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Resumen

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus (del inglés, arthropod-borne virus) ya que es transmitido por
mosquitos del género Aedes. El ZIKV forma parte de la familia Flaviviridae y del género Flavivirus,
gue se refiere a virus envueltos y con un genoma de RNA de sentido positivo. El género Flavivirus
incluye a otros virus relevantes para la salud publica, como el virus del dengue (DENV), el virus de
fiebre amarilla (YFV) y el virus del Oeste del Nilo (WNV).

El brote epidemioldgico mas importante del ZIKV ocurrié en América, donde se reportaron mas
de 200 mil casos entre 2015 y 2016, en el cual se comenzo a observar un incremento de casos de
malformaciones congénitas, como microcefalia, y también de padecimientos neurolégicos, como
el sindrome de Guillain Barré, las cuales fueron atribuidas a la infeccidn por ZIKV.

El diagndstico seroldgico de la infeccién por ZIKV es complejo debido a que los anticuerpos
generados durante una infeccion por Flavivirus pueden presentar reactividad cruzada hacia otros
Flavivirus, debido a la alta similitud entre su estructura y secuencias de aminodcidos.
Consideramos que el mejoramiento de las pruebas de diagndstico seroldgico es importante
debido a que la reactividad cruzada de los anticuerpos generados por la infeccion por Flavivirus
ocasiona que estas pruebas sean poco especificas. En regiones donde cocircula DENV y ZIKV es
importante contar con pruebas diferenciales debido a las complicaciones que pudiera generar la
infeccién por ZIKV, y, ademas, estan en riesgo de presentar nuevas epidemias por otros Flavivirus.
Por lo cual este proyecto estuvo enfocado en la identificacion de péptidos poco conservados
entre ZIKV y DENV, que puedan ser utilizados para el desarrollo de ensayos de ELISA para la
deteccion diferencial de anticuerpos.

Se seleccionaron tres péptidos antigénicos de ZIKV, los cuales también fueron poco conservacién
con DENV, estos fueron sintetizados y utilizados como antigenos para estandarizar un ensayo de
ELISA, y asi identificar si utilizando estos, es posible discriminar entre muestras de suero
provenientes de pacientes con infeccién reciente por ZIKV o DENV. Las muestras de suero
utilizadas fueron colectadas en distintos brotes de ZIKV y DENV en dos regiones endémicas a
ambos virus, ademads, se evaluaron muestras de suero secas, almacenadas en papel filtro.

Bajo las condiciones probadas en este trabajo, los tres péptidos de ZIKV seleccionados no
permitieron diferenciar entre muestras de suero provenientes de sujetos con previa exposicion a
ZIKV y sueros provenientes de sujetos sin exposicion previa a Flavivirus, sin embargo, en este
trabajo se demostrd que las muestras de suero seco en papel filtro son una buena alternativa al
uso de muestras de suero convencionales, para la determinacién de anticuerpos especificos.



Abstract

The Zika Virus (ZIKV) is an arbovirus (arthropod-borne virus) because is transmitted by mosquitos
from the genus Aedes. ZIKV belongs to the Flaviviridae family and Flavivirus genus, which includes
enveloped viruses with a single-stranded positive RNA genome. The genus Flavivirus includes
public health relevant viruses such as Dengue virus (DENV), Yellow Fever virus (YFV), and West
Nile virus (WNV).

The most relevant ZIKV outbreak happened in America in 2015 and 2016, with more than 200
thousand cases, and an in increase in congenital malformations, such as microcephalia, and
neurological disorders, such as Gillain Barré syndrome were reported to be associated with ZIKV
infection.

The ZIKV serological diagnosis can be difficult because of the cross reactivity of the antibodies
generated during a Flavivirus infection, towards other Flavivirus antigens, due to the high
structural and amino acid sequence similitude between them. We considered that the
development of assays to improve the serological diagnosis is important, because the serological
tests are not so specific. In areas where ZIKV cocirculates with DENV is important to have specific
tests due to the complications that can be generated during ZIKV infection, besides, these regions
are at risk of having new outbreaks caused by other Flavivirus. The aim of this project is the
selection of non-conserved peptides ZIKV that can be useful for the development of an ELISA test
for differential detection of anti-DENV and anti-ZIKV antibodies.

We selected three antigenic ZIKV peptides, which had low identity compared to DENV. This were
synthetized and used as antigens for the standardization of an ELISA test. In this way we could
evaluate if it is possible to discriminate between serum samples from patients with ZIKV or DENV
recent infection. In this study we used serum samples collected during three different ZIKV or
DENV outbreaks happened in two endemic regions. Besides this, we also evaluated dried serum
samples, stored in filter paper.

In this work, the three selected ZIKV peptides were not useful for discriminate between serum
samples from serum samples from subjects with previous ZIKV exposure and serum samples from
subjects without any Flavivirus exposure. Nonetheless, in this work we demonstrated the
usefulness of dried serum samples as an alternative for conventional serum samples during
antibody determinations.
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Los Flavivirus es un género de virus perteneciente a la familia Flaviviridae, los cuales son virus de
RNA de cadena simple positiva y con envoltura. Este género incluye a varios virus de importancia
en salud publica como el virus del dengue (DENV), virus Zika (ZIKV), virus del Oeste del Nilo (WNV),
virus de la fiebre amarilla (YFV), virus de la encefalitis japonesa (JEV), entre otros [1-3]. Dentro
del DENV se identifican 4 serotipos, y todos ellos circulan actualmente en México. El DENV fue
identificado por primera vez en México en 1978 [4], y la circulacion de ZIKV se reportd en 2015
[5]. Ambos virus pertenecen al mismo género, por lo cual tienen una alta similitud en su
estructura antigénica y genémica, por lo que el diagnéstico diferencial es un reto. Ese trabajo
estard enfocado en el diagnéstico de ambos virus en México.

Genoma y estructura de los Flavivirus

Los Flavivirus son virus de aproximadamente 50 nm con envoltura y con una simetria de la
nucleocapside icosaédrica. El material genético consiste en una Unica cadena de ARN de polaridad
positiva que varia en tamafio de 9.3 a 12.6 kb (Fig. 1).

El virion estd conformado por tres proteinas estructurales: la proteina cédpside (C) que va a
recubrir el genoma viral, la proteina de membrana (prM), y la proteina de envoltura (E), que son
las que recubren al virion [6—-8] (Fig. 1A). La capside es una proteina altamente conservada, de
100 a 103 aminoacidos en los diferentes miembros de los Flavivirus. Tiene dominios con carga
positiva, los cuales facilitan la interaccion con el RNA viral, y dominios hidrofébicos que favorecen
la formacidon de homodimeros para la oligomerizacién de la nucleocapside, y juega un papel
importante en el ensamblaje del virién [9—11]. La proteina prM tiene 166 aminodacidos; al ser
sintetizada se encuentra en una forma inmadura, y una vez que el viridon se ensamble en la red
trans-Golgi, la proteasa celular furina escinde la parte “pr” de 91 aminoacidos, dando lugar a un
reacomodo de las proteinas de la envoltura viral para la maduracidén del virion [6,12]. La proteina
E tiene 502-504 aminodcidos y tiene tres dominios: EDI, EDIl y EDIII. Cada viridon tiene 180 copias
de la proteina E acomodadas en dimeros cuando el viridon estd maduro. La proteina E es la que
induce la respuesta neutralizante de anticuerpos, principalmente a los dominios EDII y EDIII
[7,13-16].

El genoma de los Flavivirus esta formado por RNA de cadena sencilla, de sentido positivo de
alrededor de 11 kb; tiene un solo marco abierto de lectura y dos regiones no traducidas (UTR) en
los extremos 5’ y 3’ [6,17]. El genoma viral codifica a una poliproteina que es escindida por
proteasas celulares y la proteasa viral NS3, en tres proteinas estructurales: la proteina E, la
proteina prM vy la capside. También codifica siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b,
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NS3, NS4a, NS4b y NS5) [6-8] (Fig. 1B). Las proteinas no estructurales tienen varias funciones,
como la replicacién del genoma viral, el procesamiento de la poliproteina y la evasion de la
respuesta inmune, las cuales seran descritas mas adelante.

A
ProteingaE—— % ‘ I
o __ Capside
ProteinaM t 4‘1 _ Genoma
V q viral
B
Proteinas estructurales Proteinas no estructurales
Il \ l
5‘UTR
—

3'UTR
NSZA. NS3 .NS48

Figura 1. Estructura viral de los Flavivirus. A) La particula viral estd formada por tres proteinas
estructurales: la proteina de membrana, la proteina de envoltura (E) y la proteina de capside, y posee
un genoma de RNA de cadena simple, sentido positivo. B) el genoma viral consta de dos regiones no
codificantes (UTR) en los extremos, y la region codificante, la cual se traduce en una poliproteina que
da lugar a tres proteinas estructurales y 7 no estructurales.

Los UTR 5’ y 3’ tienen funciones importantes para la replicacién y traduccién del genoma viral,
para el ensamblaje del virién y la inhibicion de la respuesta inmune. La regién UTR 5’ tiene
aproximadamente 100 nucledtidos y tiene dos estructuras de tallo-asa (SL del inglés, stem-loops).
Estas son necesarias para la replicacion del genoma ya que permiten la unién de la proteina NS5
y su dominio de RNA polimerasa dependiente de RNA [18,19], ademds, poseen una regidn
complementaria a un SL del UTR 3’, y al unirse ambos extremos, se genera la circularizacién del
RNA viral, y asi, la proteina NS5 puede iniciar la replicacion del genoma [20,21]. El UTR 3’ tiene
400-450 nucledtidos, en esta regidn se encuentra el promotor para el inicio de la traduccion [22],
y también participa uniéndose a la proteina viral NS2a para dirigir el RNA viral al sitio ensamblaje
del virién [23]. La region UTR 3’ también tiene un dominio de doble asa (DB del inglés, dumbbell),
del cual se genera un RNA subgendmico por la accién de exonucleasas celulares, el cual tiene la
capacidad de actuar como RNA de interferencia para evitar la produccién de factores antivirales
como interferones tipo | y RIG-I [24-26].
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Ciclo de replicacion de los Flavivirus

Los Flavivirus son depositados por el mosquito en la dermis, donde infectan a queratinocitos,
fibroblastos y células dendriticas de la piel, estas ultimas van a migrar a los drganos linfoides,
donde los nuevos viriones infectan a otras células, principalmente monocitos y macréfagos. El
proceso de entrada de los Flavivirus a la célula hospedera involucra la interaccidn de las proteinas
del virién con varios receptores especificos y moléculas chaperonas que facilitan la entrada del
virus a la célula [27].

Dentro de los factores que facilitan la interaccion del virus con la célula se encuentran los
glicosaminoglicanos como el heparan sulfato, que favorecen las interacciones electrostaticas
entre la proteina E del virién [27-32]; las integrinas avp3 favorecen la interaccién entre el virién
y la célula [27,30], y también moléculas lipidicas como esfingolipidos, fosfatidilserina y el
colesterol, que ayudan a concentrar receptores virales en balsas lipidicas de la membrana celular
[27,28,33-35].

Los receptores especificos de los Flavivirus son varios, y la mayoria de estos son comunes entre
los Flavivirus debido a su alta similitud estructural. Los receptores mds descritos son los
receptores de lectina tipo C como DC-SIGN, L-SIGN, CLEC5 y receptores de manosa, los cuales
estan presentes en células dendriticas y monocitos [27,28,36], receptores tirosin-kinasas como
TIM (del inglés, T cell immunoglobulin and mucin domain) y aquellos de la familia TAM (Tyro3,
Axl y Mer) [32,36-40]. Axl es uno de los receptores mas estudiados; los Flavivirus se unen al
ligando de Axl, Gas6, y entran junto con él a la célula. Entre los Flavivirus, ZIKV es el que tiene
mayor afinidad hacia Gas6 [37,38], lo cual parece facilitar su la entrada a progenitores neurales,
astrocitos y células gliales [41,42], trofoblastos, lineas celulares placentarias [43,44], y a células
de goénadas como células de Sertoli y espermatogonias [39,45]. En los ultimos afios se han
identificado otros receptores celulares como la proteina prohibitina, expresada en microglia, y
gue permite la entrada de DENV in vitro [46] y, la proteina NCAM1 (del inglés, neural cell adhesion
molecule 1), que permite la entrada de ZIKV en lineas celulares de glioblastoma [47].

Una vez que el virus se ha unido al receptor, el virién se endocita por una via dependiente de
clatrina (Fig. 2). También se han identificado algunas moléculas chaperonas como las proteinas
de la familia HSP70 y HSP90 [48—-51]. Después de ser endocitado en endosomas primarios, el virus
pasa a endosomas tardios, donde el pH disminuye, induciendo un cambio conformacional en la
envoltura del virus, produciendo que los dimeros de la proteina E se separen, y la membrana viral
se fusione con la membrana del endosoma, liberandose la capside con el genoma viral al
citoplasma de la célula (Fig. 2) [33,45].
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Ya que el genoma viral es un RNA de cadena simple y polaridad positiva, éste puede ser
directamente traducido por los ribosomas en una poliproteina. Esta poliproteina va a ser
escindida en las tres proteinas estructurales (C, prM y E) y las 7 proteinas no estructurales (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b NS5). La escision la lleva a cabo la proteina NS3 que tiene la funcién
de proteasa en el dominio C-terminal y utiliza como cofactor a la proteina NS2b; esta proteasa
viral escinde la mayoria de las proteinas virales, a excepcion de la proteina de prM y E, que son
escindidas por la proteasa celular signalasa [52-54].
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Figura 2. Ciclo de replicacidn viral. El virus se une a los receptores de la célula, entrando por endocitosis.
En el endosoma ocurre una fusion de membranas, ocasionando que el RNA sea liberado al citoplasma y
traducido, obteniendo la poliproteina viral, la cual es escindida en el reticulo endoplasmico. Las proteinas
escindidas formaran los paquetes vesiculares donde ocurre la replicacién del genoma viral y los complejos
de membranas donde las proteinas estructurales comenzaran a ensamblarse para formar la particula viral,
los cuales seran liberados posteriormente mediante endosomas. La proteina viral NS1 también es liberada
mediante endosomas o es acoplada a la membrana celular.

Después de que las proteinas son escindidas, se forman pliegues en la membrana del reticulo
endopldsmico: los complejos de membrana (convoluted membranes), y los paquetes vesiculares
(vesicle packets). En los complejos de membrana va a ocurrir el ensamblaje de las particulas
virales, y en los paquetes vesiculares la replicacion del RNA [55-57]. La funcién de estas vesiculas
es proteger al complejo de replicacién del RNA de la respuesta inmune celular.
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Los paquetes vesiculares tienen un poro que va hacia el citoplasma, el cual va a servir para
intercambio de moléculas y para la salida del RNA hacia los ribosomas [55]. La poliproteina viral
tiene varios dominios transmembranales, y al ser escindida, las proteinas NS3, NS5 y capside se
localizaran del lado citoplasmatico, prM, E y NS1 del lado luminal del reticulo endopldasmico, y las
proteinas NS2a, NS2b, NS4a y NS4b se encuentran embebidas en la membrana del reticulo[30].
Estas ultimas inducen la formacion de los pliegues, principalmente NS4a y NS4b, las cuales forman
homodimeros para estabilizar estas estructuras vesiculares y reclutar factores celulares que
contribuyen a la curvatura, como la vimentina, TMEMA41B, y atlastinas [55,56,58—61]. Dentro de
estos paquetes vesiculares se lleva la replicacién de RNA, en el cual el dominio de RNA polimerasa
dependiente de RNA de la proteina NS5 va a sintetizar una hebra de RNA sentido negativo que va
a servir de molde para sintetizar mas hebras positivas [62—64]. Durante la replicacién del RNA
participa el dominio de helicasa de la proteina NS3 asociada a NS4b como cofactor [52,56,65].
Después de la replicacion del RNA se lleva a cabo el proceso de capping, en el que participa el
dominio de metiltransferasa de la proteina NS5 y el dominio helicasa de NS3 que también tiene
funcion de trifosfatasa [62,65].

