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1. Introduccién.

La Fiebre Chikungunya es una enfermedad infecciosa transmitida por la picadura
de mosquitos del género Aedes aegypti y Aedes albopictus infectados con el virus
de Chikungunya. El virus de Chikungunya (VCHIK) es un alfavirus que pertenece a
la familia Togaviridae, fue aislado por primera vez en 1953 durante un brote en
Tanzania. Su genoma esté constituido por una cadena sencilla de ARN de polaridad
positiva de aproximadamente 12 000 pb, su genoma codifica para 4 proteinas no
estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4) y 5 estructurales (C, E1, E2, E3 y 6K). Se
han identificado tres genotipos del virus Chikungunya: Asiatico, Africano Oeste y
Africano Este/Central/Sur, reconocido por las silgas ECSA, en la que se ha
observado la presencia de una mutacion llamada A226V en la proteina de envoltura
E1ly que se relaciona con la mayor capacidad de replicacion del virus en el mosquito
A. albopictus. Su distribucién global, marca zonas endémicas como Africa y Asia lo
cual ha ocasionado brotes epidémicos recurrentes. América estaba libre de la
enfermedad, hasta diciembre del 2013, cuando comienza la publicacion de los
primeros casos autdctonos de fiebre Chikungunya registrados en este continente,
abarcando los territorios de las islas caribefias: Islas Virgenes Britanicas,
Guadalupe Martinica, San Bartolomé, San Martin (holandesa), San Martin
(francesa), Guyana francesa, Dominica, Anguila y Aruba, Santo Domingo y Haiti con
130,941 casos sospechosos y 4,486 casos confirmados en ese afio. La aparicion
de fiebre Chikungunya como enfermedad emergente en el continente americano

obligo a la publicacion por parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de




una serie de recomendaciones para evitar la progresion de la transmision autdctona
de esta enfermedad, sin embargo, la enfermedad se extendié de una forma rapida
y progresiva, y para diciembre del 2015 la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) naotific6 30,356 casos confirmados en América, mientras que en México, la
Secretaria de Salud informé que se habian confirmado 11,468 hasta la semana 52
de 2015. A un afio de la introduccion del VCHIK en nuestro pais y préximos a la
siguiente temporada de lluvias cuando se espera aumenten los casos de infeccidn
por este virus, no se cuenta con informacion suficiente sobre el grado de
conservacion o divergencia de las cepas de Chikungunya que circulan en los
distintos estados del pais, de igual manera, aun cuando los genomas de
Chikungunya reportados en el Genbank no presentan la mutacion A226V, el nUmero
de secuencias reportadas es tan bajo que no es representativo de las mutaciones
que pudieran estar circulan en nuestro pais, por lo que el presente trabajo esta
encaminado a generar informacion sobre el grado de conservacién de las cepas
circulantes, asi como la busqueda de mutaciones que pudieran brindar al virus

alguna ventaja evolutiva.




2. Marco teérico

2.1. Antecedentes

La fiebre Chikungunya es un padecimiento reemergente y junto con Dengue son
enfermedades viricas, transmitidas por mosquitos, que son endémicas en paises
tropicales y subtropicales (1). El origen de la palabra Chikungunya viene de la lengua
africana makonde, que quiere decir “doblarse por el dolor”. Este virus fue detectado por
primera vez en Mawia, Makonde y Rondo hoy en dia Tanzania en 1953 (2).

Transmision

La infeccion es transmitida a través de la picadura de mosquitos Aedes aegypti y/o Aedes
albopictus; el primero también puede transmitir el Dengue y la Fiebre Amarilla, y esta
presente en las zonas tropicales y subtropicales de América, y el segundo se encuentra
en areas mas templadas, extendiéndose desde la costa este y estados del sudeste de
los Estados Unidos hasta el norte de Argentina (Figura 1). Se considera que A. aegypti
tiene un comportamiento mas rural, ya que se encuentra en depdsitos de agua cercanos
a las casas y normalmente se encuentran dentro de las casas, a diferencia de A.
albopictus que presenta un comportamiento menos rural, sin embargo su mayor

susceptibilidad a ser infectado por el VCHIK equilibra su papel como vector (3,4).




Aedes aegypti Aedes albopictus

Figura 1. Mosquitos vectores del VCHIK 1 (5).

2.2. Cuadro clinico

Clinicamente, la enfermedad se manifiesta de forma aguda y abrupta, con fiebre alta,
dolor de cabeza, erupcidn cutanea, artralgias tipicamente simétricas y que afectan
primordialmente mufiecas, rodillas, tobillos y las pequefias articulaciones de las manos.
Los sintomas se presentan de tres a siete dias después de ser picado por un mosquito
infectado (6). Mientras que la mayoria de los sintomas desaparecen dentro de la primera
semana, las artralgias pueden persistir incluso por algunos afios (7). En contraste a otras
infecciones con otros arbovirus solo del 5 al 25% de las infecciones con el VCHIK son
asintométicas. Existe evidencia de la asociacion de la infeccion del VCHIK con
manifestaciones cardiacas y neuronales severas, y en algunos casos incluso con
defunciones (8), también hay reportes de alta morbilidad cuando se transmite de madre
a hijo durante el embarazo (9).

Las complicaciones son mas frecuentes en nifios menores de un afio y en mayores de

65 afios y/o con enfermedades crénicas (diabetes, hipertension, etc.). A la fecha no existe




un tratamiento especifico, ni una vacuna disponible para prevenir la infeccion de este
virus (6).
2.3. Estructura Viral

El VCHIK es un alfavirus que pertenece a la familia Togaviridae; las particulas virales de
aproximadamente 70nm de diametro son esféricas y con envoltura, su genoma esta
constituido por ARN de cadena sencilla y polaridad positiva de aproximadamente 12,000
ordenado de la siguiente manera: una regiéon 5° no traducible (NTR), seguido por ARN
gue codifica para 4 proteinas no estructurales (nsP1-4) y 5 proteinas estructurales (C,

E3, E2, 6Ky E1) una region 3" no traducible y una cola de poly A terminal (10) (Figura 2).
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Figura 1. Diagrama del genoma del VCHIK. Tomada de Niyas KP, 2010 (11).

