parte responsables del reciente crecimiento en

el rango geografico de virus emergentes (Beckhamy Tyler, 2015).

Desde 2014, brotes de DENV, CHKV, YFV y ZIKV han afectado a diferentes
poblaciones, dejando un considerable numero de victimas y afectando a la
economia de cada pais, ya que originan altos costos de hospitalizacion, asistencia
a pacientes y campanas para el control de vectores. Adicionalmente DENV y el ZIKV
son dos de los arbovirus con mayor importancia médica alrededor del mundo (Bhatt
et al., 2013).

El dengue es una de las principales enfermedades reemergentes en el mundo, en

la actualidad es endémico en 128 paises en las regiones de Africa, América,



Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico y Pacifico Occidental; las regiones de
América, Asia sudoriental y Pacifico (OMS, 2017; Ortega, 2001). Se conocen cuatro
serotipos del virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, los cuales circulan

periodicamente en areas tropicales y subtropicales (Durbin et al., 2013).

Por otra parte, en los ultimos afios el ZIKV ha causado un gran numero de
infecciones debido a su reciente introduccion al continente americano y a la
adaptacién de sus vectores potenciales a nuevas regiones geograficas (Grard, et
al., 2014).

Los virus DENV y ZIKV son transmitidos por los mosquitos hembra del género
Aedes, principalmente de la especie Aedes aegyptiy, en menor grado Aedes
albopictus (OPS, 2014; OMS, 2017). La diferenciacion de la infeccion por DENV o
ZIKV es complicada ya que los sintomas de ambas enfermedades son similares y
pueden variar dependiendo del genotipo del virus, asi como del fondo genético
poblacional (Jain y Jain, 2014). Generalmente el método diagndstico diferencial
para la infeccién por DENV o ZIKV es realizado mediante métodos seroldgicos,
mientras que la tipificacion molecular se realiza para la generacién de informacién

epidemioldgica.

En México, la norma oficial mexicana NOM-032-SSA2-2014, para la vigilancia
epidemioldgica, promocion, prevencion y control de las enfermedades transmitidas
por vectores considera la vigilancia y el diagndstico para el DENV por RT-PCR y el
aislamiento en el 10% de las muestras positivas para antigeno viral (NS1) en suero
(Secretaria de salud, 2015a). Sin embargo, dichas recomendaciones no se aplican
en su totalidad en las regiones endémicas para el virus debido a la escasez de

recursos y de personal especializado.

Para el ZIKV, el aislamiento no estd recomendado en los lineamientos oficiales
mexicanos de diagndstico y vigilancia (Secretaria de Salud, 2016a). Por lo que, el
aislamiento y caracterizacidon de virus circulantes en cada brote no son prioridad y
los virus aislados no son caracterizados genéticamente, ni fenotipicamente. Por

esta razén, se desconocen las caracteristicas de las variantes genéticas



seleccionadas en nuestro pais, asi como la virulencia que estas podrian conferirle

en cada brote.

La dinamica de vigilancia actual, también limita el alcance de la evidencia cientifica
que se puede generar en el campo de la epidemiologia genética de flavivirus en
nuestro pais, ya que la mayoria de la investigacion se genera utilizando aislados
histéricos o incluso virus de referencia adaptados al laboratorio. La seleccion de
variantes genéticas favorables podrian ser la una explicacion de la variabilidad entre
la severidad de los brotes tanto en México como en otros paises, asi como de la
distribucion ciclica de los cuatro serotipos del virus dengue en nuestro pais (Brisefio-
Garcia et al., 1996; Perez-Ramirez et al., 2009; Carrillo-Valenzo et al., 2010)

Debido a que el problema de salud publica en México causado por flavivirus se ha
incrementado de manera significativa en los ultimos afios con la ya conocida
circulacién de los cuatro serotipos del DENV y la reciente introduccion del ZIKV al
continente americano, el objetivo de este proyecto de investigacién es generar un
banco de aislados de flavivirus circulantes en el estado de Yucatan, purificados y
tipificados molecularmente. El banco caracterizado de aislados de flavivirus
mexicanos sera una herramienta para futuras investigaciones sobre la variabilidad

y evolucion de flavivirus.



MARCO TEORICO

Generalidades de flavivirus

Los arbovirus de mayor importancia médica pertenecen a la familia Flaviviridae, la
cual incluye tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus (Bhatt et al., 2013). El
geénero Flavivirus comprende mas de 70 especies, muchas de ellas patéogenos
importantes del ser humano que infectan a millones de personas anualmente (Kuno
et al., 1998; King et al., 2007; Diamond y Pierson 2015); algunos ejemplos incluyen
al virus DENV, el virus JEV, el virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV), el virus de
la fiebre amarilla (YFV: yellow fever virus) (Murphy et al., 1995, Kuno et al., 1998),
el virus del Nilo occidental (WNV) y el virus ZIKV (Kostyuchenko et al., 2016).

Estructura y ciclo replicativo

Virion y genoma viral

La particula viral madura de los miembros del género Flavivirus, tiene un diametro
aproximado de 500 A, el genoma viral es una molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva (+ssRNA) de alrededor de 11 kb, el cual esta empaquetado por la
proteina de la capside del virus envuelta en una bicapa lipidica derivada del
hospedero y rodeada por 180 copias de la proteina de envoltura (E) y de la proteina
de membrana (M) (Mukhopadhyay et al., 2005). El genoma viral cuenta con un Cap
de tipo | en su extremo 5’ y regiones no traducidas en los extremos 5 y 3’ de
alrededor de 100 bases y de entre 400 y 700 bases respectivamente y carece de
poliadenilacion (Del Angel et al., 2016; Lindenbach y Rice 2003; Lindenbach et al.,
2007; Brand et al., 2017).

El marco de lectura abierto codifica para una poliproteina que incluye a 10 proteinas
virales que se procesan proteoliticamente co- y post-traduccionalmente en tres
proteinas estructurales que constituyen la particula viral; capside (C), membrana

(prM) y envoltura (E), y siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B. NS3,
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NS4A, NS4B y NS5, encargadas de la replicacién del genoma, ensamblaje viral y
evasion de la respuesta inmune innata (Lobo et al., 2009; Schweitzer et al., 2015;
Simmonds et al., 2017).

La proteina de capside esta involucrada en el empaquetamiento del genoma viral y
en la formacién de la nucleocapside (NC) que protege el material genético. La
proteina prM, que es madurada por proteasas celulares durante la infeccion viral
tardia, participa en la formacion de la envoltura viral y juega un papel importante en
el mantenimiento de la estructura espacial de la proteina E (Zhang et al., 2017). La
proteina E es el principal blanco antigénico contra la que se producen anticuerpos,
es altamente conservada entre flavivirus con al menos 40% de identidad de
aminodacidos, seis puentes disulfuro intramoleculares, el péptido fusogénico que
induce la fusién entre la membrana viral y la endosomal de la célula infectada (Rey
et al., 1995), asi como el sitio de unién al receptor celular (Lindenbach et al., 2007;
Mykhopadhyay et al., 2005; Guzman et al., 2010).

Las proteinas no estructurales (NSP’s) coordinan los aspectos intracelulares tales
como la replicacion viral, ensamblaje, protedlisis, maduracién y regulacion de la
respuesta inmune innata del hospedero (Roby et al., 2015). Se han descrito algunas
funciones de las NSP’s durante la infeccién, algunas de estas incluyen la
contribucion de la proteina NS1 en la patogénesis de la infeccidn por flavivirus en el
hospedero (Liu et al., 2016). NS1 es generalmente conservada entre flavivirus y se
encuentra tanto intracelularmente como en forma soluble (sNS1) secretada por las
células hospederas, y es liberada en el torrente sanguineo de individuos infectados.
NS1 se usa como marcador viral de infeccién en pruebas serologicas (Ambrose et
al., 2017; Gutsche et al., 2011). La proteina NS3 tiene actividad NTPasa, helicasa y
serina-proteasa, la NS5 como RNA polimerasa-dependiente de RNA (RdRp), esta
proteina no estructural es la mas conservada entre flavivirus. (Yabar, 2003; Velandia

y Castellanos, 2011).



Ciclo replicativo

La infeccidn inicia cuando la proteina E es reconocida por receptores celulares,
induciendo la adherencia de la particula viral a la superficie de la célula hospedera,
lo que induce la endocitosis mediada por receptor. Los flavivirus pueden infectar
varios tipos de células, por lo tanto no utilizan una molécula especifica como
receptor para entrar a la célula hospedera, lo que sugiere que el virus podria haber
evolucionado para no tener una célula u érgano diana especifico, sino para ser no
especifico al aumentar la variedad de sus objetivos (Reyes-del Valle et al., 2014).
Algunos de los receptores descritos son: receptores de heparan sulfato, moléculas
de adhesion intercelular especificas de células dendriticas no integrinas (DC-SING),
DC-SIGNR presentes en hepatocitos y L-SIGN en células de ganglios linfaticos,
receptores de fosfatidilserina (PtdSer) TIM-1 (dominio de inmunoglobulina de
células T y dominio de mucina) directa e indirectamente a través de ligandos TAM
(Tyro3, TAM-Axl y Mer) (Cruz-Oliveira et al., 2015; Gatherer y Kohl, 2016).