Los complejos de membrana son estructuras similares a los paquetes vesiculares. En ellos se lleva
a cabo parte del procesamiento de la poliproteina y el ensamblaje del virién (Fig. 2). Después del
procesamiento de la poliproteina, se ha identificado que la proteina NS2a se asocia al UTR 3’ del
RNA viral y lo relocaliza en los complejos de membrana donde éste se acopla con la proteina de
capside [23,66], por las interacciones inespecificas entre la carga positiva del dominio N-terminal
de la capside y la carga negativa del RNA viral [10,11,67]. Posteriormente se forma la envoltura
viral por la heterodimerizacion de prM y E, estos heterodimeros se van a acoplar en trimeros,
formando la unidad de ensamblaje del viridn, la cual tiene dominios transmembranales que
interaccionan con la capside, y de esta forma se ensambla el virion inmaduro [6]. En este proceso
participan los factores celulares ESCRT (del inglés, endosomal sorting complexes required for
transport), los cuales llevan a cabo la remodelacion de membranas para envolver la
nucleocapside [6,68].

El virion inmaduro pasa por la red del complejo de Golgi, siguiendo la via de secrecion clasica. En
la red trans-Golgi ocurren dos modificaciones postraduccionales, la glicosilacién de la proteina E
y una escision del precursor de la proteina de membrana M (prM), eliminando 90 aminoacidos
por accion de la proteasa celular furina, para dar lugar a la proteina madura M. Ademas, ocurre
un cambio de pH que induce que la estructura de heterodimeros de la envoltura se reacomode a
dimeros de proteina E. Posteriormente la particula viral madura va a ser liberada por exocitosis
(Fig. 2) [69,70].
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Ademas de los viriones maduros, las células infectadas por Flavivirus también secretar a la
proteina NS1 (Fig. 2) [71,72]. Esta proteina se asocia en homodimeros desde el reticulo
endoplasmico, y de ahi puede migrar a la membrana plasmatica de la célula acoplada a
glicosidilfosfatidilinositol (GPI) o ser transportada a la red del complejo de Golgi, donde se va a
glicosilar en dos sitios (Asn 130 y Asn 207) [73]. Mediante puentes disulfuro se unen 3 dimeros
para formar una estructura de barril hexamérico, el cual tiene la parte hidrofébica de la proteina
en medio, asociada a moléculas lipidicas que incluyen triglicéridos, fosfolipidos, y esteres de
colesterol [74-76]. Ademds de la forma dimérica y hexamérica, se ha descrito una forma
tetramérica que también es secretada [76]. Esta proteina va a tener varias funciones en la
inhibicion de la respuesta inmune y la patogénesis de los Flavivirus que seran descritas mas
adelante.

Evasion de la respuesta inmune

La primera linea de respuesta frente una infeccion por Flavivirus es la respuesta inmune innata
mediada por los PRR (del inglés: pattern recognition receptors), principalmente por TLR3 y TLR7
(del inglés: Toll-Like receptor), RIG-1 (del inglés, retinoic acid-inducible gene 1), MDAS (del inglés,
melanoma differenciation-associated gene 5) y por receptores tipo NOD (del inglés, Nucleotide-
binding and oligomerization domain) que reconocen RNA de doble cadena y RNA viral de cadena
simple en el citoplasma [77,78]. Se ha reportado la activacién de otros TLR’s como TLR4 por la
proteina NS1 [79,80]. La activacién de TLR3, TLR7, RIG-1, MDA5 y NOD tiene la finalidad de activar
la transcripcion de interferones tipo | (IFNa e IFNB) y los ISG (del inglés, Interferon-stimulated
genes), los cuales participan en la restriccidon de la replicacidn viral, tanto en la célula infectada
como en las células cercanas.

La activacion de TLR3 trae consigo la activacion de TRIF, que recluta a las cinasas TBK1 e IKKg, las
cuales se fosforilan y al activarse fosforilaran a IRF3 (del inglés, Interferon regulatory factor), un
factor de transcripcion que transloca al ndcleo y activa la transcripcion de IFN ay B y de ISG [77].
La via de activacion de TLR3 converge con la via de activacion de RIG-1 y MDAS5, los cuales, al
activarse, producen la activacion de cinasas que fosforilan a otros factores de transcripcion como
a IRF3, IRF7 y NFkB (Fig. 3A) [77].

Hay varias proteinas virales que intervienen en estas vias: NS2b interrumpe la via de RIG-1/MDA5
ya que interactUa e inactiva MAVS e IKKe [81]; NS4a se une a los dominios CARD del factor MAVS
y los bloquea para su interaccién con las cinasas [82]; NS1 se une al factor CDK1, y evita que MAVS
se fosforile [83]; NS1 se une a TBK1, inhibiendo su fosforilacién [84]; NS2a, NS4a y NS4b inhiben
la fosforilacién de IRF3 [84,85], NS5 tiene la capacidad de translocarse al nucleo de la célula,
donde se ha observado que puede inactivar a IRF3 (Fig. 3A) [86].
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Figura 3. Inhibicién de la via de interferones tipo | por las proteinas virales. A) vias de sefializacién de TLR3,
MDAS vy RIG-1, para la transcripcion de IFN o y B en azul, la intervencién de las proteinas virales
(anaranjado) se muestra con el simbolo de inhibicidn (B). B) via de sefializacién de los IFN tipo | para la
transcripcién de los genes asociados a IFN (ISG’s) en azul, y la intervencidon de las proteinas virales
(anaranjado) se muestra con el simbolo de inhibicidon ().

Los interferones tipo | son secretados y estimulan autocrinamente y paracrinamente a las células
mediante los receptores de interferén IFNRA1 e IFNRA2 para la estimulacion de ISG’s. Esta
estimulacion esta mediada por la via de JAK/STAT, en la cual se reclutan los factores STAT1 y
STAT2, los cuales se fosforilan y reclutan a los factores de transcripcion IRF9 e ISGF3, que
estimulan de la transcripcion de ISG’s, los cuales incluyen a multiples exonucleasas, PRR’s, e
inhibidores de la traduccién de proteinas (Fig. 3B) [77]. En esta parte de la via, se ha identificado
gue la proteina NS5 se une a STAT2 promoviendo su degradacion [64,87,88], NS3 puede reclutar
a una ubiquitin-protein-ligasa (UBR4) que degrada a STAT2 [87], NS4b suprime la fosforilacién de
STAT1 (Fig. 3B) [58,89].

Otra de las vias utilizadas para la evasion de la respuesta inmune durante la infeccion por
Flavivirus es la inhibicion de la via del complemento por la proteina NS1. NS1 se une al factor
inhibidor H, que se activa y escinde a C3b; también se une al factor inhibidor C4BP que inactiva a
C4db, e inhibe la formacién del complejo de ataque a membrana al activar a proteinas como
clusterina y vitronectina [73,90,91].
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Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la infeccién por ZIKV

La transmision del ZIKV se da principalmente por medio de vectores moquito del género Aedes,
siendo Aedes aegypti y Aedes albopictus los mas comunes en el ciclo de vida urbano [92-94]. El
ZIKV también se ha identificado que puede ser transmitido sexualmente, ya que se ha encontrado
RNA viral en espermatozoides [95,96], secreciones vaginales y mucosa endocervical [97,98].
Ademas, se han reportado varios casos de turistas que visitaron una regién endémica a ZIKV y a
su regreso transmitieron la infeccion de ZIKV a sus parejas en regiones no endémicas a ZIKV
[99,100]. Se ha reportado que el RNA viral se mantiene por un tiempo mas prolongado en estos
fluidos en comparacion con sangre, durando incluso hasta 6 meses [96,98,101]. La infeccidn por
ZIKV también se puede transmitir a través de la lactancia; se ha encontrado RNA viral en la leche
materna y se han confirmado algunos casos de transmisién por esta via [102,103]. Sin embargo,
uno de los problemas mds graves que causa la infeccién por ZIKV es la transmisién congénita
[104,105], que en algunos casos trae consecuencias como malformaciones, como microcefalia y
anormalidades en sistema nervioso central del feto [106,107].

El ZIKV se identificd por primera vez en Uganda en 1947 en una poblacion de macacos Rhesus del
bosque de Zika, y el primer reporte de infeccién en humanos se dié en Nigeria en 1954 [108,109].
En los afios 2007 y 2013 ocurrieron epidemias importantes en la Isla de Yap y la Polinesia Francesa
respectivamente. Durante éstas la incidencia de la infeccidn fue de tres cuartos de la poblacién
de la Isla de Yap y cerca del 11% de la poblacién de la Polinesia Francesa tuvo contacto con el
virus [110,111].

En el afio 2015 el ZIKV fue identificado por primera vez en América, donde los primeros casos
fueron reportados en las Islas de Pascua en Chile. Uno de los retos que se presentd en esta
pandemia fue la poca informacién gendmica que se tenia del ZIKV, a pesar de que este habia sido
identificado casi 70 afios atrds [112]. Los primeros trabajos de aislamiento y secuenciacién del
virus indican que la circulacion de ZIKV en Brasil pudo haber comenzado en 2014, y que el virus
identificado en la region provenia del linaje asiatico, siendo la secuencia identificada en la
Polinesia Francesa en 2014, con la que se tiene mayor similitud. Por esta razdn se hipotetiza que
fue introducido en América a partir de las epidemias de ZIKV ocurridas en Polinesia Francesa,
Tahiti, Islas de Yap y Nueva Caledonia entre 2012-2014 [112-115]. Para finales de 2015 el ZIKV se
habia expandido a 33 paises del continente americano [115]. En diciembre de 2015 la OMS emitid
una alerta epidemioldgica debido al incremento de casos de la infeccidn por ZIKV y su asociacion
a un incremento de casos de malformaciones congénitas y sindromes neuronales como Guillain-
Barré [116].
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Para finales de 2015 se estimaba que en Brasil la incidencia de malformaciones congénitas,
principalmente microcefalia, era de 99.7 por cada 100 mil habitantes, en comparacién con la
incidencia en afos previos, de aproximadamente 5.7 casos por cada 100 mil habitantes [116]. El
incremento de casos de malformaciones congénitas también se observd en otras regiones de
América, como en Argentina, donde antes de la introduccion de ZIKV, la incidencia era de 4.1 por
cada 100 mil habitantes y después de la introduccion de ZIKV en el pais la incidencia de
microcefalia aumento a 6.9 casos por cada 100 mil habitantes [117], y en México, donde la
incidencia previa de la epidemia de ZIKV era de 3.7 casos por cada 100 mil habitantes y durante
la epidemia de ZIKV aumento significativamente a 11.5 casos por cada 100 mil habitantes [118].
Ademas, para finales de 2015 se tenia el reporte de dos muertes por complicaciones neurolégicas
de sindrome de Guillain-Barré asociado a ZIKV [116].

La OMS emiti6 una alerta epidemiolégica con el fin de informar las medidas y recomendaciones
a las autoridades sanitarias, la comunidad médica y a la poblacién en general. Estas estuvieron
principalmente enfocadas en aumentar la vigilancia epidemiolégica en regiones donde circulan
los vectores mosquito; aumentar la vigilancia a las mujeres embarazadas que se encuentren en
regiones de probable circulacién de ZIKV; la caracterizacién de los casos sospechosos de acuerdo
a los sintomas comunes como rash, fiebre, conjuntivitis, artralgia, mialgia y dolor de cabeza;
favorecer el diagnostico con pruebas moleculares como la RT-PCR o seroldgicas como ensayos de
seroneutralizacion, y evitar el uso de ensayos para la deteccidn de anticuerpos como ensayos de
ELISA, ya que se identificé que los anticuerpos generados por DENV tienen reactividad cruzada
hacia antigenos de ZIKV; el uso de paracetamol o acetaminofen para tratar la fiebre y de
antihistaminicos para el rash; prevencion del contacto con mosquitos utilizando insecticidas,
repelentes y mosquiteros [116].

En 2015-2016 se reportaron mas de 700 mil casos de ZIKV en el continente americano, sin
embargo, estos disminuyeron drasticamente a partir de 2017. No obstante, en América se
continuan reportando aproximadamente 30 mil casos anuales de infeccion por ZIKV [119].
Ademas, las secuelas que dejo la epidemia de ZIKV en América contindan, principalmente en los
infantes cuyas madres estuvieron expuestas a ZIKV durante el embarazo. De acuerdo con un
estudio realizado en una comunidad del Amazonas en Brasil, el 5.2% de los infantes afectados
tuvieron microcefalia, ademas, se identificd que el 32% presento al menos una anormalidad ésea,
muscular o en el craneo, y 33.8% presentaron anormalidades en el desarrollo neuropsicomotor,
un 7.8% desarrollaron epilepsia, 9.1% presentaron disfagia y 5.2% autismo [120]. También se
reportd que un 25% tiene una velocidad de crecimiento lento principalmente en ganancia de peso
y altura en comparacion con nifios no expuestos a ZIKV [121]. Otro trabajo realizado en Rio de
Janeiro, Brasil, identificé en una cohorte de nifios cuyas madres estuvieron expuestas a ZIKV
durante el embarazo, que 94% de los nifos tuvieron algun tipo de anormalidad en cabeza o cuello,
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65% en cadera, 60% en los ojos, 93% tuvieron alguna funcidon urinaria dafiada, y un 4%
desarrollaron algun problema gastrointestinal [122]. La mayoria de los reportes de anomalias y
malformaciones severas viene de casos donde la exposicion a ZIKV fue en el primer trimestre del
embarazo. En nifios que no desarrollaron microcefalia o alguna otra malformacién severa, sélo
se ha reportado que el 46.7% tiene alguna anomalia neuroldgica y un ligero retraso en el
desarrollo neurocognitivo, sin embargo, no se considerd que fuera severo [123].

Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la infeccion por DENV

La investigacion de la infeccion por el ZIKV debe llevarse a cabo dentro del contexto de la
circulacién del DENV, ya que en las regiones donde existe la presencia de ZIKV, también se
encuentra DENV, debido a que ambos virus son transmitidos por el mismo vector, mosquitos del
generoAedes [94]. Ademads, entre ambos virus hay varias semejanzas, la infecciéon genera
sintomas similares [93,124], y debido a que ambos virus forman parte del género Flavivirus,
tienen un promedio de 56% de similitud en la secuencia de aminoacidos de la poliproteina viral
[125].

El DENV se clasifica en 4 serotipos (DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4), que son antigénicamente
distintos [126,127]. Entre los 4 serotipos de DENV la identidad promedio de la secuencia de
aminoacidos de la poliproteina de los 4 serotipos de DENV es del 71.8% [125]. Se cree que los 4
serotipos se originaron en Asia; fueron aislados y caracterizados en la década de 1950
principalmente en Japdn. La circulacién de los 4 serotipos de DENV en las décadas de 1940 a 1960
fue identificada en varios paises del sur de Asia y algunas islas del Pacifico. En Africa y en América
se identificod la circulacién de DENV en la década de 1960 [92]. La circulacion de mas de un
serotipo, e incluso los 4 serotipos en una misma regién al mismo tiempo es comun, sin embargo,
en cada brote epidemioldgico alguno de ellos predomina [127].

Como en otros Flavivirus, la infeccién por DENV es asintomatica en un 80% de los casos y solo
alrededor de un 20% de la poblacion infectada presenta sintomas [127-129]. Los sintomas que
se presentan en la infeccion por DENV pueden variar de leves a severos, por lo que la OMS los ha
clasificado en tres categorias: dengue no grave, dengue con signos de alarma y dengue severo
[130].

La infeccidn no grave esta caracterizada por fiebre y alguno de los siguientes sintomas: vémito,
nausea dolor muscular y articular, sarpullido y leucopenia. La infeccion por DENV con signos de
alarma esta caracterizada por vémito persistente, sangrado de mucosas, leucopenia, valores de
hematocrito elevados y trombocitopenia. El dengue severo se caracteriza por hemorragias
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graves, filtracidén de plasma a espacios extravasculares, y también se puede generar sindrome de
choque y falla de algunos érganos [129-131].

