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1. Introduccion

Los virus del género flavivirus pertenecen a la familia Flaviviridae, entre los méas
importantes se encuentran el virus dengue (DENV) y el virus Zika (ZIKV). Estos virus
son transmitidos por la hembra hematdfaga de los mosquitos del género Aedes,
principalmente A. aegypti y A. albopictus, dichos vectores se distribuyen en regiones
tropicales y subtropicales del planeta y Meéxico no es la excepcion. Ya que estos
mosquitos son responsables de la transmision de otros arbovirus, virus transmitidos
por artrépodos, la co-circulacion es un fendmeno comun en regiones endémicas. Tal
es el caso del virus chikungunya (CHKV) que co-circula en las mismas regiones
geograficas que DENV y ZIKV (Leta, S. 2018). La mayoria de las infecciones por
arbovirus son diagnosticadas clinicamente con la identificacion de signos y sintomas,
sin embargo, algunos de estos son compartidos en las infecciones por DENV, ZIKV

0 CHKYV por lo que el diagndstico por esta estrategia no es totalmente diferencial.

La NORMA Oficial Mexicana, NOM-032-SSA2-2014, “Para la vigilancia
epidemioldgica, promocion, prevencién y control de las enfermedades transmitidas
por vectores” estipula el estudio viroldgico por RT-PCR en aislados de muestras
positivas para DENV por serologia, mientras que para el ZIKV el aislamiento no esta
recomendado en los lineamientos oficiales de diagndstico y vigilancia (Diario Oficial
de la Federacidn, 2015). Sin embargo, los aislados considerados en la normatividad
para la vigilancia del DENV, no estan al alcance de los grupos de investigacion
especializados. Esta problemaética tiene como consecuencia que el conocimiento de
mecanismos de virulencia y de la interaccion hospedero-patogeno en México se
genere utilizando aislados historicos, mexicanos 0 extranjeros, o incluso virus
referencia adaptados al laboratorio con limitada relacion con los virus circulantes en

regiones endémicas.

En el presente proyecto se enfoca en el aislamiento, purificacion y tipificacion de

flavivirus circulantes en México, obtenidos a partir de sueros de pacientes



presuntamente positivos a la infeccidn por flavivirus en etapa febril con diagndéstico

clinico y serologico, recolectados en el estado de Yucatan durante el brote del 2016.

Se llevé a cabo la amplificacion en cultivo celular de 40 muestras, para
posteriormente extraer RNA por el método de la técnica de fenol-cloroformo,
retrotranscribirlo con el uso de oligonucle6tidos degenerados y la retrotranscriptasa
de la leucemia murina de Maloney vy tipificarlo por medio de PCR con
oligonucleotidos especificos para determinar la presencia de DENV, ZIKV y CHKV.
De las 40 muestras analizadas, se obtuvieron 36 aislados; 9 ZIKV, 7 DENV, uno como
posible CHKV y los 19 aislados restantes dieron resultados inconclusos por lo que no

fue posible tipificarlos.

Se espera que el banco de aislados sea finalizado con las muestras restantes
pertenecientes al estado de Yucatan y que en un futuro se extienda a muestras de otros
estados. Ademas, el banco de aislados de flavivirus mexicanos sera utilizado para
investigaciones futuras para el estudio de la epidemiologia molecular de flavivirus en

poblacion mexicana.

2. Marco teorico

2.1 Definicién de virus

Los virus son paréasitos intracelulares obligados, constituidos por proteinas y
material genético y algunos poseen envoltura de membranas lipidicas. Su modo de
replicacion no es binaria, es decir, de un solo virus pueden generarse miles de
particulas virales (Taylor M., et al, 2014). Poseen una gran diversidad, varian en gran
medida en cuanto a estructura, organizacion y expresion genémica, asi como sus

estrategias de replicacion y transmisién (Brook G., et al.,2010).

La particula completa del virus es llamada virion y su principal funcion es
transportar el genoma viral hacia la célula hospedadora para que el genoma pueda ser

expresado (transcrito y traducido) y replicado (Baron S., 1996).



2.1.1 Estructura basica viral

Los viriones simples o también conocidos como “desnudos” consisten en dos
componentes basicos, acidos nucleicos y una capa de proteinas, llamada capside, cuya
funcion es proteger el genoma viral y anclarse a los receptores especificos durante la
infeccion; las proteinas de la capside son codificadas por el genoma viral. Y esta
formada por uno o dos tipos de proteinas, las cuales al multiplicarse se ensamblan y
generan una estructura tridimensional adquiriendo simetria helicoidal, icosaédrica o

compleja (Baron S., 1996).

Los virus denominados “envueltos” poseen una cobertura adicional, llamada
envoltura, la cual deriva de las membranas de las células infectadas. Esta consiste en
una bicapa lipidica y posee proteinas de membrana o transmembranales, glicosiladas
que participan en el reconocimiento de los receptores celulares y en la fusién entre la
membrana celular y la membrana viral, ademas, pueden poseer puntas o0
protuberancias conocidas como peplomeros. La envoltura puede considerarse como
una capa adicional protectora que ademas funciona como un mecanismo de evasion

de la respuesta inmunologica del hospedero (Baron S., 1996).

2.1.2 Clasificacion viral

La clasificacion viral depende de distintas propiedades (Brook G., et al., 2010), como

lo son:

e Morfologia del virién

e Propiedades del genoma viral

e Propiedades fisicoquimicas del virion

e Propiedades de las proteinas virales

e Organizacion del genoma y la replicacion
e Propiedades antigenicas

e Propiedades bioldgicas



2.1.3 Propiedades del genoma viral

Los virus solo poseen un tipo de acido nucleico, ya sea DNA o RNA. Su genoma

puede ser monocatenario (single-stranded; ss) o bicatenario (double-stranded; ds),

circular o lineal, segmentado o no segmentado (Brook G., et al., 2010). En el caso de

los virus de RNA monocatenario, ésta puede ser cadena con sentido positiva (+), la

cual funciona como RNA mensajero (MRNA), o cadena antisentido (-), la cual es

complementaria a la cadena sentido y no funciona como mRNA, sino que funciona

como molde para la sintesis de RNA con sentido positivo (Baron S., 1996).

David Baltimore, propuso una clasificacion (Baltimore D., 1971) basada en el tipo

de material genético que presentan los virus, agrupandolos en familias (Figura 1).

Familia I: consiste en virus que poseen dsDNA, los cuales se transcriben para
formar mRNA.

Familia Il: consiste en virus que poseen sSDNA de polaridad positiva, los
cuales se unen a su cadena complementaria de sSDNA para formar dsDNA y
ser transcritos en mRNA.

Familia 11l: estd constituida por virus de dsRNA el cual se transcribe
directamente en mRNA.

Familia IV: consiste en virus sSRNA de polaridad positiva, los cuales deben
sintetizar una cadena molde sSRNA de polaridad negativa para posteriormente
sintetizar mRNA.

Familia V: incluye a los virus ssSRNA de polaridad negativa, cadena de donde
se parte para sintetizar mRNA.

Familias VI y VII consisten en virus que retrotranscriben sus genomas y
requieren de un intermediario de dsDNA para generar mRNA, estan

constituidas por sSRNA de polaridad positiva y DNA, respectivamente.
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Figura 1.- Esquematizacion de la clasificacion de Baltimore (EXPASy, 2018)

2.1.4 Morfologia

Adicionalmente a la clasificacion dependiente de la presencia de envoltura, los
virus también son clasificados por la morfologia de la cépside. La morfologia
helicoidal es vista en muchos virus que poseen nucleocapsides pleomorficas y
filamentosas. Estas consisten en arreglos de las proteinas de la capside (protomeros o
capsomeros) envueltos alrededor de un filamento helicoidal de &cidos nucleicos. En
la morfologia icosaédrica, el nimero y ordenamiento de los capsémeros permite la
identificacion y clasificacion de los virus (Baron S., 1996). Ademas, existen virus
cuya simetria no es helicoidal o icosaédrica y son llamados de simetria compleja, estos
usualmente estan constituidos por numerosas capas de proteinas y lipidos y suelen
tener formas geométricas distintas. Por ejemplo, los virus pertenecientes a la familia
Poxviridae poseen una forma ovalada y los bacteri6fagos de la familia Myoviridae,

los cuales poseen una cabeza icosaédrica y una cola helicoidal (Cann J. A., 2016).




2.1.5 Replicacién viral

Los virus se multiplican solo en células vivas que sean permisivas y susceptibles,
de donde toman la energia, maquinaria de sintesis y precursores moleculares. Para
que pueda utilizar los recursos de la célula hospedera, este debe ser capaz de producir
mRNA traducible por la maquinaria traduccional de la célula, dependiendo del
genoma viral, el mecanismo de generacion de mRNA viral sera dependiente de la
maquinaria celular o de proteinas no estructurales (NS). Una vez que el virion entra
en contacto con la célula, se libera el genoma e inician los procesos de traduccién y
replicacion, entrando en una fase Ilamada periodo de eclipse, donde se continua
rapidamente una sintesis exhaustiva de particulas infecciosas. Posterior a la sintesis
de &cidos nucleicos y proteinas, inicia el proceso de ensamblaje para dar origen a

nuevos viriones infecciosos (Brook G., et al., 2010).