Dentro de la vesicula endosomal, la disminucion del pH desencadena cambios
conformacionales en las glicoproteinas de la superficie viral exponiendo el péptido
fusogénico e iniciando el proceso de fusion de la membrana endosomal con la
envoltura viral. Una vez que se fusionan la membrana endosomal y la envoltura
viral, la nucleocapside y el genoma son liberados al citoplasma y el RNA puede ser
traducido directamente en el reticulo endoplasmatico (RE). Posteriormente la
poliproteina es procesada co- y post-traduccionalmente por la proteasa viral NS3 y
proteasas del hospedero (Murray et al., 2008). Después de la traduccion del genoma
viral, el genoma es replicado en el complejo de replicacion donde la NS5 sintetiza
el intermediario replicativo de RNA complementario con polaridad negativa (-
ssRNA), que es posteriormente utilizado como molde para la sintesis del nuevo RNA
viral de polaridad positiva que puede ser encapsidado como genoma en la progenie

viral o traducido como poliproteina viral (Brinton, 2002).

El ensamblaje de las particulas virales de la progenie viral con el RNA recién
sintetizado y proteinas estructurales ocurre en el compartimento luminal del reticulo

endoplasmatico, las particulas virales inmaduras no infecciosas resultantes se



transportan a través de la red trans-Golgi. La proteina prM en las particulas virales
inmaduras son procesadas proteoliticamente por la proteasa celular del Golgi,
furina, dando como resultado particulas infecciosas maduras que se liberan de la

célula por exocitosis (Mykhopadhyay et al., 2005; Gerold et al., 2017).

Historia natural de la infecciéon por DENV y ZIKV

DENV

Dentro del serocomplejo dengue se han descrito cuatro serotipos antigénicamente
y genéticamente diversos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) (Calisher et al.,
1989). Actualmente, los cuatro serotipos DENV se pueden encontrar en casi todas
las regiones tropicales y subtropicales (endémicas e hiperendémicas), urbanas y
periurbanas donde los vectores estan presentes, y en algunos casos circulan
simultdneamente (Durbin et al., 2013). Cada serotipo de DENV comparte alrededor
del 65-70% de homologia de secuencia, que es aproximadamente el mismo grado
de relacién genética que el virus WNV comparte con el virus JEV. (Halstead, 2008;
Azhar et al., 2015; Petersen y Marfin, 2005).

La infeccion con cualquiera de los serotipos DENV puede ser asintomatica en la
mayoria de los casos o puede dar lugar a un amplio espectro de sintomas clinicos,
que van desde sintomas leves similares a la gripe (previamente conocido como
fiebre del dengue [DF]) hasta las formas mas graves de la enfermedad, previamente
conocidas como fiebre hemorragica del dengue y sindrome de choque por dengue
(FHD/ SSD). En 2009, la OMS reclasifico las presentaciones clinicas de la infeccién
por DENV: dengue sin signos de alarma, dengue con signos de alarma y dengue
grave (WHO, 2009; Jain y Jain, 2014). Las complicaciones graves de la enfermedad,
anteriormente conocidas como fiebre hemorragica del dengue (FHD), se han
correlacionado con infeccidn secundaria con un serotipo heterélogo, sin embargo,
se ha sugerido que los factores intrinsecos del hospedero, virulencia del genotipo
viral y susceptibilidad del vector deben considerarse como posibles factores de

riesgo (Cordeiro et al., 2007).



El periodo de incubacién posterior a la infecciéon con virus DENV es de entre 4-7
dias (CDC, 2017). La historia natural de la enfermedad se divide en tres fases: fase

febril, fase critica y fase de convalecencia (Figura 2) (OMS, 2009).

La fase febril tiene una duracion aproximada de entre 2 y 7 dias, durante este
periodo los pacientes desarrollan un cuadro febril agudo, malestar general, mialgias,
artralgias, cefalea, dolor retro-orbital, anorexia, nauseas y vomitos (Finizola, 1998),
A los pocos dias del inicio de la enfermedad pueden presentarse manifestaciones
hemorragicas menores, como petequias y equimosis en la piel. Asimismo puede

presentarse hepatomegalia (Rigau-Pérez et al., 1998; OMS 2015).

La fase critica inicia entre el tercer y séptimo dia de evolucidon de la enfermedad; en
este periodo la fiebre se presenta en menor proporcién, con temperaturas de 37 .5—
38°C, puede ocurrir un aumento de la permeabilidad vascular, vémitos persistentes,
acumulacién de fluidos, sangrado de mucosas, letargia e irritabilidad, (OMS, 2009).
Algunos pacientes con dengue pueden tener varios érganos afectados desde las
fases tempranas de la infeccion por accién directa del virus o por apoptosis como

encefalitis, hepatitis, miocarditis y nefritis (Martinez-Torres et al., 2008; OMS 2015).

La etapa final o de convalecencia, el paciente elimina fisiolégicamente el exceso de
liquidos, mejora el estado general. El hematocrito se estabiliza o puede ser mas
bajo debido al efecto de dilucion causado por el liquido reabsorbido. Normalmente,
el numero de glébulos blancos comienza a subir con el aumento de los neutréfilos
y la disminucion de los linfocitos hasta normalizar todas sus funciones vitales
(Oliveira et al., 2009; OMS 2015).

En las infecciones primarias, la inmunoglobulina IgM es detectable en circulacion
después de aproximadamente 5 dias; mientras que IgG es detectable entre 2 y 4
semanas después de la aparicion de la sintomatologia en la infeccién primaria y casi

inmediatamente en la infeccidon secundaria (Figura 1).



Aunque no existe un tratamiento antiviral especifico o preventivo para el dengue, el
diagnostico molecular es de gran utilidad epidemioldgica asi como para influenciar
parcialmente en la seleccion de las medidas de apoyo en el manejo clinico de las

complicaciones durante la enfermedad (Senaka, 2012; CDC, 2017).

Figura 1. Historia natural de la infeccion por DENV Y ZIKV. Indicada con una linea morada se
encuentra la carga viral detectable por RT-PCR (viremia) y los anticuerpos cuantificados por ELISA
(IgM/1gG) con respecto al tiempo (linea amarilla y roja), asi como el periodo en el que la proteina
NS1 es detectada por serologia (Guzman, M. et al., 2010).

ZIKV

Segun la OMS (2017) la enfermedad suele ser relativamente leve y no necesita
tratamiento especifico, las presentaciones clinicas de las infecciones por el virus
ZIKV incluyen enfermedades febriles agudas autolimitantes, dolor de cabeza,
mialgia, dolor retro-orbital, artralgia, conjuntivitis y erupcidn, que se asemejan
mucho a las causadas por el DENV y el virus CHIKV (Sun et al.,, 2017). Se ha
observado que el virus ZIKV es neurotrépico y a diferencia de otros flavivirus puede
cruzar la barrera placentaria y causar dafo neuronal en el producto durante la
gestacion, lo que resulta en defectos congénitos como la microcefalia, resultados
adversos en el parto e incluso aborto espontaneo (Baud et al., 2017). También se
ha descrito que ZIKV puede atravesar la barrera hematoencefalica infectando
neuronas y células de la glia. En hospederos susceptibles se asocia con

complicaciones clinicas como el sindrome Guillain-Barre (GBS), causando



hormigueo, debilidad muscular, paralisis e incluso la muerte (Creange, 2016;
Goodfellow y Willison, 2016), asi como trombocitopenia grave en adultos (Weaver
et al., 2016).

Transmision

El DENV se mantiene en dos ciclos ecologicos de transmisién distintos
evolutivamente, el ciclo selvatico y el ciclo urbano. El ciclo selvatico involucra a
primates no humanos y mosquitos arboreos del género Aedes, y el ciclo urbano a
humanos y mosquitos del género Aedes, principalmente de la especie aegypti
(Laredo-Tiscarefio et al., 2012). La transmision del virus ocurre durante la
alimentacién de mosquitos hembra hematéfagos. El mosquito se alimenta de sangre
de un individuo en periodo de viremia, es decir, cuando hay grandes cantidades de
virus en la sangre (este periodo generalmente comienza un poco antes de que la
persona se vuelva sintomatica, sin embargo algunas personas nunca presentan
manifestaciones clinicas significativas, pero aun pueden infectar a los mosquitos),
una vez en el mosquito las particulas virales pasan a través del intestino medio,
donde el virus se replica en las células epiteliales. Posteriormente los viriones pasan
a través de la lamina basal hacia el hemocele donde viajaran para infectar las
células epiteliales de las glandulas salivales; después de ingresar al mosquito el
virus requerira una incubacioén adicional de 8 a 12 dias antes de que pueda
transmitirse a otro ser humano. El mosquito permanece infectado por el resto de su

vida, que puede durar dias o algunas semanas (Vogels et al., 2017).