El riesgo de padecer dengue severo no va a depender de algun serotipo especifico, se ha
identificado que el factor de riesgo principal es tener una infeccion secundaria de DENV por un
serotipo distinto al de la infeccidon primaria [132,133], particularmente cuando la respuesta
primaria va reduciéndose o fue mediocre [134], en estos casos el riesgo de tener dengue severo
es 7.6 veces mas, al cursar una infeccidon secundaria que durante una infeccién primaria [135].
Esto se debe a que la respuesta inmune de anticuerpos que se genera frente a un serotipo sélo
es parcialmente reactiva hacia los otros serotipos y no confiere proteccién. La proteccion parcial
se debe a que hay anticuerpos serotipo-especificos y anticuerpos con reactividad cruzada hacia
otros serotipos, los cuales en ocasiones no se encuentran en concentraciones éptimas para
neutralizar una infeccion secundaria [135].

Ante la presencia de concentraciones no neutralizantes de anticuerpos se puede favorecer la
progresion de la enfermedad a dengue severo, mediante un mecanismo llamado ADE (del inglés,
antibody-dependent enhancement), en el cual, se favorece la entrada del virus a la célula a través
de la unién del virus con los anticuerpos y la unién de estos a los receptores Fc, y su posterior
liberacion y replicacion en la célula [135,136]. El ADE puede incrementar la carga viral durante
una infeccion secundaria [137,138], sin embargo, su mayor consecuencia es que genera una
reduccion de mecanismos antivirales como la inhibicion de IFN tipo | [139], se induce una
produccion de mediadores inmunosupresores como IL-10 [139,140], y también se incrementa la
produccién de algunas citocinas que aumentan la permeabilidad del endotelio vascular como IL-
6yIL-8y TNF-a [139,141,142].

Actualmente el DENV es el patdogeno mas transmitido por vector, y se estima que ocurren de 100
a 400 millones de casos anualmente, con un promedio de 36 mil muertes anuales [143,144].

Implicaciones de los anticuerpos con reactividad cruzada en el contexto de la cocirculacién
de DENV y ZIKV

La reactividad cruzada en anticuerpos ocurre cuando un anticuerpo generado por un antigeno
especifico reconoce dos o mas antigenos con una estructura similar [145]. Se ha caracterizado
gue, durante la infeccidn por Flavivirus, se generan anticuerpos con reactividad cruzada debido a
gue el porcentaje de similitud que se comparte entre la secuencia de aminodcidos de la
poliproteina entre ZIKV y los 4 serotipos de DENV es de un 55% [125], por lo que se tienen
epitopos compartidos hacia los cuales se producen anticuerpos con reactividad cruzada
[13,146,147].
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A partir del brote de ZIKV ocurrido en 2015 y su asociacidon con sindromes congénitos y
neuroldgicos, se cuestiond si la preexistencia de anticuerpos anti-DENV participan en el aumento
de complicaciones por la infeccidon por ZIKV, al igual que en infecciones secundarias por DENV.
Algunas observaciones han encontrado que los anticuerpos anti-DENV se reactivan durante la
infeccion por ZIKV [134,148,149], y en estudios in vitro se pueden inducir ADE [149]. Sin embargo,
en estudios in vivo en macacos Rhesus y ratones, no se observd ADE [150]. En estudios
longitudinales o transversales, de cohortes con sujetos expuestos a ambos virus no se ha
observado ningln cambio en la carga viral entre sujetos con infeccion por ZIKV y DENV previo, en
comparacion con sujetos con infeccion por ZIKV sin DENV previo [151,152]. Tampoco se
observaron cambios en el perfil de citocinas [151], ni se ha encontrado asociacién con la
generacion de sindrome congénito [153]. Incluso se ha observado que la previa exposicion a
DENV podria proteger de la infeccién sintomatica por ZIKV [154], incluso incrementando la
magnitud de la respuesta de células T para la pronta eliminacion del virus [155].

También se ha cuestionado si la preexistencia de anticuerpos anti-ZIKV tiene alglin efecto en una
infeccién posterior por DENV. Han sido pocos trabajos que han estudiado esta condicién, pero lo
gue se ha observado es que en trabajos in vitro si puede ocurrir ADE [156]. En estudios in vivo con
macacos Rhesus se ha observado que hay un incremento de la carga viral en una infeccion por
DENV-2 posterior a una exposicion a ZIKV, se induce neutropenia y también activa citocinas
proinflamatorias como IL-8 y MCP1 (del inglés, monocyte chemoattractant protein 1) [157].

Estrategias para el diagndstico de la infeccidn por Flavivirus

El brote de ZIKV en el continente americano en 2015 vino a cambiar las estrategias para el
diagnéstico de la infeccidn por DENV, las cuales se realizaban principalmente por la evaluacién
de las manifestaciones clinicas de los pacientes, como la presencia de fiebre, artralgias, mialgias
o manifestaciones hemorragicas [130,158], ya que algunas de estas pueden presentarse también
durante la infeccion por ZIKV.

Debido a esto se ha incrementado el uso de técnicas seroldgicas y moleculares para el diagndstico
diferencial de ZIKV y DENV en regiones donde cocirculan ambos. El diagndstico se puede realizar
mediante varias pruebas para la deteccién en sangre de acidos nucleicos del virus, proteinas
virales o anticuerpos. La utilidad de cada prueba dependerd de la fase de la infeccion en la que se
encuentra el paciente, dentro del curso natural de la infeccion (Fig. 4).

La fase aguda de la infeccion corresponde con la aparicion de los sintomas y tiene una duracién
de 2 a 7 dias (Fig. 4). Durante esta fase, se alcanza la maxima replicacidén del virus, por lo que el
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diagnéstico de la infeccion se puede realizar por ensayos de amplificacion de acidos nucleicos,
principalmente por RT-PCR. Adicionalmente, durante la fase aguda de la infeccion las células
infectadas secretan la proteina viral NS1, la cual es detectable en sangre por la utilizacidon de
ensayos de ELISA [130].

La Fase convaleciente de la infeccion inicia cuando la viremia ya no es detectable en sangre, por
lo que se opta por utilizar ensayos seroldgicos para la deteccién de inmunoglobulinas tipo IgM o
IgG (Fig. 4). La deteccidn de anticuerpos se realiza principalmente por ensayos de ELISA para la
deteccion de anticuerpos dirigidos hacia la proteina de envoltura viral o a la proteina NS1.
Ademas de los ensayos de ELISA, también se pueden utilizar pruebas de neutralizacion por
reduccion de placas (PRNT, del inglés, plaque reduction neutralization test). Sin embargo, la
aplicacion del PRNT es limitada ya que se requiere el cultivo del virus en un laboratorio con un
nivel minimo de bioseguridad 2 [130].

Fase aguda Fase Convaleciente
Sintomas IgG
IgM
Viremia
Ny
TIT nst
D-7 DO D2-3 D7-14 D30-40

Figura 4. Historia natural de la infeccidn por ZIKV y DENV. Dinamicas de la aparicién del antigeno NS1,
viremia durante la fase aguda de la infeccidn, y la aparicion de IgM e 1gG en la fase convaleciente. D = dias
después de la exposicién a DENV.

Durante el brote epidémico de ZIKV en 2007 en la Isla de Yap, el diagndstico de la infeccidn por
ZIKV fue complejo debido a que los pacientes presentaron un cuadro similar a la infeccién por
DENV sin signos de alarma y al utilizar la técnica de ELISA para la deteccidén de anticuerpos,
algunos pacientes dieron positivo para IgM anti-DENV, debido a la reactividad cruzada de los
anticuerpos anti-ZIKV hacia epitopes de DENV. Sin embargo, al analizar las muestras por técnicas
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moleculares para la deteccion de RNA viral, se identificd que ZIKV era el agente causal de la
epidemia [111,159].

A partir de este periodo se identificd que la prueba de diagndstico mas especifica para diferenciar
entre la infeccidn por ZIKV y DENV es la RT-PCR, la cual detecta el genoma viral en sangre. Sin
embargo, los ensayos seroldgicos contindan incluyéndose dentro de los algoritmos de
diagndstico para aquellos casos donde, por el tiempo trascurrido después de la aparicién de los
sintomas, la viremia ya no es detectable [131,160]. A pesar de la implementacidon de nuevas
técnicas y algoritmos de diagndstico, en América Latina el diagndstico por pruebas de laboratorio
se realiza en menos del 50% de los casos reportados [161].

Estrategias para el diagndstico seroldgico diferencial de la infeccién por ZIKV

La reactividad cruzada de los anticuerpos que se generan durante la infeccion por Flavivirus,
aunado a que existe una reactivacion de estos cuando hay una segunda exposicion [162,163],
genera que los ensayos para la deteccién de anticuerpos que utilicen las particulas virales
completas o alguna proteina viral sean poco especificos, y se encuentren resultados falsos
positivos [164-166].

Algunos de los ensayos comerciales actuales, como los de la compaiia Euroimmun (Libeck,
Germany), utilizan como antigeno a la proteina NS1 de ZIKV y de DENV, las cuales determinan
IgM anti-ZIKV o anti-DENV vy alcanzan una especificidad mayor a un 85% en muestras
provenientes de pacientes expuestos a ZIKV o DENV respectivamente o con infecciones
secundarias por DENV, sin embargo, se ha reportado una sensibilidad menor al 30% [164,165].
Mientras que para la deteccion de IgG anti-ZIKV la especificidad es menor al 45%, y la sensibilidad
puede ser mayor al 70% [164,165], ambos estudios realizados con muestras de suero
provenientes de sujetos que habitan en regiones endémicas a DENV y ZIKV como Brasil y
Venezuela.

Algunos de los ensayos que se han desarrollado para mejorar la especificidad sin disminuir la
sensibilidad son el ensayo ZIKV Detect™ 2.0 IgM Capture ELISA de la compaiiia InBios (Seattle,
WA, USA) y el ensayo NS1 ZIKA-BOB ELISA (del inglés, Blockade of binding). El ensayo ZIKV
Detect™ 2.0 el cual utiliza tres antigenos VLP’s (del inglés, Virus-like particles), uno de ZIKV, otro
de DENV/WNV y otro que es un antigeno celular [167], y compara la magnitud de la deteccién de
cada antigeno por las muestras de suero de pacientes. Este ensayo tiene una sensibilidad
reportada mayor al 90% y una especificidad mayor al 79% al analizar muestras de suero
provenientes de sujetos que habitan en regiones endémicas a DENV y ZIKV y muestras de sujetos
gue no habitan en regiones endémicas [168]. Otro ensayo que ha tenido reportes de sensibilidad
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y especificidad, mayores a 70% y 90% respectivamente, es el ensayo NS1 ZIKA-BOB ELISA, el cual
consiste en la incubacion del suero de pacientes, junto con la proteina NS1 de ZIKV,
posteriormente se va a adicionar un anticuerpo recombinante altamente especifico hacia NS1 de
ZIKV, el cual no se unira a NS1 de ZIKV si el suero del paciente bloqueo su unién [169]. Ambos
ensayos son altamente especificos y sensibles, sin embargo, su metodologia es mas compleja que
la de un ELISA directo.

Otras metodologias propuestas y poco exploradas implican la identificacién de epitopos lineales
o conformacionales que sean virus-especificos, y su utilizacion como antigenos en un ensayo de
ELISA directo, con el fin de evitar la unién de anticuerpos con reactividad cruzada entre ZIKV y
DENV [170].

Muestras secas: una alternativa para el diagnéstico de la infeccidn por Flavivirus en regiones
de bajos recursos

Los brotes de virus emergentes o reemergentes afectan mas a los paises de bajos y medianos
recursos, donde, debido a la falta de infraestructura local, el diagndstico y la vigilancia
epidemioldgica son complejos [171,172], generandose la necesidad de transportar las muestras
bioldgicas colectadas en una red fria hacia laboratorios centrales, lo cual limita la cantidad de
muestras que pueden enviarse, hay riesgo de perder el control de la temperatura, con ello la
integridad de la muestra, y en casos de muestras liquidas pueden ocurrir derrames o filtraciones
[173,174].

Una de las alternativas para mejorar el protocolo de transporte de muestras bioldgicas ha sido el
almacenamiento de estas en papel filtro, de forma seca. De esta forma se pueden almacenar
varios tipos de muestras, como muestras de sangre [175], suero [176], saliva [177], heces fecales
[178], entre otros. Al estar secas se facilita el transporte y almacenamiento, ya que son estables
por a temperatura ambiente hasta 12 semanas y hasta 200 dias si se almacenan en refrigeracién
a 4°C[179,180] o congelacién a -20°C y a -70°C[181], sin perder la integridad de la muestra.
Ademas de que no se consideran articulos peligrosos de acuerdo con las regulaciones de
transporte de sustancias infecciosas, pudiendo incluso ser enviadas por correo convencional
[174,182,183].

Las muestras secas se han utilizado para el diagndstico de infecciones virales o para estudios de

seroprevalencia, ya que en ellas se puede hacer la deteccidon de acidos nucleicos [184,185],
antigenos [186,187] y anticuerpos [188,189]. Se han establecido multiples condiciones para la
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hidratacion y diluciones, con el fin de que la deteccidn de anticuerpos en muestras de suero secas
(DSS) o muestras de sangre secas (del inglés, dried serum samples y dried blood samples) sea
equivalente al uso de suero, sin embargo, se considera que para utilizarlas se debe evaluar esta
equivalencia con cada ensayo comercial o casero. Dentro de los ensayos comerciales que se han
evaluado con muestras DSS o DBS han sido principalmente para el diagndstico por medio de la
deteccion de anticuerpos o antigenos de virus de la hepatitis B y C [186,187], virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) [190], el virus del sarampién [191], DENV [188] y recientemente
para SARS-CoV-2 [189,192].
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Justificacion

La introduccion del ZIKV en América y su diseminacion en México hizo evidente la facilidad con la
gue emergen nuevos Flavivirus que causan graves problemas de salud publica.

Actualmente, las técnicas de deteccion molecular son muy especificas al ser aplicadas durante la
fase aguda de la infeccion. Sin embargo, el uso de ensayos seroldgicos para el diagndstico sigue
siendo necesario para la evaluacion de aquellos casos en los que no fue posible un diagndstico
temprano, y mas aun cuando se requiere caracterizar muestras de mujeres embarazadas que
estén en riesgo de haber estado expuestas al ZIKV durante su embarazo.

Las pruebas seroldgicas son importantes para su aplicacion durante estudios retrospectivos para
conocer el serostatus de una poblacion. Como por ejemplo los estudios retrospectivos realizados
en la Polinesia Francesa, donde se identificd que la exposicion a ZIKV durante la epidemia de 2013
habia estado asociada con la generacién de sindrome de Guillain-Barré [193] y también con la
generacién de anomalias congénitas, posteriormente definidas como sindrome congénito
asociado a Zika [106,110].

Consideramos que la utilizacién de pruebas seroldgicas es importante para el diagndstico y para
la determinacion de la prevalencia de anticuerpos en una poblacidn. Sin embargo, las pruebas
seroldgicas para la determinacion de la infecciéon por DENV o ZIKV son poco especificas debido a
la reactividad cruzada que presentan los anticuerpos generados durante la infeccion por
Flavivirus. Por lo cual consideramos que es importante el mejoramiento de las pruebas de
diagnéstico seroldgico, ademas de contar con estrategias para mejorar el manejo y analisis de
muestras de suero en regiones endémicas a DENV y ZIKV, como el uso de muestras secas.
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Objetivos
Objetivo general:

Desarrollar un ensayo de deteccidn serolégico especifico del ZIKV y evaluar su desempeno con
muestras de suero de pacientes provenientes de regiones endémicas a DENV y ZIKV en México.

