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Abreviaturas y acronimos

e RT- gPCR: PCR tiempo real

e HRM: High Resolution Melting

e DENV: Virus del dengue

¢ CHIKV: Virus Chikungunya

e ZIKV: Virus Zika

e YFV: Virus de la fiebre amarilla

o JEV: Virus de la encefalitis japonesa

e SLEV: Virus de la encefalitis de St. Louis
e MVEV: Virus de la encefalitis del valle de Murray
e USUV: Virus Usutu

e SPOV: Virus Spondweni

e ONNV: Virus O'nyong nyong

e RVFV: Virus de la fiebre del Valle del Rift
e MAYYV: Virus Mayaro

e Kkb: kilobases

e ARN: Acido Ribonucleico

e ADN: Acido Desoxirribonucleico

e C: Proteina de la capside

e M: Proteina M

e E: Proteina E

¢ NS: Proteinas No Estructurales
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inminente globalizacion no solamente ha permitido el intercambio de conocimientos,
mercancia, tecnologia, etc., sino también la aparicibn de ciertas enfermedades
infecciosas donde antes no las habia y también ha permitido el resurgimiento de
enfermedades causadas por arbovirus. Actualmente se esta viendo la aparicion de
arbovirosis que se consideraban tipicas de Asia y Africa, tanto en Europa como en
Ameérica, probablemente favorecidas por la migraciéon humana y la adaptacion del vector;
sin embargo, también el cambio climatico ha sido un detonador, aumentando la

temperatura de climas que previamente eran frios o no tropicales.

Dado lo anterior, es importante que los sistemas de salud estén al tanto de la
aparicion de las nuevas virosis, de la aparicion de brotes epidémicos emergentes o
reemergentes sin subestimar la incidencia de casos para una estadistica confiable que
ayude a generar protocolos de diagndstico y tratamiento oportunos, asi como a limitar el
dafio (prevencidén secundaria y terciaria). Es por ello que se requiere una técnica de
diagnéstico rapida y especifica, generar datos epidemiolégicos y tratamientos confiables y
adecuados, asi como el control de los vectores. Algunas de las técnicas de diagndstico
gue se utilizan actualmente son PCR tiempo real y High Resolution Melting (HRM).
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2. INTRODUCCION

Los virus que se transmiten entre los hospederos vertebrados mediante vectores
artrépodos hematofagos (mosquitos y garrapatas) son conocidos como arbovirus. Por
definicion, los arbovirus deben replicarse en el vector artrépodo antes de la transmision,
en lugar de transmitirse mecénicamente. La transmision biol6gica puede ser vertical e
involucra el paso del virus de un vector femenino infectado a las crias masculinas y
femeninas. La transmision horizontal a través de un vector puede ser venérea, de un
macho infectado directamente a un vector femenino, asi como por via oral desde un
vector a un hospedero vertebrado a través de la saliva durante la hematofagia. Este
ultimo modo de transmision horizontal es el mas comuan para la mayoria de los arbovirus e
involucra la infeccién del tracto alimentario del vector, la diseminacion del virus en el
vector y la eventual replicacion del virus en las glandulas salivales, seguido de la
inyeccion de virus a través de la saliva durante la alimentacién con sangre (Kuno &
Chang, 2005).

Los arbovirus son un grupo taxonémicamente diverso que incluye ocho familias y
14 géneros. La mayoria de estos virus (248), pertenecen a las familias Bunyaviridae,
Flaviviridae y Togaviridae, que agrupan a muchos de los patégenos humanos mas

importantes desde la perspectiva de salud publica (Gubler, 2001).

La mayoria de los arbovirus causan una enfermedad febril inespecifica de
aparicion repentina con dolor de cabeza, mialgia, malestar general y ocasionalmente
postracion. La infeccion también puede conducir a una enfermedad mas grave, que se
presenta como fiebre hemorrdgica o meningoencefalitis, que puede causar la muerte o
secuelas neurolégicas permanentes. En los Ultimos afios del siglo XX, hubo un

resurgimiento global de enfermedades arbovirales (Varghese et al., 2023).

Dado que las infecciones por arbovirus en humanos pueden dar como resultado un
sindrome no especifico, es dificil diagnosticar clinicamente estas infecciones. La
deteccién del virus ademas se complica por la cocirculacion de 2 arbovirus distintos en la
misma éarea geografica o por brotes sucesivos que involucran diferentes arbovirus.
Ademas, en caso de una nueva emergencia, un panel extenso de pruebas de deteccion

especificas del patdégeno puede ser dificil de configurar (Wilder-Smith et al., 2017).
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El diagnéstico diferencial a menudo es necesario para identificar el agente causal.
Los amplicones de la Reaccién en cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction, PCR, por sus siglas en inglés) viral pueden diferenciarse por varios
métodos siendo uno de los mas sencillos, la evaluacion de los perfiles de
disociacion de alta resolucion (HRM). El analisis de disociacién de alta resolucion
(HRM) implica la incorporacién de un colorante intercalante que se une al ADN
bicatenario (es decir, producto de PCR) y presenta intensa fluorescencia cuando
estd unido. Posteriormente al incrementarse la temperatura y separarse las
cadenas, el cambio en la fluorescencia va a ir cambiando, en funcién de su

composicién principalmente (Vali et al., 2014).

Segun la publicaciéon de la OMS: “Enfermedades virales transmitidas por artrépodos y
roedores” los arbovirus se definen como: virus que comparten la caracteristica de ser
mantenidos naturalmente a través de la transmision biol6gica entre hospedadores
vertebrados susceptibles y artrépodos hematéfagos o transmision transovarica de
artrépodos hembra infectados a su progenie”. Aunque los mosquitos son los principales
responsables de la transmision de arbovirus de importancia médica, otros taxones de
artropodos como las garrapatas juegan un papel importante en la vectorizacién de virus

humanos (Huang et al., 2019).
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3. ANTECEDENTES

Una gran cantidad de arbovirus son transmitidos por mosquitos. Las enfermedades

causadas por los arbovirus han aumentado considerablemente en los Ultimos afos y

estan extendiéndose hacia areas previamente no afectadas. Algunos ejemplos de estos

Virus son:

El virus del dengue (DENV; familia Flaviviridae, género flavivirus), que comenzo a
reaparecer globalmente a fines del siglo XX, se cuadruplicé en la incidencia
reportada entre las décadas de 1980 y 2000 y ahora causa aproximadamente 96

millones de casos sintomaticos al afio. (Ali et al., 2017)

En 2013, el virus chikungunya (CHIKV; familia Togaviridae, género Alphavirus)
emergio por primera vez en las Américas en St. Martin, causando 1.8 millones de
casos sospechosos y confirmados en la region. (WHO | Chikungunya | Data, Maps
and statistics) (Consultado 18/09/20)

En 2015, Brasil confirmé el primer caso de virus Zika adquirido localmente en el
continente americano (ZIKV; familia Flaviviridae, género Flavivirus). Desde
entonces, la epidemia de ZIKV ha causado mas de 500.000 casos sospechosos y
confirmados en 40 paises y territorios de las Américas (Kindhauser et al., 2016)

Durante los siglos XVI y XVII, Aedes aegypti y el virus de la fiebre amarilla (YFV;
familia Flaviviridae, género Flavivirus), también transmitidos por este vector, se
propagaron desde Africa Occidental a América con la trata y migracion de

esclavos. (Chippaux & Chippaux, 2018)

Otros arbovirus transmitidos por mosquitos han surgido en regiones especificas del
mundo, pero todavia no en ambos hemisferios. Estos incluyen el virus de la
encefalitis japonesa (JEV), el virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV), el virus de
la encefalitis del valle de Murray (MVEV), el virus Usutu (USUV), el virus
Spondweni (SPOV), el virus O'nyong nyong (ONNV), virus de la fiebre del Valle del
Rift (RVFV) y el virus Mayaro (MAYV) (Gould et al., 2017)

Pagina | 9



3.1.Transmisién
1) Los arbovirus han sido un problema conocido para la salud humana durante siglos,
particularmente los transmitidos por mosquitos, que en muchos casos cuentan con
ciclos de transmision silvestres y urbanos. Los mosquitos del género Culex
transmiten el virus del Nilo Occidental (WNV), el virus de la encefalitis japonesa
(JEV), virus de la enfefalitis de St. Luis (SLEV) y el virus Usutu (USUV). Los
mosquitos del género Aedes participa en la transmisién de YFV, DENV, CHIKV y
MAYYV. Algunos arbovirus que circulan entre los mosquitos Aedes y Culex afectan
a hospederos no humanos, incluidos caballos, aves, roedores y otros pequefos
mamiferos. Algunas especies pueden ser "Hospederos incidentales" o "callejones
sin salida” es decir que el virus no amplifica lo suficiente y, por lo tanto, no
participa en la transmision a un nuevo mosquito vector, aunque la infeccién viral
podria poner en peligro la vida en estas especies (Alonso-Palomares et al.,
2018).Después de la ingestion de sangre de un hospedero infectado, los virus se
multiplican en el intestino medio del insecto y luego invaden los tejidos
subyacentes para causar una infeccibn que se propaga particularmente en las
glandulas salivales (denominada periodo de incubacion extrinseca) que finalmente
produce una carga viral de alto titulo. Luego se transmiten a los humanos u otros
vertebrados durante la picadura de insectos hematéfagos (Armstrong et al., 2020).
Entre los virus transmitidos por mosquitos, la infeccion a humanos ocurre por 3
mecanismos principales: (Figura 1) Transmision directa, es aquella donde un
vector enzodtico o puente, transmite el virus desde un animal (hospedero

enzod6tico) a un ser humano; por ejemplo, la fiebre amarilla selvatica.

2) Amplificacion en animales domesticados, seguido de la transmisién a humanos;
ejemplos de este mecanismo incluyen la encefalitis japonesa (JEV), un arbovirus
aviar que se amplifica en los cerdos, que a menudo viven muy cerca de las
personas, el virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV), que se amplifica en el
ganado ovino y bovino domesticado y el virus del Oeste del Nilo que se propaga en
caballos. En los mecanismos de propagacion secundaria y amplificacion en el
ganado, los humanos generalmente no desarrollan viremia en magnitud suficiente

para contribuir al curso de la transmision.
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3) Transicion del ciclo enzoético al ciclo humano-mosquito-humano, donde las
personas sirven como hospederos de amplificacion y mosquitos antropofilicos
como Aedes (Stegomyia), A. aegypti, A. albopictus entre otros que transmiten el
virus, algo comun en entornos urbanos. Los arbovirus con potencial de
propagacion urbana se encuentran entre los mas importantes para la salud publica;
por ejemplo, los virus del dengue, Zika, Chikungunya (Weaver et al., 2018).

Human-vector-human (sexual

Amplification in
human- human ZIKV only)

domesticated animals

I e~

\Urban epidemic cyce\ Enzootic cycle \ Epizootic cycle

A_ aegypti
A, albopictus
CHIKY, DENV, (MAYVT),
OROV, YFV, ZIKV n ﬁ

CHIKV, DENV, MAYV, JEV, RVFV
ORCV, YRV, ZIKV

Direct spillover

Fig. 1. Principales mecanismos de infeccion de arbovirus en humanos. Los virus con historia de emergencia
urbana usan primates no humanos como hospedadores enzodticos y también infectan a las personas a través de
propagacion directa. Abreviaturas: CHIKV, virus chikungunya; DENV, virus del dengue; JEV, virus de la encefalitis
japonesa; MAYV, virus de Mayaro; ORQV, virus Oropouche; RVFV, virus de la fiebre del Valle del Rift; YFV, virus de la
fiebre amarilla; ZIKV, virus Zika. Imagen extraida de (Weaver et al., 2018)
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3.2.Principales arbovirus que afectan a humanos

Hasta la fecha se han clasificado més de 500 arbovirus, las estimaciones sugieren que los
arbovirus encontrados hasta la fecha pueden representar menos del 1% del total. De los
arbovirus conocidos actualmente, 150 de ellos causan enfermedades en humanos.
Algunos infectan a los humanos solo ocasionalmente o causan solo una enfermedad leve,
mientras que otros son de gran importancia médica y provocan grandes epidemias
(Young, 2018).

Los arbovirus son un grupo taxonémicamente diverso que incluye miembros de 8
familias y 14 géneros. La mayoria de estos virus pertenece a las familias Bunyaviridae,
Flaviviridae y Togaviridae que agrupan a muchos de los patbgenos humanos mas

importantes desde la perspectiva de la salud publica (Lorenz et al., 2017).

3.2.1. Familia Flaviviridae

La familia Flaviviridae se divide en tres géneros, de los cuales solo el género Flavivirus
contiene arbovirus, ya que al igual que los virus pertenecientes a las familias Bunyaviridae
y Togaviridae son los Unicos que requieren vectores para la transmision bioldégica a
humanos. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de los miembros de la familia

Flaviviridae.

El género Flavivirus consta de mas de 70 de virus de RNA monocatenerio de
sentido positivo, transmitidos por artropodos, en particular mosquitos y garrapatas. Este
género incluye patdbgenos humanos de importancia mundial como: (WNV), (DENNV),
(YFV), (JEV) vy (ZIKV). Estos virus son responsables de algunas de las infecciones por
arbovirus mas graves gue afectan a los seres humanos, representan una grave amenaza
para la salud mundial y tienen el potencial de causar brotes graves. Las infecciones por
flavivirus varian desde asintomaticas, pasando por fiebre leve y artralgia hasta
enfermedades hemorragicas o encefalicas potencialmente mortales. Los flavivirus
también pueden persistir en los pacientes y pueden ser responsables de morbilidades a

largo plazo (Laureti et al., 2018).
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE (TOMADA DE SIMMONDS ET AL., 2019)

CARACTERISTICA DESCRIPCION

Envuelto, 40-60nm con una proteina de capside Unico y

Virion . .
2 0 3 glicoproteinas de la envoltura.

Aproximadamente 9.0 - 13 kb de ARN sentido positivo,

Genoma
no segmentado.

Citoplasmaética, en vesiculas de membrana derivadas del
reticulo endoplasmico, ensamblaje de viriones en el
lumen del reticulo endoplasmico, se secretan a través de
la via de transporte de vesiculas.