Los virus de RNA poseen una replicacion erratica, generada por las polimerasas
de RNA dependientes de RNA (RdRp) necesarias para la replicacion. Estas enzimas
usualmente presentan un indice de mutacion mucho mayor que los virus de DNA. El
rango de mutacion es de aproximadamente 10 permitiendo una continua generacién
de poblaciones heterogéneas de virus conocidas como cuasiespecies 0 nubes de

mutantes, confiriendo mayor adaptabilidad al nuevo hospedero (Baron S., 1996).

2.1.6 Sistema taxonémico

Con base en la homologia de la secuencia del genoma viral, los virus son separados
en grupos principales (familias). Los nombres de las familias poseen el sufijo
“-viridae”. Cada familia posee subdivisiones, conocidas como género y cominmente
se basan en las diferencias fisicoquimicas o serolégicas. Los nombres del género se

acompafian del sufijo “-virus” (Brook G., et al., 2010)
2.2 Flavivirus

El género Flavivirus, pertenecientes a la familia Flaviviridae, comprende mas de 70

virus, entre los cuales se encuentran virus patdgenos para el humano como lo son los



virus DENV, ZIKV, el virus de encefalitis japonesa, virus de la fiebre amarilla y virus
del Nilo occidental (Kuno G., et al., 1998). Las particulas virales de los flavivirus
(Figura 2) poseen un didmetro entre 40 y 60 nm, la particula madura cuenta con
envoltura de membrana lipidica cubierta por 90 homodimeros de la proteina de
envoltura, el genoma flaviviral consta de una molécula de RNA de cadena sencilla
con polaridad positiva contenido en una nucleocapside icosaédrica (Romero-Cabello
C. 2007).

Dimero £ Proteina M

Proteina C (] .

Figura 2.- Estructura general de los flavivirus, donde se encuentran indicadas las proteinas
estructurales E, M y C asi como su organizacion. (Modificado de Zhang et al., 2003)

2.2.1 Virus dengue

El virus de dengue es un flavivirus transmitido a humanos durante la alimentacién
de la hembra hematéfaga de los mosquitos del género Aedes, principalmente A.
aegypti y A. albopictus. A la fecha se conocen cuatro serotipos genética y
antigénicamente diferentes; DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Guha-Sapir,
D., et al., 2005). El virion es envuelto, con nucleocépside icosaédrica de
aproximadamente 50 nm. El genoma viral consiste en una cadena de RNA con
polaridad positiva de aproximadamente 10.7 kilobases con un solo marco de lectura
abierto que codifica para una poliproteina la cual es procesada co- y
postraduccionalmente en 10 proteinas virales; 7 NS y tres estructurales; capside (C),
membrana (M) y envoltura (E); esta ultima es el principal blanco antigénico y su
reconocimiento por el sistema inmunoldgico humoral es la base de la clasificacion en

los cuatro serotipos (Alcaraz-Estrada S., 2013). El genoma esta flanqueado por
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regiones no traducidas en los extremos 3"y 5", cuenta con un cap tipo I en el extremo

5"y carece de cola poliA.
2.2.2 Virus Zika

El virus Zika es también transmitido por mosquitos del género Aedes, el genoma
del ZIKV es una molécula de RNA de cadena sencilla con polaridad positiva que
codifica para un solo marco de lectura abierto que es traducido en forma de
poliproteina, la cual es procesada postraduccionalmente en 10 proteinas incluyendo
proteinas de capside (C), membrana (M) y envoltura (E). A diferencia del DENV, a
la fecha solo se ha identificado un serotipo. Los ZIKV se clasifican genéticamente en

tres linajes principales, Africano I, Africano Il y Asiatico (Gong Z., et al., 2016).

2.3 Proteinas flavivirales

Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales (Figura 3) incluyen a las proteinas C, M y E, ademas
de un péptido pr en la forma inmadura de la proteina M. Estas juegan un papel
importante para la infeccion del virus ya que permiten su entrada a la célula y la
proteccion del genoma viral. La proteina C consiste en aproximadamente 120
aminoacidos y envuelve al genoma formando una nucleocapside. Las proteinas prM
y E son glicoproteinas de 165 y 495 aminoacidos respectivamente, cada una posee
dos hélices transmembranales; la forma madura de la proteina M por si sola posee 75
aminodcidos. La proteina prM actla como chaperona para el ensamble de E. La
proteina E posee un sitio de union a receptores celulares y un péptido fusogénico que
permite la fusion de la envoltura con la membrana endosomal de la célula hospedera
(Mukhopadhyay S., et al., 2005).

Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (Figura 3) participan en los procesos infecciosos del
virus, su ciclo replicativo y la evasion del sistema inmune. NS1 se encuentra en el

lumen del reticulo endoplasmico y esté involucrada principalmente con la evasion del

8



sistema inmune, es esencial para la replicacidn viral, ya que se requiere para la
formacion del complejo replicativo y el reclutamiento de otras proteinas NS
(Westaway EG, et al. 1997; Uniprot. 2018). Poco se sabe al respecto de NS2A,
actualmente se conoce que es un componente del complejo replicativo que participa
en el ensamblaje y es antagonista de la respuesta inmunologica (Barrows, N. J., et al.,
2018). La proteina NS3 posee tres actividades enzimaticas, como proteasa de serina,
NTPasa y helicasa de RNA, NS2B es un cofactor requerido por NS3 (Uniprot, 2018).
NS4A y NS4B son proteinas de membrana generadas por procesos coordinados
postraduccionales generados a partir de proteasas virales y de la célula hospedera
(Welsch S, et al., 2009), NS4A se encarga de regular la actividad de ATPasa de la
helicasa NS3, ademas permite que NS3 conserve energia durante el desenrollamiento
del genoma viral (Uniprot, 2018). NS4B también es una proteina esencial para la
replicacion viral (Khromykh A.A., et al., 2000) e induce la formacion de membranas
derivadas del reticulo endopldsmico donde se lleva a cabo la replicacion viral
(Uniprot, 2018). Y, por ultimo, la proteina NS5, que es la RdRp responsable de la
replicacion del genoma y adicion del cap en el extremo 5"UTR de los genomas en el
citoplasma, ademas previene el estado antiviral de la célula blogueando la via de

sefializacion del interferdn alfa/beta (Uniprot, 2018).

SUTR JUTR
CAR = Structural Monstructural =

or M

privi E NS1 2h NS3 48 @ NS5

Figura 3. Estructura del genoma de los flavivirus, en la parte superior se encuentra un esquema basico
de la proporcién de genes que codifican para proteinas estructurales y proteinas no estructurales, en
el extremo izquierdo se encuentra un cap 5°. En la parte inferior se encuentra desglosada la
organizacion de los genes que codifican para proteinas estructurales C, M (prM) y E, y proteinas no
estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. (Virus Pathogen Resource Database,
2018)




2.4 Ciclo replicativo de los flavivirus

Al momento de la infeccion (Figura 4), el virion se ancla a la superficie de la célula
susceptible e ingresa por endocitosis mediada por receptores. EI ambiente acido del
endosoma, activa una trimerizacion irreversible de la proteina E que resulta en la
exposicion del péptido fusogénico y en la fusion de la membrana viral y la membrana
celular. Después de la fusion, la nucleocapside es liberada en el citoplasma, la capside
y el RNA se disocian, una vez que el genoma es liberado en el citoplasma la cadena
positiva de RNA es traducida en el reticulo endoplasmico en una sola poliproteina que
es procesada co- y postraduccionalmente por la proteasa viral NS3 y proteasas
celulares. Una vez en su forma individual, las proteinas NS y el genoma viral forman
el complejo replicativo (RC) en la membrana del reticulo endoplasmico para la
sintesis de nuevos genomas. El ensamblaje del virus inicia en el lumen del reticulo
endoplasmico, donde se asocian las proteinas sintetizadas y las nuevas copias de
RNA. Las particulas no infecciosas resultantes, virus inmaduros y particulas
subvirales, son transportadas a través de la red trans-Golgi (TGN). La forma inmadura
de la proteina M (prM) en los viriones inmaduros y las particulas subvirales es
procesada por la proteasa furina de la célula hospedera, resultando en viriones
maduros e infecciosos. Las particulas maduras y subparticulas virales son liberadas

por exocitosis (Alcaraz-Estrada S., 2013).
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Figura 4 Esquematizacion del ciclo replicativo de los flavivirus. (Mukhopadhyay S., 2005)

2.4.1 Replicaciéon del genoma viral

La replicacion se lleva a cabo en el RC, encargado de la sintesis de RNA, los
procesos de metilacion y capping del RNA, se llevan a cabo en el extremo 5’-UTR,
el proceso de sintesis es semiconservativo y asimétrico. En la Figura 5 se muestra el
proceso que se lleva a cabo durante la replicacion del genoma. Partiendo de un ssSRNA
(+) se sintetiza una cadena molde mediante la RdRp, esta cadena al ser
complementaria es sSRNA (-), con la cual se genera la forma replicativa, a partir de
la cual se sintetizan las cadenas de RNA (+) y es reciclada para seguir generando mas
copias del genoma. Esta replicacion es asimétrica debido a que a partir de una sola
cadena molde se sintetizan multiples copias. Se realiza el capping y la metilacion en
las nuevas copias de RNA mediante NS3 y NS5 para formar RNA genémico
(Mukhopadhyay S., et al., 2005). Durante el proceso de replicacion, pueden
encontrarse en la célula hospedera tres formas del RNA viral: una forma replicativa
que consiste en un dsRNA, un intermediario de replicacion que consiste en un sSRNA