Objetivos especificos:
1. Comparar el uso de muestras de suero secas y muestras de suero convencionales
provenientes de sujetos con exposicion previa a DENV y/o CHIKV con ensayos de ELISA

comerciales para la deteccion de anticuerpos anti-DENV, anti-CHIKV y anti-ZIKV.

2. Identificar aquellas secuencias peptidicas antigénicas de NS1 de ZIKV que presenten
menos del 50% de identidad con las secuencias peptidicas de DENV.

3. Expresar y purificar los péptidos seleccionados para NS1 de ZIKV en un modelo de
expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli.

4. Estandarizar un ensayo de ELISA utilizando los péptidos de NS1 de ZIKV con muestras
de suero de sujetos con infeccidn previa por DENV y ZIKV.
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Materiales y Métodos

Objetivo 1: Comparar el uso de muestras de suero secas y muestras de suero convencionales

provenientes de sujetos con exposicion previa a DENV y/o CHIKV con ensayos de ELISA

comerciales para la deteccidn de anticuerpos anti-DENV, anti-CHIKV y anti-ZIKV.

descripcién de las muestras de suero de sujetos con sospecha de infeccidén por arbovirus
utilizadas en este estudio

Se colectaron muestras de suero durante dos brotes de arbovirus en la region de Veracruz,
Veracruz (Fig. 5A y B), con la aprobacién del comité de ética del IMSS (Instituto Mexicano del
Seguro Social) con numero de protocolo R-2011-785-051. El primer brote ocurrié en los meses de
septiembre a noviembre del 2013 (Fig. 5A) y se reportd Unicamente la circulacién de DENV en la
region [194]. El segundo brote ocurrié en septiembre-noviembre del 2015 en la misma region
(Fig. 5B), sin embargo, durante este brote se reporté la circulacion de DENV y CHIKV [195]. Las
muestras fueron colectadas en la Unidad Médica Familiar (UMF) no. 61 del IMSS en Veracruz,
Veracruz. Estas colectas se realizaron con apoyo del departamento de epidemiologia de la UFM
61, encargandose de canalizar a sujetos con sospecha de infeccion reciente por DENV o CHIKV
para el proceso de la firma de la carta de consentimiento informado y también para la toma de
muestra de sangre. En la colecta realizada en 2013 se obtuvieron 50 muestras de suero y en la
colecta de 2015 se colectaron 131 muestras de suero.

Ademas de las muestras colectadas en Veracruz, el grupo de investigacion del Dr. Edgar Sevilla
Reyes del INER (Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas) realizd
una colecta de muestras de suero en la comunidad de Santa Maria Mixtequilla Oaxaca, durante
los meses de marzo y abril del 2016, y en marzo de 2017 (Fig. 5C), fechas donde el brote reportado
ocasionado por ZIKV en una regién endémica a DENV [196,197], esta colecta fue aprobada por
los comités de ética, investigacidon y bioseguridad del INER con numero de protocolo C16-16. De
esta colecta, el grupo del Dr. Edgar Sevilla Reyes dond varias muestras al laboratorio de Virologia
de la UIMEIP (Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, de las
cuales se usaron 22 muestras para determinacién serolégica de arbovirus, que estaba aprobada
en el protocolo inicial (Fig. 5C).

Inmediatamente después de la toma de muestra de sangre a aquellos sujetos que firmaron el
consentimiento informado, se centrifugaron las muestras de sangre y se separd el suero. A partir
del suero colectado se prepararon alicuotas de aproximadamente 100 pl. Simultdneamente se
prepararon las DSS, dispensando 30 pl de suero en cada uno de los circulos de tarjetas de papel
filtro Schleicher & Schell #903 (Keene NH, USA), y se dejaron secar a temperatura ambiente por
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dos horas o hasta que estuvieran completamente secas. Las tarjetas de papel filtro fueron
marcadas con la clave que se le asigné a cada sujeto y la fecha de colecta y se almacenaron dentro
de un sobre de papel, que se guardd en una bolsa de plastico resellable con paquetes de silica
como desecante. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Virologia de la UIMEIP del
Hospital de Pediatria en Centro Médico Siglo XXI del IMSS en Ciudad de México. Las alicuotas de
suero fueron enviadas en red fria y las muestras DSS a temperatura ambiente. Posteriormente el
suero fue almacenado a -70°Cy las DSS a -20°C, hasta su uso (Anexo 1).

Las muestras de suero colectadas en Santa Maria Mixtequilla, Oaxaca en 2016, fueron
transportadas en red fria (4°C) a la Ciudad de México. Estas fueron congeladas a -80°C hasta su
uso. la preparacion de DSS se realizd aproximadamente dos meses después de la colecta de las
muestras y su envio al laboratorio.

Las muestras de DSS y de suero colectadas durante estos dos brotes forman parte del banco
historico de muestras del Laboratorio de Virologia del UIMEIP del Hospital de Pediatria en Centro

Médico Siglo XXI del IMSS.
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Figura 5. Diagrama de flujo de la obtencién y manejo de muestras de suero. la colecta de muestras de

suero, la preparacién de DSS, transporte, almacenamiento y su posterior uso para la determinacion de

anticuerpos.
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Elucion de las DSS

Cada circulo de la tarjeta de papel filtro se cortd en pedazos pequenos con tijeras estériles y se
colocd en un microtubo de 1.5 ml con 200 pul de PBS 1x estéril pH 7.4 (FisherBioReagents, BP-
2438-4) y se incubd por 1 hora a 4°C en un shaker orbital a 1500 rpm (0OS-100, Allsheng
Instruments). El sobrenadante se centrifugd para sedimentar el papel filtro y se transfirid a un
microtubo estéril, el cual fue almacenado a -20°C hasta su uso (Anexo 2) [198].

Determinacién de anticuerpos en muestras pareadas de suero y DSS

La determinacion de anticuerpos en las muestras de suero y DSS se realizd utilizando los
siguientes ensayos comerciales: kit Anti-Chikungunya Virus ELISA (IgM) Euroimmun (Lubeck,
Germany), Anti-Dengue NS1 Virus ELISA (IgM) de Euroimmun (Lubeck, Germany), DRG® Dengue
Virus IgG (DRG International, Inc., USA) y Anti-ZIKV NS1 IgG Euroimmun (Lubeck, Germany). Para
las muestras de suero se siguieron las instrucciones del fabricante, diluyendo 10 ul de suero en
1000 pl de buffer de muestra del kit, y para la determinacion de anticuerpos en los eluidos de
DSS se utilizaron 40 pl del eluido que fueron diluidos en 960 pl de buffer de muestra del kit, (factor
de dilucion 1:25), previamente evaluado por Maldonado-Rodriguez et al. 2017, con para la
deteccion de anti-DENV 1gG[198]. En cada prueba se ocuparon 100 pl de la dilucion de muestra.
El resto del ensayo se realizo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La determinacion de la densidad dptica se realizé en un lector de placas Thermo Multiskan Ascent
(Thermo Fischer Scientific) a 450 nm, ya que todos los kits comerciales utilizan como enzima a
una peroxidasa y como sustrato tetrametilbenzidina (TMB). Para los analisis estadisticos y las
graficas se utilizaron la prueba de correlacién lineal de Pearson en el programa Graph Pad Prism
versiéon 8 (GraphPad Software, La Jolla CA), comparando los resultados obtenidos en DSS con los
obtenidos analizando las muestras de suero convencionales, que en este trabajo serdn usadas
como el estandar de oro.

Objetivo 2: Identificar aquellas secuencias peptidicas antigénicas de NS1 de ZIKV que presenten

menos del 50% de identidad con las secuencias peptidicas de DENV.

Analisis de la identidad en la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 de ZIKV y de los 4
serotipos de DENV, provenientes de cepas aisladas en América

Las secuencias de nucledtidos disponibles de ZIKV y de los 4 serotipos de DENV se obtuvieron en
la base de datos NIAID Virus Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR) [199], de aquellas
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cepas aisladas que cumplieran las siguientes caracteristicas: haber sido colectadas en América
entre 2015y 2019 para ZIKV, y de 2010 a 2019 para DENV, aisladas a partir de muestras humanas
y que contaran con el genoma completo disponible. Se obtuvieron 604 secuencias en total para
ZIKV, obteniendo 226 secuencias para DENV1, 291 de DENV2, 67 de DENV3 y 73 de DENV4.

Las secuencias de nucledtidos se alinearon usando la herramienta MUSCLE en el programa MEGA
7.0.26 [200] y la region codificante para la proteina NS1 fue seleccionada, a partir de la cual se
dedujo la secuencia de aminoacidos para cada cepa, y mediante el programa de Jalview 2.10
[201]. Aquellas secuencias redundantes se removieron, y también se obtuvo la secuencia
consenso de aminodcidos. Posteriormente se obtuvo una matriz de identidad entre las secuencias
de aminoacidos de la proteina NS1 provenientes de cepas de ZIKV y los 4 serotipos de DENV
aisladas en América, mediante el calculo de la distancia entre pares utilizando el programa MEGA
7.0.26 [200]. Finalmente se calculé la identidad entre cada una de las secuencias aisladas,
restando a 100% el porcentaje obtenido en la distancia entre pares.

Seleccién de las secuencias peptidicas a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina
NS1 de ZIKV y DENV 2

A partir de la secuencia consenso de aminoacidos de la proteina NS1 de ZIKV y DENV 1y 2 (por
ser las cepas con mayor prevalencia en México) [202], se calculé el porcentaje de identidad,
identificando los aminodcidos que sean iguales entre ZIKV y DENV. Esto se realizé6 con la
herramienta en linea Blast protein de NCBI [203].

Las regiones antigénicas de 7 a 10 aminodcidos fueron identificadas, con herramientas de
prediccion de antigenicidad humoral disponibles en la red: EMBOSS bioinformatics [204],
Predicting Antigenic Peptides de la Universidad Complutense de Madrid [205] y SVMTriP [206].
Posteriormente se realizaron comparaciones de los resultados de estos programas,
seleccionando aquellos que coincidan en 2 0 mds programas y se identificaron aquellas regiones
antigénicas de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 de ZIKV y DENV que tengan la mas
baja identidad entre ambos virus. Se seleccionaron de 3 a 4 péptidos de la proteina NS1 de cada
virus para su sintesis en sistemas bioldgicos de expresidn de proteinas.

Objetivo 3: Expresar y purificar los péptidos seleccionados para NS1 de ZIKV en un modelo de

expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli.

Obtencidn el fragmento de DNA codificante para el multi-péptido de ZIKV mediante
PCR de ensamblaje
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Dos oligonucledtidos fueron disefiados, con el fin de realizar una reaccién de PCR de ensamblaje
(PCA, del inglés, polymerase cycling assambly) en la cual se van a ensamblar dos oligonucledtidos
gue sean complementarios en al menos 30 nucleétidos y que juntos codifiquen la secuencia
completa aminoacidos del multi-péptido, el cual contiene 3 péptidos de la secuencia de NS1 de
ZIKV separados por espaciadores de adeninas. También se revisod la disponibilidad de codones
para la expresion en E. coli, para su optimizacion.

Para la reaccion de ensamblaje los oligonucledtidos se resuspendieron a concentraciones
equimolares, posteriormente se hibridaron los pares de oligonucledtidos en una reaccién de
rampa de temperatura comenzando por 96°C y disminuyendo hasta 16°C durante 25 minutos en
el termociclador (Biometra TProfesional Basic Ltd). La hibridacion ocurre en los sitios
complementarios entre cada oligonucledtido. Posteriormente se realizé una reaccidn de relleno
de secuencia de los oligonucledtidos hibridados, por una reaccién de PCA. Se adicionaron dNTPs
y enzima Taq polimerasa (AmpliTag DNA polymerase, ThermoFisher Scientific). La reaccion se
llevé a cabo en un termociclador (Biometra Tprofesional Basic Ltd) a 72°C por 20 minutos. Se
verificd el producto de PCA por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Clonacién del producto de PCA en el vector pTrcHis-TOPO

Se llevo a cabo una reaccidn de ligacidon TA gracias a que la polimerasa utilizada en la reaccién de
PCA deja una adenina en el extremo 3’y el vector pTRCHis-TOPO tiene una timina en su extremo
5’. Para la reaccion se utilizd ligasa ADN T4 (Invitrogen™ EspressLink™) por 1 h a temperatura
ambiente (Fig. 6). Este vector fue transformado en bacterias competentes Top10, sin embargo,
al inducir la expresién del vector, no se observé la produccion del multi-péptido, por lo que se
realizé una subclonacidn en varios vectores de expresion de la familia pCri (Fig. 7).
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Figura 6. Vector pTrCHis TOPO circularizado con el inserto de los péptidos de NS1 de ZIKV (en rojo).
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Figura 7. Vectores pCri 13, 4a, 6a y 8a. Cada vector tiene una proteina de fusidn distinta, proteina de unién
a maltosa (MBP) en el 1a, Tioredoxina (TRX) en el 4a, Glutation S-transferasa (GST) en el 6a, y por ultimo
el 8a que no tiene proteina de fusién. Cada vector tiene un His-Tag para su purificacidon y el gen que codifica
para EYFP, el cual puede ser extraido por digestiéon enzimatica con Ncol y EcoRl y en su lugar, ligar otros

insertos, ademas incluye un sitio de corte para la proteasa TEV para separar a la proteina de fusion.
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Subclonacién en los vectores pCri

Una reaccién de digestion enzimatica de los vectores pCri y del vector pTRCHis-TOPO se realizd
con las enzimas de restriccion EcoRIl y Ncol (New England BiolLabs Inc.). Esta reaccion se realizé
incubando los vectores con las enzimas de restriccion por 2 horas a 37°C. Posteriormente, se
purificaron los productos mediante una electroforesis de gel de agarosa 1% con el Agarose gel
DNA extraction kit (SigmaAldrich). Posteriormente se llevé a cabo una reaccion de ligacion por
1hr a temperatura ambiente con ligasa ADN T4 (Invitrogen™ EspressLink™) de los vectores
pCrila, pCrida, pCriba y pCri8a digeridos y purificados, con el fragmento codificante para el multi-
péptido de ZIKV.

Transformacién en bacterias competentes BL21

Los vectores de expresién pCrila, pCrida, pCri6a y pCri8a que fueron ligados con el fragmento
codificante para el multi-péptido de ZIKV fueron transformados por choque térmico en bacterias
Mach-1, con el fin de obtener colonias y purificar los plasmidos. Esta transformacion se llevé a
cabo por choque térmico, se dejo un vial de 50 pl de bacterias competentes BL21 en hielo hasta
gue se descongelara, se agregaron 5 pl de los vectores purificados y se incubd por 20 minutos en
hielo, posteriormente se incubaron a 42°C en un thermoblock Thermostart C (Eppendorf) por 45
segundos, se incubaron inmediatamente 2 minutos en hielo y se les agregaron 250 ul de medio
SOCy se dejé incubando el vial por 1 hora a 37°C.

Posteriormente se sembraron en placas de agar LB con kanamicina y se dejaron incubando
overnight a 37°C. Para identificar aquellas colonias que tuvieran el inserto se realizé una PCR de
colonia, y aquellas que tuvieran el inserto se incubaron toda la noche a 37°C en medio liquido LB
con kanamicina.

Los vectores se purificaron con el kit PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit (ThermoFischer
Scientific) y se transformaron en bacterias competentes BL21, que es una cepa de expresion. Esta
transformacion se llevé a cabo por choque térmico.

Induccidn de la expresion del multi-péptido de ZIKV en células BL21

Las células transformadas con los vectores pCri se cultivaron en medio 2xYT y kanamicina hasta
gue se lograra una densidad optica de 0.6. Posteriormente se adiciond IPTG para inducir la
expresion de los vectores, a una concentraciéon de 0.1 mM y se dejo en cultivo en agitaciéon a 17°C
por 16 horas. La biomasa se obtuvo mediante centrifugacion por 10 minutos a velocidad maxima.
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Extraccion de proteinas

El extracto de proteinas se obtuvo a partir de la biomasa mediante sonicacién con un sonicador
UP400St (Hielscher ultrasound technology) y buffer de lisis (Fosfato de sodio 20 mM, Cloruro de
sodio 0.5 M, Imidazol al 500 mM a un pH de 7.4, inhibidor de proteasas PMST 1 mM). La
sonicacidn se realizé en hielo a una amplitud del 100% por 20 segundos, descansando 40
segundos, se realizaron 5 ciclos. Para separar la fraccidén soluble de la insoluble, se centrifugd a
10 mil rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente se realizé un SDS-page por 2 horas de las
fracciones solubles, insolubles y totales y el gel se tifid con azul de coomasie para observar las
bandas.