Replicacion

Directamente del ARN gendémico que contiene un cap de
tipo | (género Flavivirus) o un sitio interno de entrada al
ribosoma (otros géneros). Se genera un solo ARN
mensajero para la sintesis de una poliproteina viral.

Traduccion

Mamiferos (todos los géneros); La mayoria de los
Rango de hospederos miembros del género Flavivirus son transmitidos por
artrépodos.

Taxonomia Cuatro géneros que contienen 89 especies.

3.2.1.1. Genoma
El genoma flaviviral consta de 11 kb y contiene un Unico marco de lectura abierto
flanqueado por regiones no traducidas y codifica 3 proteinas estructurales (C, My E) y 7
proteinas no estructurales (NS). EIl virion maduro presenta una superficie densamente
cubierta con glicoproteinas E y proteinas M y un nucleo que consta de la proteina de la
capside (C) y el genoma del ARN. La entrada en la célula diana depende del contacto de
la proteina E con su receptor afin. La proteina E se une inicialmente a factores de union
como los glicosaminoglicanos. Esto aumenta efectivamente la densidad viral en la
superficie celular, lo que conduce a una unién al receptor de alta afinidad. Estudios
recientes indican que los flavivirus pueden producir una variedad de viriones
estructuralmente diferentes. Esta heterogeneidad estructural puede expandir el tropismo
tisular y la capacidad de infectar diferentes tipos de células tanto en hospederos

invertebrados como vertebrados (Rey et al., 2017).
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3.2.1.2. Virus del dengue (DENV)

El dengue es una infeccién virica transmitida por la picadura de las hembras infectadas de
mosquitos del género Aedes. Hay cuatro serotipos de virus del dengue (DEN 1, DEN 2,
DEN 3 y DEN 4). El dengue se presenta en los climas tropicales y subtropicales de todo el
planeta, sobre todo en las zonas urbanas y semiurbanas. Los sintomas aparecen 3-14
dias (promedio de 4-7 dias) después de la picadura infectiva. El dengue es una
enfermedad similar a la gripe que afecta a lactantes, nifios pequefios y adultos (Dengue -
OPS/OMS | Organizacién Panamericana de la Salud, s. f.) (Consultado 20/02/21).

Los sintomas son una fiebre elevada (40 °C) acompafada de dos de los sintomas
siguientes: dolor de cabeza muy intenso, dolor detras de los globos oculares, dolores
musculares y articulares, nauseas, vomitos, agrandamiento de ganglios linfaticos o
sarpullido. El dengue grave es una complicacion potencialmente mortal porque cursa con
extravasacion de plasma, acumulacion de liquidos, dificultad respiratoria, hemorragias
graves o falla organica. No hay tratamiento especifico del dengue ni del dengue grave,
pero la deteccion oportuna y el acceso a la asistencia médica adecuada disminuyen las
tasas de mortalidad por debajo del 1% (Muller et al., 2017).
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Fig. 2. Organizacion del genoma de un alfavirus (YFV). Representacién esquematica del genoma YFV y la
poliproteina codificada. El genoma de YFV es un ARN de cadena positiva monocatenario de aproximadamente 11 kb
que codifica un ORF unico que contiene tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). El genoma tiene una cap metilada de tipo 1 en el extremo 50 y no esta
poliadenilado. Se requieren estructuras secundarias (stem-loop A y B; SLA / SLB) en las UTR 50 y 30 para la
traduccion y la sintesis de ARN. La poliproteina se modifica postraduccionalmente por las proteasas virales y del
huésped en 10 proteinas maduras que se incorporan a la membrana del reticulo endoplasmico. Imagen extraida de
(Kleinert et al., 2019).
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Los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV 1, DENV 2, DENV 3 y DENV 4)
estan presentes en las Américas y en 2019 se detecto la circulacién simultdnea de todos
ellos en Brasil, Guatemala y México; mientras que, en Colombia, Martinica, Panama,
Republica Dominicana y Venezuela, circulan los serotipos DENV 1, DENV 2 y DENV 3, en
Paraguay y Perd, DENV 1, DENV 2 y DENV 4, y en Islas Caiman se report6 la circulacion
de los serotipos DENV 2, DENV 3 y DENV 4 (Dengue - OPS/OMS | Organizacion
Panamericana de la Salud, s. f.). (Consultado 20/02/21)

3.2.1.3. Virus del zika (ZIKV)

El virus de Zika es un flavivirus transmitido por mosquitos que se identific6 por vez
primera en macacos (Uganda, 1947). Posteriormente, en 1952, se identific6 en el ser
humano en Uganda y la Republica Unida de Tanzania. Se han registrado brotes de
enfermedad por este virus en Africa, las Américas, Asia y el Pacifico. Entre los afios
sesenta y los ochenta se detectaron infecciones humanas esporadicas raras en Africa y
Asia, generalmente acompafadas de enfermedad leve. La enfermedad por el virus de
Zika es causada por un virus transmitido principalmente por mosquitos del género Aedes.
Los sintomas, generalmente leves y de 2 a 7 dias de duracién, consisten en fiebre,
erupciones cutaneas, conjuntivitis, dolores musculares y articulares, malestar y cefaleas.

La mayoria de las personas infectadas son asintomaticas (Musso & Gubler, 2016).

La infeccion el virus de Zika durante el embarazo puede causar microcefalia y otras
malformaciones congénitas, que constituyen el sindrome congénito por el virus de Zika.
La infeccion también se asocia a otras complicaciones del embarazo, como el parto
prematuro y el aborto espontaneo. La infeccion se asocia en nifios y adultos a un aumento
del riesgo de complicaciones neurolégicas, como el sindrome de Guillain-Barré, la
neuropatia y la mielitis. No hay tratamiento para la infeccién por el virus de Zika ni para
las enfermedades a las que se asocia (Zika - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de
la Salud, s. f.).

Hasta la fecha, 48 paises y territorios de las Américas han confirmado la
transmision autéctona y transmitida por vectores de la enfermedad por el virus del Zika,
mientras que cinco paises han informado casos de Zika por via transmision sexual (Zika -

OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la Salud, s. f.).
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3.2.1.4. Virus de la fiebre amarilla (YFV)

La fiebre amarilla sigue siendo un importante problema de salud publica en las Américas.
A pesar de que ha mejorado la cobertura vacunal en las zonas endémicas, siguen
surgiendo casos esporadicos y brotes limitados. Este surgimiento continio de casos,
sumado a la proliferacién del mosquito vector Aedes aegypti en toda América, demuestra
gue sigue vigente el gran riesgo de reurbanizaciéon de la Fiebre amarilla (Fiebre amarilla -
OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la Salud, s. f.).

La fiebre amarilla es una enfermedad virica aguda, ictero-hemorragica, causada
por el virus del mismo nombre (YFV, Familia Flaviviridae, género Flavivirus), el cual fue
aislado en 1927. Es transmitida a los humanos por picadura de mosquitos infectados de
los géneros Haemagogus spp. y Sabethes spp en el ciclo de transmisién selvatico y por el
Aedes aegypti en el ciclo urbano. Se distribuye principalmente en Sur América y Africa
subsahariana. La Fiebre Amarilla es la Unica enfermedad respecto de la cual el
Reglamento Sanitario Internacional (RSI, 2005) exige que presenten un certificado de
vacunacion a todos los viajeros que ingresan en algunos paises que tienen disposiciones

especificas sobre esta enfermedad (Chippaux & Chippaux, 2018).

Los sintomas aparecen entre 3 y 6 dias después de la picadura de un mosquito
infectado. En una fase inicial causa fiebre, dolor muscular y de cabeza, escalofrios,
pérdida del apetito y nduseas o vémitos. Para la mayoria de los pacientes estos sintomas
desaparecen después de 3 a 4 dias. Sin embargo, el 15% entra en una segunda fase,
mas toxica dentro de las 24 horas siguientes a la remision inicial. En esta fase, vuelve la
fiebre alta y varios sistemas del cuerpo son afectados. La funcién renal se deteriora. La
mitad de los pacientes que pasan a la fase téxica mueren a los 10 -14 dias, el resto se
recupera sin dafio organico significativo. No existe un tratamiento especifico para la fiebre
amarilla. La vacuna es la medida preventiva mas importante y es segura, asequible y muy
eficaz. Proporciona inmunidad efectiva dentro de los 30 dias para el 99% de las personas
vacunadas y una sola dosis es suficiente para conferir inmunidad sostenida y proteger de

por vida contra la enfermedad (Gianchecchi et al., 2022).

En 2019, tres paises de la regién (Bolivia, Brasil y Perl) notificaron casos
confirmados de fiebre amarilla que ocurrieron entre diciembre de 2018 y febrero de 2019.

En tanto que durante 2018 fueron cinco los paises y territorios de la regién de las
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Américas que notificaron casos confirmados de fiebre amarilla: Bolivia, Brasil, Colombia,
Guayana Francesa y Peru (Fiebre amarilla - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de
la Salud, s. f.) (Consultado 7/05/20)

3.2.1.5. VIRUS USUTU (USUV)

Se aisld por primera vez en 1959 en un mosquito Culex spp. en Sudafrica en cercanias
del rio Usutu. Desde entonces el virus se ha detectado en varios paises africanos como
Senegal, Nigeria, Uganda, Burkina Faso, Costa de Marfil y Marruecos. La primera
infeccién humana se describié en la Republica Centroafricana en un paciente con fiebre y
exantema. Hasta principios de la década pasada el virus no se habia asociado con
enfermedad grave/mortal en animales, ni en humanos y se consideraba restringido a las

zonas tropicales y subtropicales de Africa (Clé et al., 2019).

El ciclo de vida natural del USUV involucra a los mosquitos del género Culex como
vectores y las aves como principal hospedero amplificador. El ciclo USUV es similar al de
otros flavivirus que pertenecen al serocomplejo JEV, como ocurre con la transmision de
WNV, en el cual los humanos se consideran huéspedes accidentales. El reciente
descubrimiento de murciélagos como potenciales huéspedes amplificadores ha planteado
la preocupacién de que USUV podria convertirse en un problema de salud publica (Sieg
et al., 2017).

Los seres humanos, asi como otros mamiferos, son hospedadores sin salida de
USUV y muestran generalmente sintomas leves. Sin embargo, las complicaciones
neurologicas en pacientes inmunodeprimidos podrian representar una preocupacion
creciente por la salud humana. Asi, los signos y sintomas pueden ir desde fiebre,
erupcion cutadnea y dolor de cabeza leve, hasta manifestaciones mas graves. Las
manifestaciones neurolégicas dependen de qué parte del sistema nervioso esta infectada:
las meninges (causando meningitis), el parénquima cerebral (encefalitis) o la médula
espinal (mielitis). La meningitis aséptica es menos comun que la encefalitis. Las
presentaciones severas (que a menudo se superponen) incluyen un nivel de conciencia
reducido, que puede estar asociado con convulsiones, una paralisis flacida que se
asemeja a la de la poliomielitis y trastornos del movimiento parkinsoniano
(Caracciolo et al., 2020).
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3.2.2. Togaviridae

Es una familia de virus pequefios con envoltura con genomas de ARN monocatenario de
sentido positivo de 10 a 12 kb. Dentro de la familia, el género Alphavirus incluye una gran
cantidad de especies que son en su mayoria transmitidas por mosquitos. Muchos son

patégenos humanos y veterinarios importantes (por ejemplo, virus chikungunya, virus de

la encefalitis equina oriental). En la tabla 2 se enlistan sus caracteristicas.

TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA TOGAVIRIDAE (TOMADA DE SIMMONDS ET AL., JOURNAL OF

GENERAL VIROLOGY 2019;98:2-3)

CARACTERISTICA DESCRIPCION
Viriones esféricos envueltos de 65-70 nm de estructura regular
Virion con una sola proteina de capside y 3 glicoproteinas de
envoltura.
Genoma 10-12 kb de ARN positivo, no segmentado.
Citoplasmaética, vesiculas derivadas de la membrana
Replicacion citoplasmatica / compartimento endosomal, ensamblaje en la
membrana plasmatica.
Las proteinas no estructurales se traducen del ARN gendémico
Traduccion y las proteinas estructurales del ARN subgenémico, tanto como
precursores de poliproteina
Humanos y primates no humanos, équidos, aves, anfibios,
Rango de reptiles, roedores, cerdos, mamiferos marinos, salménidos,
hospederos mosquitos y algunos otros artropodos; la mayoria de los
alfavirus son transmitidos por mosquitos.
] Género Alphavirus que incluye mas de 30 especies.
Taxonomia

3.2.2.1. Genoma

Los viriones de alfavirus tienen un tamafio de aproximadamente 70 nm y consisten en
proteinas de la capside que rodean un solo genoma de ARN y dos glicoproteinas
transmembrana, E1 y E2, que facilitan la entrada en las células por endocitosis mediada

por clatrina. El genoma varia de 11 a 12 kb de longitud y contiene un cap de guanilato de
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metilo 5' y una cola poliadenilada 3' y codifica proteinas tanto estructurales como no
estructurales. Las cuatro proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4) estan
codificadas en el extremo 5'; las cinco proteinas estructurales, que incluyen la capside y
las glicoproteinas E1 y E2, se codifican en el extremo 3' y se traducen a partir de un ARN
subgendmico (Figura 3). Como virus de ARN de sentido positivo, el genoma alfaviral es
infeccioso, es decir, cuando se introduce en una célula permisiva, el ARN puede
replicarse autométicamente y producir particulas de virus infecciosas (Baxter & Heise,
2018).
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Fig. 3. Organizacion del genoma de un Alphavirus (CHIKV).Genoma y estructura del virus Chikungunya. El genoma
viral de CHIKV es un ARN de cadena sencilla sentido positivo que contiene dos marcos de lectura abiertos (ORFs); el
primero codifica para una poliproteina que da origen a las proteinas no estructurales y el segundo a las estructurales.
CHIKV es un virus envuelto cuya membrana contiene las glicoproteinas E1 'y E2 formando espiculas en trimeros en su
superficie, la capside es icosaédrica y esta formada por la proteina denominada C. (Weaver et al., 2018)

La mayoria de los alfavirus son transmitidos por artropodos, especificamente
mosquitos, que hacen que los alfavirus sean una amenaza para la salud publica que
vuelve a emerger a medida que los artr6podos vectores se expanden a nuevos territorios.
Se ha informado que los alfavirus asociados con la artritis causan brotes en la mayor
parte del mundo, a veces con un impacto severo en la salud humana. Las ultimas dos

décadas han experimentado epidemias de alfavirus de interés para la salud publica, como
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el virus chikungunya (CHIKV), el virus Sindbis (SINV), el virus Ross River (RRV), el virus
Mayaro (MAYV), el virus Barmah Forest (BFV) y Virus o’nyong’'nyong (ONNV), que ha

provocado una alta morbilidad en humanos (Brown et al., 2018).