(-) y la progenie viral que consiste en ssSRNA (+) (Klema V.J., et al., 2015).
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Figura 5.- Esquematizacion de la replicacion del genoma viral (Klema V.J., et al., 2015)

2.5 Generacion de cuasiespecies

Las cuasiespecies virales son poblaciones de RNA viral de espectro mutante, o
nubes de mutantes, que comparten un alto porcentaje de la secuencia de nucle6tidos
con mutaciones puntuales generadas durante la replicacion, su evolucién esta
influenciada por altas tasas de mutaciones durante la replicacion viral y en algunos
casos por recombinacion molecular o durante el reordenamiento del genoma. Se
estima que la tasa de mutacion de la RdRp de flavivirus es de aproximadamente
1/34000 para UTP, 1/59000 para ATP y 1/135000 para la incorporacién de CTP,
fidelidad comparable a la retrotranscriptasa del virus de inmunodeficiencia humana
(Jin, Z., etal., 2011). La seleccion de estas variantes virales dependera de su capacidad
de establecer infeccion productiva en cada hospedero, generando poblaciones
diferentes en cada ciclo vector-primate, esta capacidad de adaptacion en el contexto
de la replicacion viral es conocida como “fitness” y da como resultado la generacion
y seleccidon de variantes genéticas con fenotipos variables en su capacidad para
replicar, de evadir de la respuesta inmune innata y consecuentemente con la
patogénesis y la intensidad de las presentaciones clinicas (R. Andino, E. Domingo,

2015; Vignuzzi, M., et al., 2006) Como consecuencia, un conjunto de mutantes
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frecuentemente determina el comportamiento biolégico de la poblacion viral
(Domingo E., et al., 2012).

2.6 Presentaciones clinicas de la infeccion con DENV y ZIKV

Presentaciones clinicas de la infeccion por DENV

Los cuatro serotipos del DENV son capaces de causar las manifestaciones clinicas.
La infeccion con los DENV se manifiesta clinicamente con fiebres de 38.8 a 40.5°C,
cefalea, dolor retro-ocular, malestar general, mialgia, artralgia, nausea, vomito,
anorexia y exantema. La organizacion Mundial de la Salud clasifica las presentaciones
clinicas como dengue sin sintomas de alarma, presentando vomito, nausea, salpullido,
malestar y dolor general, leucopenia y prueba de torniquete positiva; dengue con
sintomas de alarma, presentando dolor abdominal, vomito persistente, acumulacion
de fluidos, sangrado en mucosas, letargia, hepatomegalia, trombocitopenia; y dengue
grave 0 severo, en donde se presenta acumulacion de fluidos con dificultades
respiratorias, sangrado severo, falla cardiaca y de otros 6rganos, y enzimas hepaticas

elevadas (Center for Disease Control and Prevention 2013).
La enfermedad se divide en tres fases (Beltran-Silva S. L., et al., 2016):

e La etapa febril: se presenta el inicio de la sintomatologia, existe viremia, la
proteina NS1 es detectable en circulacion y dura aproximadamente de 2 a 7
dias.

e La etapa critica: el paciente puede evolucionar a las formas severas de la
enfermedad, la viremia es practicamente indetectable, los niveles de NS1 en
circulacion disminuyen y comienzan a elevarse los niveles de IgM séricos.

¢ laetapa de convalecencia donde se resuelve el cuadro clinico y son detectables

los niveles de IgG en circulacion sanguinea.

El diagndstico depende mucho de estas fases debido a la temporalidad en los niveles

de IgG e IgM. De manera complementaria se utiliza la cuantificacion de la proteina
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NS1, la cual es secretada por las células infectadas por DENV, un antigeno altamente
conservado y es detectable en circulacion aun cuando la deteccion del RNA viral sea
negativa (Figura 6) (Darwish, N.T., et al., 2015).

Primary Dengue Infection Secondary Dengue Infection

56 90 56 90
Days Post-Onset of Symptoms Days Post-Onsetof Symptoms

Figura 6. Respuesta inmunoldgica a la infeccion de dengue. (Darwish, N.T., et al., 2015)
Presentaciones clinicas de la infeccion con ZIKV

La infeccidn por ZIKV es asintomatica en el 80% de los casos (Duffy M.R., et al.,
2009), en promedio, el periodo de incubacion es de 6 dias y los sintomas se desarrollan
en un 95% de los individuos infectados 12 dias después de la infeccidn (Lessler J., et
al., 2016), Las manifestaciones clinicas van desde fiebre, erupciones cuténeas,
conjuntivitis, mialgia y artralgia, mientras que las formas complicadas de la infeccion
con ZIKV se asocian a la generacion de microcefalia congénita, ya que existe una
transmisién transplacental (Weaver S.C., et al., 2016) y desarrollo del sindrome de
Guillian-Barré, debido a que el virus posee neurotropismo (Organizacion Mundial de
la Salud, 2016). Se ha demostrado que ZIKV puede transmitirse entre humanos
mediante transmision sexual, causando mayores implicaciones en la salud publica,
principalmente para los residentes de las zonas endémicas, ya que la eliminacién del
virus puede ser persistente por varios afios postinfeccion (Jacques-Counotte M., et al.,
2018). Ademas, otro riesgo presente en los individuos infectados por ZIKV, es la

posible transmision sanguinea, por lo que se recomienda aceptar una donacion
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sanguinea de un paciente infectado tras aproximadamente 30 dias después de la

resolucion de los sintomas (Beltran-Silva S. L., et al., 2016).

2.7 Diagnostico diferencial de flavivirus

Las técnicas de diagndstico para flavivirus recomendadas por la CDC (Center for
Disease Control and prevention) son pruebas inmunologicas mediante ELISA para la
identificacion de anticuerpos IgM principalmente para ZIKV (Center for Disease
Control and prevention, 2017) e IgG y NS1 para DENV, para este ultimo también se
recomienda una prueba denominada PRNT (Plaque reduction neutralization test), sin
embargo, la alta homologia y reactividad cruzada entre las proteinas de envoltura de
ambos virus, disminuye la especificidad del diagndstico seroldgico, por lo que este se
complementa con la técnica molecular RT-PCR en tiempo real, para ambos virus,
dependiendo de la etapa de la historia natural en la que se tome la muestra para el

diagndstico (Center for Disease Control and prevention, 2017) (Figura 6).

En México, la Secretaria de Salud recomienda como pruebas confirmatorias de
infeccion por DENV, ELISA para IgG y para IgM (Secretaria de Salud, 2016) (Figura
7), mientras que para el diagndstico de ZIKV se recomienda descartar primero DENV
y CHKV, recomendacion que también da la organizacion panamericana de la salud
(OPS) (Figura 8). Con base en la presentacion clinica se recomienda realizar el
diagnostico mediante RT-PCR en tiempo real o en su defecto, una vez transcurridos
6 dias de los sintomas tomar muestra sanguinea para detectar anticuerpos (Secretaria
de Salud, 2016).
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Figura 7. Algoritmo de diagndstico para infeccion por DENV, donde se recomienda realizar
principalmente pruebas serolégicas para la confirmacion de la infeccion por el virus. En caso de que
la muestra analizada de negativo a las pruebas seroldgicas, se recomienda realizar diagndéstico
diferencial (INDRE, 2015).
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Figura 8. Algoritmo de diagnostico para infeccion por ZIKV, donde se recomienda realizar la
deteccion del virus por medio de pruebas de biologia molecular (RT-PCR), y en caso de ser negativo,
realizar un diagndstico diferencial con otros arbovirus (OMS, 2016).
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2.8 Epidemiologia y co-circulacion de arbovirus

Dado que estos virus se transmiten por los mosquitos A. aegipty y A. albopictus y
las condiciones de temperatura y humedad favorecen la proliferacion de los
mosquitos, por lo que las zonas endémicas estan limitadas por la distribucién
geografica de los vectores; paises tropicales y subtropicales. EI hecho de que estos
virus compartan el mismo vector aumenta el riesgo de co-circulacion (Leta S., et al.,
2018).

La OMS ha descrito que el nimero de casos de infecciébn por DENV esta
subestimado y en gran parte por la dificultad en el diagndstico diferencial y en la
clasificacion clinica. Sin embargo, se estima que se producen alrededor de 390
millones de infecciones cada afio, de las cuales solo 96 millones son manifestadas
clinicamente, es decir que solo cerca del 25% de las personas infectadas desarrollan

manifestaciones clinicas (Organizacién Mundial de la Salud, 2017).

