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Detección de virus del Zika y β-globina 

en muestras de suero utilizando PCR 

tiempo real y curvas de disociación de 

alta resolución 

1. RESUMEN 

“La simplicidad es el grado máximo de sofisticación”. 
Frase atribuida a Leonardo da Vinci 

El virus del Zika (ZIKV) es un flavivirus descrito en el año 1947, que a partir del 
2007 ha producido una serie de epidemias en islas del Pacífico y en América 
continental. El ZIKV se transmite, principalmente, por picaduras de mosquito (los 
cuales son su vector), pero se ha reportado también por transmisiones sexual, 
sanguínea, congénita y perinatal, incluida la lactancia. La mayoría de las 
infecciones son asintomáticas o leves, pero en raros casos se presentan 
complicaciones de tipo neurológico.  

El diagnóstico de la infección por flavivirus se realiza, tradicionalmente, por 
pruebas serológicas, pero las reacciones cruzadas entre antígenos y anticuerpos 
con varios miembros del género complica el diagnóstico en áreas con circulación 
de flavivirus endémicos, convirtiendo a las técnicas moleculares en poderosas 
herramientas de diagnóstico. La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 
real (qPCR) es compatible con otras tecnologías, como las curvas de disociación 
de DNA de alta resolución (HRM), lo que reduce el riesgo de contaminación y 
tiempo necesarios para el diagnóstico. 

En esta tesis se reporta un protocolo de técnicas moleculares para la 
detección de ZIKV en suero sanguíneo, acoplado a la amplificación de un 
fragmento del gen codificante de la subunidad β de la hemoglobina del hospedero 
como control interno (CI). Con este protocolo se evaluó un panel de sueros de la 
región del istmo de Tehuantepec en el estado de Oaxaca, con circulación de ZIKV 
y virus de dengue (DENV). 

La evaluación de este ensayo fue favorable al compararse con otros 
reportados en la literatura para ZIKV, reduciendo el número de falsos negativos al 
incluir la detección de β-globina como CI. 
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2. INTRODUCCIÓN 

"Ni aun el genio más grande llegaría muy lejos si tuviera que sacarlo todo de su propio interior”. 
Johann Wolfgang von Goethe 

2.1 Características generales del virus del Zika 

El ZIKV es un virus emergente (Holland, 1998) del que se conocía poco hasta 
años recientes. Se clasifica dentro del género Flavivirus que está subscrito a la 
familia Flaviviridae, el cual abarca al menos 53 especies de virus (Grard et al., 
2010). Los virus de esta familia presentan envoltura, tienen simetría icosaédrica 
(Lindenbach y Rice, 2003) y pertenecen a la clase IV de Baltimore (Baltimore, 
1971). El genoma de ZIKV consiste en una cadena de RNA de polaridad positiva 
que tiene una longitud de 10,794 nucleótidos y contiene dos regiones no 
codificantes (5´ NCR y 3´ NCR), las cuales flanquean un único marco de lectura 
abierto que codifica para una poliproteína con longitud de 3,419 residuos de 
aminoácidos. Este polipéptido es procesado por proteasas virales y del hospedero 
para generar 3 proteínas estructurales: cápside, membrana (M) y envoltura (E); y 7 
no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Kuno y Chang, 
2007) (Figura 1). 

 
Figura 1. Genoma del ZIKV. 
C: cápside. prM: precursor de membrana. M: proteína de membrana. E: envoltura. NS1: involucrada en las primeras fases de 
la replicación viral. NS2A: replicación y ensamble viral, antagonista del interferón. NS2B: coenzima de NS3. NS3: 
procesamiento de la poliproteína, replicación viral. NS4A: papel en la replicación de ácido ribonucleico (RNA) viral, coenzima 
de NS3, antagonista del interferón. NS4B: papel en la replicación de RNA, antagonista del interferón. NS5: RNA polimerasa 
dependiente de RNA (Knipe y Howley, 2007). (El diagrama no se encuentra a escala) 

El virión de ZIKV consiste de una envoltura lipídica y una nucleocápside. En 
la envoltura se encuentran dos proteínas virales: la proteína E, que es el principal 
componente de la envoltura viral y está involucrada en la unión y fusión con la 
membrana celular; y la proteína M, fragmento proteolítico de prM, péptido 
necesario para el correcto plegamiento de la proteína E. Al  interior de la envoltura 
se encuentra la cápside, conformada por la proteína de la cápside, rica en 
residuos básicos que favorecen la unión con el RNA viral (Lindenbach y Rice, 
2003). 

2.2 Origen geográfico y distribución del virus del Zika 

El ZIKV fue aislado por primera vez en el bosque Zika, Uganda, de un ejemplar de 
mono Rhesus (Macaca mulatta) en abril de 1947 y de mosquitos Aedes africanus 
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en enero del siguiente año (Dick et al., 1952). En 1954 se tuvo registro de los 
primeros casos de infección por ZIKV en humanos en tres habitantes de Nigeria 
(Macnamara, 1954). En 1969 el virus fue aislado, por primera vez fuera de África, 
de mosquitos A. aegypti en Malasia (Marchette et al., 1969) y para 1977 se 
detectaron los primeros humanos infectados en Indonesia (Olson et al., 1981). 

Antes del 2007 sólo se habían reportado 13 casos de infección natural por 
ZIKV en humanos (Petersen et al., 2016). La primera epidemia de ZIKV se registró 
entre abril y mayo del 2007 en las islas de Yap, en Micronesia. Los médicos 
reportaron una epidemia con cuadro clínico similar a la infección por DENV, pero 
ensayos de reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa (RT-
PCR) mostraron que se trataba de un brote por ZIKV, el cual causó 
aproximadamente 5,000 infecciones en una población de 6,700 habitantes (Duffy 

et al., 2009). En octubre del 2013 inició en la Polinesia Francesa la epidemia de 
ZIKV donde se registraron 30,000 casos, el 11.5% de la población total de la 
región (Musso et al., 2014b). 

En enero de 2014, posterior a los casos importados desde la Polinesia 
Francesa, se registró la primera transmisión autóctona en Nueva Caledonia 
(Pacífico). Durante este brote se confirmaron 1,400 casos (Dupont-Rouzeyrol et 

al., 2015). Ese mismo mes se reportaron los primeros casos de infección por ZIKV 
en la isla de Pascua (Chile) y para marzo se habían confirmado 51 (Tognarelli et 

al., 2016). En marzo se declaró la epidemia en las Islas Cook (Pacífico), 
registrándose 905 casos (Roth et al., 2014). 

2.2.1 Virus del Zika en América 

Se propuso que el ingreso del ZIKV al continente americano ocurrió entre junio y 
julio del 2014 durante la copa mundial de futbol (Salvador y Fujita, 2016) o en 
agosto del 2014 debido al campeonato mundial de canotaje (Musso, 2015). Sin 
embargo, basado en la filogenia molecular de secuencias del genotipo asiático de 
ZIKV se sugiere que la introducción ocurrió entre agosto y diciembre del 2013 
desde la Polinesia Francesa (Faria et al., 2016). 

Los primeros casos de infección por ZIKV en América continental se 
registraron en Brasil a finales del 2014. Para abril del 2015 se confirmó al ZIKV 
como el agente etiológico causante de la epidemia (Cardoso et al., 2015). En 
octubre del 2015 se confirmaron los primeros casos de infección por ZIKV en 
Colombia (Camacho et al., 2016), donde se alcanzaron los 9,799 casos en 
diciembre de 2016 (OPS/OMS, 2016d). Ese mismo mes la transmisión autóctona 
se había registrado en 48 países y territorios de América, donde los casos 
acumulados alcanzaron un total de 177,614 (OPS/OMS, 2016d). 
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La epidemia de infección por ZIKV fue declarada emergencia de salud 
pública de interés internacional en febrero del 2016 por la Organización Mundial 
de la Salud y se dio por terminada en noviembre del 2016 (OMS, 2016b). 

 Los primeros casos de infección por ZIKV en México se reportaron en la 
segunda semana epidemiológica de 2016 (SiNaVE, 2016a). Hasta diciembre del 
2016 se habían registrado 7,575 casos acumulados, distribuidos principalmente en 
los estados de Veracruz, Yucatán, Nuevo León, Chiapas y Guerrero (SiNaVE, 
2016d). En nuestro país, los primeros casos del síndrome de Guillain-Barré 
asociado con la infección por ZIKV se registraron en el mes de septiembre del 
mismo año (SiNaVE, 2016c) y el primer caso de microcefalia asociado a la 
infección por ZIKV se presentó dos meses después, en noviembre (SSa, 2017). 

2.3 Transmisión del virus del Zika 

2.3.1 Transmisión mediada por vector 

La picadura por mosquitos infectados con ZIKV es la principal forma de 
transmisión y se presenta en dos ciclos distintos: uno selvático, identificado en 
África principalmente; y otro suburbano-urbano. Durante el ciclo selvático, 
especies de mosquitos de los subgéneros Stegomyia y Diceromyia, género Aedes, 
actúan como vectores (Diallo et al., 2014) y primates no humanos son hospederos 
y posibles reservorios (Hayes, 2009; McCrae y Kirya, 1982). El ciclo suburbano-
urbano involucra a humanos y a pocas especies del género Aedes, principalmente 
A. aegypti y A. albopictus (Grard et al., 2014) (Figura 2). Aunque no se aisló el 
ZIKV de ningún A. hensilli y A. polynesiensis (Duffy et al., 2009) se sospecha que 
actuaron como su vector durante los brotes en Yap y la Polinesia Francesa 
respectivamente (Ledermann et al., 2014; Musso et al., 2014b), debido a su 
predominancia regional y ser vectores del DENV (Rosen et al., 1985; Savage et 

al., 1998). 

A. aegypti es originario de África central (Smith, 1956) y aunque 
actualmente se distribuye en gran cantidad de regiones tropicales y subtropicales 
(Soumahoro et al., 2010) existen diferencias de competencia vectorial entre 
poblaciones (Diagne et al., 2015; Li et al., 2012). La población de A. aegypti en Río 
de Janeiro posee una reducida eficiencia para la transmisión (Chouin-Carneiro et 

al., 2016), lo que podría explicar la dificultad en Brasil para aislar ZIKV de ésta 
(FIOCRUZ, 2016). Sin embargo, poblaciones de A. aegypti de poca competencia 
vectorial, pero en alta densidad de población, ya han provocado brotes epidémicos 
de otros arbovirus (Miller et al., 1989). 
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Figura 2. Ciclos de transmisión mediada por vector. 

Durante el ciclo selvático el ZIKV se transmite entre primates no humanos por picadura de mosquitos Aedes, subgéneros 
Stegomyia y Diceromyia. Cuando un humano se introduce en zonas donde ocurre este ciclo, puede ser picado por mosquitos 
infectados y contraer el virus. Al volver a zonas urbanas el individuo puede ser picado por mosquitos Aedes urbanos e 
iniciar el ciclo suburbano-urbano. 

A. albopictus es originario del sureste de Asia (Smith, 1956) y se distribuye 
en regiones más templadas que A. aegypti (Soumahoro et al., 2010). A. albopictus 
también muestra diferencias de competencia vectorial entre poblaciones (Chouin-
Carneiro et al., 2016; Wong et al., 2013). En México se aisló ZIKV de esta especie, 
por vez primera, en abril del 2016 (OPS/OMS, 2016c). 
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2.3.2 Transmisión no mediada por vector 

Se han reportado posibles casos de transmisión mediante transfusiones de sangre 
(Musso et al., 2014a) y por vía sexual (Foy et al., 2011; Hills et al., 2016). La 
detección de RNA viral de ZIKV en semen y orina cuando la viremia ya era 
indetectable (Atkinson et al., 2016; Gourinat et al., 2015; Musso et al., 2015b) 
sugiere que ZIKV es capaz de replicarse en tejido urogenital; en semen la 
infección fue detectable 62 días después del comienzo de los síntomas. 
Probablemente el ambiente inmunoprivilegiado de los testículos favorece la 
replicación de ZIKV por largos periodos de tiempo, generando reservorios 
asintomáticos (Deen et al., 2015; Mate et al., 2015). También se ha detectado la 
presencia de RNA y viriones infectivos de ZIKV en saliva (Musso et al., 2015a); sin 
embargo, debido a la alta exposición de mucosas durante el acto sexual es difícil 
distinguir la ruta de transmisión, como ocurrió con el virus del herpes humano tipo 
8, cuya principal vía de transmisión es por saliva y no sexual (Arvin et al., 2007). 

Existen pocos datos de la posible transmisión por lactancia. Se detectaron 
viriones infectivos de ZIKV en la leche de una madre infectada (Dupont-Rouzeyrol 
et al., 2016) y se registraron 2 casos de posible transmisión por lactancia durante 
la epidemia en la Polinesia Francesa (Besnard et al., 2014). En estos casos no se 
pudo excluir la transmisión congénita o perinatal independiente de la lactancia, por 
lo que se requiere más evidencia para confirmar esta ruta de transmisión (Colt, 
2017). 

La transmisión congénita ha cobrado relevancia tras los 2,289 casos de 
microcefalia asociada con ZIKV hasta diciembre del 2016 en Brasil (OPS/OMS, 
2016d). Otros factores como infecciones con otros virus, mutaciones genéticas y 
consumo de drogas o alcohol pueden causar microcefalia (Butler, 2016; Faheem 

et al., 2015); sin embargo, la detección de RNA de ZIKV en tejido cerebral fetal y 
muestras de líquido amniótico de recién nacidos con microcefalia (Calvet et al., 
2016; Mlakar et al., 2016) sugieren una relación causal entre la transmisión 
congénita de ZIKV y la microcefalia. 