En el caso del ZIKV, el mecanismo de transmision es similar al del DENV, sin
embrago, aunque las picaduras de mosquitos son el principal modo de transmision
de este virus, también existe registro de casos de infeccidn por transmision perinatal
y sexual. EI genoma del virus también ha sido detectado en saliva y orina (Bonaldo
et al., 2016; Marrs et al., 2016). Hasta marzo de 2017 la OMS ha notificado la
transmision del virus de persona a persona en 13 paises de diferentes regiones del
mundo (Baud et al., 2017; Song et al., 2017).
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Vectores y su distribucion geografica

Los virus DENV y ZIKV se transmiten por mosquitos hembra hematéfagos del
género Aedes de principalmente la especie Aedes aegyptiy, en menor grado,
de Aedes albopictus (Chouin-Carneiro et al,. 2016; OMS 2017; Halstead, 2008). La
expansion global del DENV y ZIKV esta precedida por la expansién global de sus

vectores (Charrel et al., 2014).

Aedes aegypti se introdujo al continente americano desde Africa, posteriormente se
extendié globalmente a las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Brown et
al., 2014). Aedes aegypti es un vector predominantemente urbano, estrechamente
asociado con los humanos y sus viviendas, utiliza la abundancia de contenedores
artificiales como sitios larvales y se alimenta casi exclusivamente de humanos
(Kraemer et al., 2015; OMS, 2017). Aedes aegypti es un vector muy dificil de
controlar o eliminar ya que presenta gran capacidad de adaptacion, tiene la
capacidad de recuperarse rapidamente después de las perturbaciones resultantes
de fendmenos naturales o intervenciones humanas. Una de sus adaptaciones es la
capacidad de los huevos para resistir la desecacion y para sobrevivir sin agua
durante varios meses en las paredes internas de los contenedores (CDC 2017).

Aedes albopictus, es una especie de bosque originaria de Asia que eventualmente

se extendio a las islas en los océanos indico y Pacifico (Delatte et al., 2009).

Aedes albopictus, es el vector secundario del DENV y ZIKV (Paupy et al., 2009;
Grard et al., 2014; OMS 2017), se ha extendido por todo el mundo principalmente
desde la segunda mitad del siglo XX, y ahora se encuentra en todos los continentes
excepto en la Antartida (Kraemer et al., 2015). Se ha propagado debido al comercio
internacional de neumaticos usados (que proporcionan criaderos al mosquito) y al
movimiento de mercancias. Aedes albopictus tiene una gran capacidad de
adaptacién y gracias a ello puede sobrevivir en las temperaturas mas frias de

Europa. Su tolerancia a las temperaturas bajo cero, su capacidad de hibernacién y
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su habilidad para desarrollarse en microhabitats son factores que propician su

propagacion (Kraemer et al., 2015).

Con base en una técnica de mapeo de correlacidén Attaway et al. establecié que el
mosquito Aedes esta presente durante todo el afio en gran parte de América
Central, el Caribe y el norte de Sudamérica; Africa occidental, Africa central, Africa
oriental costera y Madagascar; partes de la costa de la India y el sudeste de Asia,
Indonesia, Malasia y Filipinas, y muchas naciones insulares del Pacifico. La
transmision estacional es posible en un area significativamente mas grande, que
incluye gran parte del sureste de los Estados Unidos y el norte de México, asi como
algunas partes del sur de Sudamérica; gran parte del sur de Europa y partes de
Africa del Norte; la costa sureste de Africa; gran parte de Asia meridional y Asia
oriental, incluidas partes importantes de China, Corea y Japén; y partes de Australia

y Nueva Zelanda. (Figura 2).

Figura 2. Mapa global de la presencia estacional y anual de mosquitos Aedes.
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Epidemiologia de los flavivirus

Epidemiologia del DENV

El dengue es la enfermedad transmitida por artropodos de mas rapida propagacion
mundial y de mayor importancia médica; el primer registro de un caso de probable
fiebre del dengue se encuentra en una enciclopedia médica china de la dinastia Jin
(265-420 dc). Las primeras epidemias documentadas de dengue ocurrieron casi
simultaneamente en Asia, Africa y América del Norte en la década de 1780. El
primer caso confirmado fue el de Benjamin Rush en 1780, se registré en Filadelfia
una epidemia de la enfermedad mas tarde conocida como dengue (Gluber, 1998;
Rigau-Perez, 1998; Rush, 1951). En los ultimos 60 afos el DENV se ha expandido
a 128 paises alrededor del mundo, presentando anualmente 390 millones de casos
y 25,000 muertes, y se estima que 3,900 millones de personas se encuentran en
riesgo de contraer la enfermedad (Shi, 2012; Huang et al., 2014; WHO, 2018).

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO, por sus siglas
en inglés) se cree que las primeras epidemias por dengue en el continente
americano ocurrieron en las islas Martinica y Guadalupe en 1635 asi como en
Panama en 1699. (Schneider y Droll, 2001). La primera pandemia de dengue
registrada se produjo entre 1827 y 1828, y afecté a las Islas Virgenes, Jamaica,
Cuba, Venezuela, Estados Unidos y México. (Gubler, 1997; Schneider y Droll,
2001). Durante la Segunda Guerra Mundial, el dengue se propagdé a nuevas
regiones. Sin embargo, el surgimiento del DENV hiperendémico en el hemisferio
occidental comenz6 debido a una camparfa parcialmente exitosa dirigida por la
Organizacion Panamericana de la Salud en 1961 para erradicar al mosquito Aedes
aegypti y controlar la fiebre amarilla. Esta campafa tuvo éxito en la mayoria del
continente americano durante los afios 50 hasta los 70s, pero fue descontinuada, y
para 1980 Aedes aegypti no solo habia recuperado su distribucion geografica, sino
que amplidé su territorio de distribucion, recolonizando rapidamente casi todos los
neotrépicos y subtropicos, asi el dengue se convirti6 en un problema de salud
publica mundial. En 1985, Aedes albopictus se introdujo a los EE.UU. (Hawley et

al.,, 1987) y a Brasil desde Asia, proporcionando un vector secundario para la
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transmision de DENV en el continente americano. Esta especie fue el principal
vector de DENV durante un reciente brote en Hawai (Effler et al., 2005; Weaver y
Reisen, 2010; Brathwaite et al,. 2012)

Epidemiologia del ZIKV

El virus del Zika se identifico por primera vez en Uganda en 1947 en un mono rhesus
durante la vigilancia de la fiebre amarilla en el bosque Zika (Hamel et al., 2016;
Weaver, 2016). La primera caracterizacion de la enfermedad humana ocasionada
por la infeccion con ZIKV se produjo en Nigeria durante 1954 (MacNamara, 1954).
En 2007 se presentd una gran epidemia en Micronesia y Gabdn. Seis afios mas
tarde, en 2013, se presentaron brotes subsecuentes en la Polinesia Francesa y

posteriormente en Nueva Caledonia en 2014.

Hasta marzo de 2017 la Organizacion Mundial de la Salud ha notificado la presencia
del ZIKV en 84 paises, territorios o zonas subnacionales alrededor del mundo, en el
continente americano el ZIKV es endémico en 48 paises. El ZIKV fue introducido al
continente americano en Brasil entre 2013 y 2015, muy probablemente desde el
Pacifico. El primer reporte de ZIKV en el continente ocurri6 en mayo de 2015 con
casos autoctonos descritos en Brasil, donde caus6 una gran epidemia que alcanzé
su punto maximo en noviembre de ese afo, asimismo se notific6 una epidemia
generalizada de infeccion por el ZIKV en América central, América del sur y el caribe
(Secretaria de salud, 2017a). Esta epidemia se correlacioné con una mayor
incidencia de casos de microcefalia en neonatos de madres infectadas con ZIKV,
siendo Brasil el pais mas afectado por ambas epidemias. La infeccién con ZIKV
también se ha correlacionado con complicaciones neurolégicas como el sindrome
de Guillain-Barré (OMS, 2016; Petersen et al., 2016; Vorou, 2016)

Epidemiologia de Zika y dengue en México

En 1941 se registro el primer brote en México de infeccién por DENV con 6,955
casos en toda la republica. Sin embargo las cifras fueron descendiendo a medida
que avanzaba la erradicacion del vector en 1963, lo que mantuvo el dengue ausente

durante 12 afos. Sin embargo, en 1978 el virus DENV se reintrodujo en México,
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presentandose un aumento en el numero de casos lo que lo convirtié en uno de los
problemas actuales mas importantes de salud publica a nivel nacional (Torres-
Galicia, 2014; Narro-Robles, 1995). Las principales epidemias de dengue causadas
por DENV-1 ocurrieron en la costa oriental de México durante 1979 y 1980. Se
notificaron aproximadamente 17,000 casos de dengue en 1981 (Diaz et al., 2006).
En la actualidad, el DENV esta presente en 29 estados del pais (Secretaria de salud,

2016b), mientras el ZIKV se encuentra en 25 (Secretaria de salud, 2017).