Para el caso de la infeccion con ZIKV, la OMS reporta que el primer gran brote
ocurrié en el 2007, en la isla de Yap. En el 2015, en Brasil, en el que se notifico una
asociacion entre la infeccion por ZIKV con el sindrome de Guillian-Barré y
microcefalia congenita. A la fecha, se han reportado 84 paises donde hay constancia

de la transmision vectorial de ZIKV (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

2.8.1 Epidemiologia en México

La situacion actual en México respecto a los casos confirmados con infeccién de
ZIKV, segun los datos estadisticos proporcionados por la secretaria de salud, han sido
de 12,122 acumulados desde 2015 a septiembre del 2018, siendo Veracruz el estado
con la mayor cantidad de casos reportados con 2,102, seguido de Yucatan con 1,307.
También han sido considerados los reportes de mujeres embarazadas, con un total de
7,045 casos acumulados desde el 2015 hasta 2018, siendo Yucatan el estado con mas
brotes, con 925, seguido de Veracruz con 888 (Secretaria de Salud, 2018). Es decir

que el 58.11% de los casos reportados provienen de mujeres embarazadas.
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Respecto a la epidemiologia del DENV, la secretaria de salud ha reportado 29,665
casos probables hasta la semana 36 del 2018, de los cuales se han confirmado 4,421
con dengue no grave y 1,239 con dengue grave + dengue con sintomas de alarma, de
los cuales reportan para 2018, 2,125 con dengue no grave, 1,501 con dengue con
signos de alarma, 279 con dengue grave y 1,780 con dengue con sintomas de alarma
+ dengue grave; teniendo un total de 5,685 casos confirmados, correspondiendo a un
19.16% de los casos reportados. El estado que ha reportado mas casos acumulados es
Chiapas, con 896, seguido de Veracruz con 604. A su vez, el serotipo que mas se ha
encontrado es el DENV-1, con 1025 casos confirmados (Figura 9) (Secretaria de
Salud, 2018).

INCIDENCIA*
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o 2 12
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- 374 a 554
- 555 a 735

- El estado de Chiapas presenta la incidencia mas alta 34.32
*Por 100 mil habitantes.

Figura 9. Incidencia y Serotipos aislados de Dengue en México, hasta septiembre 2018
(Secretaria de Salud, 2018).

3. Antecedentes directos
Los virus DENV y ZIKV cuentan con genomas virales de RNA de cadena sencilla
con polaridad positiva, para replicar sus genomas utilizan sus correspondientes RdRp.

Es sabido que dichas polimerasas son de baja fidelidad, ya que introducen nucle6tidos

18



no complementarios, esta es una propiedad intrinseca de los virus RNA y han
evolucionado para hacer uso del alto grado de variantes genéticas 0 cuasiespecies
generadas durante la replicacion para afrontar presiones evolutivas en cada hospedero
infectado (Westaway E.G., et al., 1997; Andino R., et al., 2015). Estas variantes son
seleccionadas en cada brote, lo que favorece un continuo desplazamiento geogréafico
de los virus por adquisicion de ventajas evolutivas epidemiologicas (Manokaran G.,
et al., 2015). 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 circulacion de los cuatro serotipos del DENV Yy la reciente introduccion del
ZIKV al continente americano, el objetivo de este proyecto de investigacion es
generar bancos de aislados de flavivirus circulantes en México purificados y
tipificados molecularmente, que eventualmente nos permitiran correlacionar la

virulencia de estos con la severidad de los brotes.

4. Justificacion

El estudio de la adaptacion y seleccion de virulencia de los flavivirus esta limitada
a la accesibilidad de aislados silvestres circulantes en regiones endémicas. La NOM-
032-SSA2-2014 recomienda el aislamiento en 10% de las muestras de dengue
positivas para NS1 y no existe una recomendacién similar para los casos de Zika,
ademas, estos aislados no pueden ser utilizados por los grupos de investigacion
especializados para estudios genéticos y fenotipicos mas detallados. Por esta razén se
desconoce las caracteristicas de las variantes genéticas seleccionadas en nuestro pais,

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

5. Objetivos

Objetivo general

e Generar un banco de aislados de flavivirus mexicanos tipificados mediante el
uso de RT-PCR, a partir de muestras sanguineas obtenidas de pacientes
virémicos con diagnostico clinico y seroldgico de infeccidn por flavivirus para

su posterior uso en la investigacion de flavivirus endémicos.
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e Validar el diagnostico clinico y serolégico para flavivirus (DENV y ZIKV) con
la tipificacion molecular de flavivirus en muestras clinicas obtenidas en el
estado de Yucatan, comparando los resultados obtenidos con los datos clinicos
proporcionados para realizar una comparacion con los datos estadisticos

oficiales.
Obijetivos particulares

e Aislar, amplificar y purificar preparaciones de los flavivirus presentes en
muestras de pacientes con diagnostico serologico y clinico positivo a infeccion
con flavivirus en cultivo celular para la recuperacion del virus.

o Tipificar por RT-PCR los flavivirus purificados circulantes en el estado de
Yucatan para identificar la especie (ZIKV o DENV) y conocer el serotipo en
el caso de muestras con DENV.

e Comparar el diagnostico obtenido por la evaluacion clinica y técnicas
seroldgicas con la tipificacion molecular de los flavivirus aislados de las
muestras sanguineas de pacientes virémicos para contrastar con las estadisticas

oficiales.

6. Hipdtesis

Los flavivirus aislados de muestras sanguineas de pacientes con diagndstico
clinico positivo, provenientes del estado de Yucatan, permitiran la tipificacion
molecular de los mismos y la validacién del diagnostico clinico y seroldgico, asi como

la comparacion con datos epidemioldgicos oficiales del estado.

Ademas, dada la tendencia epidemiolGgica, se espera obtener una mayor
proporcién de aislados de DENV, en comparacion con los ZIKV, y a su vez, una

mayor proporcion del serotipo DENV-1.
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7. Material y Métodos

7.1Lineas celulares

Se utilizo la linea celular C6/36, células provenientes del intestino medio del
mosquito Aedes albopictus, mantenidas con medio MEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium) y 10% de SFB (suero fetal bovino) a 34 °C. Y la linea celular Vero, células
epiteliales provenientes del epitelio de rifion de mono verde, mantenidas con medio
RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) y 3% de SFB a 37°C con 5% de
COz.

7.2 Amplificacion de virus

Se realizaron pases ciegos de las muestras de suero sanguineo, provenientes de
pacientes presuntamente positivos a infeccion por flavivirus, inoculando las
monocapas de células C6/36 y de células Vero con diluciones 1:40 de los sueros, las
inoculaciones se mantuvieron alrededor de 10 dias o hasta observar efecto citopatico
para obtener suficientes particulas virales para su caracterizaciéon. Una vez observado
el efecto citopatico se recolectd el sobrenadante del cultivo celular, se fraccion6 en

distintos volimenes en microtubos y se almacenaron a -70°C para su posterior uso.

7.3 Extraccién y cuantificacion de RNA

La extraccion del RNA se hizo mediante el método de fenol cloroformo, de

acuerdo con el siguiente protocolo:

7.3.1 Lisis y homogenizacion

En un microtubo de 1.5 mL, agregar 500 pL de la preparacion cosechada y 500 L de
RiboZol™, se agitd en vortex e incubo a temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos,

manteniendo el microtubo en posicion vertical.

7.3.2 Separacion de fase

Se adicionaron 150 pL de cloroformo 99.8%, cerrando perfectamente el microtubo y

se agitd en vortex hasta notar una coloracion rosada de apariencia lechosa de manera

21



homogeénea, la mezcla se incub6 de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente,
manteniendo el microtubo en posicién vertical. Los tubos se centrifugaron a 13,000
rpm por 15 minutos a 4°C. La mezcla se separa en una fase inferior roja, fase organica,
en una interfase, que puede contener DNA celular, y en una fase incolora superior,

fase acuosa, la cual contiene RNA.

7.3.3 Precipitacion del RNA

Se transfirio cuidadosamente la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL nuevo, tratando
de no llevarse ninguna porcién de la interfase o de la fase orgénica, posteriormente se
adicionaron 250 pL de isopropanol 99.5% para precipitar el RNA, la mezcla se incub6
de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente, manteniendo el microtubo en posicion
vertical. Se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C, dejando las bisagras de los

microtubos hacia un mismo sentido para conocer la ubicacion de la pastilla.

7.3.4 Fase de lavado

Se realizé un primer lavado, removiendo primero el sobrenadante, tratando de no tocar
las paredes del tubo, se agregaron 200 pL de etanol al 70% para lavar la pastilla,
evitando agitar la solucion para mantener la integridad del RNA. Se centrifugé a
13000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se realiz6 un segundo lavado repitiendo el proceso
y centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante tratando de
no tocar la pastilla y el RNA se sec6 a temperatura ambiente durante 20-30 minutos.

Finalmente, el RNA se resuspendio en 10 pL de agua inyectable.

7.3.5 Cuantificacion

La cuantificacion se realizd por espectrofotometria en el equipo IMPLEN
NanoPhotometer® NP8O0, utilizando 2 uL de agua inyectable como blanco, y 2 uL de

volumen para cada muestra.
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7.4 Sintesis de cDNA

La sintesis del cDNA de las muestras de RNA extraidas se realizé bajo el siguiente
protocolo: En un microtubo se agregaron 6.1 pL de agua, 0.6 pL de oligonucleotidos
degenerados 3 pg/uL, 1 pL de dNTPs 10 mM y 8 puL de RNA, manteniéndolos en
hielo. Agitar en el vortex y llevar a la microcentrifuga unos segundos. La reaccion se
incubd a 65 °C durante 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 4 pL de buffer RT
5Xy 0.3 pL de retrotranscriptasa de leucemia murina de Maloney 200U/uL. Para la
sintesis se incubaron las muestras en las siguientes condiciones: 25°C 10 minutos,
42°C 60 minutos y 70°C 10 minutos. Las muestras se almacenan a -20°C hasta su
utilizacion en la tipificacion por PCR.