Se han reportado casos de transmisión a cuidadores de personas de la 
tercera edad por contacto físico, posiblemente asociado con la alta carga viral que 
estas personas pueden presentar, hasta 100,000 veces mayor que el promedio 
(Brent et al., 2016), se presume que la transmisión ocurrió a través fluidos 
corporales que entraron en contacto con mucosas. 

En el laboratorio la infección accidental por ZIKV ocurre principalmente por 
picaduras con agujas (CIDRAP, 2016), similar a lo reportado para DENV (Pedrosa 
y Cardoso, 2011). 
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2.4 Infección por virus del Zika 

El ZIKV puede infectar un amplio rango de células, entre las que se encuentran los 
fibroblastos, los queratinocitos, los podocitos, las células mesangiales, las células 
endoteliales y las células dendríticas inmaduras (Alcendor, 2017; Hamel et al., 
2015; Liu et al., 2016). 

El ciclo de infección del ZIKV inicia cuando la proteína E induce la 
endocitosis mediada por clatrina, permitiendo que los viriones sean endocitados 
(Ishak et al., 1988); conforme el pH disminuye, la proteína E cambia su 
conformación y promueve la fusión de la envoltura con la membrana del 
endosoma, liberando la nucleocápside en el citoplasma de la célula (Bressanelli et 

al., 2004; Modis et al., 2004). El genoma viral es traducido y la poliproteína es 
procesada en el retículo endoplásmico rugoso, donde comienzan a ensamblarse 
los viriones, que van madurando siguiendo la vía secretora, pasando por el 
aparato de Golgi y siendo secretados por vesículas de egreso (Mackenzie y 
Westaway, 2001). 

El período de incubación de ZIKV dura entre 6 a 10 días después de la 
picadura del mosquito (Foy et al., 2011; Kutsuna et al., 2014; Musso et al., 2014a). 
Los signos y síntomas más evidentes son: fiebre moderada, dolor de cabeza, 
artralgia principalmente en manos y pies, mialgia, dolor retroorbital, conjuntivitis y 
exantema maculopapular cutáneo; sin embargo, sólo 20% de las infecciones 
muestran síntomas que duran de 2 a 7 días y el resto muestra un cuadro similar a 
una influenza leve sin signos patognomónicos (Duffy et al., 2009; OMS, 2016a).  

Las complicaciones asociadas con infecciones de ZIKV son aparentemente 
de carácter neurológico: en adultos la infección por ZIKV aumenta la incidencia del 
síndrome de Guillain-Barré, caracterizado por producir debilidad muscular y 
pérdida de sensibilidad particularmente en brazos y piernas (Oehler et al., 2014) y 
la transmisión congénita está relacionada con microcefalia, inclusiones cerebrales, 
daños al tallo cerebral y daño oftalmológico, particularmente a nivel de retina 
(Oliveira Melo et al., 2016). Se desconoce si el ZIKV adquirió la capacidad para 
producir estas complicaciones mediante procesos microevolutivos durante las 
epidemias más recientes o si las cepas ancestrales ya las causaban y estos 
eventos poco frecuentes se volvieron evidentes cuando la incidencia aumentó 
(Musso y Gubler, 2016). 

Otro aspecto relevante de la enfermedad por ZIKV es que parece 
manifestarse mayoritariamente en mujeres (OPS/OMS, 2016a, b; SiNaVE, 2016b). 
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Se desconoce mucho acerca de la replicación de los flavivirus. Se creía que 
su ciclo de replicación se desarrollaba exclusivamente en el citoplasma (Westaway 

et al., 1985); sin embargo, se detectaron antígenos de ZIKV en el núcleo de 
células Vero y AP61 infectadas (Buckley y Gould, 1988), fenómeno reportado en 
otros flavivirus (Uchil et al., 2006). 

2.5 Filogenia del virus del Zika 

Mediante el análisis de la secuencia completa del marco de lectura abierto se 
determinó que existen 2 grandes linajes de ZIKV: el africano, conformado por 
cepas de Nigeria, Uganda y Senegal; y el asiático, que incluye tanto a la cepa de 
Malasia como a las epidémicas de Yap 2007 y Camboya 2010, sugiriendo que 
ZIKV fue introducido a la región del Pacífico desde el sureste de Asia (Haddow et 

al., 2012). 

Considerando únicamente la secuencia de los genes E y NS5 el linaje 
africano parece estar dividido en 2 grupos, uno de Uganda y otro de Nigeria (Faye 

et al., 2014). La circulación de ambos grupos tanto en Senegal como en Costa de 
Marfil sugiere dos eventos de introducción desde África oriental a África 
occidental: uno en 1935 desde Uganda a Nigeria y África Central, continuando 
desde ahí hasta Senegal; el otro entre 1935 y 1940 de Uganda a Costa de Marfil y 
Senegal. La introducción de ZIKV en Asia ocurre aproximadamente en los años 40 
del siglo pasado, donde se expandió y dio lugar al linaje asiático (Faye et al., 
2014). 

Las cepas de ZIKV provenientes de Brasil, Colombia, Puerto Rico y 
Guatemala muestran una similitud del 99% en la identidad nucleotídica con la 
cepa epidémica de Polinesia Francesa, formando un clado que se encuentra 
incluido en el linaje asiático (Lanciotti et al., 2016).  

2.6 Diagnóstico de infección por virus del Zika 

Tradicionalmente, la detección de flavivirus se realiza mediante pruebas de 
serología, en etapas tempranas de la infección principalmente por ELISA (DGE, 
2015), dirigida al antígeno viral NS1 y, posteriormente, a las inmunoglobulinas M y 
G contra NS1 (Figura 3). Sin embargo, el diagnóstico se complica en zonas con 
flavivirus endémicos debido a pruebas poco específicas, similitud antigénica y el 
efecto Hoskins (Duffy et al., 2009; Lanciotti et al., 2008; OMS, 2016c). El efecto 
Hoskins ocurre cuando un nuevo antígeno reacciona con anticuerpos dirigidos 
contra un antígeno similar encontrado previamente, impidiendo que linfocitos B 
nóveles monten una nueva respuesta específica (Lambert et al., 2005). 
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El hecho que ZIKV, DENV y el virus del chikungunya (CHIKV) cocirculen, 
compartan vectores y produzcan cuadros muy similares (Cardoso et al., 2015; 
Roth et al., 2014) vuelven poco sensible el diagnóstico clínico y convierten a la RT-
qPCR en la técnica más poderosa para diagnosticar ZIKV en la fase aguda de la 
infección. 

La técnica de RT-PCR en tiempo real (qPCR) permite amplificar y 
cuantificar, en tiempo real, una secuencia de DNA obtenida de la transcripción 
inversa del RNA. La amplificación de la secuencia blanco es reportada mediante 
lecturas de florescencia y normalizada, utilizando un colorante reportero que se 
mantiene constante a lo largo de la reacción. Secuencias añadidas o un gen 
constitutivo presente en la muestra pueden usarse como CI, reduciendo el número 
de falsos negativos (Karatayli et al., 2014). 

 
Figura 3. Algoritmo diagnóstico de DENV y su vigilancia epidemiológica en México. 
Hasta principios de 2016 el diagnóstico de DENV se realizaba por ELISA utilizando muestras de suero sanguíneo de los 
pacientes. La aparición de ZIKV y la posibilidad de circulación de otros flavivirus impulsó un cambio de algoritmo donde la 
PCR es la principal técnica para el diagnóstico de flavivirus durante la fase aguda de la infección. (Figura modificada de DGE, 
2015). 
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Existen colorantes fluorescentes de ácidos nucleicos que emiten 
fluorescencia al unirse al surco menor o intercalarse entre las bases nitrogenadas 
a lo largo de cualquier DNA de doble cadena (dsDNA) (Mao y Leung, 2010) y 
permiten obtener la curva de disociación del mismo si éste se expone a un rango 
de temperaturas y se registra la fluorescencia simultáneamente (Ririe et al., 1997). 
Con la curva de disociación se determina la temperatura de disociación (Tm), 
temperatura en que la mitad del DNA presente se encuentra disociado y el resto 
como dsDNA; este valor depende del contenido de guanina (G) – citosina (C) / 
adenina (A) – timina (T), de la longitud y de la secuencia, lo cual permite 
diferenciar distintas secuencias de DNA (Ririe et al., 1997). 

La disociación del DNA de alta resolución (HRM) es una técnica compatible 
con el qPCR y proporciona curvas de disociación muy informativas que permiten 
detectar mutaciones puntuales y la realización de genotipos (Wittwer et al., 2003). 
Esta técnica requiere de colorantes fluorescentes que tengan poco efecto en la 
estabilización del dsDNA, de lo contrario éstos pueden aumentar la Tm del DNA, 
inhibir el PCR, mostrar unión preferencial a ciertas secuencias y favorecer la 
formación de dímeros de primers (Gudnason et al., 2007). Para el desarrollo de 
esta tesis se utilizó el colorante fluorescente EvaGreen, ya que tiene poco efecto 
en la estabilización del dsDNA (Mao et al., 2007). Además, se necesitan equipos 
que sean capaces de realizar cambios de temperatura muy precisos, registrar con 
gran sensibilidad los cambios de fluorescencia y que limiten la pérdida de 
información durante la conversión digital de los datos (Herrmann et al., 2006); esto 
para obtener una curva de disociación con la mayor cantidad de información 
posible. 

La detección de ZIKV mediante RT-PCR sigue 2 estrategias: la 
amplificación universal de flavivirus seguida de diversos métodos para la 
identificación; y el uso de primers (iniciadores) específicos para ZIKV. Aunque 
existen ensayos universales exitosos (Gaunt y Gould, 2005; Maher-Sturgess et al., 
2008; Scaramozzino et al., 2001) éstos pueden presentar problemas de 
sensibilidad (Waehre et al., 2014).  

Durante la epidemia de las islas Yap se diseñaron 2 ensayos para la 
amplificación especifica de ZIKV (Lanciotti et al., 2008) que actualmente son los 
más utilizados para el diagnóstico (Charrel et al., 2016). Sin embargo, se han 
observado resultados discrepantes en distintos laboratorios de referencia (Charrel 
et al., 2016) por lo que se ha vuelto necesario estandarizar nuevos protocolos que 
permitan el diagnóstico de ZIKV. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Diseñar un protocolo de RT-qPCR-HRM que permita la detección del RNA de 
ZIKV en muestras de suero utilizando EvaGreen. 

3.2 Objetivos particulares 

 Diseñar un juego de primers para la detección específica de ZIKV. 

 Determinar el límite de detección y la eficiencia de reacción de la qPCR 

para detectar RNA de ZIKV. 

 Establecer un gen constitutivo para su uso como CI en este ensayo. 

 Evaluar la sensibilidad diagnóstica del ensayo, analizando un panel de 

sueros proveniente de una región con circulación de ZIKV. 

 Utilizar la técnica de HRM para distinguir e identificar los productos 

amplificados durante la qPCR  

 

 

4. JUSTIFICACIÓN 

ZIKV utiliza vectores ampliamente distribuidos en el mundo, por lo que una gran 
parte de la población de zonas tropicales y subtropicales se convierte en un 
hospedero potencial. La epidemia ha experimentado un gran crecimiento en los 
últimos meses, aumentando el riesgo de contraer la infección y sufrir 
complicaciones asociadas con el ZIKV o de actuar como reservorio asintomático. 
Es importante contar con herramientas diagnósticas moleculares que permitan 
identificar infecciones causadas por el ZIKV, de forma rápida y confiable en una 
gran cantidad de muestras de suero sanguíneo.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

“Quien huye del trabajo, huye del descanso”. 
Refrán popular 

Todos los procedimientos de laboratorio se llevaron a cabo en condiciones de 
Bioseguridad nivel 2. 

5.1 Diseño de oligos para la PCR 

Los oligos iniciadores (primers) utilizados en este proyecto fueron diseñados con 
ayuda del programa Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Se generó un archivo FASTA 
con la alineación de las secuencias de ZIKV disponibles en GenBank utilizando el 
programa MAFFT versión 7 (Katoh y Standley, 2013). Este archivo fue procesado 
en MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) para evaluar la cobertura de los primers en las 
secuencias. La especificidad teórica se evaluó con estos mismos programas, 
alineando y analizando las secuencias de 10 virus del género Flavivirus (Tabla 1); 
estos flavivirus fueron seleccionados debido a su cercanía filogenética con ZIKV y 
a la importancia epidemiológica que tienen en México y en el mundo. 

Tabla 1. Secuencias utilizadas para evaluar la especificidad teórica de los primers Zi2 F/R. 

Flavivirus Accession number 
Serotipo 1 del DENV (DENV-1) KJ189367.1 
Serotipo 2 del DENV (DENV-2) AB189124.1 
Serotipo 3 del DENV (DENV-3) AB214882.1 
Serotipo 4 del DENV (DENV-4) KP188566.1 

YFV KF769016.1 
encefalitis japonesa AY303791.1 

encefalitis transmitida por garrapatas NC_001672.1 
Spondweni NC_029055.1 
Kedougou AY632540.2 

Bagaza AY632545.2 
 

Para calcular la Tm del producto teórico de PCR de estos primers se 
determinó su secuencia, la cual fue procesada utilizando el algoritmo POLAND 
(Steger, 1994) bajo los parámetros termodinámicos de Blake y Delcourt (1998). 

5.2 Toma de muestra de sangre y obtención del panel de sueros sanguíneos  

De acuerdo con el protocolo C16-16 del Centro de Investigación de Enfermedades 
Infecciosas (Sevilla-Reyes et al., 2016) del Instituto Nacional de Enfermedades 
Respiratorias (INER), la toma de muestras de sangre se realizó en el mes de 
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marzo de 2016, en la comunidad Santa María Mixtequilla, Oaxaca 
(16° 22′ 0″ N, 95° 15′ 0″ W), ubicado en la región del Istmo de Tehuantepec. Se 
colectaron 14 mL de sangre de 79 habitantes, mediante punción venosa utilizando 
tubos con gel separador de suero (BD Vacutainer). La sangre se conservó en 
refrigeración durante su traslado a la Ciudad de México; para la obtención del 
suero estos tubos se centrifugaron a 3,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 
10 minutos (min). 