3.2.2.2. Virus Chikungunya

El chikungunya es una enfermedad virica transmitida a los seres humanos por mosquitos
infectados con el virus chikungunya. Los mosquitos implicados son el Aedes aegypti y el
Aedes albopictus. La enfermedad fue descrita por primera vez durante un brote en el sur
de Tanzania en 1952, y actualmente se la ha identificado en Asia, Africa, Europa y, desde
finales de 2013, en las Américas. Los sintomas comienzan generalmente de 4 a 8 dias
después de la picadura de mosquitos, pero pueden aparecer en cualquier momento entre
el dia 2 y el dia 12. El sintoma mas comdn es una apariciéon repentina de fiebre, a
menudo acompafiada de dolor en las articulaciones. Otros sintomas incluyen dolor
muscular, dolor de cabeza, nauseas, fatiga y erupcién cutanea. El dolor severo en las
articulaciones por lo general dura unos pocos dias, pero puede persistir durante meses o
incluso afios. Las complicaciones graves son poco frecuentes, pero en las personas
mayores, la enfermedad puede contribuir a la causa de la muerte. No existe una vacuna o
tratamiento con medicamentos antivirales para el chikungunya. El tratamiento se centra
en aliviar los sintomas (Chikungunya - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la
Salud, s. f.).

3.2.2.3. Virus Mayaro

El virus Mayaro (MAYV) se aisl6 por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954. No
obstante, un estudio retrospectivo evidencié infeccién por el virus en sueros recolectados
durante la construccion de los canales en Panama y Colombia que tuvieron lugar entre
1904 y 1914. Desde entonces se notificaron casos en América Central y América del Sur,
en particular en las regiones alrededor de la cuenca amazonica. Subsecuente a los casos
de Trinidad y Tobago, se reportaron casos de la enfermedad en Brasil (1955), Colombia
(1958-1960), Bolivia (1959), Suriname (1964), Pert (1965), Estados Unidos de América
(casos importados de Pera y Bolivia, 1997), Ecuador (1997), Guayana Francesa (1998),
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Venezuela (2000), México (2001), Panamé (2010) y Haiti (2015) (Acosta-Ampudia et al.,
2018).

La fiebre de Mayaro es una zoonosis producida por un arborvirus del género
Alphavirus (familia Togaviridae). Se ha documentado la transmisién por mosquitos
Haemagogus. Los casos humanos se asocian con exposiciones recientes a ambientes
hamedos boscosos donde habita el vector. En los primeros dias presenta un cuadro
clinico inespecifico similar al de otros arbovirus: fiebre, dolor de cabeza, mialgia, dolor
retro ocular, escalofrios, fuerte artralgia, mareos, nauseas, fotofobia, anorexia, edema
articular muchas veces incapacitante, erupcion cutanea principalmente en el pecho, las
piernas, la espalda, los brazos y con menor frecuencia en la cara, dolor abdominal,
leucopenia y plaguetopenia y en algunos casos se ha descrito manifestaciones
hemorragicas. El periodo de incubacién es relativamente corto, y se ha descrito que varia
entre 1 a 12 dias (Diagne et al., 2020).

3.3.Importancia del diagndstico

Los arbovirus se han convertido en amenazas importantes y constantes en las regiones
tropicales, debido al rapido cambio climatico, la deforestacién, la migracion de la
poblacién, la ocupacion desordenada de las areas urbanas y las condiciones sanitarias
precarias que favorecen la amplificacién y transmision viral. Las fluctuaciones climaticas
producen condiciones que aceleran las epidemias de arbovirus, que afectan directamente
a la salud puablica mundial. Las temperaturas anormalmente altas, por ejemplo, afectan a
las poblaciones de insectos vectores y enfermedades producidas por arbovirus, al influir
en: la supervivencia y la replicacion del virus, la susceptibilidad del vector a los virus, la
distribucién de vectores, el periodo de incubacidn extrinseca de un virus en el insecto y
los patrones de transmisién de virus. Ademas de eso, los arbovirus son muy faciles de
propagar porque sus vectores se pueden transportar largas distancias, incluso entre

paises o continentes, lo que puede llevar a pandemias (Tajudeen et al., 2021).

Dado que las infecciones por arbovirus en humanos pueden dar como resultado un
sindrome no especifico, es dificil diagnosticar clinicamente estas infecciones vy
diferenciarlas de otras como por ejemplo infecciones bacterianas como Leptospira. La

deteccién a veces se complica por la cocirculacién de 2 arbovirus distintos que circulan
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concomitantemente en la misma area geografica o por brotes sucesivos que involucran

diferentes virus del género Alphavirus o Flavivirus (Cardona-Ospina et al., 2018).

Los arbovirus se encuentran entre los agentes mas comunes de la enfermedad
febril humana en todo el mundo y los patégenos emergentes mas importantes, causando
multiples epidemias notables de enfermedades humanas en las Gltimas décadas. A pesar
de la relevancia de la salud publica, poco se sabe sobre la distribucién geogréfica, el
impacto relativo y los factores de riesgo para la infeccion por arbovirus en muchas
regiones del mundo (Kerkhof et al., 2020).

El diagndstico clinico de los arbovirus puede ser un desafio, dependiendo en gran
medida de la etapa del proceso de infeccién que presente el paciente y de la regién
geogréfica del mundo, ya que puede haber varios patégenos causantes de enfermedades
0 estados patologicos que imiten la sintomatologia como es el caso de los arbovirus.

Independientemente del arbovirus o de la especie del vector, un numero
significativo de infecciones por arbovirus en humanos son asintomaticas o causan solo
una fiebre leve transitoria. Los arbovirus también pueden causar otros sintomas
inespecificos que se observan en la mayoria de las infecciones virales, como erupcién
cutanea y mialgia. Las manifestaciones clinicas especificas se pueden clasificar
generalmente en distintas categorias de resultados clinicos: fiebre hemorragica,
encefalitis o afectaciéon del sistema nervioso central, o artritis. La posibilidad de un mayor
desarrollo de la enfermedad grave depende del arbovirus y del estado fisiol6gico e
inmunoldgico del paciente. Varios grupos de arbovirus pueden causar fiebre hemorragica
viral (Huang et al., 2019)

Los biomarcadores que se han dirigido para el diagnéstico incluyen el virus en si
(aislamiento del virus en cultivo o mosquitos o la deteccién directa del ARN gendmico
viral), productos virales (captura y deteccién de la proteina NS1 secretada) o la respuesta
inmune del hospedero a la infeccién por virus (mediante la medicién de inmunoglobulina

M [IgM] e inmunoglobulina G [IgG] especificas del virus) (Muller et al., 2017).

Las altas tasas de arbovirus plantean un problema Unico para la serologia
diagnéstica convencional, desde la inhibicién de la hemaglutinina (HI), la fijacion del
complemento (CF) y las pruebas de neutralizacion por reduccion de placa (PRNT) hasta
los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura de IgM (MAC-ELISA) y

ELISA regular contra IgM o IgG. Debido a las similitudes en sus estructuras antigénicas,
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los flavivirus reaccionan de forma cruzada en las pruebas seroldgicas.(Peters &
Stevenson, 2019).

Existen métodos de diagnoéstico adecuados para el diagnostico de la mayoria de
las infecciones virales agudas. Sin embargo, la aparicién de virus patdégenos o cepas de
virus y nuevas asociaciones de enfermedades de virus conocidos requieren el
establecimiento de nuevos métodos de diagndstico, a veces muy réapidamente. En el
campo de las enfermedades virales crénicas o persistentes, particularmente aquellas que
involucran un potencial de desarrollo maligno o fatal, existe una necesidad constante de
mejorar el diagndstico diferencial, el monitoreo, el prondstico y la evaluacién de riesgos.
Muy a menudo, las nuevas herramientas son ofrecidas por técnicas de diagndstico

molecular. (Auvinen, 2017).

Los métodos moleculares como la RT-PCR y la hibridacion de acidos nucleicos se
han utilizado con gran eficacia en el diagnostico de la infecciébn por arbovirus. Los
métodos basados en PCR proporcionan un diagnéstico el mismo dia o al dia siguiente
durante la fase aguda de la enfermedad. Una ventaja importante de las técnicas basadas
en PCR es que el ARN viral se puede detectar desde el inicio de la enfermedad y es
sensible, especifico, rapido, menos complicado y mas econémico que los métodos de
aislamiento del virus. Aunque los métodos basados en PCR son rapidos y precisos,
requieren un laboratorio con equipo especializado y personal capacitado para realizar el
andlisis. Los métodos no basados en PCR que imitan la amplificacion de acidos nucleicos
in vitro, como la amplificacion isotérmica (p. Ej., Amplificaciéon isotérmica mediada por
bucle de transcripcién inversa de un solo tubo), han mostrado altos niveles de sensibilidad
y especificidad cuando se utilizan junto con otros métodos de diagnéstico. Las pruebas de
amplificacién de acido nucleico (NAAT) son el método de diagndstico preferido. (Muller
et al., 2017).

La principal meta del RT-PCR es distinguir de manera especifica una secuencia de
acido nucleico en una muestra incluso cuando ésta se presenta en pequefas cantidades.
Durante la amplificacion, la velocidad en que se llega a un nivel determinado de
fluorescencia (umbral) correlaciona con la cantidad de ADN que tenemos al inicio.
Ademaés, el producto final puede ser caracterizado si se somete a incrementos de
temperatura para determinar en qué momento la doble cadena se separa. Este punto de
fusion es una propiedad Unica que depende de la longitud y de la secuencia nucleotidica

del producto. Otra de las ventajas de la técnica de PCR en tiempo real es la cuantificacion

Péagina | 23



de ARN. Esto es posible gracias al uso de las retro transcriptasas, enzimas que generan
ADN complementario (ADNc) a partir de un templado de ARN. Bajo condiciones
apropiadas, la cantidad de ADNc generado por retrotranscripcion es proporcional al
numero de moléculas de ARN presente en una muestra dada. Entonces este ADNc puede
ser el molde para una reacciobn de PCR en tiempo real, utilizando su sensibilidad y

precision para determinar cambios en la expresion de genes (Villinger et al., 2017).

Las técnicas de qPCR y RT - qPCR fueron los primeros métodos que prometen
una cuantificacién rapida y facil de acidos nucleicos y continGan siendo ampliamente
utilizados. Recientemente, el desarrollo de sustancias quimicas que intercalan el ADN,
como SYBR-green y EVA-green, ha llevado al amplio desarrollo de diferentes técnicas
basadas en PCR cuantitativa (QPCR). En el area del diagnéstico, el uso de curvas de
fusién de alta resoluciéon (HRM) después de gPCR ha demostrado tener éxito para una
deteccion rapida y rentable de SNPs en humanos, animales, y la investigacion de plantas
(Escobar-Chaparro et al., 2017).

El analisis de fusion de alta resolucién (HRM) genera perfiles de curva de fusion de
ADN que son lo suficientemente especificos y sensibles para distinguir la variacién del
acido nucleico en un entorno exploratorio (escaneo de mutacién: descubrimiento de
variacion genética desconocida) y en la deteccion de rutina de variantes conocidas
(genotipificacion dirigida basada sondas o la técnica mas insesgada de genotipado
basado en curvas de referencia de polimorfismos de nucle6tidos multiples definidos
(SNP). Estas curvas de HRM se adquieren cuando los amplicones de ADN cortos (<90
pb) obtenidos con cebadores que flanquean los SNP de interés se calientan en intervalos
de temperatura pequefios pero constantes hasta que se desnaturalizan, momento en el
gue se libera la sustancia quimica intercalante, enviando menos sefal fluorescente a un
detector y graficando esta disminucién contra el aumento de temperatura. (Muller et al.,
2017).

Los amplicones de diferentes organismos con cambios de secuencia de incluso
una sola base liberaran las sustancias quimicas intercaladas a una temperatura diferente,
lo que permitird su deteccién. La mayoria de las méquinas qPCR modernas tienen
caracteristicas de aumento de temperatura tan cortas y finamente controladas (0.01-0.2 °
C, nombradas, por lo tanto, alta resolucion) y software para realizar la genotipificacion de
HRM (Fig. 4) (Stomka et al., 2017).
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Fig. 4. Diagramas de curvas de fusion normalizada y diferencial. Fluorescencia expresada en unidades de
fluorescencia relativa (RFU). Tres grupos de curvas de fusién para muestras del método de aislamiento de ADN
manual. Imagen extraida de (Stomka et al., 2017)

La microfluidica se refiere al comportamiento, control preciso y manipulacion de
fluidos que estan restringidos geométricamente a una escala pequefia (tipicamente
submilimétrica) en la que las fuerzas superficiales dominan las fuerzas volumétricas. Es
un campo multidisciplinario que involucra ingenieria, fisica, quimica, bioquimica,
nanotecnologia y biotecnologia. Tiene aplicaciones practicas en el disefio de sistemas
gue procesan bajos volumenes de fluidos para lograr multiplexacion, automatizacion y
cribado de alto rendimiento. La microfluidica surgi6 a principios de la década de 1980 y se
utiliza en el desarrollo de cabezales de impresidon de inyeccion de tinta, chips de ADN,

tecnologia lab-on-a-chip, micropropulsién y tecnologias microtérmicas (Wang et al., 2022).