Purificacion del multi-péptido de ZIKV

La expresion del multi-péptido en el vector pCrila fue aquella en donde se observé mayor
expresion y en la fraccién soluble. El multi-péptido de ZIKV esta unido a la proteina de unién a
maltosa MBP (del inglés maltose binding protein), y en conjunto tienen un peso de 54 kDa, este
se separd en una columna de niquel HISTrap FF (GE-HEALTHCARE) por su afinidad al tag de
Histidinas presente en la construccién. Este proceso se llevo a cabo en un equipo para FPLC (del
inglés Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA PURE 25M (GE-HEALTHCARE).

El producto purificado fue puesto en una reaccion de digestidn con la proteasa TEV (New England
Biolabs Inc.), ya que la construccidn tiene un sitio de corte para separar la MBP (Fig. 8). Sin
embargo, este corte no fue realizado con éxito, probablemente debido a que el sitio de corte no
estaba estructuralmente disponible. Debido a que en estas fechas inicié la pandemia del virus
SARS-CoV-2 en 2019, ocurridé un paro de actividades en el laboratorio, por lo que el corte con
enteroquinasa (presente desde el inserto en el pldasmido pTrcHis-TOPO-ZIKA) quedd pendiente, y
posteriormente, debido a la falta de tiempo restante en el programa de posgrado, se opté por
comprar los péptidos sintéticos y con ellos estandarizar el ensayo de ELISA.

6His
6His TEV site.  |[Enterokinase
} MBP B s ZIKA
43 KDa 10.3 KDa

Figura 8. Diagrama de la construccién de la proteina MBP unido al multi-péptido de ZIKV, entre ambos
se observa un sitio de corte por la proteasa TEV.
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Objetivo 4: Estandarizar un ensayo de ELISA utilizando los péptidos de NS1 de ZIKV con

muestras de suero de sujetos con infeccidon previa por DENV y ZIKV.

Titulacién de la concentracién de una mezcla de los péptidos de ZIKV en placa

Los péptidos NS1-A (GVQLTVVVGS), NS1-B (GSKYFVRAAKTNNSFVVDGDTLKECPLK) y NS1-C
(PAVIGTAVKGKEAVHSLDGY) fueron sintetizados por la compania Genscript. Estos péptidos
fueron diluidos en H,0 estéril hasta una concentracion final de 1 pg/ul, Unicamente el péptido
NS1-A se diluyo en 50% H,0 y 50% DMSO, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los péptidos fueron mezclados a concentraciones iguales, y se evaluaron tres mezclas con
distintas concentraciones distintas. Se evaluaron 200 ng (67 ng de cada péptido por pozo), 400
ng (134 ng de cada péptido por pozo) y 1 ug (334 ng de cada péptido por pozo). La dilucién se
prepard con PBS y se incubaron 100 pl de esta dilucion por pozo toda la noche a 4°C.

Titulacién del tiempo de incubacién y la concentracidn de los sueros

Los sueros utilizados como controles positivos para esta etapa fueron principalmente aquellos
colectados en Mixtequilla, Oaxaca durante el brote de ZIKV en 2016, se utilizd un total de 31.
Como controles negativos se utilizaron sueros del banco histdrico de muestras del laboratorio
de Virologia de Centro Médico Siglo XXI, principalmente de personal que trabajaba ahiy por
ensayos de ELISA comerciales se descartd la presencia de anticuerpos anti-DENV y anti-ZIKV.

Dos tiempos de incubacion fueron evaluados, 2 horas a temperatura ambiente y también se
incubaron overnight a 4°C. Se probaron dos diluciones de suero para el ensayo de ELISA, 1:100
y 1:150.

Evaluacion de las condiciones del ensayo de ELISA

Para realizar los lavados de la placa se utilizd PBS-tween 20 al 0.5% y se realizaron pruebas de
3y 4 lavados entre cada paso del ensayo de ELISA.

Para el blogueo de la placa se probaron varios buffers de bloqueo como: BSA 5% (del inglés,
Bovine Serum Albumine), leche en polvo descremada 0.5% y suero fetal bovino al 10%. Se
evaluo el bloqueo por 1y 2 horas a temperatura ambiente.

Dos concentraciones del anticuerpo secundario con peroxidasa (Peroxidase AffinityPure Goat
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Anti-Human-IgG-HRP Jackson Immunoresearch) fueron probadas, 1:20,000 y 1:40,000,
incubandolas en oscuridad por media hora, de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante.

El sustrato que se agregd para revelar la reaccion en placa fue el sustrato para peroxidasa
Single Component TMB Peroxidase ELISA Substrate Kit (Bio-Rad), del cual se agregaron 50 uly
se dejo incubando por 10 minutos cubierto de la luz. Posteriormente se agregaron 50 ul de la
solucion de paro, que de acuerdo con las instrucciones del fabricante se puede utilizar HCI al
0.12 M.

La densidad déptica se midid en un lector de placas Thermo Multiskan Ascent (Thermo Fischer
Scientific) a 450 nm.

Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos y las graficas se utilizé la prueba de ANOVA de medidas repetidas,
la prueba de T de student para las muestras no pareadas y también se obtuvieron los datos de
la estadistica descriptiva de cada evaluacién en el programa Graph Pad Prism versién 8
(GraphPad Software, La Jolla CA).
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Resultados

Evaluacién de muestras pareadas de suero y DSS

Con el fin de determinar si existe concordancia entre los resultados de muestras de suero y
muestras DSS, se evaluaron muestras colectadas en 2015 durante un brote de DENV y CHIKV en
Veracruz, Veracruz, y también muestras colectadas en 2016 durante un brote de ZIKV en Santa
Maria Mixtequilla, Oaxaca. Esta evaluacién se realizd utilizando ensayos de ELISA comerciales
para la deteccidn de anticuerpos IgM anti-CHIKV, IgM anti-DENV, IgG anti-DENV e IgG anti-ZIKV.

Para la determinacién de IgM anti-CHIKV, 117 muestras pareadas de suero y DSS fueron
analizadas con la prueba comercial de ELISA de la marca Euroimmun que sirve para la deteccién
de anticuerpos dirigidos hacia un extracto de las particulas virales de CHIKV. Se obtuvo la
densidad dptica y ésta se transformd en valores del cociente, dividiendo la densidad éptica de la
muestra entre la densidad éptica del control de valor de corte de la prueba, de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Se encontrd concordancia entre 105 muestras pareadas (89.74%),
de las cuales 37 muestras fueron positivas y 68 muestras fueron negativas. De las 12 muestras
discordantes (10.26%), 7 muestras de suero fueron positivas, pero tuvieron un resultado negativo
en DSS, tres muestras de suero fueron positivas, pero tuvieron resultado indeterminado en DSS,
y dos muestras de suero con resultado indeterminado tuvieron resultado negativo en DSS. Se
encontrd una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre los resultados de ambas
muestras (R?= 0.804, p<0.0001) (Fig. 9).
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Figura 9. Correlacion entre las unidades del cociente de la determinacidn de IgM anti-CHIKV en muestras
pareadas de suero y DSS. Se determino la presencia de anticuerpos IgM anti-CHIKV en 117 muestras.
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Para la determinacion de IgM anti-DENV, 84 muestras pareadas de suero y DSS fueron analizadas
con el ensayo comercial de la marca Euroimmun, el cual detecta anticuerpos dirigidos hacia la
proteina NS1 de los 4 serotipos de DENV. Se obtuvo la densidad dptica y ésta se transformé en
valores del cociente, dividiendo la densidad déptica de la muestra entre la densidad 6ptica del
control de valor de corte de la prueba, de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
encontrd concordancia entre 79 muestras pareadas (94.05%), de las cuales solo una muestra fue
positiva, y 78 muestras fueron negativas. De las 5 muestras discordantes (5.95%), 4 muestras de
suero fueron positivas, pero tuvieron un resultado negativo en DSS, y 1 muestra de suero fue
positiva, pero tuvo un resultado indeterminado en DSS. Se encontré una correlacién
estadisticamente significativa entre los resultados de ambas muestras (R>= 0.525, p<0.0001) (Fig.
10).
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Figura 10. Correlacién entre los valores del cociente de la determinacién de IgM anti-DENV en muestras

pareadas de suero y DSS. Se determind la presencia de anticuerpos IgM anti-DENV en 84 muestras.

Para la determinacién de IgG anti-DENV, 131 muestras pareadas de suero y DSS fueron analizadas
con el ensayo de ELISA de la marca DRG Instruments, el cual sirve para la deteccidon de
anticuerpos dirigidos hacia un extracto de particulas virales de los 4 serotipos de DENV. Se obtuvo
la densidad o6ptica y esta se transformd en Unidades DRG (DRG-U) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Se encontré concordancia entre 120 muestras pareadas (91.60%),
de las cuales 88 muestras fueron positivas, 2 muestras pareadas fueron indeterminadas y 30
muestras fueron negativas. De las 11 muestras discordantes (8.40%), 4 muestras de suero fueron
positivas, pero tuvieron un resultado negativo en DSS, 4 muestras de suero fueron positivas, pero
tuvieron resultado indeterminado en DSS, y tres muestras de suero con resultado indeterminado
tuvieron resultado negativo en DSS. Se encontré una correlacién positiva y estadisticamente
significativa entre los resultados de ambas muestras (R?= 0.755, p<0.0001) (Fig. 11).
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Figura 11. Correlacion entre las DRG-U de la determinacién de IgG anti-DENV en muestras pareadas de
suero y DSS. Se determino la presencia de anticuerpos IgG anti-DENV en 131 muestras.

Para la determinacién de IgG anti-ZIKV, 22 muestras pareadas de suero y DSS, colectadas en 2016
en Oaxaca, fueron analizadas con el ensayo comercial de la marca Euroimmun, el cual sirve para
la deteccidn de anticuerpos dirigidos hacia la proteina NS1 de ZIKV. Se obtuvo la densidad dptica
y ésta se transformé en valores del cociente, dividiendo la densidad éptica de la muestra entre
la densidad éptica del control de valor de corte de la prueba, de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. Como resultado se obtuvo que las 22 muestras de suero (100%) y 21 DSS (95.50%)
fueron positivas para IgG Anti-ZIKV, y solo una muestra tuvo resultado discordante entre suero y
DSS, siendo positiva al analizar la muestra de suero, y negativa en DSS. El valor de R? obtenido
fue = 0.19 con un valor p=0.039 (Fig. 12).
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Figura 12. Correlacién entre los valores del cociente de la determinacion de IgG anti-ZIKV en muestras
pareadas de suero y DSS. Se determino la presencia de anticuerpos IgG anti-ZIKV en 22 muestras, los
circulos negros representan muestras con resultado positivo tanto en suero como en DSS, los triangulos
grises representan muestras con resultado positivo en suero y negativo en DSS.

Posteriormente, con el fin de identificar si el ensayo comercial Anti-Zika Virus (IgG) ELISA de
Euroimmun genera resultados falsos positivos, es decir, detecta anticuerpos con reactividad
cruzada hacia NS1 de ZIKV, pero que fueron generados durante una infeccidn por DENV, se
analizaron DSS colectadas en Veracruz durante brotes epidemiolégicos de DENV en 2013 y 2015
(previo al primer caso reportado de ZIKV en México) (Fig. 13). De acuerdo con los resultados
obtenidos en los ensayos de ELISA para la identificacion de anticuerpos 1gG anti-ZIKV se
obtuvieron un 16% y un 7.40% de muestras positivas en 2013 y 2015 respectivamente (Fig. 13),
al igual que 5 resultados indeterminados en las muestras de 2013 (10%) y 4 resultados
indeterminados en las muestras colectadas en 2015 (7.40%). Durante estos afios no se habia
identificado la circulacién de ZIKV en México por lo que los resultados positivos podrian indicar
gue son falsos positivos debido a la reactividad cruzada que presentan los anticuerpos generados
en la infeccién por DENV (todos los 1gG anti-ZIKV positivos fueron 1gG anti-DENV positivos).
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Figura 13. Grafica de la determinacion de IgG anti-ZIKV en muestras colectadas en Veracruz durante 2013
y 2015. Los valores estan expresados en valores del cociente, obtenidos de acuerdo con el ensayo de ELISA
de Euroimmun. Se indican en azul los valores negativos, en anaranjado los valores clasificados como
indeterminados y en rojo los valores positivos.

Identidad de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 entre ZIKV y DENV

El siguiente objetivo del proyecto consistio en realizar un andlisis de las regiones antigénicas de
la proteina NS1 de ZIKV y DENV para identificar secuencias peptidicas de ZIKV que presenten el
menor porcentaje de identidad con las secuencias correspondientes de DENV.

Para el analisis de identidad se utilizaron 604 secuencias gendmicas de ZIKV, 226 secuencias de
DENV-1, 291 de DENV-2, 67 de DENV-3 y 73 de DENV-4 que fueron obtenidas de la base de datos
ViRP. Estas fueron alineadas utilizando MUSCLE en el programa Mega 7.0 [200]. Posteriormente,
se obtuvo la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina NS1, a partir de la secuencia de
nucledtidos de cada secuencia, utilizando el programa Mega 7.0.

El porcentaje de identidad entre todas las secuencias de aminodcidos de la proteina NS1 de ZIKV
con las secuencias de aminodacidos de la proteina NS1 de cada serotipo de DENV, fue calculado
utilizando la herramienta en linea Blast [203]. El porcentaje de identidad promedio que se
comparte entre la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 de ZIKV con la proteina NS1 de
DENV 1 es de 54.1%, con la proteina NS1 de DENV 2 la identidad promedio es de 54.5%, con NS1
de DENV 3 la identidad promedio es de 55.4%, y con la proteina NS1 de DENV 4 la identidad
promedio es de 53.9% (Tabla 1 y Fig. 14). Estos resultados son consistentes a lo que se ha
observado en otros trabajos [125,170].
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Tabla 1. Identidad de las secuencias de aminodcidos de la proteina NS1 entre ZIKV y DENV.
ZIKV DENV1 DENV2 DENV3 DENV4
ZIKV 100 54.1 54.5 55.4 53.9

DENV 1 100 74.1 79.3 69.2
DENV 2 100 74.4 71.9
DENV 3 100 73.3
DENV 4 100

A partir de las secuencias de aminodcidos de la proteina NS1 de ZIKV y los 4 serotipos de DENV
se calculd la secuencia consenso de aminodacidos para cada virus, utilizando el programa Jalview
[201]. Las secuencias peptidicas potencialmente antigénicas fueron identificadas en la secuencia
consenso de aminodcidos de la proteina NS1 de ZIKV (Fig. 14). Esta identificacién se realizé
utilizando herramientas en linea para la prediccion de epitopes lineales de células B (Predicting
Antigenic Peptides [205], Emboss Bioinformatics [204], y SVMTrip [206]). La prediccion de
antigenos que utilizan las herramientas Predicting Antigenic Peptides y Emboss Bioinformatics se
basan en el método de Kolaskar y Tongaonkar [207]. Este método identifica residuos de cisteina,
valina y leucina, en las regiones que estan expuestas en la estructura tridimensional de Ila
proteina, ya que, de acuerdo con un analisis de la secuencia de multiples antigenos, la presencia
de estos aminoacidos es mas frecuente en epitopes de células B. La herramienta SVMTrip se basa
en la identificacién de residuos de prolina o acido glutamico en la superficie de la proteina, este
método fue determinado a partir de un analisis de la similitud entre antigenos previamente
identificados y la frecuencia de expresion de aminodacidos en estos [208].