5.3 Extracción de RNA viral 

La extracción del RNA de suero se realizó con el kit QIAamp RNA viral (Qiagen), 
siguiendo el protocolo del fabricante (Figura 4). 

 
Figura 4. Diagrama de flujo de extracción de RNA de suero sanguíneo de pacientes y fibroblastos en cultivo. 
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5.4 Construcción, clonación, recuperación, cuantificación y dilución de plásmidos 

Se construyó un plásmido que se utilizó en cantidades conocidas durante los 
ensayos para determinar el límite de detección y la eficiencia de la qPCR (Sección 
5.7), así como control positivo de ZIKV durante la evaluación del panel de sueros 
de Mixtequilla (Sección 5.10). El producto de la PCR necesario para la construcción 
del plásmido se obtuvo con el kit OneStep RT-PCR (Qiagen) mediante una PCR 
de 30 ciclos (Tabla 2) siguiendo el ciclado del RT-PCR (Tabla 6) con la muestra 
clínica 16-11551 del protocolo C16-16 (Sevilla-Reyes et al., 2016) del INER. 

Para su construcción se utilizó el vector pGEM-T (Promega) en una 
reacción de ligación (Tabla 3) que se incubó a 4 °C durante 18 horas.  

Tabla 2. Reacción de PCR punto final. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 5.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  1.0 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1.0 µL 
Primers Zi2 F/R (5µM) 2.5 µL 
RNA de muestra clínica 16-11551 4.0 µL 
Agua libre de RNAsas 11.5 µL 
 

Tabla 3. Reacción de ligación. 

Reactivo Volumen 
2X Rapid Ligation Buffer 5.0 µL 
pGEM-T (50 ng/µL)  1.0 µL 
Producto de PCR 3.0 µL 
DNA Ligasa T4 1.0 µL 
Agua libre de nucleasas 1.0 µL 

Para la clonación del plásmido se utilizaron células One Shot TOP10 
Chemically Competent E. coli (Invitrogen) en un volumen de 50 µL. Éstas se 
descongelaron en hielo y mezclaron cuidadosamente con 3.5 µL de la reacción de 
ligación, para luego ser incubadas en hielo por 20 min y darles un choque térmico 
en baño María de 46 °C durante 30 segundos (s). A cada transformación se le 
agregaron 250 µL de medio S.O.C. (Invitrogen) y se incubó a 225 rpm y 37 °C 
durante 1 hora. 

Se esterilizó agar LB y se dejó enfriar a 50 °C para añadir ampicilina bajo 
condiciones de esterilidad a una concentración de 100 mg/mL y se hicieron placas 
con este agar. Se esparció 40 µL de X-Gal por placa; se incubó durante una hora 
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a 37 °C para permitir la difusión del X-Gal. Se esterilizó medio LB y se dejó enfriar, 
se añadió ampicilina a concentración de 50 mg/mL. 

Se colocó 25 µL, 40 µL y 50 µL del cultivo en medio S.O.C. en tres placas 
de agar LB y se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Se tomó tres colonias 
blancas con puntas de micropipeta estériles y se incubaron en 2.5 mL de medio 
LB con ampicilina a concentración de 50 mg/mL durante 16 horas a 37 °C y 225 
rpm. 

El cultivo se centrifugó a 10,000 rpm durante 3 min y se descartó el 
sobrenadante. La recuperación de los plásmidos se realizó con el kit QIAprep 
Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 5). 

Utilizando el equipo NanoDrop 1000 se midió la absorbancia de las 
eluciones a la longitud de onda (λ) 260 y 280 nm para obtener el índice de 
absorbancia 260/280 y la concentración de plásmido en ng/µL. Se verificó que la 
elución presentara un índice 260/280 entre 1,8 y 2,2 indicando una pureza 
aceptable. Se calculó el número de plásmidos por µL presentes en la elución y se 
hicieron diluciones en buffer DP para llevarlos a la concentración de 107 
copias/µL. Partiendo de esta concentración, se hicieron diluciones en buffer EB 
para llevar al plásmido a las concentraciones de 106, 105, 104, 103, 102, 101 y 
100 copias/µL necesarias para los ensayos de límite de detección y eficiencia de 
reacción. 
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Figura 5. Diagrama de flujo de recuperación de plásmidos utilizando el kit QIAprep Miniprep (QIAGEN) 

5.5 Electroforesis en gel de agarosa y extracción de DNA del gel 

Los geles de agarosa se prepararon al 2% en buffer TBE, añadiéndose GelRed 
(Biotium) en relación 1:10,000. La solución se dejó enfriar hasta 50 °C y se vertió 
en un molde donde gelificó. El gel se colocó en una cámara de electroforesis y se 
cubrió completamente de buffer TBE. Los productos de PCR y el marcador de 
tamaño 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) se mezclaron con buffer de carga en 
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relación 4:1 y se cargaron en los pozos del gel. Se programó un flujo eléctrico de 
80 voltios durante 40 min. 

El gel fue visualizado en un transiluminador. La banda de interés fue 
ubicada en presencia de luz ultravioleta (λ = 300 nm), cortada con una navaja 
estéril y colocada en un tubo de microcentrifuga de peso conocido para determinar 
el peso del fragmento del gel. La extracción del producto de PCR se realizó con el 
kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Figura 6). 

 
Figura 6. Diagrama de flujo de la extracción del producto de PCR en gel de agarosa. 
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5.6 Secuenciación de los productos amplificados 

Se realizó una electroforesis de los amplificados y se extrajo el DNA de la banda 
de interés (Sección 5.5). Se prepararon reacciones de secuenciación con el kit 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), utilizando sólo un 
primer por reacción (Tabla 4) en una placa de 96 pozos (Tabla 5). 
 
Tabla 4. Reacción de secuenciación. 

Reactivo Volumen 
BigDye Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 0.5 µL 
Producto de PCR extraído de gel de agarosa 2.0 µL 
Primer (2 µM) 1.0 µL 
Agua desionizada 2.5 µL 
 

Tabla 5.Condiciones de ciclado y termociclador utilizados para la reacción de secuenciación. 

Condiciones de ciclado Termociclador 
96 °C- 60 s, 

25 ciclos (96 °C - 10 s, 50 °C - 5 s, 60 °C - 4 min) 
Veriti 

(Applied Biosystems) 

Al termino del ciclado se precipitó la reacción mezclándola vigorosamente 
con 12.5 µL de etanol absoluto y 0.5 µL de acetato de sodio 3 M; posteriormente 
se centrifugó a 2,000 rpm a 4 °C durante 30 min; se invirtió la placa y se centrifugó 
a 150 rpm durante 1 min para retirar los restos de etanol. Se agregó 
cuidadosamente 75 µL de etanol al 70 % y se centrifugó a 2,000 rpm a 4 °C 
durante 5 min; nuevamente se retiró el etanol invirtiendo la placa y se centrifugó a 
150 rpm durante 1 min. Posteriormente se incubó durante 10 min a temperatura 
ambiente en obscuridad. 

Se resuspendió las reacciones de secuenciación en 20 µL de formamida y 
fueron analizadas mediante electroforesis capilar en el equipo PRISM 3130xl 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) utilizando el polímero POP-7 (Applied 
Biosystems). Las secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando el programa 
GAP4 (Bonfield y Staden, 1996). 

 

5.7 Protocolo para la detección de RNA del virus del Zika 

El protocolo para detección de ZIKV fue diseñado para realizarse en dos pasos: 
RT-PCR y qPCR-HRM, que se realizaron con distintos equipos, kits y bajo 
condiciones de reacción distintas (Tabla 6). 
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Tabla 6. Equipo, kit, volumen y condiciones de reacción utilizados durante el protocolo. 

 RT-PCR qPCR-HRM 

Termociclador Veriti  
(Applied Biosystems) 

StepOnePlus  
(Applied Biosystems) 

Kit para PCR OneStep RT-PCR (Qiagen) SSoFast EvaGreen with 
Low ROX (BIO-RAD) 

Volumen de 
reacción 10 µL 12.5 µL 

Condiciones 
de reacción 

50 °C -30 min, 
95 °C-15 min; 

16 ciclos 
(94 °C – 30 s, 60 °C – 60 s, 72 °C - 

60 s);  
72 °C-10 min 

95 °C -3 min; 
30 ciclos 

(95 °C – 30 s, 62 °C – 60 s) 
HRM (70 °C - 90 °C  

ΔT=0.3 °C/s) 

Al terminar el RT-PCR se realizó una dilución 1:8 en buffer TE y se tomaron 
2 µL que servían como material genético inicial para el qPCR-HRM. La dilución 
busca reducir la formación de dímeros de primers y la amplificación de productos 
inespecíficos provenientes de la transcripción reversa. 

Durante el qPCR-HRM se programó al termociclador StepOnePlus para 
emitir a λ=500 nm y registrar a λ=530 nm, que corresponden a la frecuencia de 
absorción y emisión de EvaGreen unido a DNA respectivamente. 

En todos los ensayos se añadió un control sin material genético (NTC) para 
validar los resultados. 

 

5.8 Determinación del límite de detección y eficiencia de la qPCR 

El plásmido pZ551 se usó en cantidades conocidas (Sección 5.4) para realizar una 
curva patrón. Los ensayos de RT-PCR (Tabla 7) y qPCR-HRM (Tabla 8) se 
realizaron por duplicado. Los valores del ciclo de cuantificación (Cq) 
correspondientes al número de copias del plásmido pZ551 por reacción se 
registraron y graficaron utilizando Microsoft Excel 2010 considerando al número de 
copias del control positivo por reacción como la variable independiente y los 
valores de Cq como la variable dependiente. Utilizando el mismo programa se 
obtuvo la ecuación de la línea de tendencia. 
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Tabla 7. Reacción de RT-PCR para determinar el límite de detección y la eficiencia de reacción. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 2.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  0.4 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0.4 µL 
Plásmido pZ551 (106, 105, 104, 103, 102, 10, 1 copias/µL) 1.0 µL 
Primers Zi2 F/R (2 µM) 1.5 µL 
Agua libre de RNAsas 4.7 µL 
 
Tabla 8. Reacción de qPCR-HRM para determinar el límite de detección y la eficiencia de reacción. 

Reactivo Volumen 
2x SsoFast EvaGreen supermix with low ROX  6.25 µL 
Dilución 1:8 del RT-PCR 2.0 µL 
Primers Zi2 F/R (2 µM) 3.13 µL 
Agua 1,12 µL 

Se calculó la eficiencia del qPCR utilizando la fórmula reportada para este 
propósito (Bustin et al., 2009) (Figura 7). 

 
Figura 7. Fórmula para calcular eficiencia de ensayos de una qPCR. 

5.9 Verificación de especificidad de primers para virus del Zika 

Se verificó la especificidad de los primers Zi2 F/R utilizando material genético de 
cultivos de virus del oeste del Nilo (WNV), DENV-2, YFV y CHIKV (Numero De 
catálogo: QAV164186_1) proporcionados por una organización internacional 
independiente de evaluación externa de calidad: Quality Control for Molecular 
Diagnostics (QCMD, 2016). El material genético de estos cultivos se utilizó en 
ensayos de RT-PCR (Tabla 9) y qPCR-HRM (Tabla 10) de acuerdo con el protocolo 
para la detección de ZIKV (Sección 5.6). 

Tabla 9. Reacción de RT-PCR durante la verificación de especificidad de Zi2 F/R. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 2.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  0.4 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0.4 µL 
Material genético de WNV, DENV-2, YFV y CHIKV 4.0 µL 
Primers Zi2 F/R (2 µM) 1.5 µL 
Agua libre de RNAsas 1.7 µL 
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Tabla 10. Reacción de qPCR-HRM durante la verificación de especificidad de Zi2 F/R. 

Reactivo Volumen 
2x SsoFast EvaGreen supermix with low ROX 6.25 µL 
Dilución 1:8 del RT-PCR 2.00 µL 
Primers Zi2 F/R (2 µM) 3.13 µL 
Agua 1.12 µL 

5.10 Elección del control interno y optimización de su amplificación 

Se buscaron primers útiles para amplificar genes constitutivos y utilizarlos como CI 
en la qPCR de material genético de suero sanguíneo humano. Consultando la 
secuencia de los genes de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 
RNA ribosomal 18S y β-globina en GenBank se obtuvo la longitud y secuencia de 
los productos de PCR y se calculó la Tm teórica de cada uno con el algoritmo de 
POLAND (Steger, 1994) bajo los parámetros termodinámicos de Blake y Delcourt 
(1998). Los primers reportados no se consideraron útiles para este protocolo y se 
diseñó el juego de primers RPC041F/EX02R. Con estos primers se hicieron 
pruebas por duplicado con RNA de fibroblastos humanos provenientes de cultivo 
primario extraído con el kit QIAamp RNA viral (Qiagen) (Sección 5.3) para verificar 
la Tm de los productos de PCR y optimizar la concentración de primers a utilizar 
(Tabla 11) durante el RT-PCR (Tabla 12) y el qPCR-HRM (Tabla 13). 

Tabla 11. Concentraciones finales de primers evaluadas. 

Proceso Concentraciones finales de RPC041F/EX02R evaluadas 
RT-PCR 0.2 µM, 0.3 µM, 0.5 µM 

qPCR-HRM 0.3 µM, 0.5 µM 
 
Tabla 12. Reacción de RT-PCR durante ensayos con material genético de fibroblastos humanos. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 2.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  0.4 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0.4 µL 
RNA de cultivo primario de fibroblastos 2.0 µL 
Primers RPC041F/EX02R (2 µM) Variable 
Agua libre de RNAsas Variable 

Tabla 13. Reacción de qPCR-HRM durante ensayos con material genético de fibroblastos humanos. 