En las ultimas dos décadas la incidencia de infecciones por DENV, se mantuvo
constante a nivel nacional, sin embargo en algunos estados como Nayarit, Jalisco,
Guerrero, Morelos, Yucatan y Quintana Roo la incidencia ha aumentado durante la
ultima década. En contraste, los estados de Baja California Sur, Campeche, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora y Tabasco presentaron una disminucion en la tasa de
incidencia promedio anual (Torres-Galicia et al., 2014). De acuerdo a la vigilancia
epidemioldgica realizada por la Secretaria de Salud, en 2015, el acumulado de
casos de dengue no grave fue de 21,201, mientras que para dengue con signos de
alarma y dengue grave fue de 5,464. Los estados con mayor niumero de casos
confirmados acumulados fueron Guerrero, Jalisco, Michoacan, Sonora y Veracruz
(Secretaria de Salud, 2016c). Para 2016 el numero de casos acumulados de
dengue no grave fue de 14,112, dengue con signos de alarma y dengue grave
acumularon un total de 3,683 casos confirmados, siendo Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Nuevo Ledn y Veracruz los estados con mayor numeros de casos
(Secretaria de salud, 2016b)

El ZIKV es un virus de reciente introduccién en el pais, no se tienen registros
anteriores al ano 2015. Segun datos de la Secretaria de Salud en 2015 se
reportaron 15 casos autoéctonos confirmados de infeccion por ZIKV en Chiapas,
Jalisco y Nuevo Ledn (Secretaria de Salud, 2015b), mientas que en 2016, hasta el
registro de la semana 52, se tuvieron un total de 7,560 casos acumulados
confirmados, dentro de los estados con mayor numeros de casos estan Chiapas,
Guerrero, Nuevo Ledn, Oaxaca, Veracruz y Yucatan (Secretaria de Salud, 2016b).

Ya que la presencia de ZIKV en el pais es muy reciente, la vigilancia de la
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enfermedad se realiza a partir de la vigilancia epidemioldgica existente para dengue,

teniendo en cuenta las diferencias en la presentacion clinica.

Diagnéstico de DENV y ZIKV

Para el diagndstico de dengue, la Organizacién Mundial de la Salud recomienda dos
métodos: diagnostico viroldgico o directo y diagndstico seroldgico o indirecto. Los
directos incluyen el aislamiento del DENV, la deteccion del genoma viral y la
En

inmunoglobulinas especificas contra el virus de clase IgM (infeccion primaria) e IgG

deteccion de antigenos virales. los indirectos se determinan las

(infeccion secundaria).

En la tabla 1 se resumen los métodos utilizados en la actualidad para el diagnéstico

de flavivirus (OMS, 2015).

Tipo de
diagnéstico

Método

Observaciones

Deteccion del virus, de alguno de sus componentes o producto de la replicacion viral

Aislamiento viral

Cultivo de células de
mosquitos Aedes
albopictus, C6/36

Para la identificacion viral, pueden utilizarse las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales
especificos para cada serotipo viral y la prueba RT-PCR.

Diagnéstico RT-PCR y RT-PCR en Existen diferentes protocolos que muestran una sensibilidad

molecular tiempo real entre 80% y 90% y una especificidad cercana al 100%.
ELISAy pru_e,bas rapidas NS1 es un marcador de replicacion viral presente en el suero
para deteccion de la . g X .

; del paciente y en la superficie de la célula infectada.
; . proteina NS1
Diagnéstico
antigénico Técnica de Mediante una combinacion de anticuerpos policlonales y

inmunohistoquimica en
tejidos

monoclonales a dengue pueden
detectarse antigenos virales en tejidos.

Diagndstico serologico

Deteccion de
anticuerpos IgM

ELISA de captura de IgM
(MAC ELISA) y pruebas
rapidas

Es el marcador de infeccion reciente utilizado con mayor
frecuencia. Utiliza una sola muestra de suero.

Deteccién de
anticuerpos IgG

ELISA de IgG, inhibicion
de la hemaglutinacion
pruebas rapidas.

La presencia de anticuerpos IgG en suero es indicativa de
una infeccion pasada por algun flavivirus.

Tabla 1. Métodos utilizados para el diagndstico viroldégico, molecular, antigénico y seroldgico segun

la OMS.
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En México, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana-032-SSA2-2014 (NOM-032-
SSA2-2014), para la vigilancia epidemioldgica, prevencion y control de las
enfermedades transmitidas por vector, para la identificacion de DENV que se
presenta en muestras positivas, se debe seleccionar el 100% de muestras positivas
de Dengue Grave y Dengue con Sintomas de Alarma y el 20% para muestras
positivas de Dengue no Grave. En estados donde haya una mayor incidencia, el
porcentaje debe ser menor al 10% y en estados con menor incidencia el porcentaje
debera ser respetado. Para los laboratorios estatales de Salud Publica (LESP) que
no dispongan de algun kit para la deteccion de los cuatro serotipos de DENV, la
vigilancia virologica de serotipos debe realizarse mediante el uso de RT-PCR en
tiempo real, como se describen en el manual de “Lineamientos para la vigilancia
epidemiologica de dengue por laboratorio” publicado en 2017 por Instituto de

Diagnéstico y referencia Epidemiolégicos (InDRE).

La estrategia para realizar una confiable deteccién de serotipos esta basada en la
tipificacion durante periodos silenciosos y epidémicos, donde se sugieren que para
vigilancia virolégica (PCR): se deben enviar 10% de las muestras positivas a NS1
(dengue) y el LESP enviara todas las formas graves al INDRE. que el 10% de las
muestras positivas para NS1 por serologia de la proteina Se recomienda que la
vigilancia para serotipos sea intencionada, ya que durante este periodo se pueden
detectar serotipos con muy baja circulacion y asi evitar que sean enmascarados por

la alta circulacion de otros.

Para el diagnéstico del virus ZIKV, la Organizacion Mundial de la Salud estipula que
la estrategia adoptada por cada laboratorio deberia ser determinada por los
recursos disponibles y su flujo de trabajo. Y como estrategias de diagndstico para
enfermedad por el ZIKV en el manual “Pruebas de laboratorio para la infeccion por
el virus de Zika” del 2016, recomienda, el analisis de acidos nucleicos en pacientes
cuyos sintomas hayan empezado hace menos de 7 dias, y serologia y/o analisis de
acidos nucleicos en pacientes cuyos sintomas hayan empezado hace 7 dias o mas.

La Organizacion Mundial de la Salud propone el siguiente algoritmo para los casos
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sospechosos de infeccion por arbovirus identificados en los 7 dias siguientes al

inicio de los sintomas (Figura 3).

Figura 3. Algoritmo propuesto para los casos sospechosos de infeccion por arbovirus (OMS, 2016).

El diagndstico de infeccion por ZIKV en mujeres embarazadas puede ser realizado
segun los criterios descritos previamente y segun la fase de la infeccidon. Ya que la
infeccion vertical ha sido descrita para ZIKV, es importante realizar un seguimiento
estricto tanto a la madre como al recién nacido. Por otro lado, una muestra de liquido
amnidtico recolectada bajo una indicacion médica para el diagndstico de otros

sindromes, puede utilizarse para deteccion molecular por RT-PCR (PAHO, 2017).

El diagndstico indirecto es el mas usado en la clinica, debido a que la presencia de
particulas virales en circulacion ocurre en los primeros dias post infeccion y
disminuye en la etapa critica, mientras que las inmunoglobulinas se encuentran en
el organismo a partir de aproximadamente el dia 7 post-infeccién y permanecen en
titulos residuales por el resto de la vida del paciente. Sin embargo, este método es
poco confiable pues el antigeno utilizado es la proteina de envoltura. Dicha proteina,
como se menciond anteriormente, es altamente conservada en la familia

Flaviviridae incluyendo a los virus DENV y ZIKV.

Por otra parte el uso de la RT-PCR convencional en el diagnéstico de los casos

sospechosos de infecciones por los virus DENV y ZIKV y el monitoreo de la
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circulacion viral ha demostrado ser una valiosa herramienta diagndstica, con la
ventaja de no proporcionar diferencias significativas en la sensibilidad, tanto
primaria como secundaria, asi como la capacidad de diferenciar serotipo y entre
flavivirus, con la desventaja de estar limitada a la ventana de tiempo de la etapa
aguda de la historia natural de la infeccion en la que existe viremia (Cordeiro et al.,
2007; Niu et al., 2015).

Variabilidad genética de los virus RNA

A diferencia de las polimerasas de DNA, las RNA polimerasas dependientes de
RNA (RdRp) virales carecen de mecanismos de correccion, lo que da como
resultado una tasa de error durante la replicacién que se estima entre 10 a 10
mutaciones por nucledtido, por ciclo de replicacion (Kurosu, 2011). Aunque la
mayoria de la progenie viral mutante no es viable, la progenie viral consta de
diversas variantes genéticas o “cuasiespecies virales”, dependiendo de la fidelidad
de la polimerasa. Cuando la poblacién de cuasiespecies son sometidas a una
presién evolutiva como el sistema inmune del hospedero, presentan un gran
potencial de adaptacion, seleccionando mutantes de escape. (Sauder et al., 2006).
Se ha observado que los virus que replican en el ciclo vertebrado-invertebrado
presentan tasas evolutivas mas bajas en comparacion con los virus relacionados
con un solo hospedero. La replicacion alternante entre hospederos impone
presiones de seleccion contrastantes, donde el aumento de la aptitud en un
determinado tipo de célula hospedera conduce a una disminucion de la aptitud en
el otro (Weaver, 1999).