El “Fluidigm Digital Array” (IFC) es un biochip de nanofluidos en el que se pueden
realizar reacciones de PCR digitales con moléculas de plantilla de ADN individuales
aisladas. Este chip es parte de una familia de circuitos fluidos integrados (IFC) y contiene
una red de lineas de fluidos, valvulas y camaras NanoFlex ™. Las valvulas NanoFlex ™
estan hechas de un material elastomérico que se desvia bajo presién para crear un sello
hermético y se utilizan para regular el flujo de liquidos en el IFC. Las matrices digitales
han permitido un enfoque diferente a la PCR digital, al dividir las moléculas de ADN en
lugar de diluirlas. Las moléculas de ADN individuales se distribuyen aleatoriamente en
camaras de reaccion de volumen de nanolitros y luego se amplifican por PCR en
presencia de una sonda que contiene fluoréforo. La sefial fluorescente positiva indica la
presencia de una molécula de ADN en una camara de reaccién, mientras que las camaras
negativas estan en blanco. La tecnologia IFC permite la entrega de volimenes muy
precisos de soluciones en un procedimiento simple y rapido, utilizando un minimo de

muestras y reactivos de ensayo. El desarrollo de la tecnologia IFC y el chip Digital Array
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ha revolucionado el campo de la biologia y se ha utilizado en estudios de nimero de
copias de genes, cuantificacion absoluta (recuento de moléculas) de ADN genoémico y

ADNCc, deteccién de mutaciones raras y haplotipado digital (Ramakrishnan et al., 2013).
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4. JUSTIFICACION

Los arbovirus se han convertido en amenazas importantes y constantes en las regiones
tropicales, debido al rapido cambio climatico, la deforestacion, la migracion de la
poblacion, la ocupacién desordenada de las areas urbanas y las condiciones sanitarias
que favorecen la amplificacién y transmision viral. De hecho, los humanos han invadido
cada vez mas los hébitats silvestres donde los artrépodos interactuaban y evolucionaban
con animales y plantas silvestres. En consecuencia, el entorno humano moderno,
animales domésticos y el ganado estan frecuentemente expuestos a los artrépodos, los
cuales se adaptan rapidamente y esto aunado a la movilidad humana que permite su
propagacion. En algunos casos incluso se han observado mutaciones genéticas en los

virus que han ampliado su rango de hospederos (Girard et al., 2020)

Es por estas razones que se requieren técnicas de deteccion para el mayor nimero
posible de los virus emergentes que causan enfermedad en los humanos. En contraste los
métodos y kits comerciales que existen actualmente son de costo elevado y solo estan
creados para detectar algunos de los principales virus. También algunos ensayos
comerciales pueden presentar falsos positivos entre diferentes arbovirus (serologia), es
por ello que la deteccién de multiples virus emergentes es de gran relevancia medica que
otorguen informacién epidemioldgica confiable, acerca de los virus nuevos encontrados o

resurgimiento de otros que pudieran representar un riesgo para la salud publica mundial.

Es por ello por lo que el presente trabajo fue realizado con la finalidad de hacer
mas completo el panel de deteccién para arbovirus “Arbomix”, el cual cuenta actualmente
con deteccion para virus como: DNV, WNV, ZIKA y CHICKV, ya que se realizara el disefio
de cebadores especificos para los virus de YFV, MAYV y USUV y se estandarizaran las
condiciones para que los cebadores de MAYV se integren al pool de deteccién de

“Arbomix”, ofreciendo una deteccién mas completa a través del ensayo de qPCR+HRM.
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5. HIPOTESIS

Si el disefio de cebadores cumple con las condiciones de especificidad para los arbovirus
seleccionados (YFV, USUV y MAYYV), se podran estandarizar las condiciones de trabajo
adecuadas para integrar los cebadores del virus Mayaro asegurando que no se
presentaran productos inespecificos que puedan interferir con el ensayo o la lectura del
mismo Yy finalmente integrarlos al ensayo de qPCR+HRM para el sistema de deteccién de

arbovirus “Arbomix”, previamente creado en el laboratorio.

6. OBJETIVO GENERAL

Complementar el panel de deteccién para arbovirus “Arbomix”, afadiendo los cebadores
para el virus de la Fiebre Amarilla, Mayaro y Usutu al ensayo, estandarizando las
condiciones de trabajo para los cebadores del virus de Mayaro, expandiendo el alcance

del panel de deteccidn y ofrecer asi un diagnostico mas rapido y eficiente.

6.1 Objetivos particulares

+ Disefiar cebadores especificos para los virus de Fiebre amarilla, Usutu y Mayaro, en
base a todas las secuencias completas existentes en la base de datos bioinforméatica

GeneBank y con el apoyo de bases de datos y herramientas bioinformaticas.

% Realizar ensayos bioinformaticos para dar un preambulo del posible comportamiento

de los cebadores disefiados para los virus de Fiebre Amarilla, Usutu y Mayaro.

« Estandarizar las condiciones de trabajo y protocolos necesarios para la deteccion viral
con los cebadores disefiados de Mayaro, mediante la combinacion de las técnicas RT-
gPCR y HRM.

+ Estandarizar las condiciones de trabajo para integrar los cebadores de Mayaro al
panel de deteccidon de multiples arbovirus “Arbomix”, desarrollado previamente en el
laboratorio.
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7. METODOLOGIA

7.1 Disefio de primers

Disefio de primers especificos para los virus de Mayaro, Fiebre amarilla y Usutu, con la
ayuda de herramientas bioinforméaticas como: PrimerBlast (propuestas de cebadores
basadas en especificaciones), Blast (poder confirmar que se hibridan los primers
disefiados para evitar futuras complicaciones), Mafft (alineamiento de secuencias) Poland
(ensayo virtual de PCR, NCBIn (base de datos para poder utilizar secuencias en formato
FASTA).

7.2 Clonacion de vector

El vector pUCIDT-AMP: MayDuol presentaba un inserto con la secuencia del virus
Mayaro (3229 pb). (Fig. 19). La clonacién del vector se llevd a cabo mediante la
transformacion de células competentes. Alternativamente se realiz6 un ensayo de PCR
punto final con los primers de May 1 forward/ May 3 reverse para amplificar el inserto del
virus Mayaro (477 pb). (Figura 18). En la tabla 3 se muestran las condiciones

experimentales para llevar a cabo la PCR.

TABLA 3. CONDICIONES DE ENSAYO DE PCR PUNTO FINAL

Fase Condiciones

Activacion de polimerasa 95°C, 15min

16 ciclos (94°C, 30s; 60°C, 60s; 72°C, 60
PCR s) 72°C,10min + 4°C

Posterior a la PCR se corrieron los productos de amplificacion en un gel de
agarosa al 2% + Gel red, en buffer TBE con un marcador de peso molecular de 1 kb. El

gel se observo en la camara de luz UV VIS para identificar el inserto equivalente a 477

pb.
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Una vez asegurando que amplifico el inserto, se cortd cuidadosamente el cuadro
de la banda donde se encontraba el fragmento de interés y se extrajo el material genético
de la banda cortada por medio de QlIAquick gel extraction kit (QIAGEN), el cual consiste
en una serie de buffers de elucion para disolver el gel sin dafiar el material, su posterior

precipitacion y su eventual purificacién por medio de una columna de silica.

Obtenido el material genético de la banda, se realiz6 la posterior ligacion al vector
pGEMT-easy (Clonetech) por medio del siguiente protocolo (Tabla 4).

Tabla 4. Protocolo de preparacion para la ligacion del vector

Reactivo Proporcion
2X T- Ligase Buffer 5uL
Ligasa 1L
pGEM-T easy 1puL
Agua 1pL
Producto de PCR 2 uL

7.3 Preparacion de medio de propagacion para células competentes

Para la propagaciéon de células competentes (cepa Escherichia coli TOP 10), se utilizé
medio Luria Broth (liquido y sdlido) suplementado con ampicilina (100ug/mL). Previo al
sembrado de las bacterias transformadas (30 minutos antes), se agregaron 40uL de X-Gal
al medio LB-Amp sdlido y se esparci6 sobre toda la placa.

La seleccién de células transformadas se llevé a cabo por medio de un gen de

resistencia a Ampicilina dentro del vector y el uso de B-galactosidasa (X-Gal).

7.4 Transfeccion de bacterias con plasmido

Se descongelaron las células competentes por cada transformaciéon (10-20 min).
Posteriormente se agregaron 3uL de la ligacion o pladsmido (25 ng) y se mezclé6 mediante

un golpeteo suave.

La insercion del plasmido se realizé por choque térmico, los viales que contenian la
mezcla anteriormente mencionada, se colocaron en hielo durante 15 min, posteriormente

se pasaron a un bafio de agua a 42 °C durante 30 s y finalmente, se regresaron a hielo
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durante 2-5 min. Adicionalmente, se agregaron 250uL de medio SOC sin antibi6tico. Los
viales se incubaron en agitacion horizontal a 37°C durante 60min/225 rpm. Seguidamente
se sembraron en caja Petri con medio LB-Amp + 40uL de X-Gal y se incubaron a 37°C
toda la noche. Para la propagacion de las colonias viables, se resembraron en caldo LB +

Ampicilina y se incubaron 16 hr a 37°C.

7.5 Extraccion de mini preps

La extraccion de material genético se llevdo acabo acorde con las especificaciones de
QIAprep Spin Miniprep Kit (QUIAGEN), el cual consiste en una serie de centrifugaciones
con diferentes buffers para lograr la lisis celular y liberar el material genético (plasmido)

para su posterior purificacién a través de una columna de afinidad.

7.6 Cuantificacién de material genético

El material genético extraido se cuantificé por medio de espectrofotometro de UV VIS de
espectro completo de micro volimenes (NanoDrop 2000). Se coloc6 1uL directamente de
la muestra extraida sobre el pedestal del sistema NanoDrop 2000 y se realizd
cuantificacion por duplicado. Una vez realizadas las cuantificaciones se revisaron los
parametros de absorcion 260/230 y 260/280 para verificar la calidad del material genético

extraido.

7.7 Digestion enzimatica

Se realiz6 digestion enzimética con las enzimas de restriccion EcoR1 y Sacl para
corroborar el tamafo del plasmido y su presencia dentro del inserto en las clonas
seleccionadas de acuerdo con su pureza y calidad del material genético extraido. En la

tabla 5 se muestran las condiciones para la digestion enzimética.
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TABLA 5. PROTOCOLOS DE DIGESTION PARA LAS ENZIMAS DE RESTRICCION ScAl Y ECORI

Reactivos Estandar Utilizado
Agua libre de nucleasas 16pL 7.5uL
10x Buffer O 2pL 2 uL
ADN (0.5-1 pg/ pl) 1pL 10 pL
Scal 0.5-2 pL 0.5 pL
Reactivos Estandar Utilizado
Agua libre de nucleasas 16pL 7.5uL
10x Buffer H 2pL 2 uL
ADN (0.5-1 pg/ pl) 1pL 10 pL
EcoRl 0.5-2 pL 0.5 pL

Se prepar6 un “master mix” con el agua, buffer y ADN (plasmidos seleccionados) y
con la ayuda de un vértex se homogeniz6 durante unos segundos levemente.
Posteriormente se agregd la enzima de restricciébn y mediante pipeteo suave se integré.

Finalmente, se dejo en refrigeracién durante toda la noche.

7.8 Electroforesis en gel de agarosa

Se preparé gel de agarosa 1 % con Gel red. Se cargaron las muestras (digestiones
enzimaticas) en el gel colocado en la camara de electroforesis con un marcador de peso
molecular de 1 Kb y buffer TBE, las condiciones utilizadas fueron 30-45 min a 89 volts.
Posteriormente se visualiz6 el gel en camara de luz UV VIS.

Los productos esperados fueron a) Mayaro 1 + Mayaro 3 con un peso molecular de
477pb y b) plasmido linealizado de 3015 pb.

7.9 Ensayos RT-PCR

Se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR + HRM con los pldsmidos seleccionados para
corroborar que los productos deseados con los primers de May 1 y May 3 hubiesen
amplificado (Tabla 6). Posteriormente, se corroboraron y compararon la Tm experimental

y la Tm tedrica obtenida con la herramienta bioinformatica Poland.
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Los productos esperados de los cebadores disefiados fueron los siguientes:
e May 1: 246 pb
e May 3: 222 pb

TABLA 6. CONDICIONES DE REACCION PARA EL ENSAYO DE RT-PCR + HRM

Fase Condiciones
Desnaturalizacion 95°C, 3min
Ciclado 30 ciclos (95°C, 30s; 62°C, 60s)
“Curva melt” 70-90°C , 0.3%

Se realiz6 la secuenciacién de las clonas seleccionadas después de la digestion
enzimatica y los ensayos con los primers diseflados de May 1/ May 3 para corroborar que
realmente se trataba del virus Mayaro. La secuencia obtenida se compard contra la

esperada con la ayuda de herramientas como Blast y Stadent.

Aunado a lo anterior, se realizaron diluciones seriadas de las miniprep del plasmido
seleccionado a una concentracion inicial de a 500pg/ul, para tener un gradiente de
diluciones 10°, 10°%, 104,103, 102, 10%, 10° copias.

Con las diluciones y los cebadores de Mayl y May3, se corrieron ensayos RT-PCR
+ HRM, para determinar cudl era la concentracion que amplificaba de mejor manera sin la

formacion de productos inespecificos (Tabla 7).

Como forma de control, se realiz6 un posterior ensayo RT-PCR+HRM con los
cebadores de May 1 y 3 en conjunto con el pool de cebadores del panel Arbomix
(Dengue, WNV, Zika, Chikungunya), para corroborar que no hubiese formacion de
productos inespecificos con otros cebadores, los cuales pudiesen interferir con el ensayo

y observar su comportamiento.

Una vez agregados los cebadores May 1 y 3 al pool de cebadores de Arbomix, se
probo frente a muestras positivas de otros arbovirus (para observar su comportamiento,
asegurando asi, que los cebadores son especificos para el virus de Mayaro). En la tabla 8

se enlistan las condiciones para el preamplificado.
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TABLA 7. PROTOCOLO DE PREPARACION DE LOS GRADIENTES DE CONCENTRACIONES CON LA CLONA A5 QUE CONTIENE EL
INSERTO DE INTERES Y EL LAYOUT DEL ENSAYO MONTADO. EN LA PRESENTE TABLA (A) EN LA CUAL ES UTILIZADO COMO AGENTE
INTERCALENTE EVA GREEN Y SIN CONDICIONES DE PREAMPLIFICADO DEL PLASMIDO Y (B) EL ENSAYO EN EL CUAL ES UTILIZADO COMO AGENTE
INTERCALANTE SSOFAST EVAGREEN SUPERMIX Y APLICANDO CONDICIONES DE PRE AMPLIFICADO AL PLASMIDO Y POR ULTIMO (C) ES LA
REPRESENTACION VISUAL DEL ACOMODO DE LA PLACA MONTADA EN AMBOS CASOS.