Reactivo Volumen 
2x SsoFast EvaGreen supermix with low ROX  6.25 µL 
Dilución 1:8 del RT-PCR 2.0 µL 
Primers RPC041F/EX02R (2 µM) Variable 
Agua variable 



22 
 

Con la concentración óptima de primers RPC041F/EX02R se realizaron 
ensayos, por duplicado, con RNA de 10 sueros sanguíneos provenientes de 
muestras clínicas negativas a ZIKV (Tabla 14, Tabla 15) para verificar la detección 
del CI en todos ellos y determinar si estos primers podían ser utilizados para 
amplificar el CI. 

Tabla 14. Reacción de RT-PCR con RNA de 10 sueros sanguíneos. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 2.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  0.4 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0.4 µL 
RNA de suero de paciente 2.0 µL 
Primers RPC041F/EX02R (2 µM) 2.5 µL 
Agua libre de RNAsas 2.7 µL 
 

Tabla 15. Reacción de qPCR-HRM con RNA de 10 sueros sanguíneos. 

Reactivo Volumen 
2x SsoFast EvaGreen supermix with low ROX  6.25 µL 
Dilución 1:8 del RT-PCR 2.0 µL 
Primers RPC041F/EX02R (2 µM) 1.88 µL 
Agua 2.37 µL 
 
 

5.11 Análisis del panel de sueros sanguíneos de Santa María Mixtequilla 

Para conocer la sensibilidad diagnóstica de nuestro protocolo en muestras de 
suero sanguíneo se analizó un panel de 79 muestras de suero sanguíneo 
provenientes de Santa María Mixtequilla utilizando los juegos de primers Zi2 F/R y 
RPC041F/EX02R. Este panel había sido previamente analizado por el Instituto de 
Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (InDRE) utilizando los primers 
ZIKV1086/ZIKV1162c. Estos primers fueron diseñados para la detección 
especifica de ZIKV mediante sonda de hidrólisis, amplificando un producto de 70 
pb de la región codificante de la proteína E (Lanciotti et al., 2008). 

Para el análisis del panel se utilizaron las siguientes cantidades de reactivos 
en la RT-PCR (Tabla 16) y el qPCR-HRM (Tabla 17). 
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Tabla 16. Reacciones de RT-PCR para el análisis de sueros sanguíneos de Mixtequilla. 

Reactivo Volumen 
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 2.0 µL 
dNTP mix (10 mM c/u)  0.4 µL 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0.4 µL 
RNA de suero 4.0 µL 
Primers Zi2 F/R (2 µM) 1.5 µL 
Primers RPC041F/EX02R (5 µM) 1.0 µL 
Agua libre de RNAsas 0.7 µL 
 

Tabla 17. Reacciones de qPCR-HRM para el análisis de sueros sanguíneos de Mixtequilla. 

Reactivo Volumen 
2x SsoFast EvaGreen supermix with low ROX  6.25 µL 
Dilución 1:8 del RT-PCR 2.0 µL 
Primers Zi2 F/R (5 µM) 3.13 µL 
Primers RPC041F/EX02R (5 µM) 0.75 µL 
Agua 0.37 µL 
 
 
MEDIOS Y SOLUCIONES (ANEXO 1) 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

6. RESULTADOS 

“If you want to achieve greatness, stop asking for permission”. 
Anónimo 

6.1 Diseño de primers Zi2 F/R 

Los primers específicos de ZIKV diseñados para este protocolo se obtuvieron a 
partir de una alineación de 56 secuencias completas de ZIKV. Estos primers se 
nombraron Zi2 forward (F) y Zi2 reverse (R). Se exigió que amplificaran un 
producto entre 100 y 200 pb y que la temperatura de alineación de éstos no debía 
diferir más de 0.25 °C (Tabla 18). 

Tabla 18. Primers para la amplificación especifica de ZIKV. 

Primers Temperatura de alineación 

 Zi2 F 5’  TGGTATGGAATGGAGATAAGGC  3’ 57.37 °C 

Zi2 R 5’  YAGAATCACAAGCACTCCAAG  3’ 57.17 °C 

La temperatura de alineación de los primers se confirmó con el programa 
Primer3 versión 4 (Koressaar y Remm, 2007; Untergasser et al., 2012). El par Zi2 
F/R amplifica un producto de 120 pb de la región codificante de NS1 de ZIKV. 
 

En una búsqueda realizada el 13 de agosto de 2016 en GenBank se 
encontraron 56 secuencias completas de ZIKV (ANEXO 2); el primer Zi2 F se 
encontró de forma íntegra en todas ellas y el primer Zi2 R en 51; en las 5 restantes 
sólo se observaron variaciones de 1 nucleótido cercano al extremo 5´ del primer 
(Figura 8), que tienen pocas probabilidades de comprometer la eficiencia de la 
amplificación (Kwok et al., 1990). Las secuencias de otros flavivirus relevantes 
mostraron un alto grado de similitud con Zi2 F (Figura 9) pero grandes diferencias 
con Zi2 R (Figura 10). 

 
Figura 8. Secuencias diferenciales de ZIKV para Zi2 R. 
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Figura 9. Alineación de secuencias de flavivirus diferenciales y Zi2 F. 

 
Figura 10. Alineación de secuencias de flavivirus diferenciales y Zi2 R. 

La Tm del producto de PCR de los primers Zi2 F y Zi2 R se calculó en base 
a una secuencia de ZIKV (Accession number KX856011.1). La predicción fue de 
79.45 °C (Figura 11).  
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Figura 11.Tm teórica del producto de Zi2 F/R. 
Conforme la temperatura aumenta el dsDNA se disocia y la absorbancia a λ=260 nm y λ=280 nm aumenta, fenómeno 
conocido como efecto hipercrómico (Campbell, 2012). (A) La gráfica indica las predicciones de la absorbancia del producto 
de PCR obtenido de la cepa Aedes sp./MEX_1-44/2016 utilizando los primers Zi2 F y Zi2 R a λ=260 nm (línea roja) y a λ=280 
nm (línea azul) entre los 75°C y 85°C. Estas 2 predicciones son distintas ya que secuencias ricas en G-U y A-U presentan un 
mayor efecto hipercrómico a λ=260 nm mientras que secuencias ricas en G-C lo presentan a λ=280 nm (Gray y Ratliff, 1977; 
Siegfried y Bevilacqua, 2009). La línea negra (Theta) representa la predicción de la disociación del DNA con base en su 
secuencia. Ubicar la Tm en la gráfica normalizada es complicado y para este fin se utiliza la gráfica de la derivada de la 
absorbancia (B), la temperatura en la cual la derivada de Theta alcanza su máximo valor corresponde a la Tm. 
 

6.2 Cuantificación y dilución de plásmido control 

Se utilizó material genético de ZIKV en cultivo, proveniente del suero sanguíneo 
16-11551 del protocolo C16-16 (Sevilla-Reyes et al., 2016), como inserto en el 
plásmido pGEM-T y posteriormente fue clonado en células TOP10. La 
concentración y pureza del DNA plasmídico recuperado se conoció utilizando el 
NanoDrop 1000, los índices de absorbancia 260/280 y 260/230 indican una alta 
pureza del plásmido (Tabla 19). 
 
Tabla 19. Lecturas del NanoDrop 1000 para el plásmido control. 

Concentración de plásmido 
(ng/µL) 

Índice de absorbancia 
260/280 

Índice de absorbancia 
260/230 

278.80 1.92 2.28 
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El plásmido se nombró pZ551. Se utilizaron los primers Zi2 F/R en un qPCR 
de 30 ciclos seguido de un HRM para confirmar la identidad del inserto en pZ551 
usando el material genético de ZIKV en cultivo como control positivo (Figura 12). 
También se realizó una electroforesis en gel de agarosa para confirmar que 
ambos productos tuvieran el tamaño esperado de 120 pb (Figura 13) y se extrajo la 
banda amplificada del plásmido para su secuenciación. 

 

 
Figura 12. HRM de plásmido pZ551 y cultivo de ZIKV. 
Se observa una Tm de 80.74 °C para el producto amplificado con los primers Zi2 F/R de pZ551 y ZIKV en cultivo. El HRM de 
control sin material genético (NTC) muestra grandes diferencias con respecto al de pZ551 y de ZIKV en cultivo. 
 

 
Figura 13. Tamaño del producto de la PCR con los primers Zi2 F/R de pZ551 y ZIKV en cultivo. 
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Se obtuvieron curvas de disociación muy similares con una Tm de 80.74 °C 
para los 2 productos, los cuales también mostraron el mismo tamaño en el gel, 
entre 100 y 200 pb.  

Al ensamblar los resultados de secuenciación de Sanger se identificaron las 
76 pb del inserto de pZ551 que se encuentran entre los primers Zi2 F y Zi2 R, las 
cuales mostraron una identidad del 100% respecto a la región homóloga de la 
secuencia KX856011.1 de ZIKV (Figura 14). 

 
Figura 14. Secuencia KX856011.1 comparada con inserto control en pZ551. 

Para obtener las concentraciones requeridas en los ensayos de límite de 
detección se calculó el peso molecular de pZ551. Considerando que el vector 
pGEM-T tiene una longitud de 3,015 pb y que Zi2 F/R amplifica un producto de 
120 pb, más dos timinas en los extremos que permitieron la ligación se obtiene 
una longitud de 3,137 pb. El peso molecular se calculó con el programa Sequence 
Manipulation Suite versión 2 (Stothard, 2000) y se obtuvo un valor de 138,928.19 
g/mol. Con este dato se calculó la cantidad de copias/µL en la elución y se llevó al 
plásmido a una concentración de 107 copias/µL en buffer DP. A partir de este 
punto se hicieron diluciones en buffer EB para llevar al plásmido a las 
concentraciones de 106, 105, 104, 103, 102, 101 y 100 por µL y utilizarlas en los 
ensayos de límite de detección y eficiencia. 
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6.3 Determinación del límite de detección y eficiencia de reacción  

Los ensayos con cantidades conocidas del plásmido pZ551 (Tabla 7, Tabla 8) 
indicaron que el límite de detección del protocolo es de 10 copias de secuencia 
blanco/reacción (Figura 15). 

 
Figura 15. Curva estándar de Zi2 F/R. 
Se observa detección de la secuencia blanco en todos los duplicados excepto en aquellos con sólo 1 copia de plásmido 
pZ551/reacción, por lo que el límite de detección del protocolo es de al menos 10 copias de secuencia blanco por reacción.  
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Se graficó el numero inicial de copias de pZ551 por reacción contra el Cq 
obtenido. La regresión lineal indica una pendiente de -3.4287 (Figura 16), y en 
base a la fórmula de Bustin et al. (2009), la eficiencia de la qPCR fue de 0.9573 
(95.73%). 

 
Figura 16. Cq obtenidos graficados contra copias de plásmido por reacción. 

6.4 Especificidad de los primers Zi2 F/R 

 
Los ensayos de especificidad de los primers Zi2 F/R (Tabla 9, Tabla 10) no 
mostraron amplificación del material genético de WNV, DENV-2, YFV y CHIKV en 
cultivo. Además el HRM de estas reacciones mostró grandes diferencias respecto 
a ZIKV (Figura 17). 
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Figura 17. HRM de productos de qPCR de flavivirus diferenciales y ZIKV. 
La línea azul es el HRM del producto de pZ551 y la línea negra corresponde al NTC. La línea verde es el HRM de la reacción 
con material genético de CHIKV en cultivo y la línea roja el de las reacciones con material genético de DENV-2 WNV y YFV en 
cultivo. No se aprecian diferencias significativas entre los HRM de las PCR con material genético de estos virus en cultivo y 
el NTC. 

6.5 Elección del gen constitutivo como control interno 

Para nuestro protocolo se requerían primers de CI que cumplieran estos 
requisitos: 

 Generar un producto no mayor a 225 pb. 
 Temperatura de alineación similar a Zi2 F y Zi2 R (~ 57.27 °C) 
 Generar un producto de PCR con una Tm distinguible a la del producto de 

Zi2 F y Zi2 R (~ 80.52 °C) 

 Los genes más utilizados como CI en ensayos de qPCR con muestras de 
suero sanguíneo son:  GAPDH, RNA ribosomal 18S y β-globina. Entre los primers 
reportados se buscaron aquellos que cumplieran los requisitos (Tabla 20). 
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Tabla 20. Primers reportados para detectar CI en qPCR utilizando material genético encontrado en suero sanguíneo. 

Gen Referencia Primers (F/R) Temperatura 
de alineación 

Longitud del 
producto 

Tm 
teórica 

del 
producto 

GAPDH Cohrs y 

Gilden 

(2007) 

CACATGGCCTCCAAGGAGTAA 

TGAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT 
60 °C 75 pb 78.74 °C 

18S Horlitz et 

al. (2009) 
GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG 

CATTCTTGGCAAATGCTTTCG 
No reportada 66 pb 78.35 °C 

 Andrews 

et al. 

(2015) 

AAACGGCTACCACATCCAAG 

CCTCCAATGGATCCTCGTTA 
60 °C 155 pb 

78.35 °C, 

81.25 °C 

β-globina Lay et al. 

(2010) 
TAGCAACCTCAAACAGACACCA 

CAGCCTAAGGGTGGGAAAAT 
61 °C 247 bp 

79.44 °C, 

81.25 °C 

Saiki et al. 