Los genes que codifican para las proteinas no estructurales nsP1, nsP2(helicasa viral),
nsP3y nsP4 (polimerasa viral) se asocian para formar el complejo de replicacion viral; la
proteina C esté relacionada con la formacion de la nucleo capside del virion maduro(12).
Las glicoproteinas E1 y E2 se asocian para formar un heterodimero que se ubica sobre
la superficie del virion y se encargan de la unién y entrada a células susceptibles en
infecciones subsecuentes (13). La participacion de la proteina 6K aun es ambigua,
aunque se cree que participa en el proceso de ensamble, finalmente la proteina E3 se

encarga de dirigir a las proteinas estructurales al reticulo endoplasmico.




Se han identificado tres genotipos del VCHIK, nombrados de acuerdo a la region en la
gue se identificaron, los genotipos se conocen como: Asiatico, Africano Oeste (WA por
sus siglas en inglés) y Africano Este/Central/Sur (ECSA por sus siglas en inglés) (14).

En estudios recientes se identificé que la adquisicion de una mutacion, llamada A226V
en la proteina de envoltura E1 del VCHIK del genotipo ECSA, se relaciona con la mayor
capacidad de replicacion del virus en el mosquito A. albopictus. El virus mutado se
disemino desde el Océano indico hasta Africa Oriental y Asia, asi como en la transmision
en Italia. Sin embargo, el andlisis filogenético demostrd que el VCHIK del genotipo ECSA
gue infectd a los casos autdctonos de la isla Reunion, posicion francesa del Pacifico, no
tenia la mutacién en la posicion A226V (15). Por otro lado, el analisis filogenético de la
secuencia nucleotidica completa del virus detectado en los primeros casos de San Martin

(holandesa) mostrd que pertenece al genotipo asiatico (16).

2.4. Ciclo de replicacion
El virus ingresa a las células hospederas mediante endocitosis (3). Una vez que el VCHIK
es endocitado, el ambiente acido del endosoma provoca cambios conformacionales en
su envoltura que exponen a la glicoproteina E1, la cual media la fusiéon de la envoltura
viral con el endosoma y permite la liberacién del material genético. Una vez liberado el
ARN viral, es transcrito para generar cuatro proteinas no estructurales (nsP1-4) que
forman el complejo de replicacion viral, el cual genera un intermediario de ARN de sentido
negativo que sirve de templado para sintetizar ARN gendémico (49S) y ARN subgendmico
(26S). A partir del mMARN26S se genera la poliproteina precursora de C, pE2, 6K y E1,

una serinproteasa libera a la capside (C) y el resto de las proteinas sufren modificaciones




postraduccionales en el aparato de Golgi y se exportan a la membrana plasmatica para
unirse al virion durante su liberacion (17). pE2 genera a las glicoproteinas E2 y E3, la cual
media el plegamiento correcto de pE2 y su subsecuente asociaciéon con E1. De manera

normal el ciclo de replicacion dura entre 8 y 16 horas (Figura 3).

Figura 2. Diagrama del ciclo de replicacion del VCHIK (18).

2.5. Presencia del virus en el hemisferio oeste
La enfermedad es endémica en Africa y Asia, ocasionando brotes epidémicos
recurrentes. La expansion de la enfermedad a través de casos importados origind brotes
epidémicos autdctonos en regiones del Océano indico y Europa como el acontecido en
el norte de Italia en 2007(1), en donde el virus ocasion6 un brote en la regién de Emilia-
Romagna, al ser trasmitido localmente por A. albopictus. Antes de la primera confirmacion
de la transmisién autéctona, en la region se habian registrado varios casos importados

de viajeros que habian regresado con el virus de Asia o Africa (19).




Hasta antes de diciembre de 2013, el continente americano se consideraba libre de la
enfermedad, sin embargo, a partir de esta fecha inicié la publicacion de los primeros
casos autéctonos de fiebre Chikungunya registrados en este continente, abarcando los
territorios de las islas caribefas: Islas Virgenes Britanicas, Guadalupe, Martinica, San
Bartolomé, San Martin (holandesa), San Martin (francesa), Guayana francesa, Dominica,
Anguila y Aruba, Santo Domingo y Haiti, con 130,941 casos sospechosos y 4,486 casos
confirmados(20). Debido a la aparicion de Fiebre Chikungunya como enfermedad
emergente en el continente americano, obligd a la OMS a publicar una serie de
recomendaciones para evitar la progresion de la transmision autéctona de esta
enfermedad (16); sin embargo la enfermedad se extendid de una forma rapida y
progresiva y para diciembre del 2015 la OPS notific6 30,356 casos confirmados en

América (21).




Figura 3. Distribucion del VCHIK en el hemisferio oeste (19).

En México, de enero a noviembre de 2014, el Laboratorio Central de Epidemiologia
realizd la busqueda intencionada de VCHIK en muestras con diagndstico inicial de
Dengue que cumplian con la definicion de caso sospechoso de Fiebre Chikungunya sin

encontrar la presencia del virus (datos no publicados). A partir de diciembre de 2014 y




hasta la semana 52 de 2015 (22), la Secretaria de Salud informé que se habian
confirmadol1, 468 casos los cuales se reportaron en los estados de Chiapas, Guerrero
y Oaxaca (23,24).

El LCE del IMSS particip6 activamente en la notificacion de los primeros casos y
actualmente cuenta con la autorizacion del Consejo Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (CONAVE) para la realizacion del diagnostico confirmatorio.

2.6. Diagnostico

A partir de la semana epidemiologica 45 del 2014, ante la introduccion del virus de
Chikungunya a nuestro pais, la Direccion General de Epidemiologia (DGE) modificé la
definicion operacional de caso para Fiebre Chikungunya, eliminando el requerimiento de
viaje a zona endémica, de tal manera que en los Lineamientos para la Vigilancia
Epidemiolégica y Diagnéstico por Laboratorio de Fiebre Chikungunya, publicados por el

INDRE en Noviembre de 2014, la definicién operacional de caso es la siguiente:

e Caso sospechoso de Fiebre Chikungunya:
Toda persona que presente cuadro febril agudo mas la presencia de poliartralgias
severas (incapacitantes) o artritis de comienzo agudo y que se identifique alguna
asociacion epidemiolégica.
La asociacion epidemiologica puede ser: presencia del vector, antecedente de visita o
residencia en areas de transmision en las dos semanas previas al inicio del cuadro clinico,

existencia de casos confirmados en la localidad.
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e Caso confirmado de Fiebre Chikungunya:

Todo caso sospechoso con resultado positivo a virus Chikungunya mediante alguna de
las siguientes pruebas de laboratorio especificas:

Deteccion de ARN viral mediante RT-PCR en tiempo real en muestras de suero tomado
en los primeros cinco dias de inicio de la fiebre (fase aguda).

e Deteccion de anticuerpos IgM en muestra de suero a partir de sexto dia de iniciada
la fiebre (fase crénica).

e Debido a que la sintomatologia desarrollada por el virus Chikungunya puede
confundirse con Dengue y viceversa, el algoritmo diagndstico considera la
realizacion de un diferencial entre estos virus.