7A 7B
MASTER MIX Mix *
MIX PCR-Preamplificado | Vol. final 20uL rxn
Volumen
Concentra
. Vol. X Master . por cada
) Concentracion cion . 17.0
Master mix ) Rxn{pL) 0.2 17 mix reacoidn
Final Final
[ES (nL})
Agua 5.4 159.8 55oFast
Sx QIAGEN Onestep RT-PCR 1x 4.0 6.0 with low 1X 12.50 212.50
Buffer ROX.
dNTP Mix (conteniendo0 | | | [T P —
400pM 0.8 13.6 Primer 2 _ ~
mM de cada dNTP M F_R 0.5 uM 6.26 10&6.42
Primer May 1F/R2uM primer 0.2uM 2.0 34.0 WA
QIAGEN OneStep RT-PCR 0.8 13.6 Agua 2.249 38.08
Enzyme Mix ] ' 21.00 21.00
EvaGreen 20X 1X 1.0 17.0
Total 18.0 8.0
cDHE 4 pul
pDNA 2.0 E
7C
Mayl10.2 Mayl0.4 Mayl 0.6 May3 0.2 May3 0.4 May3 0.6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC
B A2 10%4 A2 10%4 A2 10%4 A2 10%3 AZ 10%4 A2 10%4 A2 10%4 | A2 10%3 | A2 10%3 | A2 10%3 | A2 10%3 A2 10%3
C A2 10%3 A2 10%3 A2 10%3 A2 10%3 A2 10%3 A2 10%3 A2 10%3 | A2 10%3 | A2 10%3 | A2 10%3 | A2 10%3 A2 10%3
o] A2 10%2 A2 10%2 A2 10%2 A2 10%2 A2 10%2 A2 10%2 A2 10%2 | A2 10%2 | A2 10%2 | A2 10%2 | A2 10%2 A2 10%2
E A2 10%1 A2 10%1 A2 10%1 A2 10%1 A2 10%1 A2 10%1 A2 10%1 | A2 10%1 | A2 10%1 | A2 10%1 | A2 10%1 A2 10%1
F A2 10%0 A2 10%0 A2 10%0 A2 10%0 A2 10%0 A2 10%0 A2 10%0 | A2 10%0 | A2 10%0 | A2 10%0 | A2 10%0 A2 10%0

TABLA 8. CONDICIONES PREAMPLIFICADO PARA ESTANDARIZAR CONDICIONES DE ENSAYO DE PCR PUNTO FINAL PARA LOS
CEBADORES DE MAY 1/ MAY 3

Condiciones de reaccion RT 30min, 50°C

Activacion de polimerasa 95°C, 15min

16 ciclos (94°C, 30s; 60°C, 60s; 72°C ,
60 s) 72°C,10min + 10°C

PCR

Al finalizar la reaccién hacer una diluciéon 1:8 en buffer TE (queda lista
para gPCR-HRM)
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Una vez realizado el preamplificado, se realizaron diluciones 1:8 de los productos
amplificados en la PCR, junto con los controles positivos, para poder llevar acabo el
ensayo de RT-PCR + HRM.

7.10 Ensayos Fluidigm

Una vez realizado el pre amplificado de muestras y ensayos de acuerdo a las condiciones
antes mencionadas, se procedié a la amplificacion de los productos para realizar los
ensayos fluidigm. En la tabla 9 se muestran las condiciones para la amplificacion del

ensayo RT-PCR + HRM requeridas para los ensayos de nanofluidos

TABLA 9. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DEL ENSAYO RT- PCR + HRM REQUERIDAS PARA EL ENSAYO DE LA PLATAFORMA
DE NANOFLUIDOS

Desnaturalizacion 95°C, 3min
Ciclado 30 ciclos (95°C, 30s; 62°C, 60s)
Curva melt 70-90°C, 0.3%

Para la preparacion de las soluciones mix de ensayos y muestras se procedié con

los protocolos indicados en las tablas 10 y 11 respectivamente.

TABLA 10. PROTOCOLO DE PREPARACION DE SOLUCION MIX DE ENSAYOS

Componente Vol. por reaccion Vol. Exceso Vol. 55 ensayos
2X Assay Loading
Reagent 2.5 puL 3.5puL 192.5 puL
1X DNA
Suspension Buffer 1.25 uL 1.75 pL 96.25 pL
(buffer TE)
20uM primer pair
mix Forward and 1.25 puL 1.75 pL -
Reverse
Total 5 uL 7 uL -
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TABLA 11. PROTOCOLO DE PREPARACION DE SOLUCION MIX DE MUESTRAS

Componente Vol. por reaccion Vol. Exceso Vol. 55 ensayos
2X Master Mix
SSoFast BioRad 2.5 uL 3.5 uL 192.5 L
20X DNA Binding
Dye Sample 0.25 pL 0.35 pL 19.25 pL

Loading Reagent

Se afaden 24.6uL a cada primer pozo y se alicuota 3.85uL con multicanal a los

6 sigu

ientes

cDNA

2.25 pL

3.15 uL

Total

5puL

7 uL

7.10.1 Cargado del control Line Fluid

Se inyect6 el control Line Fluid dentro de cada acumulador de Control Line Fluid que se
encuentra en los extremos del chip. Posteriormente se colocé el chip dentro del IFC
controller MX y en el software se seleccioné PRIME (113 X) para preparar el control line
fluid dentro del chip.

7.10.2 Cargado de muestras y ensayos

Una vez finalizado el protocolo del Prime (113X), se retird el chip del IFC controller MX y
se afiadieron 5.5uL de cada control y muestra dentro de los respectivos pozos del chip.
Finalmente, se coloc6 nuevamente el chip en el controlador. En el software se seleccioné
la opcién Load Mix (113X) script para realizar el mix de las muestras y los ensayos, una
vez finalizado el protocolo, se retir6 el chip del equipo y de manera cuidadosa se elimind

cualquier particula de polvo que pudiera estar en la superficie para evitar interferencias.

Con lo anterior, el chip quedd listo para realizar corridas, con ello, los ensayos de

PCR en chips Fluidigm se estandarizaron.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Disefio de primers

Los primers disefiados para los virus Usutu, de la fiebre amarilla y de Mayaro se muestran
en la tabla 11. La seleccion de primers estuvo basada tanto a su especificidad como a sus

caracteristicas intrinsecas.

8.1.1 Virus de Mayaro

Los primers disefiados para el virus de Mayaro nombrados como Mayl y May3 se
seleccionaron debido a su especificidad, como se observa en la figura 5 (secuencias de
color amarillo) y a sus caracteristicas para asi asegurar las condiciones Optimas de
trabajo. Para el caso del primer forward (May 1, Fig. 5a) se hibrida a 33 de 36 de las
secuencias totales y completas encontradas en GenBank y con ayuda del software

https://www.megasoftware.net/ el cual nos permitié visualizar y realizar el alineamiento de

las secuencias utilizadas. Por otro lado, el primer reverse (May 1, Fig. 5a) se hibrida con
26 de 36 secuencias completas encontradas en GenBank. Mientras que para May 3, la
cantidad de secuencias que se hibridan a los cebadores disefiados forward (Fig. 5b) y
reverse (Fig. 5b) tienen una alta especificidad ya que reverse se hibridan con 36 de 36 de

las secuencias totales y completas encontradas en GenBank.
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TABLA 12. PRIMERS DISENADOS. CONGLOMERADO DE LOS DISTINTOS PARES DE PRIMERS DISENADOS PARA LOS VIRUS UsuTU,
VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA Y EL VIRUS DE MAYARO, ASi COMO LA UBICACION Y TAMANO DEL FRAGMENTO A AMPLIFICAR
DENTRO DEL GENOMA DE CADA UNO DE LOS VIRUS INTERES DEL PRESENTE PROYECTO.

S Posicion Tamafio Tm (.°C)
. Primers 5' — 3' en del Predicha
Primer
Genoma producto | (Poland)
Ust AAAGCCACAAGAACACGACA 3083-3184 102 nt 78.7
CAACGCCATCACTCCAAAGA NS1 '
TGTGGTAGATGGTTTGGTGG 7365-7554
Us2 GTTGTCCCAGAGAGTCAGGA NS4b 190 nt 81.5
GCGGTATCTTGAGTTTGAGGC 9082-9229
R GAATCCACCACCATCCATTGC NS5 L e
AACATGGTCGATTCATGGGAAAG 10027-10190
YFVNS5 _C2 164 nt 77.5
CGCACAGCTTGTCTTGTCTC NS5
GGTTGCTCCACTTTATGGCA 6085-6256
VRYSEL TTTGCGGTCATTGGTCTTCA B e sl
GCATTCTCGCATCTGGCTAC 200-452
May 1 253 nt 83.9
GGGTCGCCATCACTGACT nsP1
CGATAAAACGTGGGAGCAAAAGA 4510-4731
May 3 222 nt 81.1
GTCGTGATCTCAGCCATGTCA nsP3
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Fig. 5a

May 1 Forward
GCNntTCGCKNﬂﬂGCIAC

...................
. geAttctcgeatctggctac
focatcecogeatcrggetac
geattetageatctggctac
Hocattetogeatetggetac
geattetcgoatotggctac
focattecegeatcrggetac
geattetcgentctggetac
focactotcgeatatggotac
geattotogeatetggetas
Bocattotogoatotggotac
geattorogoatctggetac
goattotogoatatggotac
Hccattctcgeazcsggetac
. geAattotogeatctggctas
gcatTtetogoatcIggetac
focattctageontctggctac

geattcoctogecatciggectacs

May 1 Reverse
OOOﬂXKCNmACﬂM@T

agtcagtgatggcgaccee
agtcagtgatggcgacee
agtcagtgatggcegacee
agrcagtgatggegacee
agtcagtgatggcgacee
agtcagtgatggcgacee
agtcagtgatggcgaces
agtcagtgatggegacee
agtcagtgatggcgaces
agtcagtgatggegacee

agtcagtgatggcgacee
agtcagtgatggcgacee
agtcagtgatggcgacee

Fig. 5b

May 3 Forward
CGATAAAACGTGGGAGCAAAAGA

-

R
=

0 D .
e ene 8 e

weo onoo e

cgatasascgtggoagcasaaga
cgatasascgtogoagcaaanngs
cogatasaacgtogggogagcaaaangs
cgatasaacgtpgoagcaaaaga
cgatassscgtggoagcaaaaga
cpgatasascgtggoagcaaaagale
cgataasacgtogoagcsaaagafle
cpatasaacptoogagcaaaagaje

May 3 Reverse

- _ GTCGTGATCTCAGCCATGTCA
hlloncotogc!oaootco:ooc..
< loacnlogclg.onlc-:glc
CERtoacatggctgagatcacogac
cle tgacalg|¢|glgalc::oac
IRclcltoacatgoctgagatcacpgac
EMtgacatgogctigagatcacgace
>f ERtoacatggctoagatcacgack

EBtoacatggctpgagatcacgace

Fig. 5. Cebadores disefiados para el virus de Mayaro. Representacion visual y relacion de la cantidad de
secuencias completas que se encuentran en GenBank y la cantidad de secuencias a las que se pegan
especificamente los cebadores forward y reverse disefiados. En el panel a, se muestran para el primer May 1,
mientras que en el b, para May 3.

Otra de las -caracteristicas por las cuales los primers disefiados fueron
seleccionados fue debido a la composicién de los nucleétidos que los conforman asi como
a la baja probabilidad de la formacién de productos inespecificos que pudieran interferir
con la interpretacion de la PCR (figura 6a y 6b) su ubicacidén exacta dentro del genoma
del virus (Figura 7a y 7b).

Pagina | 39



Fig. 6a (May 1)

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity
Forward primer GCATTCTCGCATCTGGCTAC Plus 20 200 219 5914 5500 200
Reverse primer GGGTCGCCATCACTGACT Minus 18 452 435 5902 8111 500

Input PCR template MXH37007 1 Mayaro virus strain Homo sapiens/Haiti-0737/2014, compléete genome
Range 1-11425
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq miNA {Organism Bmited to Homo sapiens)
Other reports P Seaech Sumenary

?Graphical view of primer pairs

5 meaz007.a - | ind: v LA Q=T
1% 500 13 200 3K 300 4 x LR 13 25 K % 200 T K TR oy 8500

CED1ID 4

Frimae |

Fig. 6b (May 3)
Primer pair 1
Sequence (5'>3") Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complement
Forward primer CGATAAAACGTGGGAGCAAAAGA Plus 23 4510 4532 5081 4348 400
Reverse primer GTCGTGATCTCAGCCATGTCA Minus 21 4731 4711 8013 5238 400

Product length 222

Tnput PCR template HC 00541 Mwyaro vings, complete genoen
Range 1-11411
peaficity of primers Primer pars are speafic to ingut tempite s no other targets were found in selected databose: Refseq mRNA (Crganism limited to Homo sapiens)
Other reports & Samrch Sunnary

Graphical view of primer pairs

D T wourre o AR~ N~ 3O} {F—a e I ATosey | QT g
s 476 ane e

0l Primer zeizs far 3ok SewitqusDiweoTEVIYIGIUEainmdaysy YT

AR e pee Ho4d  usmo At ASTR MSM ASM  AGE0  AGID  MEI MEN MR MO 460 46N ACO0 4NN A0 ame e

Fig. 6. Representacion visual y caracteristicas de los primers May 1 (6a) en la plataforma PrimerBlast, obteniendo
un producto de amplificacion de 253 nucleétidos, y May 3 (6b) obteniendo un producto de amplificacion de 222
nucleétidos.
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Fig. 7a May 1

Gene Symbol Protein Product Name ViPR Locus ID CDS Start CDSEnd
GenBank
View -N/A- nonstructural protein MV-1 37 7350
View -N/A- structural polyprotein MV-2 7377 11105
ViPR-generated
View nsP1 nonstructural protein nsP1 nsP1 37 1644
View nsP2 nonstructural protein nsP2 nsP2 1645 4038
View nsP3 nonstructural protein nsP3 nsP3 4039 5493
View nsP4 nonstructural protein nsP4 nsP4 5494 7326
View C capsid protein C 7377 8150
View E3 envelope glycoprotein E3 E3 8151 8348
View E2 envelope glycoprotein E2 E2 8349 9614
View 6K 6k protein 6K 9615 9794
View E1 envelope glycoprotein E1 E1 9795 11102
Fig. 7b May 3
Protein Information (SQP)
Gene Symbol Protein Product Name ViPR Locus ID CDS Start CDS End
GenBank
View -N/A- nonstructural protein MV-1 37 7350
View -N/A- structural polyprotein MV-2 7377 11105
ViPR-generated
View nsP1 nonstructural protein nsP1 nsP1 37 1644
View nsP2 nonstructural protein nsP2 nsP2 1645 4038
View nsP3 nonstructural protein nsP3 nsP3 4039 5493
View nsP4 nonstructural protein nsP4 nsP4 5494 7326
View C capsid protein Cc 7377 8150
jew E3 envelope glycoprotein E3 E3 8151 8348
View E2 envelope glycoprotein E2 E2 8349 9614
View 6K 6k protein 6K 9615 9794
View E1 envelope glycoprotein E1 E1 9795 11102

Fig. 7. Ubicacion en donde se hibridan los primers May 1 y May 3. En la Fig. 7a el par de primers May1 hibrida
con en el gen que codifica para la proteina no estructural nsP1. Para el caso de May 3, la ubicacion en donde se unen
los primers es en el gen que codifica para la proteina no estructural nsP3.
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También se comprob6 el funcionamiento in silico de los primers disefiados de la
gPCR, lo cual, nos ayudo a tener un preambulo sobre el comportamiento de la reaccién a
través de la plataforma Poland dandonos como resultado una curva diferencial de

disociacion aproximada (Figura 8a y 8hb).