7.5Tipificacién

7.5.1 PCR

Para la identificacion de los potenciales virus presentes en las muestras se
utilizaron oligonucledtidos especificos para cada serotipo en el caso de DENV (Tabla
1). reportados por Lanciotti (Lanciotti R., et al., 1992). y los oligonucleotidos
denominados ZIKV-ENV y CHKV-LCB disefiados por la Dra. Leticia cedillo Barron
(Cinvestav, IPN, México). Brevemente: en cada reaccion de 10 pL se adicioné a cada
microtubo: 1 pL de buffer para Taq polimerasa 10 X, 0.5 pL de MgClz, 25 mM 0.2
puL de dNTPs 10 mM, 0.3 uL del respectivo oligonucleédtido sentido y antisentido en
una concentracion de 10 mM cada uno, el volumen del cDNA requerido para 1ug y
el volumen se completd con agua inyectable. Para finalizar se afiadieron 0.2 uL de la
enzima Taq polimerasa 5U/ uL. Se agité la reaccion en el vortex y se centrifugé unos

segundos. Se llevo la reaccion al termociclador a las condiciones (Tabla 2) requeridas.
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Tabla 1.- Oligonucleétidos utilizados para la tipificacion de los aislados.

D1 5*-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3’ 134-161
D2 5*-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’ 616-644
TS1 5°-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’ 568-586
TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’ 232-252
TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3’ 400-421
TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’ 506-527
ZIKVENVF 5°-GCTGGDGCRGACACHGGRACT-3’ 1538-1558
ZIKVENVR 5*-RTCYACYGCCATYTGGRCTG-3’ 1883-1902
CHKV-LCB-F 5-TGCTCTAGAATGCCAGCAGAC-3’ ;
CHKV-LCB-R 5°-GGGGTACCGCAGCATATTAG-3’ -

D1y D2 son el par de oligonucleotidos utilizados para determinar el serocomplejo
(SCX) de dengue, TS1-TS4 (tipo especifico) son oligonucle6tidos utilizados para
diferenciar los serotipos de dengue. Para la reaccion de serotipos se utiliza D1 como
oligonucledtido sentido y TS1-TS4 como oligonucleétido antisentido (Lanciotti R., et
al., 1992).

S5UTR UTR
CAP e prM E NS1T L A B NS3 4A NSS | om—

— ' SCX, TS 144
bl DENV TR

(— 71KV

Figura 10.- Esquematizacion de los oligonucleétidos utilizados en la tipificacion. (Modificado de
Virus Pathogen Resource Database, 2018).

Para determinar DENV SCX y TS 1-4 amplifican entre el gen que codifica para la
proteina C y el gen que codifica para la proteina de envoltura (GenBank, 2018), los
oligonucleotidos utilizados para determinar DENV denominados TR amplifican el
gen que codifica para la proteina de envoltura. Mientras que los oligonucleotidos para
determinar ZIKV amplifican el gen que codifica para la proteina de envoltura
(GenBank, 2018).
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Tabla 2.- Condiciones para PCR de acuerdo con los oligonucleétidos utilizados.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 2 min
94°C 30 sec
35 52.5°C 30 sec
68°C 1,30 min
1 68°C 7 min
4 00
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
95°C 20 sec
35 58°C 20 sec
68°C 30 sec
1 68°C 7 min
4 0

7.5.2 Electroforesis

Ciclos
1

55

1

Ciclos

35

Temperatura
95°C
95°C
60°C
72°C
72°C

4

Temperatura
94°C
94°C
52°C
72°C
72°C

4

Tiempo
2 min
30 sec
30 sec
30 sec
7min
(0/0]

Tiempo
5 min
30 sec
30 sec
30 sec
7 min

(0/e]

La electroforesis de los amplicones obtenidos se realiz6 en un gel de agarosa al 1.5%

preparada con TAE 1Xy se aplic6 una corriente de 50 V durante 1 hora, durante todas

las amplificaciones se utilizaron virus referencia como controles positivos (Tabla 3).

Los amplicones (Figura 10) fueron evidenciados con 1 puL bromuro de etidio (Tabla

4) y fotodocumentados por transiluminacion UV en un equipo Gel Doc™ EZ

Documentation System de Bio-Rad.

Tabla 3.- Cddigos de acceso en GenBank de los virus utilizados como controles

positivos.

DENV-1 Western Pacific
DENV-2 Nueva Guinea
DENV-4 Dominica
ZIKV Puerto Rico

AY145121.1
KM204118.1
AY648301
KX377337.1
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Tabla 4.- Tamafo esperado de las bandas, en pares de bases, de los amplicones
obtenidos en la PCR.

D1, D2 511

D1, TS1 482

D1, TS2 119

D1, TS3 290

D1, TS4 392
ZIKV-ENV-F, ZIKV-ENV-R 364
CHKV-LCB-F, CHKV-LCB-R 1000
D-TR-F, D-TR-R 200

7.6 Criterios de inclusion de resultados

Las bandas obtenidas durante la electroforesis fueron consideradas como positivos
siempre y cuando se observara la banda completa (Figura 11), en algunos casos se
observé la banda de amplificacion, sin embargo, no se aprecia la totalidad de la banda
y posee poca intensidad, por lo que no es un resultado positivo contundente. Estos

resultados junto a amplicones barridos fueron considerados como no claros.

A)

Figura 11.- Datos representativos de las electroforesis corridas. PB indica al marcador de pares de
bases, A) corresponde a un gel de muestras utilizadas en una PCR con oligonucle6tidos para Zika, se
observa a Zika Puerto Rico (ZPR) utilizado como control y la muestra 178. B) se tiene un gel con
muestras utilizadas en una PCR con oligonucleétidos para dengue scx, donde se utiliz6 como control
a dengue western pacific. (DWP) y la muestra 96.

26



Aislamiento de flavivirus

Infectar células VERC o C6/36 con una
fraccion de la preparacion viral

l

Meonitorear |a monocapa celular hasta
observar un efecto citopatico

l

Recolectar el medio del cultivo celular, fraccionar
y almacenar a -70°C hasta su posterior uso

l

Extraer RNA a partir de una alicuota mediante la técnica
de fenol-cloroformo. Cuantificar RNA y realizar RT-PCR

l

Cuantificar cDMA, fraccionar y almacenar a -20°C
hasta su posterior uso

l

Tipificar con 1 pg del cDNA obtenido utilizando
las condiciones requeridas (Tablas 1y 2)

l

Realizar electroforesis con agarosa 1.5%, utilizando
los controles positivos correspondientes (Tabla 3)

l

Fotodocumentar, analizar amplicones
(Tabla 4) y registrar datos

Figura 12.- Diagrama de la metodologia experimental
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8 Resultados

Tabla 5.- Caracteristicas clinicas y demograficas de las muestras utilizadas

Muestra Sexo del paciente Edad del paciente | Dias de fiebre Observaciones

002 Masculino 23 afios 2 -

003 Femenino 3 meses 7 -

004 Femenino 12 afios 4 NS1 negativo,

urgencia pediatrica

006 Masculino 7 afios 3 NS1 negativo

16 Femenino 63 afos 5 Urgencia

17 Femenino 36 afios 5 -

18 Masculino 7 afos 5 Probable Zika

47 Masculino 8 afios 4 Urgencia pediatrica

67 Masculino 24 afios 2 -

76 Femenino 23 afos 4 -

84 Masculino 44 afhos Afebril -

89 Masculino 40 afos 5 -

90 Masculino 30 afios 3 -

96 Femenino 14 afios 2 -

100 Femenino 39 aflos 4 -

103 Femenino 6 afos 7 Urgencia pediatrica

105 Masculino 34 afos 2 -

106 Masculino 24 afos 2 -

108 Femenino 10 afios Afebril -

109 Femenino 14 afios 3 -

111 Masculino 18 afios 2 -

113 Masculino 10 afios 3 Urgencia pediatrica

114 Femenino 22 afos 3 12 semanas de
gestacion

115 Femenino 57 afios 6 -

116 Femenino 22 afos 4 -

123 Femenino 21 afos 2 -

125 Femenino 24 afios 5 -

131 Femenino 23 afios 4 -

132 Femenino 34 afios 3 -

133 Femenino 15 afios 4 -

134 Femenino 16 afios 8 Urgencia

140 Masculino 40 afios 3 -

141 Masculino 22 afos 1 -

149 Femenino 17 afios 5 38 semanas de
gestacion

153 Femenino 26 afios 5 -

156 Femenino 31 afios 4 -

164 Masculino 36 afios 2 -

173 Femenino 42 afios 2 -

178 Masculino 8 afos 4 -

189 Femenino 27 afos 2

De las 40 muestras analizadas 16 fueron provenientes de adultos masculinos, 24

muestras provenian de adultos femeninos y 6 muestras pertenecieron a pacientes de
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servicio pediatrico. A su vez, de estas muestras analizadas, 2 pertenecian a adultos en

urgencias, 4 a pacientes pediatricos en urgencias, 2 a mujeres embarazadas y 2 a

pacientes que no presentaron fiebre. Las muestras restantes no presentaron alguna

caracteristica en especial (Tabla 5).

Tabla 6.- Resultados obtenidos de la tipificacion molecular por RT-PCR para
determinar virus Zika (ZIKV), dengue por serocomplejo (DENVSCX), dengue por

tiempo real (TR).