El algoritmo para la vigilancia epidemiolégica y diagndstico por laboratorio de CHIKV

implementado por el INDRE en el pais se describe en el esquema siguiente:

Dos o0 més de los siguientes: Casos con poliartralgias

cefaleas, mialgias, artralgias, severas 0 artritis aguras
exatema o dolor retroocular "sospechoso CHIKV"
“Proable Dengue" I

Muestra
Protocolo

de Dx de

al 100%

Dengue

[ Una vez identificada la

f circulacion del virus CHIKV
Positivo Negativo I
|
p < Muestras al
Muestras al Muestras 5% para

2% para al 5% CHIKV

HIKV para
c [ CHIKV )
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Figura 4. Algoritmo diagndstico para la identificacion de fiebre Chikungunya. (25).
3. Justificacién

Debido a las caracteristicas geogréficas, climaticas y poblacionales de nuestro pais y a
la experiencia obtenida de la vigilancia epidemioldgica de otros arbovirus como Dengue,
es probable que el virus Chikungunya se convierta rapidamente en un problema Nacional
de Salud Publica; por lo que obtener informacion referente a su filogenia y el incremento
de la susceptibilidad del mosquito a ser infectado por el virus, es relevante para la toma
de decisiones y activacidon de mecanismos de respuesta que, a su vez, propicien la

atencién oportuna de la poblacion de derechohabiente en el IMSS.

4. Planteamiento del problema
A un afio de la introduccién del VCHIK en nuestro pais y préximos a la siguiente
temporada de lluvias cuando se espera aumenten los casos de infeccion por este virus,
no se cuenta con informacion suficiente sobre el grado de conservacién o divergencia de
las cepas de Chikungunya que circulan en los distintos estados del pais, de igual manera,
aun cuando los genomas de Chikungunya reportados en el Genbank no presentan la
mutacién A226V, el numero de secuencias reportadas es tan bajo que no es
representativo de las mutaciones que pudieran estar circulando en nuestro pais, por lo
gue el presente trabajo esta encaminado a generar informacion sobre el grado de
conservacion de las cepas circulantes, asi como la busqueda de mutaciones que

pudieran brindar al virus alguna ventaja evolutiva.
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5. Hipotesis

Debido a la presion evolutiva que se origina sobre cualquier agente patégeno al
enfrentarse a una nueva poblacion con caracteristica inmunolégicas especificas, asi
como a vectores (mosquitos) habituados a condiciones climéticas particulares, es
probable que el virus de Chikungunya desarrolle mutaciones que le permitan una mejor

adaptacion.

6. Objetivos

6.1. Obijetivo general
e Realizar andlisis filogenético entre cepas de Chikungunya provenientes de
diferentes estados de la republica mexicana correspondientes al periodo de

diciembre de 2014 a diciembre de 2015.

6.2. Obijetivos especificos

e Verificar la presencia del VCHIK en las muestras de suero recibidas en el LCE que
cumplan con la definicién operacional de caso sospechoso de Fiebre Chikungunya
durante el periodo de diciembre de 2014 a diciembre de 2015.

e Determinar el genotipo o genotipos del VCHIK que circulan en México.
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e Determinar la presencia de mutaciones en la proteina E1 del virus de

Chikungunya.

7. Materiales y Métodos.

7.1. Tipo de investigacion:

Aleatorio Prospectivo, Observacional, Descriptivo, Transversal.

7.2. Poblacion:
La poblacion esté integrada por 100 muestras de suero que se encuentran en el biobanco
del Laboratorio Central de Epidemiologia del CMN “La Raza”, las cuales fueron obtenidas

entre diciembre de 2014 y diciembre de 2015

7.3. Tipo de muestreo:
El estudio estuvo limitado a la existencia de material bioldgico que cumpliera con los

siguientes criterios de inclusion, asi como presupuestales del IMSS

7.4. Criterios de inclusion, muestras:
De suero enviadas al LCE para realizar diagnoéstico confirmatorio de virus Chukungunya
y se encuentren en el biobanco.
Con volumen suficiente (1.0 mL)

No contaminadas

14



No lipémicas

No hemolizadas

7.5 Criterios de No inclusion, muestras:
Con volumen insuficiente (<1mL)
Contaminadas
Lipémicas

Hemolizadas

7.6  Criterio de exclusiéon, muestras:

Sin presencia de acidos nucleicos

7.7. Variables independientes:
a) Definicion operacional: Existencia de moscos capaces de transmitir al virus de
Chikungunya
b) Categoria: Cualitativa

c) Escala de medicion: Nominal, dicotomica

7.7.1. Poblacién susceptible:
a) Definicion operacional: Individuos en riesgo de infectarse con el virus de chikungunya

b) Categoria: Cualitativa
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c) Escala de medicion: Nominal, dicotomica

7.8. Variables Dependientes:

7.8.1. Positividad
a) Definicion operacional: Niamero de casos con infeccién por el virus de Chikungunya
b) Categoria: Cualitativa
c) Escala de medicion: Nominal, dicotomica
d) Unidad de medicion: Presencia de los acidos nucleicos del virus de Chikungunya

determinado por RT-gPCR

7.8.2. Genotipo Viral:
a) Definicién operacional: Uno de los tres genotipos de Chikungunya descritos a la fecha
b) Categoria: Cualitativa
c) Escala de medicion: Nominal

d) Unidad de medicién: Secuenciacion tipo Sanger

7.8.3. Presencia de mutaciones
a) Definicién operacional: Cambios en la secuencia nucleotidica del genoma del virus de
Chikungunya
b) Categoria: Cualitativa
c) Escala de medicién: Nominal
d) Unidad de medicion: Alineamientos mediante analisis bioinformatico con los programas

BioEdit, Megalign y MEGAG.
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7.9. Materiales