Los virus de RNA, como los flavivirus, causan infecciones agudas y cronicas, que
pueden deberse a la presencia de cuasiespecies virales, donde es probable que

desempenan un papel importante en las enfermedades infecciosas.
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Evidencia de la variabilidad genética del virus DENV y ZIKV en México

En México, la introduccidn de nuevos genotipos del virus dengue ha sido
considerado como uno de los principales factores de riesgo epidemiolégico para
esta enfermedad, incluso se considera la vigilancia genética de estos genotipos
como critica para el control de brotes severos (Diaz et al., 2006). En las regiones
endémicas de nuestro pais, se ha documentado la circulacion histérica de los 4
serotipos del dengue en México, informacion disponible muestra una variacidon
ciclica del serotipo dominante circulante, siendo el serotipo 1 el mas representado
(Diaz et al., 2006; Gomez-Dantés et al., 2014).

Se han observado incrementos en la incidencia de casos confirmados
particularmente en 2002, 2007 y 2009, y se ha reportado que el grupo de edad con
mayor incidencia de infeccidén por virus dengue es de entre 10-20 afios de edad,
disminuyendo con respecto a la adultez, sin embargo, estos datos pueden estar
influenciados por el reducido numero de individuos mayores a los 20 anos afectados
que no acuden a los centros de atencion primaria. Hasta la semana epidemioldgica
11 de 2017, la Direcciéon General de Epidemiologia reporta una disminucién del
numero de casos confirmados en comparaciéon a la misma fecha de corte del afio
2016 (Secretaria de Salud, 2017b). Sin embargo, esta comparacién debe realizarse
considerando la variable del incremento en los casos autdctonos de infeccidén por
virus ZIKV, para el que se inicio la vigilancia en 2015, ya que ambos virus comparten

el mismo nicho ecoldgico.

En 2006 se realizé un estudio filogenético de la circulacién y evolucion del virus
dengue en Meéxico entre 1980-2002, en este estudio se utilizaron secuencias
parciales del genoma viral correspondientes a la region de la proteina de envoltura.
Con las herramientas disponibles se logré inferir el origen de algunos de los virus
circulantes en regiones endémicas de nuestro pais. Se correlacioné el incremento
de incidencia y severidad con la introduccion y circulacion de nuevos genotipos y
serotipos, sin embargo, los reemplazos de linaje fueron atribuidos a eventos

aleatorios y la evolucion in situ observada no se considerd asociada a seleccidn
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natural (Diaz et al.,, 2006). Un estudio posterior realizd la comparacion de la
secuencia correspondiente a la region C91-prM-E-NS12400 de 6 aislados de
DENV2 circulantes en el estado de Oaxaca (Perez-Ramirez, et al., 2009). Los
resultados de este trabajo siguieren potenciales eventos de recombinacion intra-
serotipo en probables eventos de co-infeccién, sin embargo, la recombinacion de

los virus dengue aun requiere estudios extensos que confirmen este mecanismo.

En México, la norma oficial mexicana NOM-032-SSA2-2014, para la vigilancia
epidemioldgica, promocion, prevencidn y control de las enfermedades transmitidas
por vectores considera el aislamiento del DENV 10% de las muestras positivas para
NS1 mientras que para el ZIKV el aislamiento no estd recomendado en los
lineamientos oficiales de diagnédstico y vigilancia. Por lo que aislamiento y
caracterizacion de virus circulantes en cada brote no son prioridad y los virus
aislados no son caracterizados genéticamente ni fenotipicamente. Por esta razon
se desconoce las caracteristicas de las variantes genéticas seleccionadas en

nuestro pais, asi como la virulencia que estas podrian conferirle en cada brote.

La dinamica de vigilancia actual, también limita el alcance de la evidencia cientifica
que se puede generar en el campo de la epidemiologia genética de los virus DENV
y ZIKV en nuestro pais, ya que la mayoria se genera utilizando aislados histéricos
o incluso virus referencia adaptados al laboratorio. La seleccion de variantes
genéticas favorables podrian ser la una explicacion de la variabilidad entre la
severidad de los brotes tanto en México como en otros paises, asi como de la

distribucion ciclica de los cuatro serotipos del virus dengue en nuestro pais.
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JUSTIFICACION

A pesar que en México se aislan algunos de los virus circulantes en los brotes
anuales por infecciones por flavivirus, estos aislados no son expandidos ni
caracterizados genética ni fenotipicamente para compararlos con virus de
referencia a nivel de virulencia. Ademas, estos aislados no pueden ser utilizados
por los grupos de investigacidn especializados. Por lo que en este proyecto
proponemos aislar, expandir y analizar variantes genéticas en aislados provenientes
de donadores infectados con los flavivirus dengue y Zika del estado de Yucatan,

para posteriormente estudiar su variabilidad genotipica y fenotipica.

HIPOTESIS
- A partir de una cohorte de muestras de pacientes con diagnéstico clinico de
infeccion por flavivirus, se lograra el aislamiento de virus en las muestras

sanguineas recolectadas en la etapa febril.

- Con base en los datos epidemioldgicos del estado de Yucatan en 2016, la

mayoria de los aislados seran virus dengue del serotipo 1 y virus Zika.

- Con base en los datos epidemioldgicos del estado de Yucatan en 2016, el

numero de aislados de virus Zika sera menor al de virus dengue.
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OBJETIVO GENERAL

Generar un banco de aislados de flavivirus purificados vy tipificados molecularmente
a partir de muestras de pacientes del estado de Yucatan con diagnéstico clinico o

serologico de infeccion por flavivirus.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Amplificar los virus DENV y ZIKV presentes en muestras de pacientes con
diagndstico clinico o seroldgico de infeccidn por flavivirus en cultivo celular.

2. Extraer, purificar, cuantificar y retrotranscribir RNA de preparaciones purificadas
de los flavivirus del banco de aislados mexicanos.

3. Identificar los flavivirus presentes en muestras de pacientes con diagnéstico
clinico o serolégico de infeccion por flavivirus, amplificando regiones especificas

del genoma viral por PCR para cada virus/serotipo.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

En la presente investigacion se incluyeron 49 muestras de pacientes de ambos
sexos Y sin limitante de edad, recolectadas al momento en que se presentaron al
Hospital General Agustin O’Horan ubicado en Meérida Yucatan, durante la
temporada 2016 con sintomatologia caracteristica de infeccion flaviviral segun la
OMS (2009). Algunos de estos pacientes fueron diagnosticados en el laboratorio del

hospital por ELISA para la presencia de anticuerpos contra flavivirus.

Virus

Como controles positivos, se usaron virus referencia disponibles en el laboratorio:
DENV1 (GenBank AY145121.1), DENV2 (GenBank KM204118.1), DENV4
(GenBank AY648301), ZIKV Puerto Rico (GenBank KX377337.1) (donados por el
Dr. Stephen Whitehead, LID, NIAID, NIH, Bethesda MD, USA), y aislados
mexicanos historicos (donados por la Dra. Leticia Cedillo Barrén, CINVESTAYV IPN,
México): DENV-2-H y ZIKV-H.

Aislamiento de virus a partir de muestras sanguineas de pacientes con
diagnéstico clinico de infeccién por flavivirus

Diluciones de los sueros provenientes de los donadores fueron expandidos en
células de mosquito C6/36 (Aedes albopictus) y células VERO
(Chlorocebus aethiops). Se utilizaron diluciones no tdxicas de los sueros y se
inocularon monocapas confluentes. Los sobrenadantes se cosecharon entre el pase

3 al pase 5 para su posterior tipificacion por RT-PCR.

Produccion y purificacion de los abastos virales

Se cultivaron células VERO y C6/36 en botellas de cultivo, en el caso de las células
VERO, se mantuvieron con medio base (RPMI) suplementado con 5% de suero fetal

bovino, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de antibiético-antimicético a 37°C
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con 5% de CO2 durante un dia; las células C6/36 se cultivaron con medio MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales vy
antibiotico-antimicotico a 34°C. Una vez obtenidas las monocapas confluentes de
cultivos celulares, se infectaron con el virus correspondiente, virus referencia,
aislados histéricos o0 muestras de pacientes con diagnostico clinico de flavivirus, y
se incubaron de 5 a 7 dias, dependiendo del virus y pase. Una vez concluido el
tiempo post-infeccion, se extrajo el sobrenadante de la botella y se purificd por
centrifugacion (2000 rpm, 5 minutos a 4°C) y por filtracion con una unidad de tamafio
de poro de 0.22 micras. Se agrego el crio-protector, Sacarosa-fosfato-glutamato
(SPG), la preparacién purificada se fraccion6é en volumenes de 100-150 pL en

micro-tubos y se almaceno6 a -70°C para posterior uso.