(1988) 

 

F 

“PC03”   

ACACAACTGTGTTCACTAGC 
“KM29” 

GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG 
“GH20”  

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 
R 

“PC04”   

CCACTTGCACCTACTTCAAC 
“KM38” 

TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG 

55 °C 

110 pb 

PC03-PC04 
79.25 °C 

167 pb 

PC03-KM38 
81.35 °C 

205 pb 

KM29-PC04 
81.64 °C 

262 pb 

KM29-KM38 
82.35 °C 

268 pb 

GH20-PC04 
82.05 °C 

325 pb 

GH20-KM38 
82.35 °C 

 
Al no existir primers reportados que cumplieran las exigencias para este 

ensayo se rediseñó PC04 (Saiki et al., 1988), convirtiéndolo en un primer forward 
que recibió el nombre de RPC041F y se diseñó el primer reverse EX02R. Estos 
primers amplifican una región del gen de β-globina de Homo sapiens. RPC041F y 
EX02R presentan una temperatura de alineación similar a Zi2 F/R (Tabla 18, Tabla 
21) y se alinean en los exones 1 y 2 de β-globina respectivamente (Figura 18), por 
lo que permiten diferenciar los productos amplificados de mRNA y de DNA en 
base al Tm teórico y al tamaño del producto (Tabla 22). 
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Tabla 21. Primers para amplificar β-globina. 

Primers Temperatura de alineación 

RPC041F  5’ GGTGAACGTGGATGAAGTTGG 3’ 59.46 °C 

EX02R    5’ CCAAAGGACTCAAAGAACCTCTG 3’ 59.18 °C 

 

Figura 18. Diagrama de la ubicación de RPC041F y EX02R en el gen de β-globina. 
Al tener sitios de alineación en distintos exones, los primers RPC041F/EX02R pueden amplificar productos de diferentes 
tamaños a partir de mRNA y DNA del gen de β-globina. (El diagrama no se encuentra a escala). 

Con el programa OligoAnalyzer®
 3.1 (IDT, 2012) se analizó la probabilidad 

de formación de homodímeros y heterodímeros entre los primers (ANEXO 3). 
 

Tabla 22. Tamaño y Tm teóricos según la naturaleza del β-globina amplificado. 

Producto Tm 

84 pb [mRNA] 84.25 °C 

215 pb [DNA] 83.45 °C 

Se realizó una PCR punto final por duplicado utilizando los primers 
RPC041F/EX02R con RNA de fibroblastos humanos en cultivo primario y el kit 
OneStep RT-PCR (Qiagen) bajo las mismas condiciones de reacción que el RT-
PCR (Tabla 6) pero aumentando el número de ciclos a 30. La electroforesis 
muestra un producto con tamaño entre 200 y 300 pb (Figura 19). 
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Figura 19. Gel con producto de los primers RPC041F/EX02R de RNA de fibroblastos humanos en cultivo primario. 
El tamaño del producto observado corresponde al esperado para DNA de β-globina. 

Con las concentraciones evaluadas de los primers RPC041F/EX02R 
durante el RT-PCR y el qPCR-HRM (Tabla 11) se obtuvieron Cq distintas (Tabla 
23). Estos resultados indican que los primers RPC041F/EX02R tienen una 
concentración óptima con 0.5 µM en RT-PCR y con 0.3 µM en el qPCR. La 
concentración 0.5 µM/0.5 µM proporciona un Cq ligeramente menor, pero es 
excesiva y puede favorecer la formación de dímeros de primers y la amplificación 
de productos inespecíficos. 

Tabla 23. Cq con distintas concentraciones de primers RPC041F/EX02R en ensayos con RNA de fibroblastos humanos 
en cultivo primario. 

Concentración final de RPC041F/EX02R 
RT-PCR /qPCR HRM Ct 

0.2 µM/0.3 µM 27.9 

0.3 µM /0.3 µM 25.11 

0.5 µM /0.3 µM 18.24 

0.2 µM /0.5 µM 24.58 

0.3 µM /0.5 µM 19.26 

0.5 µM /0.5 µM 18.12 
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El HRM indica que la Tm del producto de β-globina se encuentra alrededor 
de los 83.52 °C (Figura 20), cercana a la predicha para el producto de DNA (Tabla 
22). 

 
Figura 20. HRM del producto de RPC041F/EX02R. 
Cada color representa una concentración evaluada de los primers RPC041F/EX02R con material genético de fibroblastos 

humanos en cultivo primario. La Tm del producto de este juego de primers se observa alrededor de los 83.52 °C.  

La electroforesis de los productos de qPCR obtenidos mostró 2 bandas 
cercanas a las 200 pb (Figura 21). 

 
Figura 21. Electroforesis del producto de la qPCR de RPC041 y EX02R con RNA de fibroblastos humanos en cultivo 
primario. 
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 La secuencia obtenida por secuenciación de Sanger a estas 2 bandas 
muestra identidad del 100% entre ellas y del 96% con la secuencia del gen de β-
globina (Accession number: AH001475.2) (Figura 22). 

 

 
Figura 22. Producto teórico y experimental de β-globina. 

Todas las reacciones con RNA de 10 sueros sanguíneos (Tabla 14, Tabla 15) 
muestran amplificación de la β-globina. Las Tm obtenidas con material genético de 
suero sanguíneo y fibroblastos humanos en cultivo primario difieren en 0.37°C 
(Figura 23) que se consideró el intervalo aceptable del ensayo. 

 
Figura 23. HRM de productos de RPC041F/EX02R. 
Se muestra la curva de disociación de los productos de la PCR con los primers RPC041F/EX02R a partir de RNA extraído de 
suero sanguíneo humano (línea azul) y de fibroblastos en cultivo primario (línea roja). 
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6.6. Comparación con otros ensayos de qPCR para virus del Zika 

 
Se comparó el límite de detección, secuencia blanco, especificidad, eficiencia de 
reacción y método de detección de los ensayos de qPCR reportados hasta 
diciembre del 2016 para amplificar ZIKV y el propuesto en esta tesis (Tabla 24). El 
límite de detección de todos los ensayos se evaluó con material genético basado 
en el genotipo asiático de ZIKV, por lo que los valores presentados sólo aplican 
para este genotipo. 

Tabla 24. Comparación de ensayos específicos para la detección de ZIKV. 

Referencia Límite de 
detección* 

Secuencia 
blanco Especificidad* Eficiencia 

de reacción 

Método de 
detección 
en tiempo 

real 

Lanciotti et 

al. 

(2008) 

3.2(M), 4.1(E) 
copias/reacción M, E 

Sin detección 
de 38 flavivirus 
y 3 alphavirus. 

No 
reportada 

Sonda de 
hidrólisis 

Faye et al. 
(2013) 

8 
copias/reacción NS5 

Sin detección 
de 40 flavivirus 

y CHIKV 
105.38% Sonda de 

hidrólisis 

Pyke et al. 
(2014) 

5.3(E), 12.1(NS) 
copias/reacción E, NS1 

Sin detección 
de 39 flavivirus 
y 4 alphavirus 

No 
reportada 

Sonda de 
hidrólisis 

Tappe et al. 
(2014) 

1,377.3 
copias/reacción NS3 

Sin detección 
de 37 flavivirus 

y CHIKV 

No 
reportada 

Sonda de 
hidrólisis 

Corman et 

al. 

(2016) 

2.1(E), 3.1(NS1) 
copias/reacción E, NS1 

Sin detección 
de 37 flavivirus 

y CHIKV 

No 
reportada 

Sonda de 
hidrólisis 

Xu et al. 
(2016) 1 PFU/reacción NS5-NCR 

3’ 

Sin detección 
de 4 flavivirus 

y CHIKV 
85.02% 

Colorante 
fluorescente 

(SYBR 
Green) 

Zi2 F/R 
(Esta tesis) 

10 
copias/reacción NS1 

Sin detección 
de 3 flavivirus 

y CHIKV 
95.73% 

Colorante 
fluorescente 
(EvaGreen) 

* ANEXO 4 

El protocolo presentado en esta tesis muestra una menor sensibilidad que 
seis de los nueve ensayos reportados; también es el ensayo cuya especificidad ha 
sido comprobada contra menos virus. 
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6.7. Análisis del panel de sueros de Mixtequilla 

Utilizando el protocolo estandarizado se analizó un panel de 79 sueros sanguíneos 
evaluado previamente por el InDRE. Se utilizó suero sanguíneo de un individuo 
clínicamente sano como control positivo para β-globina, 1000 copias del plásmido 
pZ551 como control positivo de ZIKV y también se incluyó un NTC. Se amplificó β-
globina en 76 de las 79 muestras del panel y se encontraron nueve muestras 
positivas a RNA de ZIKV (ANEXO 5). El InDRE reportó sólo ocho muestras 
positivas a ZIKV sin tener un CI (Tabla 25). Los tres sueros que no amplificaron β-
globina se consideraron falsos negativos y se invalidó el resultado negativo 
obtenido para Zi2 F/R, el HRM de un verdadero positivo debe presentar dos Tm 
correspondientes a los productos de los primers Zi2F/R y RPC041F/EX02R (Figura 
24). 

 
Figura 24. Curva de disociación de suero 519. 
El HRM muestra las curvas de disociación del NTC (línea negra), de los controles positivos de ZIKV (línea azul) y β-globina 
(línea roja), así como del suero 519 (línea verde); este último presenta las dos Tm esperadas para los productos de ZIKV y β-
globina por lo que se considera un verdadero positivo. 
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Tabla 25. Comparación de resultados del InDRE y el protocolo estandarizado en esta tesis. 

InDRE 

ZIKV1086/ZIKV1162c (Lanciotti et al., 2008) 

INER 

Zi2 F/R - RPC041F/EX02R 

8 sueros positivos a ZIKV 9 sueros positivos a ZIKV 

- 3 sueros negativos a β-globina 

Los sueros positivos a ZIKV detectados por el InDRE también fueron 
positivos por Zi2 F/R; el suero 527 fue positivo discordante y se confirmó por 
secuenciación. Se identificaron 87 nucleótidos con identidad del 98% respecto a la 
región homóloga de la secuencia de ZIKV, KX856011.1 (Figura 25). 

 
Figura 25. Secuencia de ZIKV del suero 527. 

Se evaluó el panel una vez más, utilizando en esta ocasión los primers 
ZIKV1086/ZIKV1162c sin sonda de hidrólisis. Estos ensayos se realizaron con el 
mismo equipo, kit y volúmenes utilizados para Zi2 F/R (Tabla 6, Tabla 16, Tabla 17) 
con la excepción de que no se incluyó a los primers RPC041F/EX02R en las 
reacciones. Se detectó amplificación en numerosas muestras negativas a ZIKV 
confirmadas por el InDRE y por Zi2 F/R; sin embargo, el HRM mostró que se 
trataba de amplificación de productos inespecíficos al no coincidir con la Tm del 
control positivo (Figura 26). 
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Figura 26. HRM de productos inespecíficos de ZIKV1086/ZIKV1162c. 
A excepción de línea morada (control positivo de ZIKV) y de la línea cian (control negativo), el resto de los colores 
corresponde al HRM de distintos sueros sanguíneos, en uno se puede observar hasta tres Tm distintas a la del control 
positivo, pudiendo indicar la amplificación de más de un producto inespecífico. 

El análisis de BLAST (Altschul et al., 1997) indicó alta identidad entre 
diversas secuencias genómicas humanas con los primers ZIKV1086/ZIKV1162c, 
algunas de las cuales mostraron similitud del 100% con la región 3’ de ambos 
primers (ANEXO 6). Además, la región 3’ del primer ZIKV1086 mostró alta similitud 
con la región codificante de la proteína E de cepas de DENV-2 y DENV-1 (ANEXO 
6). Todo lo anterior sugiere que es posible amplificar material genético humano y 
de DENV con ZIKV1086 y ZIKV1162c. 
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Finalmente, se propone el siguiente protocolo para el diagnóstico de ZIKV 
(Figura 27). 

 
Figura 27. Diagrama de flujo del protocolo para el diagnóstico de ZIKV. 
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7. DISCUSIÓN 

“Prefirió la dura verdad a sus más queridas ilusiones. Ése es el corazón de la ciencia”. 
Carl Sagan 

El objetivo general de esta tesis era diseñar un protocolo de RT-qPCR-HRM que 
permitiera la detección de RNA de ZIKV en muestras de suero utilizando 
EvaGreen. La detección de ZIKV en muestras de suero provenientes de 
Mixtequilla significó que se cumplió este objetivo; además, el protocolo 
estandarizado durante esta tesis presentó una mayor sensibilidad diagnóstica que 
el utilizado por el InDRE y permitió la amplificación acoplada de DNA de β-globina 
permitiendo la reducción de falsos negativos. 

7.1. Detección de ZIKV 

El uso de EvaGreen requiere primers altamente específicos, ya que al unirse al 
dsDNA total se registra la amplificación de productos inespecíficos. Las pruebas in 

silico mostraron que Zi2 F tiene un alto grado de similitud con los virus DENV-4, 
Bagaza, DENV-2 y Spondweni; esto no representa un gran problema ya que 
dichos virus presentan diferencias significativas con la región 3´ de este mismo 
primer, lo que disminuye la posibilidad de amplificación del material genético 
(Kwok et al., 1990). Por otro lado, Zi2 R tiene escasa identidad con estos 4 
flavivirus, reduciendo drásticamente la posibilidad de amplificación exponencial de 
su material genético. 

Experimentalmente se comprobó que el material genético de DENV-2, 
WNV, YFV y CHIKV no es amplificado por los primers Zi2 F/R. La experiencia con 
DENV-2 fue particularmente valiosa, ya que demostró que una diferencia de sólo 
tres nucleótidos respecto a ZI2 F es suficiente para que no se detecte 
amplificación de material genético.  