7.9.1. RT-gPCR
e Guantes de nitrilo
e Lentes de proteccion
e Cubre bocas N95
e Gorroy zapatones
e Solucion inhibidora de RNA (RNAsa Away Reagent Cat. 10328-011)
e Etanol al 70%
e kit QuantiTec® Probe RT-PCR (QIAGEN Cat. 204445)

e Tubos Eppendorf

7.9.2. Secuenciacion
e Agarosa (Invitrogen Cat. 16500500)
e TBE (Invitrogen Cat. 15581044)
e Marcadores de 100 y 25 pares de bases (Biolab Cat. 0341103)
e kit Pure Link Quick Gel Extraction® (Invitrogen Cat. K210012)
e Gel Red (Biotium Cat. 41003)

¢ kit Big Dye® v3.1 (Applaied Biosystems)
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7.10. Bioseguridad y buenas practicas de laboratorio

7.10.1. Equipo de proteccion personal (EPP):
Para todas las actividades frente al gabinete de seguridad biolégica (GSB) se utilizé el
siguiente EPP: Bata, guantes de nitrilo, lentes de proteccion, cubre bocas N95, gorro y

zapatones.

7.10.2. Limpieza de del gabinete de seguridad bioldgica (GSB).

Se realizé la limpieza del area: primero se limpié con cloro al 0-5% recién preparado,
posteriormente con agua destilada (para eliminar el exceso de cloro), en seguida con
etanol al 70% y finalmente con solucién inhibidora de RNAs y DNAs (RNAsa Away
Reagent 10328-011).

Una vez realizada la limpieza, se dej6 el GSB a exposicion de la luz UV por un lapso de
15 a 30 minutos; al finalizar se apag6 la luz UV vy se encendié el flujo de aire del GSB
para disipar el ozono durante 5 min.

Una vez terminada la limpieza del GSB, se introdujo el material previamente limpio con

etanol al 70%.
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7.11. Diagrama de Flujo

Seleccion de las
muestra

RT-gPCR

Purificacion de las
muestras.

Secuenciacion

Edicién de las
secuencias.
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arbol filogenético

Alineamientos
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7.12. Seleccién de las muestra

A partir de las muestras recibidas en el Laboratorio Central de Epidemiologia entre
diciembre del 2014 y diciembre del 2015, se seleccionaron 100 muestras que cumplieron
con los criterios de inclusion y que tuvieran un resultado positivo previo a la presencia del
virus Chikungunya por la técnica de RT-gPCR utilizando el kit QuantiTec® Probe RT-

PCR (QIAGEN cat. 204445)
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7.13. RT-gPCR
De acuerdo a las recomendaciones del CDC e INDRE para la realizacion del diagnéstico
molecular confirmatorio para el virus de Chikungunya, el proceso de RT-gPCR se dividio
en cinco pasos (inactivacion de la muestra, extraccion, preparacion de la mezcla de
reaccion, adicién, corrida de la RT-gPCR), cada uno de estos pasos se realizd en areas

del laboratorio fisicamente separadas.

Inactivacion:

Una vez que se limpid el GSB y se seleccionaron las muestras, se procedié a la
inactivacion de las mismas, para lo cual se colocaron 140 uL de cada muestra en tubos
eppendorf previamente etiquetados y posteriormente se adicionaron 560 pL de buffer de
lisis (Viral Lysis Buffer cat. 1014777) a cada muestra, al finalizar se dejaron por 10 min a

temperatura ambiente.

7.13.1. Extraccion:
Transcurridos los diez minutos, las muestras fueron transportadas al area de extraccion,
en donde se adicionaron 560 uL de etanol absoluto grado biologia molecular a cada
muestra, posteriormente se agitaron en el vortex por 15s y se centrifugaron 1 min a 8000

rpm.

Cada muestra se coloco en la columna previamente rotulada con su tubo recolector y se

centrifugaron 1 min a 8000 rpm cambiando y desechando el tubo colector en cada lavado.
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Después de filtrar las muestras, a cada una se les adicioné 500 pL del buffer AW1 vy se
centrifugaron 1 min a 8000 rpm. Posteriormente se les coloco 500 yL de AW2 y se
centrifugaron 3 min a 14000 rpm; para eliminar el AW2 residual, se centrifugaron por
segunda vez 1 min a 14000 rpm y se coloc6é cada una de las columnas en un tubo

Eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado.

En seguida, se adicionaron 60 pL de buffer de elucion en el centro de cada columnay se
incubaron 1 min a temperatura ambiente; finalmente se centrifugaron 1 min a 8000 rpm,
y se guardaron solamente los tubos Eppendorf que contienen el RNA viral de cada

muestra.

7.13.2. Preparacién de la mezcla de reaccion:
Al finalizar la extraccién de las muestras se prepard la mezcla de reaccion con el kit

QuantiTec® Probe RT-PCR (QIAGEN cat. 204445)

Para esto se atemperaron todos los reactivos necesarios (agua, buffer 2X, iniciadores y
sonda), durante este momento, se rotularon los tubos Eppendorf correspondiente a cada

juego de iniciadores y sondas (Chikungunya y RP).

Se preparo la cantidad necesaria de mix para el nimero de muestras a procesar mas un
exceso equivalente al requerido para una muestra por cada 20 reacciones. La mezcla se
realizd de acuerdo a los volumenes referidos en las tablas 1y 2, para Chikungunya y RP

respectivamente.

Nota: Se recomienda seguir el orden de adicion que muestran las tablas.
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Tabla 1. Mezcla de reaccion para Chikungunya

Agua libre | 2X Sonda Iniciador Iniciador QuantiTect
de QuantiTect sentido anti sentido | RT Mix
nucleasas Probe RT-
PCR
Master Mix
6.6 pL 12.5 pL 0.15 pL 0.25 pL 0.25 pL 0.25 pL
Primer F: 5" AAA GGG CAA ACT CAG CTT CAC 3
Primer R: 3 GCC TGG GCT CAT CGT TATTC 5~
Sonda: FAM CGC TGT GAT ACA GTG GTT TCG TGT G BHQ-1
Tabla 2. Mezcla de reaccion para RP
Agua libre | 2X Sonda Iniciador Iniciador QuantiTect
de QuantiTect sentido anti sentido || RT Mix
nucleasas Probe RT-
PCR
Master Mix
5.75 pL 12.5 pL 0.5puL 0.5puL 0.5 puL 0.25 uL
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Antes de dispensar la mezcla en la placa de reaccion, se mezclé perfectamente y
centrifugé 5s, se colocaron 20 pL en cada pozo de la placa en las posiciones

correspondientes (figura 6)