Differentiated hypochromicity at 260 and 282 nm (dA/AT) vs. temperature
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Fig. 8. Curvas diferenciales de disociacion con respecto al cambio de temperatura. En la imagen a, se muestra la
curva diferencial del producto de acuerdo con el modelado bioinformatico realizado en la plataforma Poland para el par
de primers May 1. La temperatura arrojada producto del ensayo bioinformatico de la qPCR es de 83.9°C. En el panel
b, se muestra la curva para el par de primers May 3 donde la temperatura s de 81.1°C.

8.1.2 Virus Usutu

Los primers disefiados para el virus Usutu fueron nombrados como Usl y Us2. En la
figura 9a se muestran en color amarillo aquellas secuencias de que hibridan para Usl, el
primer forward se hibrida a 120 de 123 y para el caso del primer reverse, se hibrida con
116 de 123 de las secuencias totales y completas encontradas en GenBank, y con ayuda

del software https://www.megasoftware.net/ el cual nos permitié visualizar y poder

realizar el alineamiento de las secuencias utilizadas. Por otro lado, los primers para Us2
hibridan a 112 de 123 de las secuencias totales para el caso del forward, mientras que
para el reverse, se hibrida a 119 de 123 secuencias (Fig. 9b) Lo anterior nos indica una

alta especificidad en los primers disefiados.
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Fig 9a

Usl Forward Us Reverse
AAAGCCACAAGAACACGACA CAACGCCATCACTCCAAAGA
ddagccacaagaacacgaca ;lctllcaaoc atggcgttyg

tctttggagtgatggecgttyg

daagccacaagaacacgaca |[tctttggagtgatggecgttyg
aaagccacaagaacacgaca R e
aaagccacaagaacacgaca [Sesssaanaxannananss
s33gccacasgascacoacs ERea e a e ane s
aaagccacaagaacacgaca [tSEREaREsEGRT oo EL D
|[tctttggagtgatggcgttyg

agagccacaagaacacgaca [eSttapSctoEaEScINLD
ftctttgogagtgatggecgttyg

SESSCAINESIScREARLS B NEERNEEERENENCREEE
daagccacaagaacacgaca [tctttggagtgatggecgttyg
[tctttggagtgatggcgttg

daagccacaagaacacgaca [tctttggagtgatggecgttyg
[tctttggagtgatggecgttg

daagccacaagaacacgacas [tetttggagtgatggcatto
[tctttggagtgatggcgttg

daagccacaagaacacgaca [tctttggagtgatggecgttyg
/[tctttggagtgatggcgttyg

aaagccacaagaacacgaca I[tetttoosostoatoocotto
~ . Itcttlggaglgltggcgt!g
[tectttggagtgatggecgttyg

B ERERREEERENEENEEEE

WeMRMmENmtmaaLRL

Fig.9b

Us2 Forward
TGTGGTAGATGGTTTGGTGG Us2 Reverse
totootagatootttootos GTTGTCCCAGAGAGTCAGGA
togtogotagatgottiogotog tcectgactecletgoggacaac
|"°0"°"OG't'ﬂ°‘°° tcctgactctitctggogogacanc
totoptagatogotttogoton lcctgae:c:e!oooacaac
f RN AR R AN
totggtagatggtttgotogg ° o909
tectgactectetggoggacasc
tgtggtagatggogtttggogtoge ¢
cctgactctictgpogacanc
togtggtagatggtttggtog
P prigecain T ¢ tcctgactctetggoacaac
°‘°°l ° ‘°°'t'°“'°° tcctgactctetgggacaac
totootagateg o9 9“ tcctgactctctgggacaac
19tgotagatggtttoogto teetgactetetgooacasc
I=Illlalllllﬂllllll tcctgactctcetgggacaac
NN ragaNgee cNearaE tcectgactclctgogacaac
togtgotagatggtttgotyg tcctgactctctggogacaac
lﬁ'oolloilOO"'ﬂv‘DG tcctgactetetggogacaac
togtoggtagatgotttgogtogg tcctgactectctgpgacaac
tptoggtagatgotttgotog lccleaclcleloooncc.c
togtggtagatgotttogtogyg tectgactetetgogoacasc
totggtagatgotttggtgg HecH@NclcNcNREN cHEN|
togtgogtagatggogtttgotogg tecctgactetetgogoacaac
togtggtagatggtttigotog tcctgactctectlggogacaac
|ggg°|.g.|°9(g(g¢|°° tcctltgactltctctgoggacaac
tot tagat tttg tcctgactectetgogacaac
.l.' ﬂl.ﬂ.‘l.... HeclSclclcig@EN
cHEEEE tcctgactectletgpogacaac
... . .. . tcctgactclictgggogacaac

Fig. 9. Cebadores disefiados para el virus Usutu. Representacion visual y relacion de la cantidad de secuencias
completas que se encuentran en GenBank y la cantidad de secuencias a las que se unen especificamente los
cebadores forward y reverse disefiados. En el panel a, se muestran para el primer Us 1, mientras que en el b, para
Us2.
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La composicion de los nucle6tidos que conforman a los primers se muestra en la

Fig. 10, mientras que su ubicacién exacta dentro del genoma del virus en la Fig. 11. Se

comprobd el funcionamiento in silico de los primers disefiados de la qPCR, las curvas
diferenciales de disociacidén aproximada se muestran en la Figura 12.

Primer pair 1 Fig' 10a (U81)

Sequence (5'->3') Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complement:
Forward primer AAAGCCACAAGAACACGACA Plus 2 083 3102 5825 4500 200
Reverse primer CAACGCCATCACTCCAAAGA Minus 20 3184 3165 5548 5000 200
Product length 102

Input PCR template NC Q065511 Usutis virus, complete ods
Range 1-11056
Specificity of primers Primers may not be specdic to the input PCR template as targets were found in selected datsbase: Refseg mRNA (Organsm limited to Homo sapiens),
Other reports »Seacch Summary

Graphical view of primer pairs

D = mccomssias  fnd: vidd |
2 00 3 0 2070 13 200 30 13 300 219 0 ue 210 Po 3150 P Ko 217

paso

¢ ol o e gl Al vl R e U sy B i o

(U] Primexr palrs for 20b 1% qa?hvdf:ivz_;?qclﬁi«: SHaY Ty XHENS ]
Prie | ————————— .|
_270:47772)7“: 7777777 J‘ ll,‘i\ 777777 3 200 )2&7 P '“,,,,7,,,""" 77i1 o 21 Do 777,}7‘27777771}7L77-'}4I:077gﬂA
Fig. 10b (Us2)
Primer pair 1
Sequence (5'>3") Template strand Length Start  Stop Tm GC%  Self comple
Forward primer TGTGGTAGATGGTTTGGTGG Plus 20 7365 7384 5742 5000 200
Reverse primer GITGTCCCAGAGAGTCAGGA Minus 20 7554  ¥535 B583F 5500 300
Product length 190
Input PCR template HE LUGSS1L Usuta wirus, coerplete cds
Range 1- 11066
spucificity of primsers Prinvars miy not Be sgealic to the input PCR tamplate ks targets were found i sslocted dutal Refneg rmBNA (O limnaed 10 Hoono sagiens ). 2ulo on seeclic )
Other reports St Sunmicy
Graphical view of primer pairs
O 2 acoessia- Fod: vy o a Qo33 3
.2 .'-':w T T "_:’(\ 7 400 TAN FAR 420 [T 40 .'iel? T AR "A"n

p———————— s s —
01 Prizer paica for 5 :

SE VigdyS=VivdxwiziuaboSiud-calraiblv
Frines | R

.30 [7 360 [an 7.2 P [7A00 7 A 2 axh 7430 [ase i

Fig. 10. Representacion visual y caracteristicas de los primers Us1 (10a) en la plataforma PrimerBlast, obteniendo
un producto de amplificacién de 102 nucledtidos, y Us2 (10b) obteniendo un producto de amplificacion de 190

nucleotidos.
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Fig. 11a (Us1)

Protein Information (SQP)

Gene Symbol Protein Product Name VIPR Locus 1D CDS Stant CDSEnd
View -N/A- PORyDIOten Uv-1 97 10401
ViPR-genecated
View ancC anchored core prolein C ancC 97 474
View C core protein C Cc 97 408
View preM PreM preM 475 975
View M matrix protein M M 71 975
View E envelope proten E 976 2475
View NS1 NS1 NS1 2476 3531
View NS2a NS2a NS2a 3532 4212
View NS2b NS20 NS20 4213 4605
View NS3 NS3 NS3 46506 6462
View NS4a NS4z NS43 65463 6840
View 2k 2K protein 2K 6341 6909
View NS4b NS4b NS4p 6910 7683
View NS5 NS5 NS5 7664 10398

Fig. 11b (Us2)

Protein Information (SQP)

Gene Symbol Protein Product Name VIPR Locus 1D CDS Stant CDS End
GenBank
View -N/A- polypeotein uv-1 97 10401
VIPR-generated
View ancC anchored core protein C ancC 97 474
View C core proten C c 97 408
View preM Preyt preM 475 975
View M matrix protein M M 51 975
View E envelcpe profein E 978 2475
View NS1 NSt NS1 2476 3531
View NS2a NS2a NS22 532 4212
View NS20 NS20 NS2b 4213 4605
View NS3 NS3 NS3 4506 6462
View NS4a NS4a NS4a 6453 6840
View 2k 2K protein e 6841 6909
View NS& NS& NS4b 6910 7683
View NS5 NS5 NSS 7684 10398

Fig. 11. Ubicacion en donde se hibridan los primers Us1y Us2. En la Fig. 11a el par de primers Us1 hibrida con en
el gen que codifica para la proteina no estructural NS1. Para el caso de Us2, la ubicacién en donde se unen los
primers es en el gen que codifica para la proteina no estructural NS4b.
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Differentiated hypochromicity at 260 and 282 nm (dA/dT) vs. temperature
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Fig. 12. Curvas diferenciales de disociacion con respecto al cambio de temperatura. En la imagen a, se muestra
la curva diferencial del producto de acuerdo con el modelado bioinformatico realizado en la plataforma Poland para el
par de primers Us1. La temperatura arrojada producto del ensayo bioinformatico de la gPCR es de 78.7°C. En el panel
b, se muestra la curva para el par de primers Us2 donde la temperatura s de 81.5°

8.1.3 Virus de Fiebre amarilla

Los pares de primers diseflados para el virus de la Fiebre Amarilla nombrados como
YFVC1 (Figura 13a), YFVNS5_C2 (Figura 13b) y YFVss_rl (Figura 13c). En comparacion
con Mayaro y Usutu, se disefiaron un par de cebadores extra denominado YFVss_1, ya
gue se observd que de las 71 secuencias totales encontradas en GenBank, 31 de ellas
presentaban una alta variabilidad en su genoma en comparacion con las 40 restantes que
presentaban regiones mas conservadas. Es por ello que, para abarcar la mayor cantidad
de los genomas secuenciados, se disefiaron 2 pares para las regiones mas conservadas

(YFVC1ly YFVNS5_C2) para hacer un diagnéstico mas certero y completo.

Para YFCVL1, el primer forward se hibrida a 40 de 71 y para el caso del primer
reverse se hibrida con 37 de 71 de las secuencias totales y completas. En el caso de
YFVS5_C2, los primers tienen una especificidad regular ya que el primer forward se

hibrida en 40 de 71 de las secuencias y el primer reverse con 42 de 71 secuencias. Los
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primers YFVss_rl se hibridan en 17 de 31 secuencias para el forward, mientras que para

el reverse, tan solo en 9 de 31.

Al igual que el resto de primers utilizados, se tomaron en cuenta criterios como la
especificidad, la composicion de los nucle6tidos que la conforman y la baja probabilidad
de la formacidn de productos inespecificos que pudieran interferir con la interpretacién de
la gPCR (Figura 14), su ubicacion exacta dentro del genoma del virus (Figura 15).
También se comprobé el funcionamiento de los primers disefiados in silico de la qPCR, lo
cual nos ayudd a tener un preambulo y un comportamiento de la reaccién a través de la
plataforma Poland (Figura 16) para poder realizar el estudio in silico, dandonos como

resultado una curva diferencial de disociacién aproximada.