Extraccion de RNA viral

La extraccion de RNA fue realizada por la técnica de fenol-cloroformo, brevemente;
a una fraccion de la preparacion viral (200 pL) se le agregaron 200uL de solucion
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina (TRIzol, Thermo), la suspensién
resultante se colocd en un microtubo y se anadieron 50uL de cloroformo, se
centrifugé (13,000 rpm, 4°C por 15 minutos), y se conservo la fase acuosa. El RNA
se precipitd con isopropanol (100 uL) y se centrifugd durante 10 minutos a 13,000
rpm a 4°C. Finalmente el RNA se lavé dos veces con 200 pL de etanol al 70%. El
etanol se evaporo y el RNA se resuspendio en 10 yL de agua libre de nucleasas. El

RNA total se cuantificé por espectrofotometria.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis del DNA complementario se utilizaron de 5 a 8 pyL de RNA, 0.6 uL
de oligonucledtidos aleatorios, 1 yL de desoxinucledtidos tri-fosfato (ANTP's) a una
concentracion de 10 milimolar (mM) y agua libre de nucleasas hasta completar 15
ML, esta mezcla se incubd a 65°C durante 5 minutos. Posteriormente se agregd una
segunda mezcla de reaccion que incluia 1 pyL de transcriptasa reversa del virus de
la leucemia murina de Moloney (M-MuLV RT- Thermo) con una concentracién de

200 unidades por microlitro (U/uL) y 4 pyL de Buffer 5X, dando un volumen final de
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20 uL. Finalmente, se incubd en el termociclador a 25°C por 10 minutos, 42°C por

1 hora y 70°C durante 10 minutos.

Tipificacion viral por PCR

Una vez obtenido el cDNA, se amplificaron regiones especificas del genoma viral
mediante una reaccién de PCR con oligonucledtidos especificos para cada serotipo
y/o un serocomplejo (Tabla 2) (Lanciotti et al., 1992). Se presenta un esquema de

las regiones que amplifican cada par de oligonucleétidos (Figura 4).

Se utilizaron oligonucledtidos para el virus chikungunya (CHKV) para descartar la
posible presencia del virus en las muestras de los pacientes virémicos ya que co-

circula en las mismas regiones geograficas que DENV y ZIKV.

Para la PCR, brevemente, se agregaron a un microtubo 0.2 uL de oligonucledétido
sentido, 0.2 uL de oligonucledétido contra sentido (en el caso de las muestras, las
PCRs se realizaron con cada par de oligonucléotidos enlistados en la tabla 2), 0.2
ML de dNTP's 10 mM, 0.5 pL de MgCl2 a una concentracion de 25 mM, 1 uL de
Buffer 10X, 0.2 yL de DNA Taq polimerasa con una concentracion de 5 U/ uL, 500
ng de cDNA obtenido de la retrotranscripcién, y por ultimo se afadié agua libre de

ribonucleasas hasta alcanzar un volumen final de 10 pL.

Finalmente los productos amplificados se resolvieron, por electroforesis, en geles
de agarosa al 1.2% y fueron tefiidos en una solucion de TAE 1Xy bromuro de etidio
concentrado durante 15 minutos. Los resultados obtenidos se fotodocumentaron

con Gel Doc EZ System.
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Tamanio, en pb,

Oligonucleétido Secuencia Posicién en proc:ltfcto.c!e la

el genoma amplificacion de
DNA

D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3' 134-161 511

D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3' 616-644 511

Ts1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' 568-586 482 (D1y Ts1)

Ts2 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3' 232-252 119 (D1y Ts2)

Ts3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3' 400-421 290 (D1 y Ts3)

Ts4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' 506-527 392 (D1y Ts4)

ZIKVENVF 5-GCTGGDGCRGACACHGGRACT-3’ 1538-1558 364

ZIKVENVR 5-RTCYACYGCCATYTGGRCTG-3* 1902-1883 364

CHKV-LCB-F 5-TGCTCTAGAATGCCAGCAGAC-3’ - 1000

CHKV-LCB-R 5-GGGGTACCGCAGCATATTAG-3 - 1000

Tabla 2. Secuencia de oligonucleétidos usados en PCRs . Se muestra la clave de identificacion para
cada oligonucleétido, secuencia, tamafo del amplicon esperado y posicion en el genoma viral para
la amplificacion del serocomplejo (Scx) DENV (D1 y D2), DENV serotipo1 (D1-Ts1), DENV serotipo
2 (D1-Ts2), DENV serotipo 3 (D1-Ts3), DENV serotipo 4 (D1-Ts4), ZIKV (ZIKVENVF- ZIKVENVR) y
Chikungunya (CHKV-LCB-F- CHKV-LCB-F).

Figura 4. Esquema representativo de las regiones amplificadas en el genoma viral por cada par de
oligonucledtidos.
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RESULTADOS

Tipificacion molecular a partir de virus referencia

Con el objetivo de lograr la estandarizaciéon de la técnica de tipificacion molecular
se realizaron las técnicas de cultivo celular para la amplificacion y purificacion de
virus DENV y ZIKV referencia (Tabla 3), aislados histéricos (DENV 2 y ZIKV,
donados por la Dra. Leticia Cedillo Barréon, CINVESTAV IPN, México) y aislados del
estado de Oaxaca de latemporada 2016, de los cuales se extrajo, purific, cuantifico
y retrotranscribié RNA viral para la amplificacion por PCR. Los virus referencia y los

aislados historicos se usaron como controles positivos.

. . No. de acceso Ano de
Virus referencia . .
GenBank aislamiento
DENV 1 Western Pacific | AY145121.1 1974
DENV 2 Nueva Guinea KM204118.1 1944
DENV 4 Dominica AY648301 1981
ZIKV Puerto Rico KX377337.1 2015

Tabla 3. Virus referencia utilizados como controles positivos. En |la primer columna se especifica el
virus y/o serotipo, en la comuna dos y tres se localiza el nimero de acceso a GenBank y el afo de
aislamiento del virus, respectivamente.

A continuacion se muestra el resultado del patrén de amplificacién de regiones
especificas del genoma viral de los virus referencia (Figura 5 A y B) y aislados
histéricos (Figura 5 C). En cada carril se observa el tamano del amplicén esperado

para cada virus y serotipo.
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Figura 5. Patrén de amplificacion en geles de agarosa al 1.2% de virus referencia y aislados
histéricos. A) virus referencia, amplificacion con oligonucléotidos del serocomplejo (scx); B) virus
referencia, amplificacion con oligonucléotidos tipo especificos (Ts); C) aislados histéricos, carril 1:
marcador molecular en pares de bases (PB), carril 2 y 3: DENV- 2 utilizando oligonucléotidos del
serocomplejo (Scx) y oligonucléotidos especificos para serotipo 2 (Ts2), carril 4: ZIKVH con
oligonucledtidos especificos para ZIKV.

Tipificacion molecular de muestras del estado de Oaxaca

En la siguiente tabla se presentan los resultados de la estandarizacién de la técnica
de tipificacion molecular para muestras del estado de Oaxaca, de las cuatro
muestras analizadas sélo dos fueron positivas para flavivirus, 2016.0AX2: DENV 1
y 2016.0AX4: ZIKV, de las dos muestras restantes no fue posible aislar virus (Tabla
4).

Tabla 4. Muestras del estado de

Cédigo de | CSMerOY | piagnéstico | Tipificacién
edad del .

la muestra . clinico molecular
paciente

2016.0AX1 |M-23 DCSA -

2016.0AX2 | M-26 ZIKV DENV 1

2016.0AX3 |M-22 ZIKV -

2016.0AX4 |F-28 ND ZIKV

Oaxaca analizadas en la estandarizacion de la técnica de

tipificacion. Se especifica el género del paciente (M= Masculino y F=Femenino) y la edad, asi como
el diagndstico clinico (DCSA: Dengue con Signos de Alarma, ND: No determinado) y el resultado de
la tipificacion molecular de los aislados.
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Se utilizé la técnica de tipificacion estandarizada anteriormente para las
preparaciones de las muestras del estado de Oaxaca, amplificadas y purificadas en
cultivo celular, los resultados se muestran en la Figura 6. El aislado 2016.0AX2
positivo para DENV1 pudo tipificarse con oligonucleétidos del serocomplejo (Figura
6A) y tipo especificos Ts1 (figura 6B). Mientras que el aislado 2016.0AX4 resultd

positivo para la amplificacion con los oligonucleétidos para ZIKV (Figura 6A).

A B

Figura 6. Patron de amplificacion en geles de agarosa al 1.2% de aislados de Oaxaca. A) carril
1:marcador molecular en pb, carril 2-4 amplificacion con oligonucledétidos del serocomplejo (scx),
carril 5: amplificacion con oligonucledétidos especificos para ZIKV. B) Aislado de Oaxaca positivo
para DENV 1 usando oligonucleétidos tipo especificos de DENV (Ts).

Tipificacion molecular de muestras del estado de Yucatan

A continuacion, se muestran resultados representativos del patron de amplificacion
de regiones especificas del genoma viral de los flavivirus de algunas de las
muestras de Yucatan que se procesaron durante este trabajo. Se muestra el patrén
caracteristico de amplificacion del aislado proveniente de la muestra 172 B positiva
para DENV serotipo 1 con tamafo de 482pb y negativo para las reacciones con

oligonucledtidos de otros serotipos y virus (Figura 7).
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Figura 7. Patron de amplificacion en gel de agarosa al 1.2% de los productos obtenidos por
amplificacion de la regidn especifica del genoma viral de la muestra 172B, positiva para DENV-1.