Los resultados obtenidos por los tres programas de prediccion antigénica fueron comparados.
Aguellos péptidos de la secuencia de aminoacidos de NS1 de ZIKV, que fueron identificados por
los tres programas se muestran marcados en rojo en la figura 15. En las secuencias consenso de
cada serotipo de DENV se marcaron en rosa las secuencias peptidicas que tienen la misma
posicién que los péptidos antigénicos de NS1 de ZIKV (Fig. 15).
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Figura 14. Identidad entre cada aminodcido de la proteina NS1 de ZIKV en comparacion con la secuencia
de aminodcidos de la proteina NS1 de los 4 serotipos de DENV. A) grafica que muestra el porcentaje de
identidad entre cada aminoacido de la proteina NS1 de ZIKV en comparacién con los 4 serotipos de DENV.
B) estructura tridimensional de la proteina NS1 de ZIKV donde muestra la conservacion de cada posicion
de aminoacidos dentro de la proteina.

Se calculd el porcentaje de identidad que se comparte entre cada péptido antigénico de ZIKV con
la secuencia peptidica correspondiente de cada serotipo de DENV. Aquellos péptidos donde el
porcentaje de identidad entre ZIKV y DENV es menor al 50% se encuentran enmarcados con
amarillo. Estos péptidos fueron expresados en un sistema de expresion de proteinas
recombinantes en E. coli (Fig. 15). La sintesis de péptidos menores a 30 aminoacidos en sistemas
de expresion de E. coli, es compleja, ya que estos pueden ser degradados por proteasas celulares
[209]. Por lo que, en este proyecto, se decidid expresar los péptidos seleccionados de ZIKV en una
misma construccidn, cada uno separado por un espaciador de tres alaninas.
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Figura 15. Alineamiento de las secuencias consenso de aminodcidos de la proteina NS1 de ZIKV y los 4
serotipos de DENV. Los sitios marcados con rojo corresponden a sitios antigénicos de la secuencia de ZIKV
Yy, en rosa, los péptidos equivalentes dentro de la secuencia de NS1 de DENV. Los aminoacidos que son
iguales entre ZIKV y DENV se encuentran marcados con un punto. Aquellas secuencias peptidicas marcadas
en amarillo fueron seleccionadas para ser expresadas en un sistema de expresién de proteinas
recombinantes.

Sintesis del multi-péptido de ZIKV en Escherichia coli

El siguiente objetivo consistié en sintetizar y purificar los péptidos seleccionados de NS1 de ZIKV
en un modelo de expresidn de proteinas recombinantes en E. coli. Para este objetivo primero se
obtuvo un producto de DNA codificante para el multi-péptido de NS1 de ZIKV mediante una PCR
de ensamblaje, la cual tiene el objetivo de formar un fragmento de DNA de doble cadena, a partir
de la hibridacién de dos oligonucledtidos de menor tamario.

La secuencia de nucledtidos que codifica para el multi-péptido de ZIKV es de 189 pares de bases,
la cual incluye la regidn codificante para cada péptido separada por dos alaninas y un codén de
término al final de la secuencia (Fig. 16A). Se disefiaron dos oligonucleétidos para la PCR de
ensamblaje, el primero corresponde a los 111 nucleétidos que inician la secuencia que codifica
para el multi-péptido de ZIKV, y el segundo es el reverso complementario de los ultimos 111
nucledtidos mas un codon de paro (Fig. 16B).

Como resultado de la reaccion de PCR de ensamblaje se obtuvo un fragmento de DNA de 189 pb
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(Fig. 16C). El cual fue clonado en el vector de expresion pTrcHis-TOPO® mediante una reaccion de
ligacidn TA. Posteriormente, se verificé la orientacidn del inserto mediante restriccion enzimatica
y secuenciacion.
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Figura 16. Multi-péptido disenado a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 de ZIKV. A)
secuencia de aminoacidos del multi-péptido de ZIKV, se muestran en verde los tres péptidos antigénicos
y en rojo los espaciadores de alanina. B) la secuencia codificante para el multi-péptido de ZIKV se
encuentra en negro, en morado se encuentran los dos oligonucledtidos utilizados en la reaccidn de PCR
de ensamblaje, y en rojo se ubican los nucledtidos compartidos entre ambos oligonucledtidos, que
serviran para la hibridacion de ambos. C) producto de la reacciéon de PCR de ensamblaje (189 pb).

Al inducir la expresion del vector en células competentes para expresion BL21, no se observé la
expresion del multi-péptido, posiblemente porque el tamafio del inserto era menor a 300 pb, el
tamafio minimo recomendado, por lo que se realizd una subclonacion en los vectores de
expresion de la familia pCri-1a, 4a, 6a y 8a. Para esta subclonacidn, el fragmento codificante para
el multi-péptido de ZIKV se extrajo del vector pTrcHis-TOPO mediante la digestion enzimatica con
EcoRly Ncol. La familia de los vectores pCri cuentan con el promotor T7 y se utilizan para expresar
proteinas recombinantes junto con un tag de histidinas y diversas proteinas de fusién, que van a
ser de utilidad para incrementar la solubilidad del producto [210]. En la figura 7 (Materiales y
Métodos) se encuentra esquematizado cada uno de los vectores utilizados. Estos vectores
contienen el gen de la proteina amarilla fluorescente (EYFP), el cual fue extraido mediante la
digestion con enzimas de restriccion (EcoRl y Ncol), y en su lugar, se inserté el fragmento que
contiene la regién codificante para el multi-péptido de ZIKV, el tag de histidinas y el sitio de corte
de enteroquinasa (Figl7A).
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Cada vector se transformd en células competentes para clonacion Mach-1 y se verifico la
presencia del inserto por PCR de colonia y secuenciaciéon de Sanger. Aquellos plasmidos que
tuvieron la secuencia del inserto correcta y dentro del marco de lectura de los vectores pCri,
fueron transformados en células competentes BL21 para la induccion de su expresién con IPTG.

La estructura general de las construcciones de los vectores pCri que incluyen la region codificante
para el multi-péptido de ZIKV se encuentra en la figura 17A. Se obtuvo el extracto de proteinas
en fracciones solubles e insolubles mediante buffer de lisis y sonicacién. Posteriormente, se corrié
un SDS-PAGE de cada uno de los cultivos como se muestra en la figura 17B-E.
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Figura 17. Evaluacién de la expresién de los péptidos recombinantes utilizando los vectores pCri 1a, 4a, 6a
y 8a, mediante SDS-PAGE. A) Construccidn de los vectores pCri con el inserto correspondiente al multi-
péptido de ZIKV y un sitio de corte para enteroquinasa. B) SDS-PAGE de los extractos de proteinas solubles
e insolubles obtenidas por el cultivo de células competentes transformadas con el vector pCrila-ZIKV, el
peso esperado del producto es de 53kDa, que corresponde al peso de MBP mas el peso del multi-péptido
de ZIKV. C) Extractos de proteinas solubles e insolubles, expresadas con el vector pCri4a-ZIKV. D) Extractos
de proteinas solubles e insolubles, expresadas con el vector pCri6a-ZIKV. E) Extractos de proteinas solubles

e insolubles, expresadas con el vector pCri8a-ZIKV.

De acuerdo con estos resultados, utilizando el vector pCrila es posible obtener el multi-péptido
de ZIKV fusionado con MBP en la fraccion soluble, por lo que se procedié a la produccidn a mayor
escala y su posterior purificacidon y cuantificacién.
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La purificacién del multi-péptido fusionado con MBP se realizé con una columna de afinidad a
histidinas en un equipo para cromatografia liquida de proteinas FPLC. En la figura 18A, se
encuentra el seguimiento de la cromatografia mediante la medicién de la absorbancia a 280 nm
de las fracciones unidas y no unidas a la columna. El buffer de elucién de columna se colocé al
iniciar la fraccidén 19, por lo que todo lo que se encuentra posteriormente corresponde a lo que
se unié a la columna de afinidad de histidinas. En la figura 18B, se observa un SDS-PAGE
correspondiente a las fracciones 19, 20, 21, 22 y 23, en las cuales se observa posiblemente el
multi-péptido de ZIKV fusionado con MBP.
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Figura 18. Purificacion del multi-péptido de ZIKV a partir de la fraccién soluble del cultivo celular. A)
seguimiento de la absorbancia a 280 nm de las fracciones unidas y no unidas a la columna de afinidad. B)
SDS-PAGE de las fracciones unidas a la columna.

El producto de la purificacién fue tratado con la enzima de corte TEV para separar el multi-péptido
de MBP. Sin embargo, no se logrd separarlos posiblemente porque el sitio de corte no se
encuentra estructuralmente disponible, o porque solo se esta expresando MBP. El producto se
cuantificod y se lograron obtener 1.8mg de proteina, con un rendimiento final de 440 pg/litro de
cultivo.
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Estandarizacidén de un ensayo de ELISA utilizando los péptidos de NS1 de ZIKV con
muestras de suero de sujetos con infeccidn previa por DENV y ZIKV

Debido a la pandemia del virus SARS-CoV-2 se tuvieron que parar las actividades en el laboratorio
y no se pudo continuar con la purificacion del multi-péptido, por lo que se opté por mandar a
sintetizar los péptidos con la compafiia Genscript, y con ellos, estandarizar el ensayo de ELISA.
Los péptidos se ensayaron con muestras de suero de sujetos con infeccidon previa por DENV y
ZIKV, previamente caracterizados. Se sintetizaron los péptidos individuales: NS1-A
(GVALTVVVGS), NS1-B (GSKYFVRAAKTNNSFVVDGDTLKECPLK) y NS1-C
(PAVIGTAVKGKEAVHSLDGY). Estos fueron utilizados en una mezcla de los tres a la misma
concentracion, no en multi-péptido debido a que, de esta forma, si alguno tiene mayor
reactividad cruzada se puede eliminar de la mezcla.

Las muestras de suero colectadas en Mixtequilla, Oaxaca en 2016, al igual que muestras de
sujetos sin previa exposicidon a ZIKV o DENV fueron utilizadas para la estandarizacion. Estos sueros
se emplearon a una dilucién 1:100 inicialmente.

Primero se evaluaron 3 concentraciones de la mezcla de péptidos fueron, 200 ng (67 ng de cada
péptido por pozo), 400 ng (134 ng de cada péptido por pozo) y 1 ug (334 ng de cada péptido por
pozo), esto se realizd con el anticuerpo secundario anti-lgG HRP a una dilucion de 1:40,000 por
30 minutos. Los resultados se encuentran en la figura 19A. No se observaron diferencias al evaluar
la densidad dptica con las tres concentraciones diferentes, y tampoco se observaron diferencias
entre las muestras de sujetos con previa exposicion a ZIKV y aquellos que no (ANOVA de medidas
repetidas p=0.07).

La incubacion de los sueros fue evaluada en dos condiciones, 2 horas a temperatura ambiente y
una incubacion a 4°C toda la noche (Fig. 19B). Se utilizaron 4 sueros provenientes de sujetos con
exposicion previa a ZIKV, de la colecta realizada en 2016 en Oaxaca. Lo que se encontré es que
en las condiciones de 2 horas a temperatura ambiente los resultados tenian una desviacion
estandar mayor (desviacion estandar media =0.043), en comparacion con los resultados
obtenidos al incubar las diluciones de sueros a 4°C, toda la noche (desviacién estandar media=
0.040), por lo que era menos consistente cuando se repetian los ensayos, por lo cual se decidié
continuar utilizando la incubacién de los sueros a 4°C, toda la noche.
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Figura 19. Estandarizacion de concentracién de péptidos en placa y de condiciones de incubacién de las
diluciones de suero. A) se evaluaron 4 sueros, 2 pertenecientes al grupo de muestras IgG anti-ZIKV
positivos (rojos) y dos pertenecientes al grupo de muestras de sujeto IgG anti-ZIKV negativos (azul), en
tres concentraciones de péptidos diferentes (200 ng, 400 ng y 1000 ng). Se muestran las barras de
desviacidn estdndar y p=0.07 por la prueba de ANOVA. B) se evaluaron 4 sueros de sujetos IgG anti-ZIKV
positivos, y dos condiciones para su incubacién. En rojo se observan la media de 2 experimentos
independientes con duplicados, incubando una dilucidn 1:100 de los sueros por 2 horas a temperatura
ambiente, en azul se observan la media de 2 experimentos independientes con duplicados, incubando una
dilucion 1:100 de los sueros overnight a 4°C, en todos los puntos se observa la desviacion estandar. En
ambos experimentos se utilizé una dilucién del anticuerpo secundario a 1:40,000 por 30 minutos.

Posteriormente dos concentraciones del anticuerpo secundario fueron evaluadas (1:20,000 y
1:40,000), ambas siendo las mas recomendadas por el fabricante del anticuerpo Peroxidasa
AffinityPure (cabra) Anti-Human-IgG-HRP (Fig. 20). Se evaluaron 13 muestras de suero (dilucion
1:100) en dos experimentos independientes y cada muestra por duplicado. Estas muestras fueron
colectadas en el brote de ZIKV en 2016 en la comunidad de Santa Maria Mixtequilla, y todas
fueron positivas tanto a IgG anti-ZIKV con el ensayo de Euroimmun, y también para IgG anti-
DENV, evaluadas con el ensayo de DRG. La desviacidon estandar promedio se obtuvo de las
muestras evaluadas con una dilucidn del anticuerpo secundario a 1:20,000 (desviacion estandar
media= 0.191) y con una dilucidon de 1:40,000 (desviacidén estandar media =0.094), siendo esta
menor cuando se utiliza la dilucién de 1:40,000.
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Figura 20. Comparacién entre dos diluciones del anticuerpo secundario. Se evaluaron 13 muestras de
suero (sueros de sujetos previamente caracterizados y positivos para IgG anti-ZIKV de la colecta de 2016
en Oaxaca) a una dilucion 1:100 (incubandolos toda la noche a 4°C) y utilizando dos distintas diluciones
del anticuerpo secundario con anti-lgG HRP 1:20,000 (rojo) y 1:40,000 (azul).

Finalmente, se evaluaron 34 muestras de suero provenientes de sujetos negativos para IgG anti-
ZIKV o IgG anti-DENV y 30 muestras de suero colectadas en el brote de ZIKV en Oaxaca 2016,
ademds de 8 muestras de suero de la colecta de Veracruz en 2015. Las condiciones que se
utilizaron para esta prueba fueron las siguientes:

-200 ng de la mezcla de péptidos de NS1 de ZIKV (67 ng de cada péptido por pozo).
-Una dilucién 1:100 de sueros, incubandolos toda la noche a 4°C.
-Una dilucién del anticuerpo secundario anti-Human IgG-HRP de 1:40,000.

Estas condiciones se probaron en 2 experimentos independientes, evaluando cada muestra por
duplicado en cada experimento (Fig. 21). Se obtuvo que la media de la densidad éptica al evaluar
el grupo de muestras de sujetos negativos para IgG anti-ZIKV fue de 0.221 en comparacién con la
media del grupo positivo para anti-IgG ZIKV que fue de 0.264, y no se observd una diferencia
significativa entre los valores de densidad 6ptica al comparar ambos grupos (p> 0.05). Debido a
gue no se observaron diferencias entre las muestras de sujetos con exposicion previa a ZIKV y los
controles negativos, se decidid no continuar con el ensayo de ELISA, ya que las muestras positivas
para IgG anti-ZIKV tuvieron resultados negativos con el ensayo de ELISA propuesto.
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Figura 21. Comparacion entre muestras de suero de sujetos negativos para IgG anti-ZIKV (azul) y sujetos
positivos para I1gG anti-ZIKV (rojo) por ELISA, utilizando la mezcla de péptidos como antigeno, una dilucion
de sueros 1:100 y una dilucidn del anticuerpo secundario anti-IgG HRP. Cada punto corresponde al valor
promedio de la densidad déptica obtenido en dos experimentos independientes donde cada muestra se

evalud por duplicado. Valor p= 0.108.
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Discusion

El diagndstico convencional que se realizaba cuando DENV era el Unico arbovirus que circulaba
en regiones endémicas, como México, se complicé cuando el ZIKV emergié en estas regiones,
porque se requirio realizar un diagnodstico diferencial de estos virus. Las pruebas seroldgicas con
las que se cuenta no eran lo suficientemente especificas para dar un diagnédstico confirmatorio,
debido a la reactividad cruzada que presentan los anticuerpos anti-DENV o anti-ZIKV, generados
durante la infeccion por estos miembros del género Flavivirus, ya que comparten una alta
homologia entre sus proteinas.