Fig. 13a Fig. 13b

YFVC1 Forward YFVC1 Reverse YFVNSS_C2 Forward YFVNS5_C2 Reverse
GCGGTATCTTGAGTTTGAGGC GAATCCACCACCATCCATTGC AACATGGTCGATTCATGGGAAAG CGCACAGCTTGTCTT GTCTC
T T T e sacatggtegaticatogogaaag ascatggtcgattcatggpaaag n:nnqat-ng::g:ch
Gesebanoscseaats taco sscatggtcgaticatoggasag) aacatggtcgattcatgggaaag n-o-e--v-e--uc otoco
GepRCERDREd HeOtT LT O sacatpgotegaticatopgaang| sacatggtecgattcatgogaaag pagacasgacaagetgtocg
gagacsagacasgctgtgcyg asacatggltcgaticatgogaaag aacatggtcgattcatgogasag gagacasgacaagctotocy
gagacaagacaagctgtoeyg ascatggtcgattcatoggoaaag| aacatggtcgatticatgggpaaag| Qagacasgacaagctogtoco
gagacaagacaagctogtocyg 3acatggtecgatticatogoaaag| saacatggtcgattcatggganag| 9gagacaagacaagctotgcy
gagacaagacaagctotgcy ascatggtegattcatogoaaag| aacatggtcgattcatgooasag 9spacangacaagetotoco
9agacasgacaagctotocy sacatggtecogsttcatpgoassg sacatggtcgattcatgggaaag| gapgscasgscsagetotpco
sagacaARgEcaIgetntacs sacatggtcgaticatgggaaag aacatggtcpattcatgggaaag geoacangacsspetotgco
gEgueRApacARgatGtacn ascatggtegaticatgggaasg saacatggtecgattcatogoaaag ok oitoboaticd v adndoed o
gagacasgacaagectogtoeg aacatggtcgatticatgggaaag sacatggtcgattcatgggaaag gagacaagacaagectogtgeg
osgadaspgacangetotacy aacatggtegattcatogoaaag aacatgotegattcatggoaasg 9agacaagacaagctotocye
9808 EIRORCANISLDLDCH aacatggtcgaticatogoaaag sacatgptegattcatggganag gagacasgacasgctotoco
gRGRCRE S ARG S LYV EY aacatggtegattcatgggosaag aacatggtcgaticatgggaaag "”""“"““""”9
gagacaagacaagctglgcg
aacatggtcgaticatogoaaagl 3acatggtcgattcatggoaaag

Fig. 13c

YFVss_r1 (cepas silvestres) Forward YHVss_r1 (cepas silvestres) Reverse
GGTTGCTCCACTTTATGGCA TﬂGCGGTCATTGG CTTCA
@oMcpccccclcUENBBCE = "

gottgectccactttatgoea

qaagaccaalnaccqcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gaagaccaatgaccgcaaa
gca gaagaccaatgaccgcaaa
288 qaagaccaalgac:ocaaa

gottgectceact
gottgetccact

gottgctccact
qgllg:tc:-:l
gt gclccac(

99
I= cece ﬁlc
cecc@chN

Fig. 13. Cebadores disefiados para el virus de la Fiebre Amarilla. Representacion visual y relacién de la cantidad
de secuencias completas que se encuentran en GenBank y la cantidad de secuencias a las que se unen
especificamente los cebadores forward y reverse disefiados. En el panel a, se muestran para el primer YFVC1,
mientras que en el b y ¢, para YFVNS5_C2 y YFVss_r1, respectivamente.
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Fig. 14a (YFVC1)

Primer pair 1

Sequence (5'>3) Template strand Length Start  Stop Tm GC%  Self con
Forward primer GCGGTATCTTGAGTTTGAGGC Plus 2 9082 9102 5933 5238 200
Reverse primer GAATCCACCACCATCCATTGC Minus 21 9220 9209 5059 5238 3100
Product length 148

Input PCR template  NC 0020311 Yelow fever vinss, comglete genome
Range - 10882
Specificity of primers Primers may not be specéc to the wput PCR template 25 targets were found o selected cdatabase:Refsaq mRNA (Organsm limited to Homo sapens)...he'e so speciiy
Other reports DSemd Summary

Graphical view of primer pairs
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Fig. 14b (YFVNS5_C2)

Primer pair 1

Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop m GC%  Self com
Forward primer AACATGGTCGATTCATGGGAAAG Plus 23 10027 10049 5030 4348 6.00
Reverse primer CGCACAGCTTGICTIGICTC Minus 20 10180 10171 5945 5500 400
Product length 164

Input PCR template ML Q020351 Yelow fever virus, compiete genome
Range 1 - 10662
Specificity of primers Primes pairs are specific 1o mput template 35 no other targets were fourd in selected database; Refsag mANA (Orgarism Smited to Homo saprers)
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Graphical view of primer pairs
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Primer pair 1
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%
Forward primer GGTTGCTCCACTTTATGGCA Plus 20 6085 B104 5846 5000
Reverse primer TTTGCGGTCATTGGTCTTCA Minus 20 6255 6237 5803 450

Input PCR template KU249599 1 Yellow fever vieus isolate Shanghai0l, complete genome
Range 1-10759
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in sslected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports Seaich Summary

’Graphical view of primer pairs
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[CCAACGAGGTGAAATACCGTARCTCCCTTGTTICTGAGGGCAGAGAGGTCCTCTTYACTCCEATTCTCTACTAGTCICTTCCCAGARATCTCTCAACCACGCTCCCACACTAAACGGTCACACCAACCGTACCS

Fig. 14. Representacion visual y caracteristicas de los primers del virus de la fiebre amarilla en PrimerBlast.
En el panel a, se muestra el resultado de la amplificacion de YFVC1 (148 nucleétidos), en el b la amplificacion de
YFVNS5_C2 (164 nucledtidos) y en el ¢, la amplificacion de YFVss_r1 (172 nucleétidos).
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Fig. 15a (YFVC1) Fig. 15b (YFVNS5_C2)

Protein Information (S0P) Protein Information ($0P)

Gene Symbol Protein Product Name ViPRLocusID  CDS Start  CDS End Gene Symbol Protein Product Name ViPRLocusiD  CDS Start  CDS End
GenBank GenBank
View -NA- coyproten YFV-1 1 10239 View -NA- polyprotein YFV-1 1 10239
ViPR-generated P —
View  #ncC SCHION0.COre PO C nee ‘ o View ancC anchored core protein C ancC 1 63
View € scobdciaik 3 ‘ 30 View C core protein C ¢ 1 303
View preM M prote:n precursor preM 384 855 View preM M protein precursor oreM 384 855
View M matrox protein M M 831 855 View M et pectain M M 01 s
View E Compn L = 2 A View E envelope protein E 856 2334
View | NSt ON-SuICKE ordiel NS 51 2% 3390 View NSt non-structural protein NS1 NS1 2335 3390
View NS2a non-structural protein NS23 NS2a 3391 4062 View NS2a non-struchural protein N82s NS2a 3301 4082
View NS2b VAN e B o ool e View NS2b non-structural proten NS20 NS20 4083 4482
View NS3 non-structural protein NS3 NS3 4453 6321 View NS3 non-structural protein NS3 NS3 453 5321
View NSda non-structural protein NSda NSda 6322 6699 v"" NSt non-struckral protein NS4s NSis Feeey 0009
View 2k 2K protein 2 6700 6768 View 2 2K protein x 700 o768
View NS non-structural protein NS4b NS4 6769 7518 View | NS® achabackiens plokeia NGO S ey =0
View NSS RNA-dependent RNA polymerase NS5 7519 10236 View NS5 RNAGopendent RAA polymerase Nes 7519 10236
o Fig. 15¢ (YVFss_r1)
rotein Information (SQP)
Gene Symbol Protein Product Name ViPRLocusiD  CDS Start  CDS End
GenBank
View -N/A- poiyproten YFV-1 110 10348
VIPR-generated
View ancC anchored core protein C ancC 10 472
View C core peotein C Cc 10 an
View preM M proten precursor preM 473 964
View M matrix protein M M 740 964
View E enveiope protein E 965 2443
View NSt non-structural protein NS1 NSt 2444 3499
View NS2a non-structural protein NS2a NS2a 3500 4
View NS2b noa-structural protein NS2o NS2b a2 4561
View NS3 non-structural protein NS3 NS3 4562 65430
View NS¢a non-structural proten NS4a NS4 5431 6308
View 2k 2K protein 2% 6309 6877
View NS4 non-structural protein NSdd NS% 6878 7630
View NS5 RNA-dependent RNA polymerase NS5 7631 10345

Fig. 15. Ubicacion en donde se hibridan los primers YFVC1, YFVNS5_C2 y YFVss_r1. En la Fig. 15a el par de
primers YFVC1 hibrida con en el gen que codifica para la proteina no estructural NS5. Para el caso de YFVNS5_C2, la
ubicacion en donde se unen los primers es en el gen que codifica para la proteina no estructural NS5 y para el par de
primer de YFVss_r1, su ubicacion es en el gen NS3.

Differentiated hypochromicity at 260 and 282 nm (dA/dT) vs. temperature
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Fig. 16. Curvas diferenciales de disociacion con respecto al cambio de temperatura. En la imagen a, se muestra
la curva diferencial del producto de acuerdo con el modelado bioinformatico realizado en la plataforma Poland para el
par de primers YFVC1. La temperatura arrojada producto del ensayo bioinforméatico de la gPCR es de 78.5°C. En el
panel b, se muestra la curva para el par de primers YFVNS5_C2 donde la temperatura es de 77.5°, mientras que en el
panel c, la temperatura es de 79.7°C para los primers YFVss_r1.
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8.2 Clonacion del vector

Para comprobar el funcionamiento de los primers disefiados, se utilizdé un vector disefiado
“pUCIDT-AMP: May Duo 1” que contenia las secuencias del virus Mayaro a amplificar,
este vector se clond en células de E. coli quimicamente competentes (One Shot TOP10),
con una eficacia de transformacién de 1 x 109 UFC/ug de ADN plasmidico, los cuales

resultan ideales para la clonacion y la propagacion plasmidica de alta eficacia.

Para poder diferenciar las clonas positivas (aquellas que fueron transformadas
exitosamente) se utiliz6 un gen de resistencia a la ampicilina y el método de X-Gal dentro
del medio LB (Figura 17). El sustrato cromogénico X-gal es hidrolizado por la -
galactosidasa a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo es oxidado a 5,5'-
dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble. De este modo, si X-gal y un
inductor de la B-galactosidasa (normalmente IPTG) son disueltos en el medio con agar de
una placa de cultivo, las colonias crecidas en la placa que posean el gen lacZ funcional
(colonias que no se transformaron exitosamente) podran ser claramente distinguidas por
su coloraciéon azul, ya que las colonias transformadas exitosamente seran blancas.

Originalmente se disefié este vector con la secuencia de interés incluida puesto
gue conseguir muestras del virus no era tan viable en México, ya que hasta el momento

no habia datos epidemiolégicos de casos confirmados de Mayaro.

I— MayDuo1l

M13 Reverse (-27)
A &MIS Reverse (-48)
. e,
g % 4

M13 Forward {-20) \
&

M13 Forward (-41) \

9

-4 ©

7

.,

pUCIDT-AMP : MayDuol
Ref ID: 154914437

-
o

1,995,192.3 g/mole
3229 bp

- pMB1 Origin

Ampicillin -/

Fig. 17. Mapa del vector disefiado para clonar la secuencia de interés del virus Mayaro. Plasmido: pUCIDT-AMP:
MayDuo1
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Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion de la PCR con los primers
May1 Forward y May3 Reverse.

En la figura 18 se observa el gel de agarosa posterior a la electroforesis, donde se
obtuvo el fragmento deseado de 477 pb correspondiente a la secuencia del virus Mayaro
(Figura 19) que contenia el plasmido pUCIDT-AMP: MayDuol.

GCATTCTC GCATCTGGCT ACTAAATTGRE TAGAGCAAGA GACCGAAARR GACACACTCA TCCTGGATAT CGGCAGTGLG
CCTGCCAGGA GAATGCTGIC TGAGCACACG TACCATTGTG TGTGCCCAAT GCGCAGCGCT GAGGACCCAG AGCGTCTGCT
GTATTATGCC AGGAAGTTGG CCARGGCATC AGGCGAAGTC GTTGACAGAA ACATTGCAGC GRAGATAGAC GACCTGCAGT
CAGTGATGGC GACCCAACGA TAARACGTGG GAGCAAAAGA TTAAAACCGT CCTGCARAAC CGCAGTGCCA CTGAACTGGT
GTCAGATGAA TTACAGTTTG AAGTCAACCT GACTAGAGTC CATCCGGACA GTAGCCTGGT GGGACGTCCG GGGTACAGCA
CTACCGATGG GACTCIGTAC TCCTACATGE ARGGTACTAA GTTCCACCAG GCGGCTCTTG ACATGGCTGA GATCACGAC

Fig. 19. Secuencia del inserto del virus Mayaro (MayDuo1). Tamaiio del inserto 477 pb.
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La transformacién con el vector disefiado (Figura 17) no fue tan exitosa como se
esperaba, ya que al momento de extraer y cuantificar el material genético de las clonas

seleccionadas, la concentracién del mismo era baja para realizar los ensayos de PCR.

Posteriormente, se procedid a extraer el fragmento que contenia las secuencias del
virus Mayaro, por medio de una PCR punto final, para la cual se utilizé la combinacion del
primer Mayl forward y May3 reverse para obtener el inserto del virus Mayaro completo
(Figura 19). Finalizada la PCR, se realizo electroforesis en un agarosa al 2% con los
productos de amplificacién para corroborar que se obtuvo el fragmento de interés de una
longitud de 477 pb. En la imagen 18 se observa el producto amplificado de interés
correspondiente a las secuencias del virus Mayaro para su posterior ligacién a otro vector
comercial ()GEM®-T Easy).

Se opt6é por utilizar el vector prelinealizado por la practicidad que presenta el
mismo, contiene salientes 3-T en el sitio de insercion para proporcionar un saliente
compatible para productos de PCR. Se utilizaron los mismos métodos de clonacion del
vector: células competentes aunado a un choque térmico y propagaciéon de células
competentes (Tabla 4) y los criterios de exclusion para las clonas seleccionadas (crecidas
en el medio solido LB con ampicilina 100ug/ml y que no tuvieran pigmentacién azul
debido al 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol), ya que los promotores de la ARN polimerasa T7
y SP6 flanquean una regién de clonacién mdultiple dentro de la regién codificante del
péptido a para la B-galactosidasa.

La inactivacion por insercion del péptido a permite identificar directamente los

clones recombinantes mediante deteccidn azul/blanca en placas indicadoras (Figura 20).