Durante la estandarizacion de la técnica de tipificacién para ZIKV, en el aislado
histérico y el aislado de Oaxaca observamos amplificacion cruzada con los
oligonucledtidos Ts1 (Figura 8B y 8C), no asi para el ZIKV Puerto Rico referencia
(Figura 8A). Este mismo patron de amplificacion se observé en algunas muestras

positivas para ZIKV.

Figura 8.Patrén de amplificacion en gel de agarosa al 1.2%, realizada en la estandarizacion de la
técnica de tipificacion molecular para ZIKV. Productos obtenidos por amplificacion de la region
especificas del genoma viral de ZIKV. Carril 1: marcador molecular en pares de bases (PB), carril 2:
ZIKV (A: ZIKV referencia, B: ZIKV aislado historico, C: ZIKV aislado de Oaxaca) con oligonucléotidos
especificos del ZIKV, carril 3-6: ZIKV con oligonucléotidos Ts.
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En la figura 9 se muestra el patron de amplificacion de una muestra positiva

representativa para ZIKV con un amplicon con tamafo de 364pb en la reaccion con

oligonucledtidos especificos para este virus. Ya que el virus referencia DENV1

utilizado en este estudio no muestra amplificacidon con los oligonucleétidos de ZIKV,

se considero el patron de amplificacion ZIKV+ Ts1+ como muestra ZIKV positiva.

Figura 9. Patron de amplificacion en gel de agarosa al 1.2% de los productos obtenidos por

amplificacion de la region especificas del genoma viral de la muestra 175B, positiva para ZIKV.

En la tabla 5 se muestran el numero de muestras totales, diagndstico seroldgico y

los resultados obtenidos en el analisis molecular que se realizd a las 49

preparaciones purificadas en cultivo celular provenientes de muestras de pacientes

con sospecha de infeccion por flavivirus. Las muestras se tabulan por género, edad

y, en el caso de las mujeres, se indica el estado de gestacion. De las 49 muestras

analizadas, 40 fueron positivas para flavivirus: 32 para DENV1 y 8 para ZIKV (tabla

5), y 9 fueron negativas. En este estudio no se obtuvo ningun resultado que indicara

coinfecciéon en alguna de las muestras.

Diagnéstico serolégico

Aislados obtenidos

Género Edad

Total de
muestras

DENV+

ZIKV +

Negativas

No
analizadas

DENV1

DENV2 | DENV3 | DENV4

ZIKV

ADULTOS

14

Masculino
PEDIATRICOS

6

ADULTOS

21

Femenino |EMBARAZADAS

4

= (NN

PEDIATRICOS

4

=X i=Ri=Ri=1 1"

0

TOTAL

49

32

2

2
0
1
0
1
4

11

32

0 0

0

Tabla 5. Diagndstico clinico/serolégico y resultado de la tipificacion molecular de los flavivirus
aislados de las muestras de Yucatan.
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En la tabla 6 se listan cada una de las muestras analizadas por RT-PCR, se
especifica el codigo de la muestra, la edad y el género del paciente, asi como las
manifestaciones clinicas (dias de fiebre), el diagndstico serologico (IgM e 1gG) y el

resultado de la tipificacién molecular.

Todas las muestras analizadas molecularmente en este trabajo de investigacion
fueron diagnosticadas en clinica como infeccién por flavivirus. Sin embargo, 11

muestras no se analizaron por serologia y 4 resultaron negativas para dicho analisis.
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Manifestacion
Cadigo de la , clinica (dias de Diagnéstico serolgico Aislado
Edad Género . .
Muestra fiebre)/ obtenido
Observaciones | pengue IgM | Dengue 1gG
001B] 13 ANOS FEMENINO 2 NEGATIVO NEGATIVO DENV 1
0028} 23 ANOS MASCULINO 3 NEGATIVO NEGATIVO DENV 1
003B] 3 MESES FEMENINO 7 NEGATIVO POSITIVO ZIKV
137B| 25 ANOS FEMENINO 3 POSITIVO NEGATIVO ZIKV
138B] 11 ANOS FEMENINO 3 POSITIVO POSITIVO ZIKV
139B| 10 ANOS MASCULINO 2 NEGATIVO POSITIVO DENV 1
140B] 24 ANOS MASCULINO 3 POSITIVO POSITIVO DENV 1
141B] 22 ANOS MASCULINO 1 POSITIVO POSITIVO DENV 1
142B] 28 ANOS MASCULINO 2 POSITIVO POSITIVO DENV 1
143B]29 ANOS FEMENINO 4 DIAS (4 SEM. NEGATIVO POSITIVO DENV 1
GESTACION)
146B] 35 ANOS MASCULINO 1 NEGATIVO POSITIVO -
147B] 35 ANOS MASCULINO AFEBRIL ZONA GRIS POSITIVO DENV 1
148B]46 ANOS MASCULINO 1 NEGATIVO NEGATIVO DENV 1
149B] 17 ANOS FEMENINO 5 DIAS (38 SEM. ZONA GRIS POSITIVO -
GESTACION)
150B] 54 ANOS MASCULINO 2 ZONA GRIS POSITIVO DENV 1
2 DIAS.
151B| 21 ANOS FEMENINO (EMBARAZADA 1ER.] POSITIVO ZONA GRIS DENV 1
TRIMESTRE)
152B] 62 ANOS FEMENINO 5 NEGATIVO POSITIVO DENV 1
153B| 26 ANOS FEMENINO 5 NEGATIVO POSITIVO -
155B]41 ANOS FEMENINO 1 NEGATIVO POSITIVO -
156B]31 ANOS FEMENINO 4 ZONA GRIS POSITIVO -
158B| 22 ANOS FEMENINO 2 NEGATIVO NEGATIVO DENV 1
160B| 21 ANOS FEMENINO 6 POSITIVO NEGATIVO DENV 1
161B]50 ANOS FEMENINO AFEBRIL ( INICIO ZONA GRIS POSITIVO DENV 1
DELCUADROQ)

Tabla 6. Lista de muestras tipificadas molecularmente. Datos clinicos y epidemiologicos de los
aislados utilizados en este estudio. (continua en la siguiente pagina)
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- Manifestacion
Codigo de la ; . o . .
Ml?estra Edad Género clinica (dias de Diagnéstico serol6gico Aislado
fiebre)/ obtenido
Observaciones Dengue IgM | Dengue IgG
162B] 36 ANOS FEMENINO 6 POSITIVO POSITIVO DENV 1
163B] 28 ANOS FEMENINO 3 POSITIVO POSITIVO DENV 1
164B] 36 ANOS MASCULINO 2 ZONA GRIS POSITIVO DENV 1
1658| 7 ANOS MASCULINO 1 NEGATIVO POSITIVO DENV 1
166B] 12 ANOS MASCULINO 3 NEGATIVO POSITIVO DENV 1
1678| 10 ANOS FEMENINO 3 POSITIVO POSITIVO DENV 1
169B] 5 MESES MASCULINO 4 NEGATIVO ZONA GRIS DENV 1
170B] 36 ANOS MASCULINO 15 DIAS (GUILLIAN NEGATIVO POSITIVO ZIKV
BARRE POR ZIKA)
1718} 39 ANOS FEMENINO 5 POSITIVO POSITIVO DENV 1
172B] 15 ANOS MASCULINO 4 POSITIVO POSITIVO DENV 1
173B| 42 ANOS FEMENINO 2 POSITIVO POSITIVO ZIKV
174B] 24 ANOS FEMENINO AFEBRIL CON 4 DIAS DENV 1
DE SINTOMAS
175B] 35 ANOS FEMENINO 2 ZIKV
176B| 43 ANOS FEMENINO 3 -
1778B|27 ANOS MASCULINO 7 DENV 1
178B] 8 ANOS MASCULINO 4 DENV 1
1798B| 11 ANOS MASCULINO 3 DENV 1
180B| 25 ANOS FEMENINO 2 DENV1
181B] 23 ANOS FEMENINO 4 -
1828] 21 Afos FEMENINO 5 DIAS (27.2 SEM. DENV 1
GESTACION)
183B] 34 ANOS MASCULINO 11 DIAS. PROB. DENV 1
GUILLIAN BARRE/ZIKA
184B| 25 ANOS MASCULINO 2 -
185B] 25 ANOS FEMENINO 2 DENV 1
1878B| 40 ANOS FEMENINO 6 -
189B] 27 ANOS FEMENINO 2 ZIKV
190B] 20 ANOS FEMENINO AFEBRIL ZIKV

Tabla 6 (cont).

Lista de muestras tipificadas molecularmente. Datos clinicos y epidemiologicos de
los aislados utilizados en este estudio.
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DISCUSION

La enfermedad del dengue es uno de los principales problemas de salud publica en
la actualidad. En las ultimas dos décadas la incidencia de dengue en México ha
aumentado en la mayoria de los estados endémicos, donde se encuentran en
circulaciéon simultanea dos o mas serotipos. La severidad de los casos por infeccidon
por DENV se ha asociado con el aumento de la co-circulacion de diferentes
serotipos de DENV en el pais. Recientemente se reportd que el proceso de
replicacion en flavivirus, particularmente del virus dengue, puede generar variantes
genéticas con capacidad de evasion de la respuesta de interferones de tipo | y que
esta seleccion de variantes genéticas eventualmente desplazan geograficamente al
virus parental confiriéndole ventaja evolutiva epidemiolégica (Manokaran et al.,
2015). Es muy probable que la seleccién de variantes con diferentes fenotipos de
virulencia, estén ocurriendo en México, sin embargo, ausencia de aislados
disponibles para su estudio, limitan el alcance de la investigacion de la virulencia de

los flavivirus en nuestro pais.