El diagndstico diferencial es crucial para el manejo clinico en regiones endémicas o con potencial
para su surgimiento, porque la infeccién por ZIKV puede ocasionar complicaciones neurolégicas
severas, como sindrome de Guillain-Barre y sindrome congénito asociado a ZIKV. En este proyecto
de investigacion planteamos como objetivo desarrollar un ensayo de deteccion seroldgico
especifico para ZIKV y evaluar su desempeno con muestras de suero de pacientes provenientes
de regiones endémicas a DENV y ZIKV en México.

Para desarrollar este proyecto requeriamos contar con muestras de suero de sujetos con
exposicion previa a DENV, CHIKV y ZIKV. La conservacion de muestras de suero histoéricas en el
laboratorio es muy compleja porque se requiere una red fria, particularmente congeladores, para
mantener la integridad de las proteinas o anticuerpos en la muestra. Una forma alternativa para
conservar muestras bioldgicas es fijarlas en una matriz inerte como el papel filtro [211]. Estas
muestras se conocen como muestras secas fijadas en papel filtro, y pueden ser de diferente
naturaleza, como sangre total, suero, plasma, saliva, orina, entre otras [176,212,213]. Como
primer objetivo evaluamos el uso de DSS provenientes de sujetos con exposicidon previa a los
arbovirus circulantes en México, con ensayos de ELISA comerciales para la deteccion de
anticuerpos anti-DENV, anti-CHIKV y anti-ZIKV, con el fin de mostrar su utilidad en comparacién
con muestras de suero convencionales. Las muestras utilizadas fueron colectadas en regiones
endémicas a DENV desde la década de 1980 [214], y que han sido afectadas por otros arbovirus
como CHIKV desde 2014[215] y ZIKV desde finales del 2015[195].

Inicialmente se determind que las diluciones de DSS equipararan los resultados de las muestras
de suero convencionales (Figs. 8 a 11). Al analizar los resultados de DSS en comparacion con las
muestras de suero, se encontré una concordancia mayor al 89% al evaluar la presencia de IgM
anti-CHIKV, 1gM e 1gG anti-DENV e IgG anti-ZIKV, ademas de que se tuvo una especificidad del
100% ya que no se encontraron resultados falsos positivos al evaluar las DSS. En este trabajo
proporcionamos evidencias de que en las DSS se pueden detectar anticuerpos con una
concordancia mayor al 89% con los resultados de suero y confirman que las DSS pueden ser
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evaluadas hasta 200 dias después de su preparacidon si se mantienen en condiciones de
refrigeracidon o congelacion [179-181]. Esta forma de almacenar DSS puede ser bastante util para
reducir costos de transportacion en red fria [216], e incluso para preparar en el laboratorio con
el fin de reducir el espacio destinado al almacenamiento de muestras.

Sin embargo, encontramos que para la determinacion de IgM anti-DENV se subestimaron algunos
resultados positivos (Fig. 9). Esta subestimacion ya se habia encontrado previamente en algunos
estudios al evaluar muestras de sangre secas en papel filtro [217], y en el caso de este trabajo, la
subestimacion de los resultados podria deberse a que las muestras de suero positivas tuvieron
valores del cociente relativamente bajos (1.1 a 1.8), en comparacién con los obtenidos para IgM
anti-CHIKV (1.1 a 6). Posiblemente los bajos valores del cociente obtenidos en la determinacion
en suero de IgM anti-DENV se deba a que los sujetos se encuentren cursando una segunda
infeccion por DENV, ya que se ha reportado que estos suelen tener menores valores de IgM y
mayores de IgG. De hecho, siendo la relacion entre los valores de IgM e 1gG se ha considerado
como un parametro para determinar si un sujeto esta cursando una infeccién secundaria o
primaria por DENV [218-221].

Las muestras analizadas fueron colectadas en la region de Veracruz, la cual ha sido una regidn
endémica para DENV por al menos 4 décadas, y donde la ultima estimacion de seroprevalencia
en 2006 establecio que un 76% de la poblacion estudiada habia estado expuesta ya que
presentaba 1gG anti-DENV [222]. Por otro lado, otros calculos correspondientes en el estado de
Morelos, otra region endémica a DENV en Meéxico, se estima que de 2011 a 2016 la
seroprevalencia incrementd aproximadamente un 14.2%, siendo 76.3% en 2011, 86.9% en 2014,
88.9% en 2015 y 90.5% en 2016 [223]. Estos calculos podrian extrapolarse a la poblacion de
Veracruz ya que, de acuerdo con los datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de
la Secretaria de Salud, en 2011 se registraron 776 casos de fiebre por DENV (hemorragica y no
hemorragica) en Morelos y 1,647 en Veracruz [224], en 2013 hubieron 3,227 casos en Morelos y
8,799 en Veracruz [194], y para 2015 se reportaron 595 casos en Morelos y 3,760 casos en
Veracruz [195]. Asi, de 2011 a 2013 hubo unincremento del 415% y del 534% de casos registrados
en Morelos y en Veracruz, respectivamente, y una disminucion del 18.4% y de 42.7% del 2013 al
2015 en Morelos y Veracruz, respectivamente. La disminucién que se observa en el nimero de
casos de infeccion por DENV en 2015 pudo ser debido a la introduccién de CHIKV vy
posteriormente a la de ZIKV [225]. Esta disminucion en el nimero de casos de infecciéon por DENV
en 2015 pudo haberse debido a la introduccién de CHIKV, y la alta seroprevalencia hacia DENV
en la region de Veracruz podria explicar por qué se tuvieron solo 6 muestras positivas para IgM
anti-DENV y que estas tuvieran valores del cociente bajos en comparacién con los obtenidos para
la determinacion de IgM anti-CHIKV.
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En este trabajo se observé que entre el 7.4% vy el 16% de muestras colectadas en Veracruz durante
brotes de DENV, en fechas anteriores al primer brote de ZIKV en México (noviembre 2015)
[195,226], presentan anticuerpos IgG con reactividad cruzada hacia ZIKV. Durante el periodo de
tiempo donde estas muestras fueron colectadas no se habia identificado la circulacion de ZIKV en
México, por lo que estos resultados exponen el reto que genera la presencia de anticuerpos anti-
DENV con reactividad cruzada hacia antigenos de ZIKV. Resultados similares han sido reportados
en el trabajo de Low et al. 2021 [227], donde encuentran hasta un 22% de resultados falsos
positivos al analizar muestras de sujetos con exposicion previa a DENV con ensayos comerciales
para la deteccion de IgG anti-ZIKV, donde incluso reportan que la reactividad cruzada hacia
antigenos de ZIKV es principalmente detectada en muestras de suero de sujetos con mas de una
infeccion por DENV, situacién que es comun en regiones donde DENV es endémico, como la
region de Veracruz, y que incluso podria ser el caso de las muestras analizadas en este proyecto.

A partir del andlisis de la reactividad cruzada hacia la proteina NS1 de ZIKV que presentan las
muestras de suero de sujetos con exposicion previa a DENV, y lo reportado en la literatura,
consideramos que la obtencidon de un ensayo seroldgico diferencial entre ZIKV y DENV se puede
lograr mediante la identificacidn de regiones poco conservadas entre ZIKV y DENV, en lugar de
utilizar una proteina viral completa con multiples regiones conservadas. En este trabajo se realizé
la identificacidn de regiones peptidicas dentro de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1,
gue sean potencialmente antigénicas y que tengan una baja identidad entre ZIKV y DENV, con el
fin de utilizarlas como antigenos en un ensayo de ELISA, sin embargo, no se logré obtener un
ensayo diferencial.

Consideramos que el andlisis que se llevé a cabo para la seleccion de los péptidos de ZIKV, para
que estos fueran antigénicos y poco conservados con DENV fue adecuado ya que se lograron
identificar varios péptidos dentro de la secuencia de aminoacidos de una de las proteinas mas
inmunogénicas durante la infeccion por ZIKV. Este abordaje a la problematica de la reactividad
cruzada de los anticuerpos durante las infecciones por Flavivirus ha sido considerado por otros
trabajos donde han seleccionado péptidos de ZIKV con baja identidad con DENV [228,229] o han
seleccionado péptidos por su potencial antigénico, siendo incluso algunas regiones también
identificadas en este trabajo [230,231]. Incluso se han evaluado todos los péptidos sobrelapantes
de la poliproteina de ZIKV [232]. Estos trabajos han tenido resultados prometedores
principalmente cuando se incluyen en ensayos de microarreglos de péptidos [228,232], donde las
interacciones péptido-anticuerpo se ven mas favorecidas que en un ensayo de ELISA [233].

Sin embargo, la deficiencia de este trabajo se encuentra en la exhibicién de los péptidos en el
ensayo de ELISA, porque a pesar de que los anticuerpos presentes en suero si pudiesen tener la

capacidad de unirse a los péptidos, la sensibilidad encontrada no es mayor al 50% [229,232]. En
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comparacion con otros estudios, se observa que se optaron por varias alternativas para su disefio,
con el fin de obtener resultados mas eficientes en el ensayo de ELISA. Por ejemplo, en el trabajo
de Sola et al. 2018 [230] utilizaron un copolimero de azida para conjugar los péptidos con la placa,
lo que le da mayor estabilidad a la estructura del péptido, y permite que éste se una solo en la
orientacién deseada y con la distribucion espaciada, que permita la unién de los anticuerpos de
manera mas efectiva. Otra de las alternativas que se han utilizado para un ensayo de ELISA es la
propuesta por Mishra et al. 2018 donde proponen la utilizaciéon de concatameros de 24 copias
del mismo péptido [232], y donde comparan la eficiencia de un ensayo de ELISA con el péptido
seleccionado de forma individual y en arreglo de concatamero, obteniendo que con los péptidos
individuales la sensibilidad era menor al 50%, vy al utilizar concatameros la sensibilidad fue mayor
de 80%. En otro ensayo de Mascini et al. 2019 se utilizaron péptidos unidos a maleinmida-PEG2-
biotina con el fin de mejorar su solubilidad, unién a placa, y espaciamiento entre ellos [234].

Como podemos ver, las estrategias para elegir los péptidos son similares a las utilizadas en este
proyecto, sin embargo, la deficiencia que tuvo este trabajo fue en el disefio de la prueba, ya que
si se utilizan péptidos cortos parece ser necesario que sean evaluados individualmente en
microarreglos de péptidos o si se quieren utilizan en un ensayo de ELISA debe enfocarse en como
van a ser presentados de una forma mas eficiente donde se optimice su espaciamiento y
disponibilidad. De hecho, solo un trabajo ha reportado una sensibilidad aceptable utilizando
simplemente péptidos como antigenos en ensayos de ELISA, Lee et al. 2018, en el cual localizan
8 péptidos de la proteina NS1 de ZIKV que, al ser utilizados como antigenos en un ensayo de
ELISA, dan resultados con alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, es un estudio que no da
muchos detalles del procedimiento [231].

El disefio de un ensayo de ELISA que sea diferencial para la deteccién de anticuerpos especificos
anti-ZIKV es complejo debido a la reactividad cruzada hacia epitopes de DENV, lo que impide que
se utilicen particulas virales o proteinas completas como antigenos. Por esta razén varios trabajos
se han enfocado en la identificacion de epitopes con baja conservacidon entre Flavivirus y su
utilizacion para ensayos seroldgicos. Sin embargo, al utilizar regiones peptidicas cortas, se
requiere contar con estrategias que permitan una buena presentacion de los péptidos para
optimizar el ensayo. Una de las alternativas que pudo haber sido util en este trabajo fue el
desarrollo del multi-péptido de ZIKV, ya que este pudo haber ofrecido el espaciamiento requerido
para que la union antigeno-anticuerpo y su posterior identificacion por los reactivos de ELISA
fuera mas eficaz.

Otras alternativas que han sido exploradas en afios mas recientes, incluyen ensayos de ELISA en
donde se utilizan como antigenos, péptidos o proteinas completas con mutaciones en regiones

altamente conservadas entre ZIKV y DENV, como en la regién N terminal de la proteina NS1 [235],
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o en el dominio Il de la proteina E [236], encontrando una especificidad y sensibilidad mayores al
79% para NS1y mayores al 90% para la proteina E. También se han elaborado ensayos que utilizan
aptameros de DNA o RNA en un ELISA de captura para la identificacidon de la proteina NS1 en
suero, o para ensayos de ELISA indirectos para la identificacion de anticuerpos, en estos ensayos
encuentran alta especificidad, sin embargo, en algunos casos de infecciones secundarias por
Flavivirus hay resultados falsos positivos [237,238]. Finalmente, otras alternativas para el
diagndstico seroldgico o deteccidn diferencial de anticuerpos por la exposicion a ZIKV y/o DENV,
ha sido la optimizacién de ensayos de seroneutralizacién, con la utilizacion de particulas virales
de una sola ronda, es decir, particulas virales que son capaces de entrar a una célula y expresar
el genoma viral, sin embargo, estas presentan mutaciones en su genomay la particula viral no es
ensamblada, y en su lugar se expresa una proteina fluorescente que se utiliza como reportero.
Los ensayos de seroneutralizacidon son el estandar de oro, ofrece resultados con sensibilidad y
especificidad mayores al 90%, sin embargo, en algunos casos de infecciones secundarias por
Flavivirus, aun es dificil hacer una deteccidn diferencial [239-241].

Otra limitacidn que se encuentra al disefiar ensayos seroldgicos diferenciales entre Flavivirus es
la diversidad de la respuesta de anticuerpos generada, ya que esta va a variar dependiendo de si
se esta experimentando una infeccion primaria por ZIKV o algun serotipo de DENV, o si se esta
cursando una infeccidn secundaria. Durante las infecciones primarias a DENV o ZIKV la respuesta
de IgM es de gran magnitud y esta dirigida a varios epitopes a lo largo de la poliproteina y durante
una infeccion secundaria por DENV o ZIKV la magnitud de respuesta de IgM es menor[242]. La
respuesta de IgG también varia si se ha experimentado una infeccidon primaria o una secundaria
por DENV o ZIKV. Durante las infecciones secundarias la magnitud de respuesta de I1gG es mayor
gue en las infecciones primarias y durante las infecciones secundarias la respuesta convaleciente
temprana esta mayormente dirigida a epitopes conservados entre Flavivirus. Entonces, la
respuesta inicial va a tener alta reactividad cruzada, sin embargo, esta respuesta va madurando
y en una fase tardia convaleciente (6 a 8 meses post infeccién) va a ser mas virus-especifica
[148,242]. Estas observaciones también implican que los péptidos que sean usados como
antigenos en un ensayo de ELISA deben cubrir un mayor nimero de regiones inmunogénicas de
las proteinas virales, por ejemplo, incluir péptidos de la proteina E [125].

A partir de este estudio consideramos que un mejor abordaje al problema del diagnostico
seroldgico diferencial entre ZIKV y DENV debe incluir el uso de multiples péptidos antigénicos y
poco conservados entre Flavivirus, preferentemente seleccionados de varias proteinas virales.
Ademas, se debe planear un disefio adecuado para la unién antigeno-anticuerpo, por ejemplo,
en multi-péptido, multiples péptidos concatenados o la utilizacion de espaciadores.
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Conclusiones

1. En este trabajo se demostrd que las muestras de suero seco en papel filtro, de pacientes con
infecciones por DENV, ZIKV y CHIKV, son una buena alternativa al uso de muestras de suero
convencionales, para la determinacién de anticuerpos especificos. Ademas, determinamos
gue aproximadamente 7.7% de las muestras colectadas en periodos previos a la llegada de
ZIKV a México tienen anticuerpos anti-DENV con reactividad cruzada hacia ZIKV, lo que hace
evidente la necesidad de contar con un ensayo seroldgico especifico para ZIKV y DENV que
permita diferenciarlos en el contexto de su cocirculacién.