Hnl 2008
Scal 1880 Iaal 2707 7l 1 start
o - Mael 2707 Apal 14
_ Aatll 20
1 ori Sphl o6
BstZl | 31
Mcol 7
r BstZl | 43
Amp . Notl | 43
pGEM*-T Easy lacZ sach | 4
Vector EcoRl | =2
{3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Mot 77
BstZl 77
Pstl 88
or Sall a0
MNdel 97
Sacl 109
Bst¥Xl |118 2
Nsil 127 ':
141 =
T sps g

Fig. 20. Mapa del vector comercial utilizado para la ligacién del producto de PCR extraido de las bandas
correspondientes a la figura 17 y la secuencia del inserto en formato FASTA ligado al vector.
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Fig. 21. Restriccion enzimatica de Eco R1 y Sal | de las ligaciones.

Se realiz6 electroforesis con gel de agarosa 1% para comprobar que las colonias
seleccionadas presentaran el plasmido, para ello se utilizaron las enzimas de restriccion
Sall (verde) que tiene un sitio de corte y linealizar el plasmido, por lo cual solo se
esperaba observar una Unica banda. Mientras que la enzima EcoRI (amarillo) presenta
dos sitios de corte dentro del vector, lo cual da como resultado 2 bandas, una
perteneciente al fragmento de interés (477 pb) y otra al vector linealizado sin el inserto
(3015phb). Por ultimo, como controles positivos se corrieron las muestras sin digestién
enzimética (naranja) y para ubicar las bandas se utiliz6 un marcador de peso molecular
de 1Kb (rojo).

En la Figura 21 se muestran los resultados de la digestién enzimatica con EcoRl y
Sall. En los pozos 1-4 se colocaron muestras de diferentes colonias (A2, A3, A4 y O1),

digeridas con EcoRI y fue posible observar dos bandas, una de aproximadamente 3000

Péagina | 53



pb, lo cual corresponde con el peso molecular del vector linealizado (3015 pb) y una
banda mas de aproximadamente 400 pb, la cual corresponde al fragmento que contiene

las secuencias del virus Mayaro (477 pb),

Para las muestras digeridas con Sall (pozos 5-8), se esperaba observar una Unica
banda correspondiente al vector linealizado, sin embargo, para las muestras de las

colonias A2 y A3 se obtuvieron productos inesperados.

Con lo anterior, se descartaron las clonas A2 y A3, ya que, aunque con EcoRlI se
observaron las bandas esperadas, indicando que el inserto habia ligado exitosamente,
tras la digestién con Sall, se observé una banda extra, la cual, posiblemente, se tratara de
genoma bacteriano. Por lo tanto, se opté por trabajar con la clona A5 y para corroborar
gue se tratara de Mayaro, se procedid a secuenciar su genoma (Fig. 22)

Lhﬂh“lll“lﬂuumhmm“Jn“ﬂhhlmmm

FIGCCAGG AG AATGC TG TCTG FGCFC.—CG_-—CC.—__G_G_G_GCCC-—F_G CGCAGCG CT!
180 200 210 230 240

Fig. 22. Secuenciacion del inserto de la extraccion de las minipreps por el método de Sanger. Fragmento de la
secuenciacion realizada al material genético de la clona seleccionada “A5”.

Gracias a esta secuenciacion se pudo corroborar que las secuencias que ligaron al
vector realmente pertenecian al virus de Mayaro para el caso de la clona “A5” ya que al
comparar la secuencia resultante del ensayo se mape6 la secuencia en Blastn contra todo
aquello que tuviera similitud en la secuencia, arrojando que la secuenciacion era
compatible con las secuencias de Mayaro que existian en la base de la herramienta
Blastn. Lo cual también apoya el hecho de que el resto de las clonas seleccionadas
aparte del material genético de interés también contenian posible material genético

bacteriano.
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Una vez que se comprobd que el fragmento aislado del plasmido de la clona A5
pertenecia al virus Mayaro, se obtuvieron las curvas diferenciales de disociacién de los

productos obtenidos de los cebadores de Mayl y May3.

Las Tm experimentales obtenidas de la qPCR de los productos distan 3°C en
promedio con respecto a las obtenidas en los ensayos in silico de la plataforma

bioinformatica Poland.

En la figura 23 se muestran las curvas diferenciales de cada uno de los productos.
El par de primers Mayl, da como resultado un producto con una curva diferencial de
disociacion con una Tm= 86.92 °C y, para el caso de May3, una Tm= 84.77 °C, la
diferencia es de casi 2 °C entre productos del mismo virus, asimismo, no se observaron

productos inespecificos que pudieran interferir con la interpretacion de resultados.
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Fic. 23. Comparacion de curvas diferenciales de disociacion obtenidas de forma experimental con los primers
disefiados May1 y May3 posterior a la corrida de qPCR.

Una vez que conociamos los valores de Tm para los primers Mayl y May3, se
realizaron ensayos de amplificacion. Para ello, se llevaron a cabo una serie de diluciones
para determinar la concentracién ideal para realizar las PCR. El stock que se utilizé tenia
una concentracion de 500 pg/pl y posteriormente se realiz6 una diluciébn con una

concentracion final de 10’copias/ 2 pl para realizar el gradiente de dilucién del plasmido
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(10" a 10°opias) y asi determinar el nivel de detecciéon del ensayo y de esa manera

estandarizarlo.

Tabla 13. Diluciones de la miniprep seleccionada que contenia el inserto de Mayaro

STOCK

Concentracién | Vol. Plasmido Concentracion
Sample ID Vol. Buffer DP (pL Vol. Final (uL
2 inicial [Pg/uL] DNA (uL) (u) (W) final [Pg/uL]
pMay-A5 223850 2,23 997,77 1000 500
DILUCION
Pg de plasmido (1 Concentracidn C,Oplés Cctmcentrac.lon
. . pldsmido Vol. stock (uL) Vol. Buffer EB (L) final [copias
copia) inicial [Pg/uL] .
totales plasmido/2 uL]
3.539E-06 500 1,41E+08 35,39 964,61 1.00E+07

Se realizaron ensayos de amplificado para los pares de primers Mayl y May3 en
dos situaciones: (a) sin condiciones de pre amplificado empleando EvaGreen como
intercalante, en éste, el limite de detecciéon fue de 10% copias (1000 copias/ 2ul de
muestra), este fue el mismo resultado posterior a realizar el mismo ensayo por triplicado,
donde el limite de deteccién se alcanza entre los ciclos 26 al 30 de la reaccion (Fig. 24);
(b) con condiciones de pre amplificado usando como agente intercalante SSoFast, el
limite de deteccion entre réplicas (3) fue de 10! (10 copias/2ul), alcanzando éste limite
entre los ciclos 16 — 20 de la reaccion (Fig. 25).

Comparando ambos resultados, es notable qué los ensayos con condiciones de pre
amplificado tuvieron un mayor rendimiento y un limite de deteccion 100 veces mayor que

sin pre amplificado.

Dentro de las variables utilizadas en este ensayo se utilizé la concentracion de
primers donde se observo que la amplificacion y el tamafio de las curvas eran similar para
ambos ensayos, pero se observé que a mayor concentracion de cebadores observabamos

algunos productos inespecificos.
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Fig. 24. Curvas de amplificacion resultantes del ensayo de gradiente de concentracion de la clona A5 utilizando
EvaGreen como agente intercalente y sin condiciones de preamplificado de la muestra.
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Fig. 25. Curvas de amplificacion resultantes del ensayo de gradiente de concentracion de la clona A5 utilizando
SsoFast EvaGreen Supermix como agente intercalante y aplicando condiciones de preampificado de la clona.
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Una vez comprobado el limite y rendimiento de la reaccién a través de gradientes
de concentracién de la clona A5 (Tabla 13 y figura 25) se observé el comportamiento in
vitro del ensayo dando O6ptimos resultados, el siguiente paso fue comprobar la
especificidad de lo primers disefiados, por lo cual se llevd acabo el ensayo de qPCR
+HRM con condiciones de pre amplificacion de una muestra positiva para otro arbovirus,
gue en este caso fue una muestra positiva para el virus Chikungunya. Esta muestra fue
proporcionada por el CIENI para poder comprobar la especificidad de los primers
disefiados y asegurar que estos cumplirian su funcion dentro del panel de deteccién que
se pretendia ampliar. En la figura 26a podemos observar la curva diferencial de
disociacion, en la cual se observan dos picos correspondientes a Mayl, con su respectivo
control positivo que fue el material obtenido de la clona A5 con una Tm= 86.89 °C, los
cual corresponde con la temperatura obtenida en el ensayo de comparacioén de las curvas
diferenciales obtenidas del ensayo con ambos pares de primers (Fig, 23).

.....................

Cwrivatsvn Meporier (-9

Fig. 26. Ensayo con muestra positiva confirmada para arbovirus (Chikungunya), con el par de primers May1.

En las figuras 26 y 27 se puede observar que los primers para Mayaro funcionan
de manera adecuada ya que, dentro del ensayo solo se observan las curvas
correspondientes a los controles positivos de ambos pares de primers (Figuras 26 y 27),

Pagina | 58



las cuales podemos observar claramente en ambos ensayos como las lineas de color azul
no amplificaron ningln producto inespecifico que pudiera interferir con la interpretacion de
resultados o con la reaccién misma. Gracias a este ensayo, se pudo corroborar la
especificidad in vitro de los primers disefiados para el virus de Mayaro, ya que al incluir
en el ensayo una muestra confirmada para otro arbovirus de la misma familia y solamente
se obtuvieran las curvas correspondientes a los controles positivos, habla del 6ptimo

funcionamiento de los mismos.

Una vez determinada la especificidad de los primers, se procedid a colocar los
pares de Mayl/May3 en el panel de deteccion para arbovirus “Arbomix,” para corroborar
gue el ensayo funcionara de manera adecuada sin la formacion de productos
inespecificos entre cebadores, los cuales pudieran interferir con la lectura de los
resultados del ensayo o disminuyeran el rendimiento de la reaccién, ya que al coexistir
distintos pares de primers en el mix de reaccién, existe la posibilidad de que al ser
secuencias cortas de material genético, éstas puedan ser complementarias entre si,
dando lugar a productos inespecificos, los cuales pudiesen confundirse con las curvas de
amplificacion esperadas para cada una de los controles positivos de cada uno de los virus

conforman el panel de deteccion.

Fig. 27. Ensayo con muestra positiva confirmada para arbovirus (Chikungunya), con el par de primers May3.
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El ensayo de Arbomix cuenta actualmente con una plataforma de deteccion para
virus del Dengue en sus diversos serotipos, virus de la fiebre del Nilo (WNV), virus del

Zika, virus de Chikungunya y Mayaro, recientemente afiadido.

En la figura 28 podemos observar la amplificacion de las curvas de disociacion con
sus respectivos controles positivos de A) Denguel/Tm= 78.61°C, B) WNV/ Tm= 79°C, C)
Zika/  Tm= 80.32°C, D) Dengue4/Tm=81.45, E) May3/ Tm=84.56°C, F)
Chikungunya/Tm=85.46 y G) Mayl/ Tm= 86.68. En la imagen se pueden observar siete
picos correspondientes a las curvas diferenciales de disociacién de cada uno de los virus
gue conforman el panel, se llevo a cabo de esa manera para que se pudieran observar de
manera adecuada que cada una de las curvas tiene una Tm especifico y son
perfectamente diferenciables, lo cual facilita el diagnéstico. Dentro del mismo ensayo se
incluyeron muestras de pacientes aleatorias para de la misma forma evaluar la reaccion
de manera adecuada, funcionando como el panel de deteccién ampliado, en la parte

derecha de la imagen se muestra el layout del ensayo.
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Fig. 28. Comportamiento de cebadores de Mayaro en el pool de cebadores Arbomix.
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9. CONCLUSIONES

Los arbovirus estan entre los agentes mas comunes de la enfermedad febril humana en
todo el mundo y los patégenos emergentes mas importantes que han causado epidemias
notables de enfermedades humanas en las Ultimas décadas. Es por ello que, en un
mundo globalizado, donde la movilidad humana a través de todo el mundo, la
deforestacion para satisfacer necesidades humanas y demas actividades es inevitable,
permite cada vez mas la interaccién entre virus que permanecian en forma silvestre,
vectores y humanos, lo que hace de una epidemia una posibilidad latente como se vivio

en los afos recientes.

A pesar de la relevancia de salud publica de los arbovirus, poco se sabe de su
distribucién geogréfica, el impacto relativo y los factores de riesgo para la infeccién por
arbovirus en muchas regiones del mundo. Es por ello que proyectos como este, tienen
gran relevancia, ya que es de suma importancia la rapida y precisa deteccion del agente
infeccioso, para poder brindar datos epidemiolégicos lo mas exactos posibles y asi poder
ofrecer un esquema de tratamiento adecuado ademéas de promover la investigacion en

torno a agentes emergentes y la posibilidad de una pandemia derivada de estos.

Por lo tanto, es de relevancia médica y epidemioldgica la constante ampliacion de
este panel de arbovirus “Arbomix”, por la emergencia y reemergencia siempre latente de
enfermedades humanas causadas por arbovirus, en paises como México es vital métodos
de deteccion, rapidos, de menor costo y especificos, para poder mejorar los datos
epidemioldgicos en un pais donde no existe la cultura de la prevencion y la salud. Es por
ello por lo que el panel de deteccidon fue actualizado con los virus de Fiebre Amarilla,
Usutu y Mayaro donde el disefio de primers se llevé acabo de manera satisfactoria, donde
en los ensayos bioinforméaticos para el evaluar el comportamiento de los mismos resulto

de forma satisfactoria.

Para integrar los primers de Mayaro al panel de deteccién se estandarizaron las
condiciones necesarias de funcionamiento para el ensayo de RT-qPCR + HRM en el cual
esta basado el panel de deteccion “Arbomix”, resultando de forma exitosa la ampliacién
del panel con el virus Mayaro, para los ensayos in vitro para la ampliacién del panel se
utilizaron anicamente los primers de Mayaro, debido al material y tiempo disponible en el
laboratorio. Pero eso no exime que el panel siga en ampliacion para asi poder brindar un

método eficiente y preciso de deteccién de arbovirus, como el del presente trabajo.
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