Los dos ensayos propuestos por Lanciotti (2008), el diseñado por Faye 
(2013), uno de los de Pyke (2014) y los dos de Corman et al. (2016) demostraron 
una mayor sensibilidad que el protocolo propuesto en esta tesis, cuyo límite de 
detección se determinó en 10 copias de secuencia blanco por reacción; sin 
embargo, la resolución de nuestra curva estándar no permitió conocer si el límite 
de detección del protocolo se encuentra debajo de las 10 copias y es necesario 
hacer ensayos con cantidades más pequeñas para determinar si el protocolo 
presenta una mayor sensibilidad. Por otro lado, ninguno de los ensayos reportados 
hasta diciembre del 2016 son capaces de diferenciar los dos genotipos de ZIKV; y 
como se menciona más adelante, existe evidencia teórica y experimental que 
sugiere que el protocolo propuesto en esta tesis sí permite esa diferenciación. 
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Xu et al. (2016), reportan la sensibilidad de su ensayo en PFU detectadas; 
esta unidad indica el número de viriones infectivos, pero no el número de copias 
del genoma de ZIKV, dada la existencia de viriones no infectivos y de copias 
“libres” del genoma de ZIKV (Guillaume et al., 2004), por lo que su sensibilidad no 
es comparable a la del resto de los ensayos, que reportan su sensibilidad en 
número de copias. 

Las secuencias donde se unen Zi2 F/R se han mantenido casi invariables 
con tan sólo dos cambios para Zi2 R en secuencias de virus circulantes durante un 
intervalo de tiempo de 69 años (1947-2016), encontradas en un amplio rango 
geográfico y que abarcan los dos genotipos (asiático y africano), lo cual sugiere 
que estos primers pueden ser de gran utilidad. Es muy probable que estos primers 
se puedan utilizar durante largo tiempo a pesar de la tasa de mutación de ZIKV, 
estimada en 25 mutaciones/año (Logan, 2016). Por otro lado, los amplificados 
teóricos de Zi2 F/R obtenidos con las secuencias de ZIKV mostraron diferencias 
de 15%, que podría ser suficiente para distinguir distintas cepas de ZIKV mediante 
HRM (Wittwer et al., 2003). 

 Este protocolo mostró una eficiencia de reacción del 95.73%; cuatro de los 
seis ensayos publicados de qPCR para detección de ZIKV no indican su eficiencia 
y el propuesto por Xu et al. (2016) tiene una eficiencia muy baja, convirtiendo al 
ensayo diseñado por Faye (2013), que presenta eficiencia del 105.38%, en el 
único competidor en este aspecto.  

Los ensayos diseñados por Lanciotti no detectan el material genético de 40 
virus distintos a ZIKV; sin embargo, los resultados del panel utilizando los primers 
ZIKV1086 y ZIKV1162c en el qPCR-HRM indican que estos primers amplifican 
productos inespecíficos y sugieren que la especificidad del ensayo depende del 
uso de sonda de hidrólisis, que permiten la identificación del producto esperado 
con una alta especificidad, pero no la detección de productos inespecíficos. Por 
otro lado, la sensibilidad del ensayo de Lanciotti fue calculada utilizando 
exclusivamente material genético de ZIKV y ésta puede disminuir de forma 
importante en muestras clínicas debido a la amplificación de productos 
inespecíficos, lo que podría explicar por qué el InDRE, utilizando un ensayo de 
Lanciotti, fue incapaz de detectar una muestra positiva por Zi2 F/R. 

La búsqueda en BLAST señaló que el extremo 3’ de los primers diseñados 
por Lanciotti, ZIKV1086 y ZIKV1162c, tienen alta similitud con diversas secuencias 
genómicas humanas, lo que aumenta drásticamente la probabilidad de 
amplificarlas (Kwok et al., 1990); esto podría explicar la diversidad de productos 
inespecíficos detectados durante el HRM (Figura 26). BLAST también indica 
similitud del extremo 3’ de ZIKV1086 con DENV-2 y DENV-1; estos virus no 
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pueden ser amplificados de manera exponencial debido a las diferencias que 
presentan respecto al primer ZIKV1162c, pero el primer ZIKV1086 puede ser 
“secuestrado” para amplificar la secuencia complementaria del genoma de DENV, 
reduciendo la eficiencia de la amplificación de ZIKV. 

A diferencia de los ensayos que utilizan sonda de hidrólisis, los ensayos 
que identifican los productos de qPCR por HRM, como el diseñado por Xu et al. 
(2016) y el presentado en esta tesis, aumentan la posibilidad de detectar la 
amplificación de productos inespecíficos y percatarse así de la necesidad de 
mejorar el protocolo, como lo demuestran los resultados del HRM de los primers 
ZIKV1086 y ZIKV1162c. 

 Si bien no se comprobó de forma experimental en esta tesis, los resultados 
de la alineación de los primers Zi2 F y Zi2 R respecto a las secuencias completas 
de ZIKV indican que es posible amplificar secuencias del genotipo africano; las 
diferencias entre las secuencias de los genotipos asiático y africano podrían dar 
productos que sean diferenciables a través de HRM; la Tm predicha por el 
algoritmo de POLAND para el producto del genotipo asiático es 79.45 °C y la del 
genotipo africano de 81.15 °C, difiriendo en 1.7 °C, suficiente para la 
diferenciación de ambos genotipos y permitir un diagnóstico más fino de ZIKV. 
Además, resultados de otros proyectos en nuestro laboratorio así lo confirman. 

7.2. Amplificación de β-globina con los primers RPC041F/EX02R 

A diferencia de la predicción de la Tm del producto de Zi2 F/R que difirió más de 
1°C del obtenido experimentalmente, la predicción de Tm para el producto de DNA 
sobre el gen constitutivo β-globina con los primers RPC041F/EX02R sólo difirió 
0.02 °C del experimental; sin embargo, la predicción para el producto de RNA fue 
más elevada que la de DNA, lo que está en contra del principio básico que señala 
que a mayor número de puentes de hidrogeno en el dsDNA mayor Tm (Wittwer et 

al., 2003), mostrando que esas predicciones deben tomarse con cautela.  

Durante los experimentos con material genético de suero sanguíneo y de 
fibroblastos humanos en cultivo primario el producto amplificado por los primers 
RPC041F/EX02R corresponde a DNA de β-globina de acuerdo a la secuencia 
obtenida. No se demostró la amplificación de mRNA de β-globina, ya que si bien 
en muchas curvas de disociación se pudo observar un pequeño pico alrededor de 
los 77.90 °C (Figura 20) que podría corresponder a la Tm del producto de mRNA, 
en la electroforesis no se visualizó una banda de 84 pb, longitud esperada para el 
producto de mRNA. 

Las dos bandas observadas durante la electroforesis de la PCR de 
RPC041F/EX02R sólo se obtuvieron al realizar los dos pasos del protocolo (RT-
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PCR, qPCR-HRM) y no al realizar una RT-PCR punto final; sugiriendo que el uso 
del reactivo SSoFast EvaGreen with Low ROX (BIO-RAD) tiene una relación 
causal con esto. La secuenciación indicó que en ambas bandas se encuentra el 
producto esperado de β-globina. Sería necesario estudiar si existe algún producto 
inespecífico presente en dicho fragmento que explique la diferencia en tamaños.  

Un buen CI debe tener una estabilidad similar a la secuencia blanco para 
dar una idea acertada acerca del estado de ésta última en la muestra. Como el 
DNA es más estable que el RNA, su detección no implica un buen estado del 
material genético de ZIKV. Si bien el DNA de β-globina permitió reducir el número 
de falsos negativos para ZIKV, existen secuencias que cumplirían mejor el papel 
de CI para este protocolo. 

Los primers RPC041F y EX02R deberían ser igual o más efectivos en la 
amplificación de mRNA de β-globina que de DNA del mismo gen debido al menor 
tamaño del producto de mRNA (Cha y Thilly, 1993). La ausencia de amplificación 
puede deberse a una reducida extracción de mRNA. Este fenómeno se explica por 
el kit utilizado para la extracción de material genético, QIAamp RNA viral (Qiagen), 
el cual está diseñado para maximizar la extracción de RNA viral y extraer RNA y 
DNA del hospedero de forma no selectiva. El mRNA representa sólo el 3-5% del 
RNA total en las células de mamíferos (Alberts et al., 2002) y mecanismos de 
competencia podrían disminuir su recuperación. Para la extracción específica de 
mRNA se podría utilizar el kit Oligotex Suspensión (Qiagen) diseñado para este 
propósito. Sin embargo, cambiar el kit de extracción del material genético no es 
recomendable por la consecuente reducción en la recuperación del genoma viral, 
que aumentaría enormemente el riesgo de falsos negativos, eliminando las 
ventajas de tener un CI. Extraer por duplicado el material genético utilizando 
ambos kits es una opción, pero la cantidad de muestra necesaria, el costo 
monetario y temporal de esto no lo vuelven recomendable, siendo más práctico 
remplazar el CI por un RNA que se pueda extraer de forma eficiente con el kit 
QIAamp RNA viral, el cual presentaría una estabilidad similar al material genético 
de ZIKV y funcionaría como un excelente CI. 

Debido al reducido porcentaje que representa el mRNA, el CI se podría 
reemplazar por algún RNA ribosomal, que son 10 veces más abundantes en las 
células de mamíferos (Alberts et al., 2002). Si bien los RNA de transferencia 
también son muy abundantes, estos serían extraídos de forma deficiente porque 
suelen tener una longitud aproximada de 76 nucleótidos (Juhling et al., 2009) y el 
kit QIAamp RNA viral está diseñado para extraer RNA de tamaño mayor a los 200 
nucleótidos. Además, los RNA de transferencia son más estables que la mayoría 
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de los RNA (Alberts et al., 2002) y no indicarían una buena calidad del genoma de 
ZIKV. 

7.3 Protocolo para la detección de ZIKV y β-globina 

La amplificación múltiple y el uso de EvaGreen impiden la cuantificación viral, algo 
que sí ofrecen otros ensayos de qPCR específicos para ZIKV. Esto no se 
considera una desventaja importante, debido a que el diagnóstico requiere 
determinar la presencia / ausencia de ZIKV y no la carga viral. Si se desea 
conocer la carga viral de una muestra se pueden hacer dos reacciones 
independientes para ZIKV y β-globina; si existe amplificación de β-globina se 
puede considerar la Cq obtenida con Zi2 F/R como válida y el número de copias 
de secuencia blanco iniciales se calcula a partir de una curva patrón. 

Si bien el qPCR es más caro que otras variantes de PCR, como el punto 
final y el anidado, ya que requiere más reactivos y equipo más costoso, ofrece una 
mayor rapidez, reduce el riesgo de contaminación y permite realizar HRM, 
haciendo posible la diferenciación de secuencias de tamaños similares que serían 
indistinguibles por electroforesis. La alta especificidad de los primers Zi2 F/R 
permite que éstos sean utilizados en otras variantes de PCR, a riesgo de 
aumentar el número de falsos positivos. 

Los resultados obtenidos durante la evaluación de panel de sueros de 
Mixtequilla demostraron la utilidad del CI, que indicó el incorrecto procesamiento 
de tres sueros e invalidó el diagnóstico para ZIKV de éstos. Aunque es muy 
recomendable cambiar este CI debido a la aparición de dos bandas durante la 
electroforesis del producto de qPCR y a que existen secuencias que cumplirían 
mejor ese papel en este protocolo, el tenerlo le otorga ventaja sobre todos los 
ensayos reportados, ya que ninguno tiene forma de reducir el número de falsos 
negativos. 

Finalmente, el detectar y confirmar una muestra positiva a ZIKV que no fue 
identificada por el InDRE utilizando el ensayo de Lanciotti demuestra la mayor 
sensibilidad diagnóstica del protocolo estandarizado durante este trabajo. Además, 
nuestro protocolo reduce los costos del diagnóstico al utilizar EvaGreen, ya que 
este reactivo es más económico que las sondas de hidrólisis; el uso de este 
reactivo también permite identificar productos inespecíficos, que indicarían la 
necesidad de reajustar este protocolo o estandarizar uno nuevo, haciendo de éste 
un candidato potencial a convertirse en un estándar de oro para el diagnóstico de 
ZIKV. 

(Faye et al., 2013; Pyke et al., 2014; Tappe et al., 2014)  (Blake y Delcourt, 1998) 
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(Andrews et al., 2015; Cohrs y Gilden, 2007; Horlitz et al., 2009; Lay et al., 2010) 

(Corman et al., 2016; Xu et al., 2016). 

8. CONCLUSIONES 

Llega el momento en que para ser lo que quieres, tienes que renunciar a ser lo que eres. 
N.M.C.  

 Se estandarizó un protocolo de técnicas moleculares que permite el 
diagnóstico de ZIKV en muestras de suero sanguíneo. 
 

 Se diseñó un juego de primers que permiten la amplificación de material 
genético de ZIKV perteneciente al genotipo asiático; además, existe 
evidencia experimental de que también amplifican secuencias de ZIKV del 
genotipo africano. 
 

 El protocolo estandarizado presentó un límite de detección de al menos 10 
copias/reacción. 
 

 La eficiencia de reacción de Zi2 F/R en qPCR fue igual a 95.73%, lo cual se 
considera un buen valor. 

 
 El uso de β-globina como CI permitió detectar muestras procesadas 

incorrectamente e invalidar el diagnóstico negativo de ZIKV de esas 
muestras. 
 

 El uso de HRM permitió identificar y diferenciar los productos de los primers 
Zi2 F/R y RPC041F/EX02R. 
 

 El protocolo estandarizado en esta tesis mostró una mayor sensibilidad 
diagnóstica que el ensayo diseñado por Lanciotti dirigido a la secuencia 
codificante de la proteína E, que actualmente es el más usado para el 
diagnóstico de ZIKV. 
 