7.13.3. Adicion.
Se trasladé la placa con la mezcla dereaccion al area de adicion y se adicionaron 5 L
del templado obtenido en el paso de extraccion en los pozos correspondientes a cada
muestra segun lo indica el formato de la hoja de emisién y verificacion de resultados para
la deteccion de Chikungunya por RT-qPCR; inmediatamente después de la adicion de
cada columna, se colocaron las tapas Opticas con ayuda del dispositivo para colocar
tapas. Finalmente, se coloco una tira de tapas sobrepuestas en los ultimos 2 pozos de la
placa (12G Y 12H) correspondientes a los controles positivos (figura 6) y se paso el

formato y la placa al area de amplificacion.
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Figura 6. Templado de adicion.
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7.13.4. Amplificacion:
Una vez en el area de amplificacion, se adicionaron 5 uL del control positivo (CP)
en cada pozo correspondiente de la columna 12, se taparon todos los pozos con el
dispositivo para colocar las tapas y se centrifugé 1 minuto a 1200 rpm. Se colocaron
en el termociclador (7500 FAST) donde se llevé de acuerdo al siguiente programa

de amplificacion:
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7.13.5. Interpretacion de resultados:
Se consider6 como resultado positivo a toda aquella muestra que presentd
amplificacion para el gen de Chikungunya y el control interno RP (figura 7). Se
consider6 como resultado negativo a toda aquella muestra que no presentd
amplificacion para el gen de Chikungunya, pero si para el control interno RP (figura
8). Se consider6 como muestra inadecuada cuando el control interno no estuvo

presente.
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Figura 7. Muestra positiva al VCHIK.

Figura 8. Muestra negativa al VCHIK
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7.14. Secuenciacién

7.14.1. Seleccion de las muestras para secuenciacion
Una vez que se confirmd el diagnéstico de Chikungunya se seleccionaron 5
muestras de los 5 estados con mayor circulacion del virus (Colima, Yucatén,

Guerrero, Chiapas y Veracruz.) para un total de 25 muestras.

7.14.2. RT-PCR para el Gen E1
A partir de las muestras seleccionadas se realiz6 una nueva PCR para amplificar el
gen de la proteina E1. Se utilizaron primers especificos con nucleétidos
degenerados, de tal manera que fueran capaces de amplificar con cualquiera de los
tres genotipos de chikungunya. La mezcla de reaccién se realiz6 utilizando la
enzima QuantiTec® Probe RT-PCR (QIAGEN cat. 204445) se atemperaron todos
los reactivos necesarios para Chikungunya (agua, buffer 2X, iniciadores y enzima).
Se preparo6 la cantidad necesaria de mix para el nUmero de muestras a procesar
MAs un exceso equivalente al requerido para una muestra por cada 20 reacciones.
La mezcla se realiz6 de acuerdo a los volumenes referidos en la tabla 3 para

Chikungunya.

Nota: Se recomienda seguir el orden de adiciébn que muestran las tablas.
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Tabla 3 Mezcla de reaccion para Chikungunya.

Agua libre | 2X Enzima | Iniciador | Iniciador
de QuantiTect sentido antisentido
nucleasas Probe RT-

PCR

Master Mix
5.0 L 12.5 yL 0.5 puL 1.0 pL 1.0 pL

Primer F: 5" GGC GCC TACTGC TTY TGC G 3’

Primer R: 3° CCT GCT RAA CGA CAC GCATAG CA S’

Antes de dispensar la mezcla en la placa de reaccion, se mezcl6 perfectamente y
se centrifugd 5s; se colocaron 20 pL en cada pozo de la placa y posteriormente se
adicionaron 5 puL de muestra en las posiciones correspondientes. Se colocaron en

el termociclador donde se llevd a cabo la amplificacién de acuerdo al siguiente

programa:
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7.14.3. Electroforesis.

Terminada la RT-PCR; se prepar6 un gel de agarosa (Invitrogen cat. 16500500) al
1.5% con TBE 1X (Invitrogen cat. 15581044), al que se le adicionaron 5 pL de Gel
Red (Biotium cat. 41003) por cada 100 mL de disolucion de agarosa.

Se vertid la agarosa en el molde y se dejo gelificar; ya gelificada se coloco en la
camara de electroforesis con los pocillos orientados al polo negativo y
posteriormente se inundd la cubeta de electroforesis con un tampén de TBE 1X
hasta la marca de la cubeta.

Se prepard una mezcla con 5 pL de buffer de carga y 5 pL del producto de PCR de
muestra diferente para cada pozo del gel. En los extremos de cada gel, se colocé el
buffer de carga con el marcador de 100 y 25 pares de bases (Biolab cat. 0341103).
Una vez que se termind de dispensar en los pozos, se colocé la tapa de la camara
de electroforesis junto con los cables de alimentacién eléctrica a 95 voltios durante
90 min. Transcurrido éste tiempo, se retiré el gel de la camara y se revel6 con ayuda
de una lampara UV, se marco con un bisturi el contorno de las bandas a purificar;
ya sin la exposicién a UV, se cortaron las bandas marcadas y se coloc6 cada una

de ellas en un tubo Eppendorf para ser pesadas.

7.14.4. Purificacion de bandas
Para recuperar el DNA correspondiente al gen E1, se utilizo el kit Pure Link Quick
Gel Extraction® (Invitrogen cat. k210012). A las muestras pesadas en los tubos
Eppendorf, se les adicionaron dos tercios de su peso correspondiente del buffer L3

y se disolvieron a 50°C 10 min, la solucién se pas6 a una columna en la que se
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centrifugé 1 min a 12000 rpm, posteriormente se agregaron 500uL de buffer W1 a
cada muestra, centrifugandolas 1 min a 12000 rpm; finalmente se agregaron 50uL
de buffer E5 y se dejaron incubar 2 min para poder ser centrifugadas 1 min a 12000

rpm y obtener las muestras purificadas.

7.14.5. Electroforesis capilar

Los productos purificados fueron enviados al Instituto Nacional de Perinatologia,
donde se secuenciaron mediante electroforesis capilar en un equipo 3130 con un

popote 7 y un capilar de 36cm utilizando el kit Big Dye® v3.1 (Applied Biosystems).