Cabe mencionar que a diferencia de otros paises, en México existe una gran
diversidad poblacional consecuencia de la subestructura genética precolombina, la
cual se conserva en los grupos étnicos del pais y en la poblacion actual que
desciende de dichos grupos (Figura 10). Los nativos mexicanos poseen una
diversidad genética baja debido al alto grado de aislamiento geografico de las
poblaciones, por lo que estas pueden albergar alelos locales raros que no se
presentan en otros lugares, y con ello las variantes funcionales y médicas
importantes en cada poblacion (Moreno-Estada et al. 2014). Esta variabilidad
genética implica diversidad en los fenotipos de cada poblacién, es decir, que los
individuos presentan diferencias en la repuesta inmune contra el virus, lo que
impone presiones de seleccion que favorecen la presencia de variantes genéticas

mas 0 menos virulentas.
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Figura 10. Diferenciacion genética de poblaciones nativas mexicanas.

En este estudio realizamos el protocolo para el aislamiento de flaviirus en cultivo
celular de 49 muestras de pacientes con diagndstico clinico o serologico de
infeccidn por flavivirus, de las cuales se lograron aislar 40 flavivirus (81.63% de éxito
de aislamiento de las muestras procesadas). Aunque este porcentaje es elevado,
esta influenciado por el disefio del proyecto, ya que se utilizaron muestras obtenidas
a la llegada del paciente a la clinica con el objetivo de obtener sangre periférica en

el periodo de viremia en un rango no mayor a 5 dias.

La presencia de muestras negativas para el aislamiento y la tipificacion molecular al
igual que la presencia de muestras negativas en el diagnostico seroldgico, es una

observacion comun en la clinica. Como se sabe, el incremento en la concentracion
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de los anticuerpos IgM ocurre después del cuarto dias de iniciada la fiebre, estos
anticuerpos son caracteristicos de la infeccion primaria y participan en la
neutralizacion de particulas virales en el hospedero infectado, disminuyendo y
llevando la carga viral a niveles por debajo de la dosis infectiva minima en cultivo

celular asi como por debajo del limite de deteccién por RT-PCR.

A pesar de que algunas muestras contaban con el diagnostico seroldgico positivas
para IgG o IgM, esta estrategia de diagndstico es util sélo para confirmar infeccién
primaria o secundaria, pero no para la tipificacion del virus presente en la muestra,
debido a que el antigeno utilizado para dichas pruebas es la proteina de envoltura
del virus DENV la cual es muy conservada entre flavivirus teniendo una homologia

del 40%, haciendo practicamente indiferenciable a los flavivirus por esta estrategia.

Por otra parte, se ha demostrado que los cuatro serotipos de DENV co-circulan en
México creando diferentes escenarios epidémicos, endémicos e hiperendémicos,
con una dinamica variable en el predominio de serotipo (Gémez-Dantés et al.,
2014). La Secretaria de Salud reporta que desde la re-emergencia del dengue en
1978 el serotipo con mayor prevalencia en el pais es el DENV1 (Diaz et al., 2006).
Estos datos concuerdan con la tipificacién de los aislados obtenidos en este trabajo,

donde la mayoria de los flavivirus aislados son DENV1.

Aunque el predominio en circulacion del DENV1 se ha mantenido en los ultimos
afos, es probable que existan sustituciones intraserotipo de variantes con fenotipo
de virulencia diferencial, las cuales estan siendo seleccionadas de manera activa
en la poblacion mexicana. Este fendbmeno se ha descrito en otras regiones
endémicas del mundo. Tal es el caso del desplazamiento ocurrido a principios de la
década de 1990 del DENV serotipo 2 proveniente del sureste de Asia al DENV2 del
continente americano responsable de brotes con presentaciones clinicas mas
severas en paises de América latina (Rico-Hesse et al., 1997). De igual manera, se
han documentado ampliamente desplazamientos locales (Drumond et al., 2013;
Lambrechts et al., 2012; Santiago et al., 2012; Yamanaka et al., 2011;), tal es el

caso del cambio en circulacién en Sri Lanka, donde desplazamiento de diferentes
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variantes del virus DENV3 correlacionaron con el incremento en el numero de casos
de dengue severo en la region (Andrade et al., 2016; Messer et al., 2002; Messer et
al., 2003; Sirisena y Noordeen, 2014).

El virus ZIKV llegd a México en 2015 diseminandose por todo el pais en zonas
donde se encuentran los vectores y co-circulando en las mismas regiones
geograficas que el virus DENV, ya que comparten el mismo nicho ecoldgico. La
vigilancia epidemioldgica de la diversidad genética y seleccion de variantes para el
virus ZIKV es aun mas precaria. La vigilancia epidemioldégica en México inicio
formalmente en 2015 y los aislados disponibles para la evaluacion de la virulencia
es por el momento inaccesible. Sin embargo, hay evidencia de que el virus ZIKV
también presenta variabilidad genética que impacta en la virulencia; recientemente
se describié que un aislado brasilefio del virus ZIKV, también tiene la capacidad de
inhibir la respuesta de IFNs-| a diferencia de los aislados pre-epidémicos africanos,

aunque el mecanismo no fue descrito (Donald et al., 2016).

En el presente estudio, ocho aislados fueron tipificados molecularmente como ZIKV,
de las cuales sélo una coincide con el diagnéstico clinico, ya que el resto de las
muestran fueron diagnosticadas como infeccién por DENV. La problematica en el
diagndstico clinico surge debido a que la sintomatologia de ambas enfermedades
es similar. En algunos casos los pacientes con infeccion por ZIKV pueden o no
presentar conjuntivitis y las técnicas seroldgicas no son suficientes para la

tipificacion.
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CONCLUSION

En conjunto, estas evidencias demuestran que el estudio epidemiolégico de
seleccidon de variantes genéticas de flavivirus circulantes en regiones endémicas,
asi como los mecanismos que les confieren ventajas evolutivas, es mas valioso
utilizando aislados vigentes ya que permiten la correlacion con la severidad de
brotes, asi como de las presiones evolutivas caracteristicas de la poblacion afectada
en dichas regiones. El estudio de los potenciales cuellos de botella en México es
practicamente inexistente ya que la disponibilidad de los aislados clinicos es muy
limitada. El banco de aislados de virus DENV y ZIKV generado y tipificado en este
estudio es una herramienta invaluable para la investigacion y permitira el estudio
mas detallada del nivel de virulencia de las variantes de DENV1 y ZIKV influenciada

por la presion evolutiva de la respuesta inmune de la poblacién mexicana.

PERSPECTIVAS

Tipificar los virus que forman parte de la iniciativa de banco de aislados de flavivirus
mexicanos provenientes de pacientes con diagndstico de flavivirus en regiones

endémicas de México.

Secuenciar el genoma completo de los aislados con fenotipo evasor de la respuesta
inmunoldgica innata, para identificar las variantes genéticas asociadas a virulencia

seleccionadas en poblacion mexicana.

Caracterizar productos de degradacion del genoma flaviviral de los aislados, los

cuales se han asociado con virulencia en flavivirus.

Escalar y adaptar la informacién obtenida para su aplicaciéon en el sistema de

vigilancia epidemioldgica del sistema de salud mexicano.
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ANEXO I. GLOSARIO DE TERMINOS QUE SE UTILIZAN EN LA TESIS

Artralgia
Endémico

Equimosis

Fenotipo

Genotipo

Hematocrito

Mialgia
Neurotropico

Petequia

Serologia

Serotipo

Dolor en las articulaciones.
Propio y exclusivo de determinadas localidades o regiones.

Lesion subcutanea caracterizada por
extravasada.

depdsitos de sangre

Caracteristicas fisicas y bioquimicas de un organismo segun lo
determinado por la interaccion sus genes y el medio ambiente.

Composicion genética de un organismo.

Volumen de globulos rojos en comparacion con el volumen total de
sangre

Dolor musculo-esquelético generalizado.
Que es capaz de infectar células nerviosas.

Lesiones pequefas de color rojo, formadas por extravasacién de un
numero pequefo de eritrocitos cuando se dafia un capilar.

Identificacion diagndstica de anticuerpos en el suero.

Variacion dentro de una especie de bacteria o virus que tienen un
conjunto de antigenos en comun.

52



ANEXO II. PATRONES DE AMPLIFICACION DE MUESTRAS DEL ESTADO DE
YUCATAN

Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de los productos obtenidos por amplificacion de la region
especificas del genoma viral de las muestras positivas para DENV o ZIKV. Cada imagen presenta el
numero de la muestra, en el primer carril el marcador molecular y del segundo al séptimo carril los
oligonucledtidos usados para la amplificacion del flavivirus.
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