Muestra ZIKV DENVSCX DENVTR
002 - No claro
003 No claro -
004 - +(T)
006 - No claro
16 - -
17 - -
18 +(T) -
47 No claro -
67 - No claro
76 No claro -
84 + +(T)
89 +(T) - -
90 - +(T)
96 + +(T) -
100 +(T) -
103 No claro No claro +
105 - - -
106 - -
108 No claro -
109 +(T) -
111 No claro -
113 No claro -
114 - 3 "
115 - - +
116 +(T) - +
123 - - +
125 +(T) - +(T)
131 +(T) - +(T)
132 No claro -
133 - - +
134 + No claro -
140 +(T) - -
141 +(T) - +(T)
149 No claro - +
153 - - -
156 +(T) - +(T)
164 +(T) -
173 +(T) No claro +
178 + No claro
189 +(T) No claro -
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En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de la tipificaciéon molecular, donde

se observa que algunas muestras obtuvieron una amplificacion cruzada durante la RT-

PCR, mientras que otros resultados fueron no claros, es decir que se observaba un

amplicon, sin embargo, este no poseia la intensidad necesaria para considerarse como

resultado positivo o la banda no se mostraba definida. Por otro lado, los resultados

marcados con (T), se refieren a los amplicones obtenidos que se observaban definidos,

pero con baja intensidad.

Tabla 7.- Comparacion de la tipificacién molecular de las muestras analizadas con los
resultados seroldgicos.

Muestra Dengue IgM Dengue IgG Tipificacién molecular
002 Negativo Negativo No claro
003 Negativo Positivo No claro
004 Positivo Positivo DENV
006 Positivo Positivo No claro
16 Positivo Positivo -

17 Positivo Positivo -

18 Positivo Negativo ZIKV
47 Zona gris Negativo No claro
67 Negativo Positivo No claro
76 Negativo Positivo DENV
84 Negativo Positivo ZIKV
89 Positivo Positivo ZIKV
90 Positivo Positivo DENV
96 Negativo Negativo No claro
100 Negativo Positivo DENV
103 Positivo Negativo No claro
105 Zona gris Positivo -
106 Negativo Negativo Probable CHKV
108 Negativo Positivo No claro
109 Zona gris Negativo ZIKV
111 Positivo Positivo No claro
113 Negativo Positivo No claro
114 Zona gris Positivo DENV
115 Zona gris Positivo DENV
116 Positivo Positivo No claro
123 Negativo Negativo No claro
125 Positivo Positivo No claro
131 Positivo Positivo No claro
132 Positivo Positivo No claro
133 Positivo Negativo DENV
134 Positivo Positivo No claro
140 Positivo Positivo ZIKV
141 Positivo Positivo No claro
149 Zona gris Positivo No claro
153 Negativo Positivo -
156 Zona gris Positivo No claro
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164 Zona gris Positivo ZIKV
173 Positivo Positivo ZIKV
178 No reportado No reportado ZIKV
189 No reportado No reportado ZIKV

En la tabla 7 se tiene la comparacion de los resultados obtenidos en la tipificacion
molecular contra los resultados reportados del diagnostico clinico por serologia.
Donde se observan resultados positivos para serologia y negativos en la tipificacion
molecular y viceversa, sin embargo, dada la problematica experimental, muchos
resultados de la tipificacion molecular fueron reportados como no claros, sin embargo,

son considerados resultados positivos a infeccion con arbovirus.

Tabla 8.- Datos condensados de los aislados obtenidos y tipificados

Muestras analizadas 40
Aislados obtenidos 36
Aislados tipificados 17
Asilados tipificados como ZIKV 9
Aislados tipificados como DENV 7
Aislados tipificados como CHKV 1

Se obtuvieron 36 aislados de los cuales s6lo 17 se pudieron tipificar, 19 dieron
reaccion cruzada con los oligonucleotidos para DENV y ZIKV y en 4 restantes no dio

amplificacién para ningln par de oligonucledtidos (Tabla 8).

9 Analisis y discusion de resultados

Las enfermedades generadas por infecciones por DENV y ZIKV son un problema
de salud publica en todo el mundo, en la actualidad se han reportado casos en mas de
100 paises distribuidos entre Africa, América, Asia y el pacifico (Khromykh A.A., et
al., 2000; Organizacion Mundial de la Salud, 2017). En México, los registros de la
infeccion por DENV datan de 1941 (Narro-Robles J., et al., 1995) y la introduccién
del ZIKV al pais data del 2015 (Secretaria de Salud, 2015), su persistencia radica
principalmente en la prevalencia del vector, A. aegypti, en zonas costeras y su
adaptacion a las zonas urbanas, por lo que la transmision de estos virus se ha visto
aumentada en los Gltimos afios. Aunado a esto, se sabe que A. aegypti, junto con A.
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albopictus, no solo transmiten DENV y ZIKV, sino que también pueden transmitir
CHKYV, virus de la fiebre amarilla (YFV), virus del nilo occidental (WNV) entre otros
arbovirus (Domingo E., et al., 2012), por lo que la co-circulacién es comun. El hecho
de que distintos virus compitan por un mismo nicho ecoldgico los somete a una
presion evolutiva, favoreciendo asi la generacion de cuasiespecies, esta caracteristica
en la que las subpoblaciones virales desarrollen una mayor adaptabilidad bioldgica es
conocida como fitness. Las caracteristicas de estas variantes evolutivas pueden
generar ventajas epidemioldgicas de distintas maneras, sin embargo, los brotes
epidemioldgicos no solo dependen del virus, si no de la genética del hospedero, tanto
del artropodo (vector), como del humano. Se sabe que dentro de la poblacion
mexicana existe una gran variabilidad genética (Moreno-Estrada, et al., 2014), por lo
que esto podria ser un factor determinante para la preservacion de diferentes serotipos

y variantes genéticas especificas en la poblacion mexicana.

Durante el afio 2016, la secretaria de salud reportd en el estado de Yucatan 267
casos confirmados de DSSA, 123 casos confirmados de DG y DCSA, 820 casos
confirmados de infeccidn por el virus Zika y 11 casos confirmados de infeccion con
Chikungunya (Secretaria de Salud, 2016), habiendo una mayor transmision de ZIKV
que de DENV durante este afio. De los aislados obtenidos (Tabla 8), se obtuvieron 9
tipificados como ZIKV, 7 tipificados como DENV y se encontré con un posible
CHKYV. De las muestras restantes 19 amplificaron tanto para los oligonucleotidos
especificos para DENV como los oligonucleotidos especificos para ZIKV y 4 de las
muestras no amplificaron para ningun par de oligonucledtidos o si lo hacia no se
obtuvieron datos concisos, es decir que si amplificaban la banda era muy tenue y no

se veia completa.

Pese a que en algunos casos no le logro tipificar al virus con certeza (Tabla 7) y
en el caso de los virus tipificados como DENV, donde no se logro la tipificacion de

su serotipo (Tabla anexa 1), el hecho de que hayan dado amplificacion es considerado
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como caso positivo en los laboratorios de vigilancia epidemioldgica (Instituto de

Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez”, 2017).

La norma oficial mexicana NOM-032-SSA2-2014 “Para la vigilancia
epidemiolodgica, promocion, prevencion y control de las enfermedades transmitidas
por vector”, estipula que el diagndéstico para la enfermedad del dengue debe realizarse
en personas que presenten manifestaciones clinicas de la enfermedad, personas que
tengan antecedentes de residencia o residan en zonas endémicas donde se transmita la
enfermedad, o donde habite el vector. Dicho diagndéstico debe realizarse mediante la
identificacion de NS1 si la muestra del paciente se encuentra dentro de los primeros
5 dias de iniciada la fiebre, determinacion de IgG para muestras entre 0-3 dias de
iniciados los sintomas e IgM para muestras que se encuentren entre 4-5 dias de
iniciada la fiebre. También estipula que deben aislarse el 10% de las muestras
positivas a NS1 para identificar los serotipos circulantes (Diario oficial de la
federacién, 2015). Sin embargo, no existen normas que hagan una recomendacién

sobre qué hacer con los casos de ZIKV.

La problematica al realizar la prueba ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay) en estos casos, es que existe una alta homologia de la proteina de envoltura
flaviviral, a la cual los anticuerpos para diagnéstico estan dirigidos, por lo que puede
darse una reaccion cruzada, ademéas de que, dada la naturaleza de la enfermedad
(Figura 6), los anticuerpos empiezan a generarse a partir de la etapa critica, IgM e IgG
durante la etapa de convalecencia. Para fines de diagndstico no existe gran problema,
ya que estan confirmando la existencia de flavivirus, sin embargo, para la tipificacion
puede ocasionar un falso positivo o falso negativo, ya que a partir de la fase critica
deja de haber virus en circulacion sanguinea, por lo que se dificulta su deteccion por

RT-PCR, pese a que el resultado por serologia sea positivo.

El seguimiento de la historia natural de la enfermedad (Figura 6) es un punto
critico para el aislamiento del virus, ya que es importante realizar la extraccion

sanguinea mientras el paciente todavia se encuentre en estado de viremia, es decir,
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dentro de los primeros 6 dias del inicio de la fiebre. Es posible que esta sea la razon
por la que las muestras analizadas no hayan amplificado en ninguna condicion. Otra
de las posibles razones de la falta de amplificacion es que, dados los datos serolégicos
proporcionados, los pacientes hayan estado infectados por algun flavivirus, no
necesariamente DENV o ZIKV. Aunado a esto, hay que considerar que los
oligonucleotidos utilizados para determinar DENV y sus serotipos fueron
desarrollados principalmente a partir de secuencias de virus extranjeros en 1992
(Weaver S.C., et al. 2016) por lo que es posible que los aislados mexicanos presenten
variaciones en la secuencia del genoma que disminuyan la complementariedad de los

oligonucletoidos utilizados en este estudio.