7.15. Edicién de secuencias
Una vez secuenciadas las muestras se obtuvieron los electroferogramas en formato
“.fasta”, los cuales son graficos de los resultados de la secuenciacién capilar, en
los que el equipo asigna la base correspondiente y un color a cada una de ellas

(figura 9).

Figura 9. Electroferograma obtenido de la secuenciacion capilar
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Sin embargo, al existir una baja resolucion de la técnica, se obtuvieron picos
encimados; para solucionar este problema se insertd el archivo “.fasta” de cada
muestra secuenciada al programa Bioedit, en donde se selecciono la opcion “editar
secuencia” y se ampliaron las zonas donde los picos estaban encimados para poder

asignar la base correspondiente.

7.16. Construccion del arbol filogenético.

Una vez editadas las secuencias, con el objetivo de determinar a qué genotipo
corresponden, se generd una base de datos con secuencias correspondientes a los
3 genotipos de Chikungunya (Asia, WA, ECSA) las cuales fueron descargadas de
la base de datos del NCBI en formato “.fasta”, para poder ser utilizadas en el
programa MEGAG junto con las secuencias de las muestras editadas.

Este programa nos ayudo a construir un arbol filogenético, en el cual se alinearon
todas las secuencias con una prueba Clustal W y posteriormente se construy6 el

arbol filogenético de Neighbor Joining con una prueba bootstrap de 1000 réplicas

7.17. Alineamientos multiples.
Finalmente, se realizaron los alineamientos multiples de las secuencias obtenidas
del proceso de secuenciacion. Se tomaron los archivos con terminacion “.fasta” y
se utilizé el programa Megalign; en este programa se empleé la prueba Clustal W al

alinear secuencias, con el fin de que existiera el menor nimero de diferencias entre
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ellas. Para ello se le asigné el valor de score mas alto y permiti6 observar las

diferencias o mutaciones presentes en cada secuencia.

7.18. Aspectos éticos.
La investigacion no presenta riesgo de acuerdo al Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion.
Se garantiza que la informacioén de las muestras bioldgicas utilizadas en este estudio

no es rastreable a los datos de identificacion de los sujetos.

8. Resultados.

Entre diciembre de 2014 y 2015, el LCE recibid muestras de suero para realizar
diagnéstico confirmatorio de fiebre Chikungunya, de las cuales se analizaron 100
alicuotas que cumplieron la definicion operacional de caso. La proporcidén de género
F/M fue de 1.56 y la distribucion por grupos edad mostro una mayor proporcion en
personas entre 18 y 29 afios de edad. (Tabla 4)

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Positivas
Edad
Media 36
Grupos de edad; (%)
<17 22%
18-29 15%
30-39 19%
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40-49 12%

50-59 18%
60-69 5%
270 4%
Genero

FIM 61/39
Proporcion 1.56

Los principales sintomas presentes en los individuos positivos fueron fiebre (100%),
mialgias (96%), artralgias (96%), cefalea (80%), artritis (76%) y dolor retro ocular
(60%) (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia de sintomas en pacientes con Chikungunya.

Sintoma Porcentaje (%)
Fiebre 100
Artralgias 96
Mialgias 96
Cefalea 80
Escalofrio 80
Artritis 76
Dolor retro ocular 60
Exantema 28
Dolor abdominal 20
Fatiga 12
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Conjuntivitis 8

Diarrea 8
Esplenomegalia 8
Vomito 8

Disminucion de agudeza visual 4

Ictericia 4
Hepatomegalia 4
Tos 4
Hemorragia 4
Rinitis 0
Rinorrea 0
Faringitis 0
Pérdida de peso 0
Sudoracién 0

8.7. Numero de casos
De las 100 muestras procesadas por RT-gPCR para verificar la presencia del virus
y su calidad para realizar el proceso de secuenciacion, se observo presencia del
virus en 97 muestras, lo que refleja un porcentaje de concordancia del 97%. En
cuanto a la distribucién geografica de los casos positivos, observamos una mayor
concentracion en los estados del sur del pais (Colima, Guerrero, Yucatan, Veracruz,

Chiapas, Oaxaca, Ciudad de México y Quintana Roo) (Figura 10-D).
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En cuanto a la temporalidad del brote, se observa que en el lapso de un afo el virus
se distribuyo por el centro y sur del territorio mexicano, y para diciembre de 2015 se

registraban casos en 8 estados de la Republica (Figura 10 A, B, C, D).

Figura 10-A. Mapa de temporalidad diciembre de 2014 a enero de 2015
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Figura 10-B. Mapa de temporalidad febrero de 2015 a abril de 2015

Figura 10-C. Mapa de temporalidad mayo de 2015 a agosto de 2015
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Estado Casos

24

Guerrero | 20

Yucatan 17

Veracruz 16

Chiapas 12
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CDMX 2
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Figura 10-D. Mapa de temporalidad septiembre a diciembre del 2015

Figura 10. Temporalidad del brote de Chikungunya en México. En la figura se
muestra la progresion del brote de Chikungunya en México, en color se muestran
los estados que reportaron casos de transmision autdctona por primera vez en los
meses de A) diciembre de 2014 a enero de 2015; B) febrero de 2015 a abril de 2015;

C) mayo de 2015 a agosto de 2015; D) septiembre a diciembre del 2015

8.8. Secuenciacion

Con la intencidon de obtener un producto de PCR puro, para realizar la secuenciaciéon

capilar, se realizo6 una PCR punto final de las 25 muestras del gen E1 de

Chikungunya, las cuales se corrieron posteriormente en un gel de agarosa (figura
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11) para verificar la presencia de la proteina E1 y continuar con la purificacion de la

banda correspondiente.

PM 100

1400
1300

l—

e
I '

600

Figura 11. Productos de PCR punto final.

En la imagen se muestra las bandas correspondientes al amplificado obtenido para

el gen de la proteina E1 de Chikungunya en la banda 1100.

Una vez confirmada la amplificacién, se corrié un gel constitutivo para obtener las

bandas del gen de la proteina E1 de cada una de las 25 muestras.
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Figura 12. Gel constitutivo de las muestras del gen de la proteina E1.

En el cual se muestran menos bandas que el gel de la (figura 11) y mas definidas

las de la proteina E1 en la banda 1100.