2. Este trabajo planteamos desarrollar un ensayo de deteccidn seroldgico especifico del ZIKV,
para lo cual se identificaron 3 sitios antigénicos en la secuencia de aminoacidos de la proteina
NS1 de ZIKV, para esta seleccién la menor identidad encontrada entre ZIKV y DENV fue
aproximadamente 35% al 50%, ya que las regiones menos conservadas no resultaron ser
antigénicas.

3. Los 3 péptidos sintéticos de la proteina NS1 de ZIKV, NS1-A, NS1-B y NS1-C, no permitieron
diferenciar entre sueros provenientes de sujetos con previa exposicion a ZIKV y sueros
provenientes de sujetos sin exposicidon previa a Flavivirus, ya sea por separado o en una
mezcla de los tres.

El disefio de un sistema de deteccidn de anticuerpos especificos para ZIKV es un reto debido a la
reactividad cruzada que tienen los anticuerpos generados durante las infecciones por DENV o ZIKV,
siendo esta mayor al cursar infecciones secundarias. Ademas de que la diversidad de la respuesta
de anticuerpos va a depender de estas multiples posibles exposiciones a ambos virus y del tiempo
de en el que se colecta la muestra respecto al inicio de los sintomas de la infeccidn.

Consideramos que las limitaciones que tuvo este proyecto pueden ofrecer recomendaciones para
proyectos futuros, ya que la problematica que genera la reactividad cruzada entre Flavivirus puede
continuar en el caso de que vuelva a ocurrir un brote importante de ZIKV o incluso, pueden ocurrir
nuevos brotes epidemiolégicos de otros Flavivirus, como YFV o WNV, los cuales ya se encuentran
circulando en otras regiones de América del sur, Asia y Africa.
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Anexo 1: Preparacion de DSS

Colectar la muestra de sangre.
Centrifugar a 1500 g por 15 minutos para separar el suero.
Preparar alicuotas de suero de aproximadamente 100 ul, para congelar.

2w e

Dispensar 30 ul de suero en cada uno de los circulos presentes en las tarjetas de papel filtro
Whatman Schleicher & Schell #903 (Keene NH, USA) (Fig. 1 Anexo 1).

5. Dejar secar a temperatura ambiente por dos horas o hasta que estén completamente secas,
preferentemente en campana de bioseguridad.

6. Marcarlas con la fecha de colecta y preparacion, y la clave asignada al sujeto.

7. Guardar en un sobre de papel, y este en una bolsa resellable de plastico, junto con 2-4
paquetes de silica como desecante.

8. Estas se pueden almacenar a temperatura ambiente o a 4°C hasta 3 meses, pero es mas
conveniente almacenarlas a -20°C.

g Whatrman 903™

\ 30pl de suero | o o o

A

Figura 1 Anexo 1: Diagrama de un papel filtro Whatman Schleicher & Shell #903, que contiene 5
ciculos marcados en donde se colocaran los 30 ul de suero.

79



Anexo 2: Elucion de DSS

1. Cortar un circulo de la tarjeta de papel filtro con tijeras estériles, en pedazos pequefios.
Colocar los pedazos en un microtubo de 1.5 ml con 200 pl de PBS 1x estéril pH 7.4, libre de
proteasas y nucleasas (Fig. 1 Anexo 2).

N

Incubar por 1 h a 4°C en un shaker orbital a 1500 rpm.
Centrifugar por 30 segundos a 10,000 rpm.
Separar el sobrenadante y transferirlo a un microtubo estéril.

o v s W

Se puede usar inmediatamente o almacenarlo a -20°C hasta su uso.

d I PBS estéril

Figura 1 Anexo 2: el circulo de papel filtro debe recortarse en pedazos pequeiios vy
posteriormente eluir en 200 pul de PBS 1x estéril pH 7.4, libre de proteasas y nucleasas.
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Abstract.

The disease burden of arthropod-borne infections is particularly high in low- and middle-income countres,

where the availability of resources for surveillance and testing is limited. The lack of local infrastructure demands that bio-
legical samples be sent to central laboratories by refrigerated transport, which increases costs end the risk of sample
degradation. Dried blood spot samples are an alternative for ensuring sample integrity during transportation and storage.
They can be used for the detection of nucleic acids and proteins, such as antigens or antibodies. Here, we compared
anti-chikungunya lgM, anti-dengue Igh, anti-dengue 1gG, and anti-Zika 1gG detection between paired serum and dried
serum samples (DSSs); the agreement between results was found to be 90.6%, 94.1%, 85.9%, and 95.5% , respectively,

indicating a strong correlation. Our results suggest that DSSs provide a reliable alternative for detaction of specific anti-

bodiesin arthropod-borne infections.

INTRODUCTION

During thz last decade, many outbreaks of emerging and
reemerging viral infections have occurred.® Low- and
middle-income countries are the most affected because of
the lack of local infrastructure, particularly in remote areas,
which makes diagnosis and epidemiclogical survelllance
more compex.”

In tropical and subtropical regions, the majority of viral
outbreaks are caused by arthropod-borne viruses such as
dengue (DENV), Zdika (ZIKV), and chikungunya [CHIKV)
viruses, In the Americas, more than 3 million cases of DENV
have hean epoted since 2018, with approximately 10,000
cases of severe dengue. The emergence of CHIKV, which
causes severe and long-lasting arthralgias, and ZIKV, which
can cause Guillain-Barre syndrome in adults and microceph-
aly in newbeorns, has demonstrated the need for urgent trust-
worthy diagnosis and clinical research,>#

Dried serum samples (DSSs) and dried blood spots (DBSs)
are drops of bodily fluids blotted and dded on filter paper.
Both DBSs and DSSs have been used for many semlogical
tests, including the detection of viral nucleic acids™® and pro-
teins such as antigens®® or antibodies.™ " Dried blood spot
samples have been found to be stable at room temperature
{AT)and at 4°C for 4 to 12 weeks'® "™ and at = 4°C for Lp to
200 days™ without sample degradation, decreasing cosis of
sample handling and cold-chain transportation, especially in
low-resourcs countries. '

Antibody detection is widely used not only for diagrosis
bt alkn for epidemiclogical ressarmh when ssmprevalencs
or previous exposure can be studied®™ In this work. we
compared the detection of anti-CHIKV, anti-DENV, and anti-

*Addmess comespondence to Rosalia Lira, Unidad de Investigacion
Meadica an Erfernedades Infecclosas v Pamsitarias, Unidad Medica
de Alta Espedialidad Hospital de Pediatria, Cantro Medico MNacional
Sigo X9, Instituto Mexicano dal Seguro Social, Mexdco City 06720,
Mexico. E-mal: drarosalialim@gmail.com

ZIKV antibodies with ELISA commercial tests using DSS and
serum paired samples collected n 2015 and 2016, as we
previously reported for DENV IgG antibodies.”” Our results
demonstrate that the use of D5Ss is an effective allernative
for the detection of anti-arboviral antibodies compared with
serum, the recommended gold standard sample.

MATERIALS AND METHODS

We analyzed DSS and serum paired samples from 128
patients with a clinical suspicion of athropod-borme viral infec-
tion, collected in October 2015 in Veracruz, Meéxico, during an
arboviral outbreak odginally suspected to bhe DENV and later
proven Lo be the first CHIKV cutbreak in México."® Arti-CHIKV
oM, anti-DEMNV 1gM, and anti-DENV 1gG were determined in
these samples (Figure 1A and Supplemental Table 1) In addi-
tion, we tested 22 serum samples collected during a ZIKV out-
break in March 2016 by the research group of E. S-R. in Santa
Maria Mixtequilla, Oaxaca These 22 samples were used for
D35 preparation and anti-ZIKV lgG detection in DSS and
serum paired samples (Fgure 1B). All samples were collacted
according to the Ethics Commitee and the Institutional
Review Beard of the Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) (R-2011-785-051) and the Ethics Commitiee of the
Institute Macional de Enfermedades Respiratorias Ismasl
Caosio Villegas in Mexico City (C16-16).

Serum samples collected during 2015 in Veracuz were used
for DSS preparation at the site.™ Briefly, 30 uL of serum was
spotted onto each circle of fiter saper cards (Schleicher &
Srhall #3003, Keene, NH) and drisd for 2hoors at BT, than
stored in a paper envelope Inside a resealable plastic bag with
silica desiccant ™ Samples were sent to Mexico City in a cold
chain for serum or at RT for DSS. Serum samples were stored
at =70rC, and DSSs were stored at —20°C. Similarly, sswm
samples frem the ZIKV outbreak in 2016 were originally sent to
Mexico City under refrigeration, bul later serum samples were

ored at —70"C, and then DSSs were prepared and stored at
—207C until use.
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The DSS elution and antibody determination were per-
formed 2 to 6months after the DSS preparation. Each sam-
ple spot was cut into small pieces, then placed intoa 1.5-mL
tube with 200 ul of DNAse, RNAse and protease free 1x
phosphate-buffered saline (PBS) (Fisher BioReagents, cat#
BP24384, Fair Lawn, MJ) and incubated for 1 hour at 4°C in
an orbital shaker at 1.500rpm (O5-100; Allsheng Instruments,
Hangzhou, China). After centrifugation, the supernatant was
transferred into a clean tube and stored at —20°C until use.

lgM and IgG determination was performed using Anti-
Chikungunya Virus ELISA {gM), Anti-Dengue Virus ELISA
{lgM), and Anti-Zika Virus ELISA (1gG) (EUROCIMMUN,
Libeck, Germany) and DRG Anti-Dengue Virus 1gG (DRG
International, Inc,, Sprngfield, NJ), For serum samples the
assays were performed according to the manufacturer's
instructions, and for DSS the assay was modified as follows:
40 pl of eluted DSS was diluted in 860 pL of buffer sample
{1:25 dilution factor), and 100 pL of this dilution was used
for each test."” Therest of the assay was performed accord-
ing to the manufacturer's instructions, and mesults were
expressed as recommended by the manufacturers.

Data anakses wem performed with the GraphPad Prism 7
package (GraphPad Software, La Jolla, CA). Linear comela
tion coefficients were obtained using Pearson's simple linear
regression, Dried serum sample results weme classified as
true positive, false positive, true negative, or false negative,
taking the serum sample result as the gold standard. Sensi-
tivity and specificity were calculated, ™

RESULTS

Faor the serum samples collected from patients with a sus-
picion of arboviral infection in Veracruz, anti-CHIKY Igh
detemmination was performed in 117 D35S and serum paired
samples; 40% (47/117) were positive for anti-CHIKV lgM,
whereas 7% (6/B4) were positive for anti-DENV IgM. Our
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data confimmed the outbreak of CHIKY in this area. We were
unable to test 11 samples because of a lack of adequate
sample volume. We found result agreement in 106 paired
samples (90,6 %), 37 positive and &9 negative paired sam-
ples, Of the 11 discordant samples (9.4%), B samples were
positive in serum but negative in 0SS, 2 samples weme posi-
tive in serum but indeterminate in 0SS, and 1 sample was
indeterminate in serum but negative in DSS5. There was a
statistically significant comelation between the ratio values
from DSS and serum paired samples (F = 0.804 and P <
0.0001) (Figure 2A). The sensitivity was 82.5%, and the spe-
cificity was 100% (no false positives identified) (Table 1),

For anti-DEMNV IgM determination, we excluded 44 sam-
ples because of inadequate serum sample volume and
tested 84 paired samples; we found agreement in 79 painred
samples (34.1%): 1 positive and 78 negative paired samples.
Among the five discordant samples (5.9%), four postive
serum samples were negative in DSSs and one was indeter-
minate in D55s. The linear regression between the ratio
values from paired samples had an A® value of 0,525 and P
= 00001 (Figure 2B). The calculated sensitivity and specifi-
city of DSSs compared with those of serum samples were
54.5% and 100% respectively (Table 1).

For anti-DEMV IgG determination, we tested 71 DSSs and
paired serum samples (we excluded 57 samples becausa of
inadequate serum sample volume), We found result agree-
ment in 81 paired samples (B5.9%): 42 positive and 19 nega-
tive paired samples. Of the 10 discordant samples (14.1%),
4 samples were positive in serum but negative in DSSs, 4
samples were positive in serum but indeterminate in DSSs,
and 2 indeterminate serum samples wemne negative in DS3s.
There was a statistically significant cormelation between the
DRG units from paired samples {H:a = 0,657 and P <= 0.0001)
(Figure 2C). The sensitivity of the D55 assay was B6.2%,
and the specificity was 100%.
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A total of 22 DSS and serum paired samples collected in
Oaxaca wemre tested for anti-ZIKV |gG detemrmination. We
found result agreement in 21 paired samples (25.5%), all
with a positive result. Only one paired sample was discor-
dant, being positive in serum but negative in D55s. The cor-
relation between the ratio values from DS3s and serum
paired samples was A*= 0.195 and P = 0.039 {Figure 20).
The sensitivity was 95.7%, and the specificity was not deter-
mined because this set of samples was all anti-ZIKV IgG
positive,

DISCUSSI0N

When biological samples are transported and stored, it is
imperative to ensure that they do not degrade during deliv-
ery, storage, and processing. Dried samples have been

proposed as a reliable and inexpensive alternative to the
cold chain for the safe transport of biological samples. We
previousty reported the effective use of D55s for anti-DEMNY
IgG detection.'” In this study, we analyzed whether the
same protocol could be used for CHIKY and KV and con-
firmed its utility for DENY antibody detections.

The resulting agreement between DSSs and paired serum
samples was higher than B5% for anti-CHIKV IgM, anti-
DEMV IgM and IgG, and anti-ZIKV |gG determinations. In
addition, the specificity for all tests was 100%, emphasizing
the lack of false-positive results by using the presant proto-
col for DSS preparation, storage, elution, and testing. The
false-negative results in DEMV Igh DESs, may be due to the
fact that IgM levels are usually lower in patients with second-
ary DENV infections,®® and similar results have been
reported for anti-DEMNV IgM and kgG determination in

Tame 1
Summary of anti-CHIKY kgM and ant-DENY 1gG results in DSS and serum samples

Sorum determinaton DS determinaton
Arabody Promidun rdeteTninate Blogaine Panitwe I efer minate Elegaive
Anti-CHIKV 1gM 47117 1717 [T EFaAF 2117 TaMnT
Anti-DENY IgW 6/84 084 TH/B4 1/84 1/84 B2/84
Anti-DENV 195G 50671 2m 1971 4211 471 25'M

CHIEY = oidhong urs vinox DEMY = dogoevine: 0S8 = died saum sample.
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DBSs.?! We suggest that decreasing the DSS dilution factor
in these false-negative samples might improve Igh detection
in DE5s,

Anti-DENV |gG determination in DSSs had a sensitivity of
B5.9% compamred with that of sersm samples, and these
results are consistent with our prm'iu.lsﬂndngs.” In ancther
study published by Anders et al®in 2012, a sensitivity of
91.1% was obtained with comparison of anti-DENY 1gG
detection in DBSs and serum samples. Anti-ZIKV 1gG identi-
fied agreement in 21 paired samples, with only one discor-
dant result, The sample size was small, and this result should
therefore be confirmed with more tests. In addition, the pos-
sibility that false negatives are likely when there are low
levels of antibodies in DSSs should be considered. Because
of the known cross-reactivity between DEMV and ZIKV anti-
gens, ideally subjects with no previous exposure to DENV or
ZIKV should be included.

The results of this work suggest that antibody detection in
D& 85 is an effective method for seroprevalence or epidemio-
logic studies of arboviral infections.
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