Una observacion interesante fue la deteccion de evidencia de adaptacion viral
encontradas durante la experimentacion, fue el caso de una muestra que inicialmente
fue amplificada durante 11 pases en células C6/36 y que posteriormente se amplifico
en células Vero. Se puede inferir (Figura 12) que el cambio de hospedero afecta las
caracteristicas del virus, ya que muestra indicios de adaptacion inicialmente en células

provenientes de mosquito.

PB ZInDRE  ZPR 89 131 140

DWP 100 173 ZPR 100 @ 173
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Figura 13. Diferencia de la intensidad de banda en una muestra amplificada en dos lineas celulares.
En A se tienen muestras que fueron corridas bajo las condiciones de los oligonucle6tidos para ZIKV,
ZInDRE y ZPR fueron utilizados como control, la muestra 173 utilizada fue amplificada en células
Vero y se cargd lug de muestra. En B, se tienen muestras corridas bajo las condiciones de los
oligonucledtidos scx para DENV (a la izquierda) y muestras corridas bajo las condiciones de los
oligonucleétidos para ZIKV (a la derecha), la muestra 173 utilizada fue amplificada en células C6/36
y se cargd 1ug de muestra.
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10 Conclusiones

Se logro el aislamiento de 36 virus, de las 40 muestras analizadas, y la tipificacion de
17 de estos, con una mayor proporcion de ZIKV obtenidos, contrastando con los datos
epidemioldgicos oficiales. No se logro la tipificacion de los serotipos en aquellos
aislados identificados como DENV. Por otro lado, el uso de técnicas serolégicas para
el diagnostico, en este caso, es Util solo para reconocer infeccion con flavivirus, ya
que a pesar de que los datos clinicos indican que la serologia se realizé con anticuerpos
anti-DENV, se logro tipificar ZIKV, por lo que el diagnostico pese a ser util, no es

especifico.

El tener un banco de virus aislados tipificados permitira a los grupos de investigacion
especializados realizar estudios a partir de virus endémicos y no solamente de virus
referencia, lo cual es importante debido a que México es un pais que posee gran
variabilidad genética y se encuentran en co-circulacion los cuatro serotipos de DENV
junto con ZIKV y otros arbovirus. Se espera que se termine el banco de aislados con
todas las muestras pertenecientes al estado de Yucatan y que este se expanda con
muestras de otros estados. Ademas de que los datos de dicho banco puedan refinarse
mediante el uso de oligonucleédtidos disefiados a partir de secuencias de aislados
mexicanos reportadas por nuestro y otros grupos de investigacion o mediante el uso

de otros métodos como la secuenciacion.

11 Perspectivas
Secuenciar los virus representativos pertenecientes al banco de flavivirus mexicano
para que a partir de ellos se puedan generar oligonucleétidos mas especificos y se

puedan tipificar con mayor precision virus provenientes de otras regiones del pais.

Evaluar y caracterizar las diferencias tanto genotipicas como fenotipicas entre los
aislados pertenecientes a una misma region y posteriormente entre aislados de

distintas regiones del pais.

35



12 Referencias

Alcaraz-Estrada S., (2013). Dengue en Mexico. Revista de especialidades médico-
quirdrgicas [en linea] 18, Octubre-Diciembre. Disponible en:
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=47329250001

Andino R., Domingo E., (2015) Viral quasispecies. Virology 479-480, 46-51

Baltimore D., (1971). Expresion of Animal Virus Genomes. Bacteriological Reviews, Sept.
35(3), p 235-241

Baron S. (1996). Medical Microbiology (4th edition). Univ of Texas Medical Branch.

Barrows, N. J., Campos R. K., Liao K., C., et al. (2018). Biochemistry and Molecular Biology
of Flaviviruses. Chem. Rev,, 118 (8). P 4448-4482

Beltran-Silva S. L., Chacon-Hernandez S.S., Moreno-Palacios E., Pereyra-Molina J.A.,
(2016). Clinical and differential diagnosis: Dengue, chikungunya and Zika. Revista médica
del hospital general de México.

Brook G., Carroll K., Butel J., et al. (2010). Jawetz, Melnick y Adelberg: Microbiologia
Médica (252 edicion). México: Mc Graw Hill

Cann J. A., (2016). Principles of Molecular Virology (Sixth Edition). United Kingdom:
Elsevier.P 28-49

Center for Disease Control and Prevention. (2013). Dengue: Clinical description for case
definitions. Disponible en: https://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/casedef.html

Center for Disease Control and prevention. (2017). Dengue: Guia de Laboratorio y pruebas
de diagnostico. Disponible en https://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/laboratory.html

Center for Disease Control and prevention. (2017). Pruebas de diagnostico para el virus de
Zika. Disponible en https://espanol.cdc.gov/enes/zika/hc-providers/types-of-tests.html

Darwish, N.T., Alias, Y.B., Khor, S.M., (2015). An introduction to dengue-disease
diagnostics. Trends in Analytical Chemistry, 67. P 45-55.

Diario oficial de la federacion (2015). NOM-032-SSA2-2014 Para la vigilancia
epidemioldgica, promocidn, prevencion y control de las enfermedades transmitidas por
vector. Disponible en
https://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5389045&fecha=16/04/2015

Domingo E., Sheldon J., Perales C., (2012). Viral quasispecies evolution. Microbiology and
molecular biology reviews, 76(2). P 159-216.

Duffy MR, Chen TH, Hancock WT, et al. (2009). Zika virus outbreak on Yap Island,
Federated States of Micronesia. N Engl J Med;360:2536- 2543.

36



GenBank. (2018). polyprotein precursor [Dengue virus 1]. Recuperado de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN06981.1?report=graph

GenBank. (2018). Zika virus strain PRVABC-59, complete genome. Recuperado de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX377337.1?report=graph

Gong Z., Gao Y., Han G-H. (2016). Spotlight Zika Virus: Two or Three lineages?. Trends in
microbiology, 24 (7). P 521-522.

Guha-Sapir, D., and B. Schimmer. (2005). Dengue fever: new paradigms for a changing
epidemiology. Emerg. Themes Epidemiol. 2:1.

Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez”. (2017).
Lineamientos para la vigilancia por laboratorio del dengue y otras arboviriosis. Disponible
en:
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/269560/Actualizados_Lineamientos_Den
gue_y otros_Arb V2.pdf

Jacques-Counotte M., Rhan-Kim C., Wang J., et al (2018), Sexual transmission of Zika virus
and other flaviviruses: A living systematic review. PLOS Medicine. Disponible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6057622/pdf/pmed.1002611.pdf

Jin, Z., Deval, J., Johnson, K. A., & Swinney, D. C. (2011). Characterization of the elongation
complex of dengue virus RNA polymerase: Assembly, kinetics of nucleotide incorporation,
and fidelity. Journal of Biological Chemistry. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.162685

Khromykh AA, Sedlak PL, Westaway EG. (2000). Cis- and Trans-Acting Elements in
Flavivirus RNA Replication. J Virol; 74:3253-63.

Klema Valerie J., Padmanabhan R., Choi Kyung H., (2015). Flaviviral replication complex;
coordination between RNA synthesis and 5’-RNA Capping. Viruses, 7. P 4640-4656.

Kuno G., Chang, G. J., Tsuchiya K. R., Karabatsos N., Cropp B., (1998). Phylogeny of the
Genus Flavivirus. Journal of Virology, Jan. p73-83

Lanciotti R., Calisher C., Gubler D., et. Al. (1992). Rapid detection and typing dengue viruses
from clinical samples by using reverse transcriptase-polymerase chain reaction. Journal of
clinical microbiology, 30(3), 545-551.

Lessler J, Ott C, Carcelen A, Konikoff J, et al (2016). Times to key events in Zika virus
infection and their implications for blood donation: a systematic review and pooled analysis.
Bull World Health Organ. 94: 841.849

Leta S., Jibat Beyene T., De Clercq E., et. al. (2018). Global risks mapping for major diseases
transmitted by Aedes aegypti and Aedes albopictus. International Journal of Infectious
Diseases, 67. P 25-35.

37



Manokaran G., et al., (2015). Dengue subgenomic RNA binds TRIM25 to inhibit interferon
expression for epidemiological fitness. Science 350, 217-221

Moreno-Estrada, et. Al. (2014). The genetics of Mexico recapitulates Native American
substructure and affect biomedical traits. Science, 344 (6189), 1280-1285.

Mukhopadhyay S., Kuhn R. J., Rossmann M.G., (2005). A structural perspective of the
flavivirus life cycle. Nature Reviews Microbiology, 3(1). P 13-22.

Narro-Robles J., Gomez-Dantés H. (1995). EI dengue en México: un problema prioritario de
salud publica. Salud Publica de México, 37. S12-S20.