8.9. Purificacion
Finalmente se corrié un ultimo gel del procedimiento de purificacion, con la finalidad
de eliminar el arrastre de DNA que no corresponde al gen de la proteina E1 en cada
lavado, quedandonos solo con el gen de la proteina E1, para mandarlo a secuenciar

posteriormente (figura 13).
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Figura 13. Gel con las bandas purificadas de cada muestra

Se observa que solo se obtuvo la banda del gen de la proteina E1 de cada muestra,

las cuales se mandaron a secuenciar posteriormente.

8.10. Electroferograma de secuenciacion
Una vez mandadas a secuenciar las 25 muestras, se obtuvo un electroferograma
de cada una de ellas en formato”.fasta”; los cuales son graficos de los resultados

de la secuenciacién capilar y en algunos casos el equipo asigna una “N” en lugar
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del nucledtido correspondiente, sin embargo fueron editados con el programa

BioEdit asignando el nucleétido correspondiente a cada pico (figura 14).

Figura 14. Electroferograma editado.

En la imagen se muestran los graficos editados de una muestra, completando la

secuencia de nucleétidos con el programa BioEdit.

8.11. Filogenia
Mediante el programa MEGAG6 se alinearon todas las secuencias de Chikungunya
(Asia, WA, ECSA, LCE, INDRE) con el algoritmo Clustal W y posteriormente se
construyo el arbol filogenético de Neighbor Joining con una prueba bootstrap de
1000 réplicas (figura 15) en el que se determind el genotipo Asia como causante del
brote de Chikungunya en México. Ademas se construy6 otro arbol filogenético en el
cual sélo se incluyeron las muestras del LCE, para ver la similitud entre ellas (figura

16)
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Figura 15. Arbol filogenético con los diversos genomas.

En azul se muestran las secuencias del LCE, en rosa las secuencias reportadas por
el INDRE, en verde las secuencias correspondientes al genotipo Asia, en rojo las
secuencias correspondientes al genotipo ECSA y en amarillo las secuencias

correspondientes al genotipo WA.
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Figura 16. Arbol filogenético de las 25 secuencias analizadas.

En rojo se muestras las secuencias de Colima, en amarillo las secuencias de
Guerrero, en verde las secuencias de Chiapas, en azul se muestran las secuencias

de Veracruz y en rosa las secuencias de Yucatan.
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8.12. Alineamientos
Una vez realizado el arbol filogenético, se realiz6 una nueva alineacion con las
secuencias del genotipo; Asia, INDRE y del LCE, utilizando el algoritmo Clustal W

del programa Megalign, para encontrar las variaciones en sus secuencias (Figura
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Figura 17. Alineamientos de las secuencias del genotipo Asia, del INDRE y del LCE
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8.12.1. Mutaciones identificadas

Identificacion del genotipo Asia en México

El andlisis de la secuencia del gen E1 permitié determinar el genotipo Asia como el
causante del primer brote de Chikungunya en México, ademas de verificar la
ausencia de la mutacién A226V en las muestras analizadas, sin embargo, se
lograron identificar 7 cambios sin6bnimos y 2 cambios no sinénimos (tabla 6)

(figural8 A-l).

Tabla 6. Mutaciones encontradas en el gen de la proteina E1.

Nucleotido Cambio nt Cambio a.a. Codon
387 C-T . 129
519 T-A . 173
623 C-T T-M 208
744 A-G . 248
858 G-A . 286
874 G-A V-l 292
1057 T-C . 353
1203 A-G . 401
1250 T-C . 417
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9. Discusion de resultados

La fiebre Chikungunya es un padecimiento originario del continente africano, ha
provocado brotes en Asia, Europa y mas recientemente en la region de las
américas. En México los primeros casos se presentaron en octubre de 2014 y
debido a las caracteristicas ambientales y poblacionales del territorio mexicano, la
fiebre de Chikungunya se esta convirtiendo en un padecimiento endémico. Esto
aunado a que en la ultima década se ha reportado la mutacién A226V del genotipo
ECSA, la cual se relaciona con una mayor capacidad de replicacion del virus en el
mosquito A. albopictus (26), lo cual representa un nuevo panorama de riesgo incluso

en zonas templadas (27).

En este trabajo se analizaron los casos de 100 muestras positivas a Chikungunya,
verificadas por RT-gPCR. Se obtuvieron datos epidemiolégicos sobre su circulacion
y positividad, pero también, datos moleculares sobre su genotipo y variabilidad

genética

En cuanto a los datos demogréficos, la poblacion en estudio estuvo constituida en
un porcentaje mayor por mujeres entre 18 y 29 afos (tabla 4), sin embargo, de
acuerdo a lo reportado en otros trabajos (30) no parece existir un grupo etario que
sea mas susceptible a la infeccion. En las condiciones actuales del pais debemos
considerar que hasta antes de octubre del 2014, salvo casos excepcionales de

personas que tuvieron contacto con el virus en algun otro pais, el grueso de la
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poblacién presentaba un sistema inmunoldgico virgen a este virus, por lo que

potencialmente cualquier individuo, sin importar género y edad podria infectarse.

Conrespecto a los sintomas observados, se encontro principalmente: fiebre (100%),
mialgias (96%), artralgias (96%), cefalea (80%), artritis (76%) y dolor retro ocular
(60%) (Tabla 5), estos valores son similares a los que se reportan en Estados
Unidos donde de igual manera, la fiebre es el sintoma principal (100%) seguido de
artralgias con un 84.6 % (31). La poca variabilidad en la sintomatologia representa
un arma de doble filo, ya que, si bien ayuda a realizar una sospecha clinica de
manera mas sensible, es poco especifica cuando se trata de diferenciarla de
infecciones por otros arbovirus como Dengue y Zika. Es debido a esta situacion que
se requieren técnicas de laboratorio confirmatorias, las cuales puedan identificar la
presencia de estos virus ya sea en la fase aguda utilizando RT-gPCR o en la fase
convaleciente con técnicas que identifican la presencia de anticuerpos como es la

técnica de ELISA.