 Las ventajas ofrecidas por este protocolo respecto a los ensayos reportados 
para el diagnóstico de ZIKV lo vuelven un buen candidato a convertirse en 
un estándar de oro. 
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ANEXO 1 
“Algún día morirás, y hasta que no seas consciente de ello no me eres de ningún utilidad”. 

Tyler Durden 

Se muestra la composición de los medios y soluciones utilizados durante el 
desarrollo de esta tesis. 

Buffer de carga                   Para 10 mL 
Azul de bromofenol 0.25 %           25 mg 
Xileno cianol FF 0.25%                              25 mg 
Sacarosa 40%                           4  g 

Buffer DP 
10 mM     Tris-Cl (pH 8.0) 
1   mM      EDTA 
5   ng/µL     RNA de transferencia de levadura 

Buffer TE (Tris-EDTA) 
10 mM     Tris-HCl (pH 8.0) 
0.1 mM     EDTA 

Buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 10X 
Tris             108 g 
H3BO3              55 g 
0.5 M EDTA, pH 8.0           9.3 g 
Llevar a volumen de 1 litro con agua desionizada 

Medio LB (Luria-Bertani) con ampicilina 
Triptona             10 g 
Extracto de levadura               5 g 
NaCl              10 g 
Ampicilina              50 g 
Llevar a volumen de 1 litro con agua desionizada 
 
Medio LB con ampicilina y agar 
Triptona             10 g 
Extracto de levadura              5 g 
NaCl              10 g 
Ampicilina            100 g 
Agar                7 g 
Llevar a volumen de 1 litro con agua desionizada 

Medio S.O.C. (Super Optimal broth with Catabolite repression) 
Triptona             20 g 
Extracto de levadura               5 g 
NaCl             0.5 g 
25 mM KCl             10 mL 
2 M MgCl2                   5 mL 
1 M Glucosa             20 mL 
Llevar a volumen de 1 litro con agua desionizada 

X-Gal 
5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido                    40 mg 
Llevar a volumen de 1 mL con dimetilformamida 
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ANEXO 2 
A pesar de todo sigo esperando lo mejor de las personas, quizá porque a pesar de todo sigo 

esperando lo mejor de mí mismo. 
N.M.C. 

La búsqueda realizada el 13 de agosto del 2016 de secuencias completas de ZIKV 
arrojó 56 resultados, los cuales fueron utilizados para evaluar la cobertura teórica 
de los primers Zi2F/R. En la siguiente tabla se indican el Accession number de 
estas secuencias, así como el país, año de su colecta y el genotipo al que 
pertenecen. 
 

Tabla 26. Secuencias de ZIKV para evaluación de cobertura de primers Zi2F/R. 

Accession number País de colecta Año de colecta Genotipo 

KU955594.1 Uganda 1947 Africano 

KX377335.1 Uganda 1947 Africano 

LC002520.1 Uganda 1947 Africano 

KX601169.1 Uganda 1947 Africano 

KU720415.1 Uganda 1947 Africano 

KU963573.1 Uganda 1947 Africano 

NC_012532.1 Uganda 1947 Africano 

AY632535.2 Uganda 1947 Africano 

KX377336.1 Malasia 1966 Asiático 

KX601167.1 Malasia 1966 Asiático 

KU963574.1 Nigeria 1968 Africano 

KU955595.1 Senegal 1984 Africano 

KU955592.1 Senegal 1984 Africano 

KU955591.1 Senegal 1984 Africano 

KX601166.1 Senegal 1984 Africano 

KX198134.1 Senegal 1984 Africano 

KU955593.1 Camboya 2010 Asiático 

KU681082.3 Filipinas 2012 Asiático 

KX369547.1 Polinesia Francesa 2013 Asiático 

KU681081.3 Tailandia 2014 Asiático 

KU509998.3 Haití 2014 Asiático 

KX087102.1 Colombia 2015 Asiático 

KX156776.1 Panamá 2015 Asiático 

KX156775.1 Panamá 2015 Asiático 

KX156774.1 Panamá 2015 Asiático 

KX087101.2 Puerto Rico 2015 Asiático 

KU707826.1 Brasil 2015 Asiático 

KU365780.1 Brasil 2015 Asiático 

KU365777.1 Brasil 2015 Asiático 
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Accession number País de colecta Año de colecta Genotipo 

KU365779.1 Brasil 2015 Asiático 

KU321639.1 Brasil 2015 Asiático 

KX197192.1 Brasil 2015 Asiático 

KX280026.1 Brasil 2015 Asiático 

KU527068.1 Brasil 2015 Asiático 

KU312312.1 Surinam 2015 Asiático 

KU365778.1 Brasil 2015 Asiático 

KU497555.1 Brasil 2015 Asiático 

KX247646.1 Colombia 2016 Asiático 

KX198135.1 Panamá 2016 Asiático 

KU922960.1 México 2016 Asiático 

KU922923.1 México 2016 Asiático 

KX051563.1 Haití 2016 Asiático 

KX446951.1 México 2016 Asiático 

KX446950.1 México 2016 Asiático 

KX262887.1 Honduras 2016 Asiático 

KU870645.1 Estados Unidos 2016 Asiático 

KU926309.1 Brasil 2016 Asiático 

KU820898.1 China 2016 Asiático 

KU740184.2 China 2016 Asiático 

KU926310.1 Brasil 2016 Asiático 

KU853013.1 República Dominicana 2016 Asiático 

KU853012.1 República Dominicana 2016 Asiático 

KX117076.1 China 2016 Asiático 

KU820899.2 China 2016 Asiático 

KX253996.1 China 2016 Asiático 

KU744693.1 China 2016 Asiático 
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ANEXO 3 
“En la fe el espirito descansa; en la razón vive; en el amor goza; sólo en el dolor adquiere 

conciencia”. 
Jacinto Canek 

Utilizando el programa OligoAnalyzer 3.1 se obtuvo la ΔG máxima de los primers 
(Tabla 27), valor de energía libre al unirse con su complemento perfecto. También 
se obtuvieron los máximos valores de energía libre durante la formación de 
homodímeros y heterodímeros de primers (Tabla 28). La diferencia entre estos 
valores indica bajas probabilidades de formación de dímeros de primers. 
 
Tabla 27. ΔG máxima de los primers utilizados en el protocolo. 

Primer ΔG máxima 

Zi2 F -40.78 kcal/mol 

Zi2 R -36.59 kcal/mol 

RPC041F -39.63 kcal/mol 

EX02R -41.77 kcal/mol 

 
Tabla 28. ΔG durante la formación de dímeros de primers. 

 Zi2 F Zi2 R RPC041F EX02R 

Zi2 F -3.14 kcal/mol - - - 

Zi2 R -8.2 kcal/mol -3.14 kcal/mol - - 

RPC041F -1.94 kcal/mol -6.97 kcal/mol -6.3 kcal/mol - 

EX02R -5.92 kcal/mol -4.64 kcal/mol -6.97 kcal/mol -4.67 kcal/mol 
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ANEXO 4 
“[…] la única forma de escapar al miedo es arrollarlo con tus pies”. 

Nadia Comăneci 

Se utilizaron distintos virus durante las pruebas de especificidad en los ensayos 
reportados para la detección de ZIKV y en el propuesto en este trabajo (Tabla 29).  

Tabla 29.  Virus no amplificados por los ensayos para la detección de ZIKV. 

  
Lanciotti 

et al. 
(2008) 

Faye et al. 
(2013) 

Pyke et al. 
(2014) 

Tappe et 
al. (2014) 

Corman et 
al. (2016) 

Xu et al.  
(2016) 

Zi2 F/R 

género Flavivirus - - -   - - - 

Alfuy 
no 

evaluado 
(N/E) 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

N/E N/E 

Aroa 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Bagaza 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Banzi 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Bouboui 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Bussuquara 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

cell fusing agent 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Culex flavi 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

dakar bat N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E 

DENV-1 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

DENV-2 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 

DENV-3 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

DENV-4 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Edge Hill 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

encefalitis de St-
Louis 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

N/E N/E 

encefalitis japonesa 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E 

encefalitis 
transmitida por 

garrapatas 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

no 
detectado 

N/E N/E 

fiebre amarilla 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E 

no 
detectado 
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Lanciotti 

et al. 
(2008) 

Faye et al. 
(2013) 

Pyke et al. 
(2014) 

Tappe et 
al. (2014) 

Corman et 
al. (2016) 

Xu et al.  
(2016) 

Zi2 F/R 

fiebre hemorragica 
de Omsk 

N/E N/E N/E N/E N/E 
no 

detectado 
N/E 

Iguape 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Ilheus 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Jugra 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Kamiti river 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

kedougou 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

kokobera 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

koutango 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Kunjin N/E N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E 

Lammi 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Modoc 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Murray valley 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Niénokoué 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Rocio 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

ntaya N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E 

Powassan 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E N/E 

saboya 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

sepik 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

spondweni 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

stratford N/E N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E 

Tembusu 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Uganda S 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

Usutu 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 

wesselsbron 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
N/E N/E 
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Lanciotti 

et al. 
(2008) 

Faye et al. 
(2013) 

Pyke et al. 
(2014) 

Tappe et 
al. (2014) 

Corman et 
al. (2016) 

Xu et al.  
(2016) 

Zi2 F/R 

WNV 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 

yaounde N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E 

género Alphavirus - - -     - - 

bosque Barma N/E N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E 

bosque Semliki 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E N/E 

CHIKV 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 
no 

detectado 

Ross river N/E N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E 

o’nyong’nyong 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E N/E N/E 

sindbis N/E N/E 
no 

detectado 
N/E N/E N/E N/E 

virus no detectados 40 40 42 38 38 5 4 

En Abril de 2016 se publicó una revisión de sobre los ensayos de qPCR diseñados 
para detectar ZIKV (Corman et al., 2016), en la cual se determinó la especificidad 
de los primeros cinco ensayos de la tabla 29. En este reporte también se reevaluó 
el límite de detección de los ensayos; los valores obtenidos en la revisión se 
presentan en páginas anteriores (Tabla 24) y son mejores que los obtenidos por los 
autores originales (Tabla 30). 

Tabla 30. Límite de detección reportado por los autores originales de los ensayos y por Corman y colaboradores. 

Referencia del 
ensayo 

Límite de detección reportado 
por autores originales 

Límite de detección reportado 
por Corman et al. (2016) 

Lanciotti et al. 
(2008) 100(M), 25(E) copias/reacción 3.2(M), 4.1(E) copias/reacción 

Faye et al. (2013) 
320 copias/reacción  

(genotipo africano) 
8 copias/reacción 

Pyke et al. (2014) No reportada 5.3(E), 12.1(NS) copias/reacción 

Tappe et al. (2014) No reportada 1,377.3 copias/reacción 
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ANEXO 5 
"Siembra un acto y cosecharás un hábito. Siembra un hábito y cosecharás un carácter. Siembra un 

carácter y cosecharás un destino".  
Charles Reade 

Se muestran los resultados del panel de 79 sueros de Santa María Mixtequilla 
(Tabla 31). Se especifica por muestra el diagnóstico de ZIKV ofrecido por el InDRE, 
el resultado de la amplificación de β-globina con RPC041F/EX02R y la 
amplificación obtenida por Zi2 F/R. 
 
Tabla 31. Resultados por muestra del panel de Santa María Mixtequilla. 

ID Resultado InDRE ZIKV 
RT-qPCR 

Resultado β-globina 
RT-qPCR 

Resultado Zi2 F/R ZIKV 
RT-qPCR 

478 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
479 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
480 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
481 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
482 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
483 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
484 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
485 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
486 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
487 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
488 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
489 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
490 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
491 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
492 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
493 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
494 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
495 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
497 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
498 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
499 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
500 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
501 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
502 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
503 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
504 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
505 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
506 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
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ID Resultado InDRE ZIKV 
RT-qPCR 

Resultado β-globina 
RT-qPCR 

Resultado Zi2 F/R ZIKV 
RT-qPCR 

507 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
508 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
509 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 
510 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
511 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
512 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
513 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
514 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
515 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
516 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
517 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
518 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
519 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
520 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
521 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
522 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
523 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
524 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
525 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
527 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO 
528 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
529 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
530 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
531 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
532 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
533 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
534 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
535 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
536 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
537 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
538 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
539 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
540 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
541 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
542 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
543 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
544 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
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ID Resultado InDRE ZIKV 
RT-qPCR 

Resultado β-globina 
RT-qPCR 

Resultado Zi2 F/R ZIKV 
RT-qPCR 

545 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
546 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
547 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
548 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
549 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
550 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
551 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
552 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 
554 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
555 POSITIVO POSITIVO POSITIVO 
556 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
557 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
558 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 
559 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO 
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ANEXO 6 
“[…] cuando la inteligencia y la fuerza hayan desaparecido, la gratitud y una mutua ternura vivirán 

aún en el corazón del hombre”. 
H.G. Wells 

Se muestran las secuencias genómicas humanas donde los extremos 3’ de 
ZIKV1086 (Tabla 32) y de ZIKV1162c (Tabla 33) tuvieron una similitud del 100%; 
sólo se muestran secuencias en que los extremos 3’ de ambos primers tuvieron 
similitud del 100%, aumentando la probabilidad de amplificar productos 
inespecíficos. 

Tabla 32. Secuencias humanas con identidad del 100% al extremo 3' de ZIKV1086. 