Organizacién Mundial de la Salud. (2016). Enfermedad por el virus de Zika. Disponible en
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/zika/es/

Organizacion Mundial de la Salud. (2017). Control de dengue: epidemiologia. Disponible
en: http://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/

Organizacion Mundial de la Salud. (2017). Dengue y dengue grave. Disponible en
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs117/es/

Organizacion Mundial de la Salud. (2017). Informe sobre la situacion: virus Zika,
microcefalia, sindrome de Guillian-Barré. Disponible en: https://goo.gl/LKUCsW

Romero-Cabello C. (2007). Microbiologia y Parasitologia Humana: Bases etioldgicas de las
enfermedades infecciosas y parasitarias (3ra edicion). México: Editorial Panamericana. p
463-465

Secretaria de Salud, (2015). Boletin epidemiolégico No. 52. Disponible en
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/50233/sem52.pdf

Secretaria de Salud, (2016). Boletin epidemioldégico No. 52. Disponible en
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/179535/sem52.pdf

Secretaria de Salud, (2018), Panorama Epidemiolégico de Dengue, 2018. Disponible en
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/389410/Pano_dengue_sem_36_2018.pdf

Secretaria de Salud, (2018). Casos confirmados de enfermedad por el virus del Zika.
Disponible en
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/390783/Cuadro_Casos_ZIKA y Emb_S
E36_2018.pdf

Secretaria de Salud. (2016) Informacion general del virus Zika. Disponible en:
https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/infeccion-por-virus-zika-21776

Secretaria de Salud. (2016). Clasificacion, diagnostico y tratamiento integral del dengue.
Disponible en https://goo.gl/yL9giR

38



Taylor M. W., (2014). Viruses and Man: A History of Interactions. Springer International.

Uniprot. (2018). Genome polyprotein Dengue virus type 1. Disponible en
https://www.uniprot.org/uniprot/P17763

Vignuzzi, M., Stone, J. K., Arnold, J. J., Cameron, C. E., & Andino, R. (2006). Quasispecies
diversity determines pathogenesis through cooperative interactions in a viral population.
Nature, 439(7074), 344-348. https://doi.org/10.1038/nature04388

Weaver SC, Costa F, Garcia-Blanco MA, Ko Al, et al (2016). Zika virus: History, emergence,
biology, and prospects for control. Antiviral Res ;130:69-80.

Welsch S, Miller S, Romero-Brey I, et al. (2009). Composition and Three-Dimensional
Architecture of the Dengue Virus Replication and Assembly Sites. Cell Host Microbe;
5:365-75.

Westaway EG, Mackenzie JM, Kenney MT, et al. (1997). Ultrastructure of Kunjin Virus-
Infected Cells: Colocalization of Ns1 and Ns3 with Double-Stranded Rna, and of Ns2b with
Ns3, in Virus-Induced Membrane Structures. J Virol.; 71:6650-6661.

39



13. Anexos

Geles de muestras analizadas con oligonucle6tidos para DENV
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Figura i.- Electroforesis de las muestras 125, 131, 133, 134, 140, 141, 149, 153
y 156 utilizando el par de oligonucleétidos para determinar DENV por
serocomplejo (SCX), usando DENV-1 Western Pacific, DENV-2 (D2), y DENV-
4 (D4) como controles.

Figura iii Electroforesis de las muestras 103, 105, 114, 115, 116 y 123
utilizando el par de oligonucleétidos para determinar DENV por serocomplejo
usando DENV1-Western Pacific (DWP) y DENV-2 (D2) como controles.
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ST Y

Figura v Electroforesis de las muestras 103, 105, 108, 109, 111, 113, 114, 115,
116 y 123 utilizando el par de oligonucleétidos para determinar DENV por
tiempo real (TR), usando DENV-1 Western Pacific (DWP), como control.
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Figura vii Electroforesis de las muestras 89, 131, 140, 173, 002, 004 y 006
utilizando el par de oligonucleétidos para determinar DENV por serocomplejo,
usando DENV-1 Western Pacific (DWP), como control.
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Figura ii.- Electroforesis de las muestras 125, 131, 133, 134, 140, 141,
149, 153 y 156 utilizando el par de oligonucleétidos para determinar
DENV por tiempo real (TR), usando DENV-1 Western Pacific (DWP),
como control.
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Figura iv Electroforesis de las muestras 132, 153, 164, 189, 89, 131,
140y 173 utilizando el par de oligonucledtidos para determinar DENV
por tiempo real usando DENV1-Western Pacific (DWP) y DENV-2
(D2) y DENV-4 (D4) como controles
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Figura vi Electroforesis de las muestras 16, 17, 18, 96, 100, 106, 173
y 178 utilizando el par de oligonucledtidos para determinar DENV por
serocomplejo, usando DENV-1 Western Pacific (DWP), como control.

Figura viii  Electroforesis de las muestras 47, 76 y 106 utilizando el
par de oligonucledtidos para determinar DENV por serocomplejo
usando DENV1-Western Pacific (DWP) como control.
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Figura x Electroforesis de las muestras 003, 67, 84 89 y 90 utilizando
el par de oligonucleétidos para determinar DENV por serocomplejo,
usando DENV-1 Western Pacific (DWP) como control.

Figura ix Electroforesis de las muestras 133 y 189 utilizando el par de
oligonucledtidos para determinar DENV por serocomplejo (a la izquierda),
CHKYV (a la derecha) usando DENV1-Western Pacific (DWP) como control.

Figura xi Electroforesis de las muestras 76 y 100 utilizando el par de

oligonucleétidos para determinar DENV por serocomplejo, usando DENV-1
Western Pacific (DWP) como control.

Geles de muestras analizadas con oligonucleétidos para ZIKV
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Figura xiii Electroforesis de las muestras 103, 105, 108, 109, 111, 113,
114, 115, 116 y 123 utilizando el par de oligonucleétidos para
determinar ZIKV, usando Zika Puerto Rico (ZPR) como control.

Figura xii .- Electroforesis de las muestras 125, 131, 133, 134, 140, 141, 149y

156 utilizando el par de oligonucledtidos para determinar ZIKV, usando Zika
Puerto Rico (ZPR) como control.

Figura xiv Electroforesis de las muestras 16, 17, 18, 96, 100, 106, 173 y 178

utilizando el par de oligonucleétidos para determinar ZIKV, usando Zika Puerto
Rico (ZPR) como control.

Figura xv Electroforesis de las muestras 003, 67, 84 89 y 90 utilizando

el par de oligonucle6tidos para determinar ZIKV, usando Zika Puerto
Rico (ZPR) como control.
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Figura xvi Electroforesis de las muestras 47, 76 y 106 utilizando el par de
oligonucledtidos para determinar ZIKV usando Zika Puerto Rico (ZPR) como

Figura xvii Electroforesis de las muestras 133 y 189 utilizando el par
de oligonucleétidos para determinar ZIKV, usando Zika Puerto Rico

control. (ZPR) como control.
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Figura xviii Electroforesis de las muestras 132, 153, 156, 164 y 189 utilizando
el par de oligonucleétidos para determinar ZIKV usando Zika Puerto Rico
(ZPR) como control.

Figura xix Electroforesis de las muestras 89, 131, 140y 173 utilizando
el par de oligonucleétidos para determinar ZIKV, usando Zika Puerto
Rico (ZPR) y Zika INDRE (ZInDRE) como controles.

Geles de muestras analizadas con oligonucleétidos para DENV y ZIKV
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Figura xx Electroforesis de las muestras 100 y 173 utilizando el par de
oligonucledtidos para determinar DENV por serocomplejo (a la izquierda),

ZIKV (en el centro) y CHKV (a la derecha) usando DENV1-Western Pacific
(DWP) y Zika Puerto Rico (ZPR) como controles.

Figura xxi Electroforesis de las muestras 96 y 173 utilizando el par de
oligonucle6tidos para determinar DENV por tiempo real (TR), usando
Zika Puerto Rico (ZPR) y DENV-1 Western Pacific (DWP) como
controles.

Figura xxii Electroforesis de las muestras 100 y 173 utilizando el par de
oligonucle6tidos para determinar DENV por serocomplejo (a la izquierda),
ZIKV (a la derecha) usando DENV1-Western Pacific (DWP) y Zika Puerto Rico
(ZPR) como controles.

Figura xxiii Electroforesis de las muestras 002, 004 y 006 utilizando
los pares de oligonucledtidos para determinar DENV por
serocomplejo (a la izquierda) y ZIKV (a la derecha)

42



Geles de muestras analizadas con oligonucleétidos para DENV TS
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Figura xxv Electroforesis de las muestras 105, 106, 108, 109 y 111

Figura xxiv Electroforesis de las muestras 113, 123, 132, 140 y 160 utilizando utilizando los pares de oligonucledtidos para determinar TS 1-4

los pares de oligonucledtidos para determinar TS 1-4
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Figura xxvi Electroforesis de las muestras 67, 76, 84, 89 y 103 utilizando los
pares de oligonucleétidos para determinar TS 1-4
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Figura xxvii Electroforesis de las muestras 173, 178 y 189 utilizando
los pares de oligonucleétidos para determinar TS 1-4

Geles de muestras analizadas con oligonucleétidos para CHKV

Figura xxviii Electroforesis de las muestras 105 y 106 utilizando el par de oligonucleétidos para determinar CHKV

Tabla anexa 1.- Resultados obtenidos de tipificacidn con oligonucleétidos para determinar
Chikungunyay TS.

Muestra TS1 TS2 TS3 TS4 CHKV
002 No claro No claro No claro No claro
004 No claro No claro No claro No claro
006 No claro No claro No claro No claro
67 - - - -
76 - - - -
84 - - - -
89 - - - -
100 -
103 - Inespecifico - -
105 - Inespecifico - - -
106 - - - - Posible
108 - - - -
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109

Inespecifico

111

113

123

132

133

140

164

173

Inespecifico

178

189

Inespecifico

Inespecifico
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