En cuanto a la distribucién geografica del virus, se ha observado que se puede
presentar en climas tropicales y sub tropicales, lo que explica la distribucion de los
casos analizados en este estudio, ya que la gran mayoria que provienen de los
estados de la Republica que presentan este tipo de climas como es el caso de
Colima (24), Guerrero (20), Yucatan (17), Veracruz (16), Chiapas (12), Oaxaca (7),

Ciudad de México (2) y Quintana Roo (2).
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En cuanto a la temporalidad del brote, los primeros casos se presentaron en los
estados de Chiapas y Guerrero (figura 10 A), lo cual nos permite hipotetizar sobre
la ruta que siguid el virus para llegar a nuestro pais, ya que antes de que se
detectaran los primeros casos de transmision autdctona en México, la organizacion
mundial de la salud habia reportado brotes en la zona del caribe (al este del estado
de Yucatén) pero también en Guatemala (al norte con el estado de Chiapas) por lo
que de acuerdo a los datos parece més probable que el virus haya ingresado al pais

por la frontera con Guatemala.

Una vez en el territorio mexicano, el virus se dispersé a los estados de Oaxaca y
Colima (figura 10 B), posteriormente a Veracruz, Yucatan y Ciudad de México (figura
10 C), aqui es importante resaltar que los casos de la ciudad de México se
consideran importados ya que los pacientes tenian antecedentes de viaje, y por

altimo se registré la presencia del Virus en el estado de Quintana Roo (figura 10 D).

Al observar los datos de nimero de casos por estado y de la temporalidad del brote
podemos percatarnos que estos datos no coinciden, es decir, el estado de Chiapas
que fue en el que se detectaron los primeros casos no es el que presenta la mayor
frecuencia, sin embargo, esto no necesariamente deberia ser asi, ya que el nimero
de casos en cada punto donde el virus ha sido introducido puede ser afectado por
varios factores como son las condiciones ambientales, densidad de poblacion y

acciones del sector salud por citar algunas, por lo que a pesar de que el tiempo de
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exposicién es un factor a tomar en cuenta no puede explicar por si solo la incidencia
de la enfermedad.

Otro factor que podria influir en la incidencia de casos es la variabilidad genética
entre las cepas que se presentan en cada estado, con esta premisa se analizaron

por secuenciacion 5 cepas de los 5 estados con mayor circulacion del virus

Para su andlisis se amplifico la regién de la proteina E1 purificando las muestras en
geles de agarosa y fueron secuenciadas por electroforesis capilar tipo Sanger,
realizando un andlisis filogenético junto con cepas de Asia, WA y ECSA, reportadas
en el NCBI, en lo cual es importante mencionar que los softwares utilizados

(Megalign, Bioedit y Mega6) fueron de gran ayuda en el analisis evolutivo (35).

Las secuencias fueron alineadas utilizando el algoritmo Clustal W. Con el método
de Neighbor Joining (36). EIl porcentaje de arboles replicados en la prueba de
arranque fue de (10000 repeticiones). Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método de Maxima Verosimilitud (37). Encontrando solamente una
cepa circulante en México que deriva del Genotipo Asia, esto lo vemos en el arbol
filogenético (figura 15) debido a su homologia y cercania que presentan al
agruparse también con las cepas del INDRE. Ademéas se puede observar en la
(figura 16) que las cepas del LCE no presentan tanta variabilidad, pero las que se
encuentran mejor conservadas son las del estado de Chiapas en la (figura 16), que
fue el primer estado en el que se reportaron los casos de Chikungunya junto con el

estado de Guerrero. Sin embargo, en Guerrero no se muestran tan conservadas las
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cepas como en el de Chiapas por lo que se puede decir que el brote entrd por el
estado de Chiapas distribuyéndose a los demas estados por sus mdultiples
infecciones y con el transcurso del tiempo, llegando con un poco de variabilidad
entre ellas, como se puede ver en la (figura 16). Ademéas, Colima que fue el estado
con mas casos reportados pero con mayor variabilidad entre las muestras
analizadas, se refleja lo antes mencionado a pesar de que se reportaron casos
desde el segundo trimestre debido al tiempo, distancia y forma que llego al estado.
Por otro lado en las muestras analizadas no se encontré la mutacién A226V la cual
se ha reportado solamente en cepas del genotipo ECSA, por lo que se sospecha
que la distribucion del virus se mantiene desde el Caribe con ligeras variaciones

(38).

Sin embargo, durante el andlisis se observaron nueve cambios en la secuencia de
la proteina E1, de los cuales dos son cambios no sinGnimos que no se han reportado
en los nucleétidos 623 y 874 de Treonina por Metionina en el codén 208 y Valina
por Isoleucina en el coddén 292 respectivamente, aunque no se ha esclarecido su
impacto en el Virus de Chikungunya. Las podemos contrastar con mutaciones
reportadas en codones adyacentes como la mutacion V291l de la india 2008-2013
la cual se asocia con una mayor citopatogenicidad en células HEK293 Vero (39) o
la mutacion Q352R de RD del Congo (40) que no se ha asociado aun a alguna
patologia pero son mutaciones que se han reportado en codones adyacentes y
pueden tener algun impacto en el virus. Respecto a las demas mutaciones

observadas durante el estudio, no se han encontraron casos reportados en las
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misma posiciones, sin embargo hay mutaciones ya reportadas que son cercanas a
las observadas en el estudio, pero no se les ha asociado a alguna caracteristica
patoldgica, como es el caso de la mutacion D284E de la India, cercana a la posicién
286 de la mutacién encontrada en el estudio, otro caso es la mutacion

L242V RD del Congo (40) y S250P de China reportada en el 2010 (41) que son las
mA&s cercanas a la mutacion en la posicion 248, pero de igual manera no se ha
asociado con alguna caracteristica del virus. Por lo que es necesario hacer mas
pruebas para asociar las mutaciones encontradas con riesgos patologicos que

pudiera presentar el virus.

10. Conclusiones

Este estudio contribuye a los datos internacionales que indican que México es uno
de los territorios en los que circula el virus de Chikungunya, pero adicionalmente se
aprecié que las cepas que se encontraron en el pais, pertenecen al genotipo
asiatico, en las que se observé poca variabilidad entre las cepas de los diferentes
estados de la Republica, manteniéndose mejor conservadas las del estado de
Chiapas, donde se presume que inicio el brote de Chikungunya.

Ademas, en el analisis de las muestras, se observo la presencia de nueve
mutaciones no reportadas, de las cuales dos son mutaciones no sinénimo en los
nucledtidos 623 y 874, las cuales no se han asociado a alguna patologia.
Finalmente, se descarto la presencia de la mutacion A226V en el territorio mexicano,

la cual solo se ha presentado en el genotipo ECSA.
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