Secuencia genómica humana y 
Accession number 

Longitud de 
la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal 
de la alineación en 

la secuencia 
 Cromosoma 1;  NC_000001.11 14 27261405 27261392 
 Cromosoma 1;  NC_000001.11 13 32719475 32719487 
 Cromosoma 1;  NC_000001.11 13 91540687 91540699 
 Cromosoma 1;  NC_000001.11 13 178882364 178882376 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 16737927 16737915 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 31368644 31368656 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 54549936 54549924 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 120563902 120563890 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 135164136 135164148 
 Cromosoma 2;  NC_000002.12 13 182457949 182457937 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 14 22998663 22998676 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 13 33859756 33859744 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 13 37541985 37541973 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 14 53080627 53080614 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 14 79886443 79886456 
 Cromosoma 3; NC_000003.12 13 117557052 117557064 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 14 156423759 156423746 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 13 157622915 157622903 
 Cromosoma 3;  NC_000003.12 13 187947509 187947497 
 Cromosoma 4;  NC_000004.12 13 11679898 11679910 
 Cromosoma 4;  NC_000004.12 13 21886348 21886360 
 Cromosoma 4;  NC_000004.12 13 23947708 23947720 
 Cromosoma 4;  NC_000004.12 13 107296294 107296306 
 Cromosoma 4;  NC_000004.12 13 121461408 121461396 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 13 38340490 38340502 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 14 55093374 55093361 
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Secuencia genómica humana y 
Accession number 

Longitud de 
la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal 
de la alineación en 

la secuencia 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 14 72475275 72475288 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 14 86192170 86192157 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 14 110966887 110966900 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 13 151892791 151892779 
 Cromosoma 5;  NC_000005.10 14 159097908 159097921 
 Cromosoma 6;  NC_000006.12 13 1602037 1602025 
 Cromosoma 6;  NC_000006.12 13 127699901 127699889 
 Cromosoma 7;  NC_000007.14 13 45159759 45159747 
 Cromosoma 7;  NC_000007.14 14 65728830 65728843 
 Cromosoma 7;  NC_000007.14 13 68334778 68334790 
 Cromosoma 7;  NC_000007.14 13 134697251 134697263 
 Cromosoma 7;  NC_000007.14 14 155200159 155200146 
 Cromosoma 8;  NC_000008.11 14 33059187 33059174 
 Cromosoma 8;  NC_000008.11 13 36350342 36350330 
 Cromosoma 8;  NC_000008.11 14 80293878 80293891 
 Cromosoma 8;  NC_000008.11 13 133535451 133535439 
 Cromosoma 8;  NC_000008.11 13 143808099 143808111 
 Cromosoma 9;  NC_000009.12 13 11886025 11886013 
 Cromosoma 9;  NC_000009.12 13 92945128 92945140 
 Cromosoma 9;  NC_000009.12 15 97845638 97845624 
 Cromosoma 9;  NC_000009.12 13 116619995 116620007 

 Cromosoma 10;  NC_0000010.11 13 46272009 46271997 
 Cromosoma 10;  NC_0000010.11 13 47405055 47405067 
 Cromosoma 10;  NC_0000010.11 13 50160021 50160033 
 Cromosoma 10;  NC_0000010.11 13 50780265 50780253 
 Cromosoma 10;  NC_0000010.11 13 86846438 86846426 
 Cromosoma 11;  NC_0000011.10 14 3206223 3206210 
 Cromosoma 11;  NC_0000011.10 13 34015805 34015793 
 Cromosoma 11;  NC_0000011.10 13 128539141 128539129 
 Cromosoma 11;  NC_0000011.10 13 134558699 134558687 
 Cromosoma 12;  NC_0000012.12 14 3944421 3944408 
 Cromosoma 12;  NC_0000012.12 15 12108489 12108503 
 Cromosoma 12;  NC_0000012.12 14 28000718 28000705 
 Cromosoma 12;  NC_0000012.12 13 49913701 49913689 
 Cromosoma 12;  NC_0000012.12 13 51588717 51588705 
 Cromosoma 14; : NC_0000014.9 13 84579387 84579399 
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Secuencia genómica humana y 
Accession number 

Longitud de 
la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal 
de la alineación en 

la secuencia 
 Cromosoma 14; : NC_0000014.9 14 100699017 100699004 
 Cromosoma 15;  NC_0000015.10 14 26260760 26260747 
 Cromosoma 15;  NC_0000015.10 13 54034291 54034279 
 Cromosoma 15;  NC_0000015.10 14 57290691 57290678 
 Cromosoma 16;  NC_0000016.10 13 10908192 10908180 
 Cromosoma 16;  NC_0000016.10 13 49403754 49403766 
 Cromosoma 16;  NC_0000016.10 14 66847297 66847284 
 Cromosoma 20;  NC_0000020.11 14 55983953 55983966 
 Cromosoma X;  NC_000023.11 13 82372618 82372630 
 Cromosoma X;  NC_000023.11 13 102138561 102138549 

 

Tabla 33. Secuencias humanas con identidad del 100% al extremo 3' de ZIKV1162c 

Secuencia genómica humana y 
Accession number 

Longitud 
de la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal 
de la alineación en 

la secuencia 
Cromosoma 1; NC_000001.11 14 55330573 55330560 
Cromosoma 1; NC_000001.12 14 72566940 72566953 
Cromosoma 1; NC_000001.13 14 88685456 88685443 
Cromosoma 1; NC_000001.14 15 100505058 100505072 
Cromosoma 1; NC_000001.15 15 114866627 114866641 
Cromosoma 1; NC_000001.16 15 114870582 114870596 
Cromosoma 1; NC_000001.17 14 151387955 151387942 
Cromosoma 1; NC_000001.18 14 245323254 245323267 
Cromosoma 2; NC_000002.12 14 185752140 185752127 
Cromosoma 2; NC_000002.13 15 186081427 186081413 
Cromosoma 2; NC_000002.14 15 191296100 191296114 
Cromosoma 2; NC_000002.15 14 228116444 228116457 
Cromosoma 3; NC_000003.12 16 56170287 56170272 
Cromosoma 3; NC_000003.13 14 100355926 100355913 
Cromosoma 3; NC_000003.14 14 112744493 112744480 
Cromosoma 3; NC_000003.15 14 176290120 176290133 
Cromosoma 4; NC_000004.12 14 90612732 90612745 
Cromosoma 4; NC_000004.13 14 121047935 121047922 
Cromosoma 4; NC_000004.14 15 150384864 150384878 
Cromosoma 4; NC_000004.15 15 153536281 153536295 
Cromosoma 5; NC_000005.10 15 15383747 15383761 
Cromosoma 5; NC_000005.11 14 51215973 51215960 
Cromosoma 5; NC_000005.12 14 63247885 63247872 
Cromosoma 5; NC_000005.13 14 140619066 140619053 
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Secuencia genómica humana y 
Accession number 

Longitud 
de la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal 
de la alineación en 

la secuencia 
Cromosoma 6; NC_000006.12 15 19033354 19033368 
Cromosoma 6; NC_000006.13 15 49562351 49562365 
Cromosoma 6; NC_000006.14 14 56670758 56670771 
Cromosoma 7; NC_000007.14 16 105649572 105649557 
Cromosoma 7; NC_000007.14 16 125417015 125417030 
Cromosoma 8; NC_000008.11 16 18036323 18036338 
Cromosoma 8; NC_000008.11 14 35060321 35060308 
Cromosoma 8; NC_000008.11 14 35211510 35211497 
Cromosoma 8; NC_000008.11 14 51244435 51244422 
Cromosoma 8; NC_000008.11 14 68540277 68540264 
Cromosoma 8; NC_000008.11 14 93894157 93894144 
Cromosoma 9; NC_000009.12 15 73896506 73896520 
Cromosoma 9; NC_000009.12 14 101710405 101710418 
Cromosoma 9; NC_000009.12 14 126925741 126925728 

Cromosoma 10; NC_0000010.11 15 4216583 4216569 
Cromosoma 10; NC_0000010.11 14 27052051 27052064 
Cromosoma 10; NC_0000010.11 14 74736129 74736116 
Cromosoma 10; NC_0000010.11 14 84132096 84132109 
Cromosoma 10; NC_0000010.11 14 105083311 105083324 
Cromosoma 11; NC_0000011.10 14 115734631 115734644 
Cromosoma 12; NC_0000012.12 15 97422377 97422363 
Cromosoma 14; NC_0000014.9 14 37901063 37901050 
Cromosoma 15; NC_0000015.10 14 21766632 21766619 
Cromosoma 15; NC_0000015.10 14 22209197 22209184 
Cromosoma 15; NC_0000015.10 14 46318311 46318324 
Cromosoma 16; NC_0000016.10 15 62790753 62790767 
Cromosoma 16; NC_0000016.10 16 73406812 73406797 
Cromosoma 20; NC_0000020.11 14 57956210 57956197 
Cromosoma X; NC_000023.11 14 80956398 80956411 

 

También se muestran las secuencias de DENV cuya secuencia codificante de la 
proteína E difirió en un nucleótido del primer ZIKV1086 (Tabla 34). 
 
Tabla 34. Secuencias de DENV con identidad del 94.11% al primer ZIKV1086. 

Accession number y 
serotipo de DENV 

Longitud 
de la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal de la 
alineación en la 

secuencia 
KX270815.1; (DENV-2) 16 217 232 
KX270814.1; (DENV-2) 16 217 232 
KX270812.1; (DENV-2) 16 217 232 
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Accession number y 
serotipo de DENV 

Longitud 
de la 

alineación 

Posición inicial de la 
alineación en la 

secuencia 

Posición terminal de la 
alineación en la 

secuencia 
KU291816.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291815.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291814.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291813.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291811.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291810.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291809.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291807.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291804.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291803.1; (DENV-2) 16 217 232 
KU291800.1; (DENV-2) 16 217 232 
KR029570.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR029569.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR029568.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR029567.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR029566.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR029565.1; (DENV-1) 16 217 232 
KR604819.1; (DENV-2) 16 1057 1072 
KP979770.1; (DENV-2) 16 280 295 
KT232052.1; (DENV-2) 16 217 232 
KT232051.1; (DENV-2) 16 217 232 
KT232043.1; (DENV-2) 16 217 232 
KT232042.1; (DENV-2) 16 217 232 
KT232044.1; (DENV-2) 16 217 232 
KT232041.1; (DENV-2) 16 217 232 
DQ364566.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364564.1; (DENV-2) 16 1041 1056 
DQ364563.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364562.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364561.1; (DENV-2) 16 133 148 
DQ364558.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364546.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364534.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
DQ364532.1; (DENV-2) 16 1054 1069 
AJ574886.1; (DENV-2) 16 785 800 
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GLOSARIO 
 
Agente etiológico: Factor externo capaz de causar alguna enfermedad. 
 
Artralgia: Dolor articular causado por procesos no inflamatorios. 
 
Células primarias: Células tomadas directamente de un individuo. 
 
Competencia vectorial: Capacidad intrínseca de un vector para transmitir un 
patógeno particular a un hospedero susceptible. 
 
Conjuntivitis: Inflamación de la mucosa interior de los párpados y la región anterior 
del globo ocular. 
 
Cultivo celular primario: Cultivo de células primarias, las cuales suelen tener un 
período de vida limitado con la excepción de algunas derivadas de tumores.   
 
Dolor retroorbital: Dolor ubicado en la parte posterior de los ojos 
 
Eficiencia de reacción (qPCR): Valor que indica el aumento de producto de PCR 
entre ciclo y ciclo del qPCR. Cuando el valor es igual a 1 (100%) la cantidad de 
producto de PCR aumenta el doble con respecto al ciclo anterior. 
 
Exantema maculopapular cutáneo: Erupción cutánea consistente en lesiones 
coloreadas planas no palpables (máculas) acompañadas de lesiones elevadas 
(pápulas). 
 
Hospedero: Organismo que acarrea a otro dentro o sobre de él, donde este último 
desarrolla una relación simbiótica de comensalismo, mutualismo o parasitismo. 
  
Límite de detección: Es la menor cantidad de un analito detectable en el 95% de 
las repeticiones de un ensayo. 
 
Mialgia: Dolor muscular provocado por esfuerzo excesivo, lesiones o 
enfermedades específicas. 
 
Microcefalia: Malformación neonatal caracterizada por presentar un perímetro 
craneal muy inferior al de otros individuos de la misma edad y sexo. 
 
Reservorio: Organismo que puede albergar una infección y mantenerla por 
períodos de tiempo en que el hospedero principal no está disponible. 
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Sensibilidad (PCR): Es la capacidad de un ensayo para detectar concentraciones 
muy bajas de la sustancia de interés y suele reportarse como el límite de 
detección. También existe el concepto de sensibilidad diagnóstica, la cual se 
refiere a la capacidad del ensayo para detectar una condición o una enfermedad 
en muestras clínicas. 
 
Signos patognomónicos: Signos clínicos (manifestaciones físicas comprobables) y 
síntomas (manifestaciones subjetivas percibidas por el paciente) que al estar 
presentes aseguran que un individuo sufre de determinado trastorno. 
 
Síndrome de Guillain-Barré: Afección en la que el sistema inmune ataca al sistema 
nervioso periférico produciendo debilidad muscular y pérdida de sensibilidad 
particularmente en brazos y piernas; en casos graves el habla, la deglución y la 
respiración se ven afectados. 
 
Subtropical (Clima): Caracterizado por veranos cálidos e inviernos leves, con 
época de lluvias en los meses de verano o de invierno.  
 
Subtropical (Región): Zona encontrada entre las latitudes 23.5° y 40° 
 
Transmisión autóctona: Transmisión que ocurre cuando el afectado se encuentra 
dentro del país en que reside. 
 
Transmisión congénita: Transmisión vertical que ocurre hasta la semana 23 de 
gestación. 
 
Transmisión perinatal: Transmisión vertical que ocurre a partir de la semana 24 de 
gestación al séptimo día posterior al parto. 
 
Vector: Organismo que permite la transmisión de alguna enfermedad infecciosa 
entre miembros de otra especie susceptible a ésta. 
 
Viremia: Presencia de virus en el torrente sanguíneo. 
 
Virus emergente: Virus cuya incidencia va en aumento o con el potencial de 
aumentar. 
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