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ABREVIATURAS

4G2 — anticuerpo para epitope conservado de la proteina E de flavivirus
ADN — Acido Desoxirribonucleico

ADNCc — Acido Desoxirribonucleico complementario

A. aegypti — Aedes aegypti

A. albopictus — Aedes albopictus

ALEXA 488 — Marcador verde fluorescente con absorcion a 488nm
AVL — Buffer comercial Quiagen®

ARN — Acido Ribonucleico

ARNpol — Polimerasa de acido Ribonucleico.A

ARN-AVE - Solucién carrier del kit QlAamp

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

C6/36 — Linea celular de mosquito

CO2 - Dioxido de Carbono

D1/D2 — Secuencias utilizadas como primers

DAPI - 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol, marcador fluorescente para nucleos
DENV1-4 — Dengue virus serotipo 1 a 4

dNTPs - deoxinucledtidos

DTT - Ditiotreitol

ECP — Efecto citopatico

ICTV - International Committee on Taxonomy of Viruses

IFI — Inmunofluorescencia indirecta

IFN — Interferén

IgG — Inmunoglobulina de tipo G

JEV - Virus de la encefalitis japonesa

L15 — Medio de cultivo Leibowitz-15

MEGA — Molecular evolutionary genetics analysis

MgClz — Cloruro de Magnesio

MPM — Marcador de pesos moleculares

MUSCLE - MUItiple Sequence Comparison by Log-Expectation



NS1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B, 5 — proteina no estructural de DENV

OPS - Organizaciénn Panamericana de la Salud

PBS — Phosphate Buffer Solution

prM — proteina pre-M

RdRp — ARN polimerasa dependiente de ARN

RT-PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa
SFB — Suero fetal bovino

SybrSafe — Tincion para ADN

TAE — Buffer Tris, acetato y EDTA

WNYV - Virus del Nilo Occidental



RESUMEN

El nimero de casos de enfermedades causadas por flavivirus en Latinoamérica presenta
una progresion en constante ascenso hasta nuestros dias. Tal es el caso del virus dengue
(DENV) transmitido por A. aegypti y A. albopictus.

En nuestro pais, luego de 1916 no se registraron casos de DENV autoctono hasta 2016,
cuando aparece un nuevo brote de DENV.

En el presente trabajo, tomando como base 10 muestras de suero humano positivas para
DENV pertenecientes al brote uruguayo de 2016, se plantea como objetivo el aislamiento
viral, su identificacion y caracterizacion filogenéticas. Infectando células C6/36, se obtuvieron
stocks virales viables, que fueron monitoreados observando al microscopio la aparicion de
efecto citopatico (ECP). Se confirmé la presencia de proteinas de origen viral en el interior
celular mediante la puesta a punto de una inmunofluorescencia indirecta (IFI) en portaobjetio
y en placa. De ambos ensayos, las IFI en placa tuvo mejor calidad y arroj6 mayor nivel de
detalle. Ademas, se detecté material genético viral amplificando regiones discretas del
genoma usando primers (D1 y D2) para la region prM mediante RT-PCR. La caracterizacion
genética se llevé a cabo secuenciando, alineando y haciendo andlisis filogenético de las
muestras amplificadas. En este brote uruguayo estuvimos ante la presencia de DENV-1 de
genotipo V con 3 introducciones independientes del virus al Uruguay. De las 10 muestras
analizadas se obtuvo resultados satisfactorios para 9 de ellas.



INTRODUCCION

Grupo Arbovirus

Se trata de virus que se mantienen en la naturaleza a traves de la transmision bioldgica entre
hospederos vertebrados susceptibles y artropodos hematéfagos. La transmision biologica
puede ser horizontal o vertical. La transmision vertical involucra el pasaje del virus de un
vector infectado a la descendencia. Mientras que dentro de la transmision horizontal la mas
comun es de una hembra infectada a un hospedero vertebrado a través de la saliva durante
la ingesta de sangre (Burguefio, A. 2016). Las familias més importantes a nivel médico y
veterinario son Nairoviridae, Phenuviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae y
Togaviridae. La tabla 1 muestra el estatus taxonémico de arbovirus.

Los sintomas de enfermedad causadas por arbovirus que afectan a humanos se clasifican
en tres grupos: sindrome febril sistémico, meningitis y/o encefalitis y fiebre hemorragica. La
gravedad de la enfermedad dependera de diversos factores como la edad y el estado
inmunoldgico del paciente, la dosis del virus inoculado y la patogenicidad de la cepa viral. A
su vez, la problematica de transmisién a humanos se ve incrementada por problemas
demogréficos y sociales como ser los medios de transporte modernos que proporcionan
cambios en la ecologia natural de los virus y aparicién de virus en nuevas locaciones con
vectores y huéspedes susceptibles (Gubler, DJ. 2001).

Familia Numero de géneros Namero de virus
Nairoviridae 3 17
Phenuviridae 1 10
Flaviviridae 1 53
Reoviridae 1 22
Rhabdoviridae 1 16
Togaviridae 1 31

Tabla 1. Estatus taxonémico de arbovirus conocidos. Construido a partir de ICTV

En los ultimos 30 afios se ha producido un resurgimiento de enfermedades transmitidas por
arbovirus, mayormente debido a ciertos cambios a nivel demogréfico y social (Tabla 2).



Factores responsables por la aparicién/resurgimiento de enfermedades
ocasionadas por arbovirus
Cambios demogréficos
Aumento de la poblacién mundial
Movimiento de poblaciones entre distintas regiones
Urbanizacion sin control y sin planificacion
Cambios sociales
Invasion humana a los lugares donde hay focos de las enfermedades

Transporte de seres humanos, animales y materias primas dentro y entre regiones

Envios utilizando contenedores
Cambios agricolas
Uso de la tierra
Sistemas de riego
Deforestaciéon
Cambios en los patdgenos
Aumento en los movimientos de humanos y animales
Cambios genéticos que llevan a un aumento en el potencial epidémico

Cambios en salud publica
Falta de control efectivo de los mosquitos
Deterioro de la infraestructura de salud publica para hacer frente a enfermedades
transmitidas por vectores
Monitoreo de las enfermedades
Programas de prevencion

Tabla 2. Lista de factores que incluyen en la emergencia y resurgimiento de enfermedades debidas a arbovirus.
Extraido y modificado de Gubler et. al. 2001




Flavivirus
Taxonomia

El género Flavivirus, junto con Hepacivirus, Pegivirus y Pestivirus pertenecen a la familia de
los Flaviviridae que pertenecen a su vez a dominio Riboviria (ICTV, Taxonomy). Contiene
alrededor de 50 especies, en su mayoria relacionada a patégenos humanos-artrépodos
como Dengue virus (DENV), virus de la encefalitis japonesa (JEV), virus del Nilo occidental
(WNV) y el virus de la fiebre amarilla (YFV). La Fig 1 muestra las relaciones filogenéticas de
los géneros para Flaviviridae

TBEV
WNV

JEV

Flaviviruses

0.1

Figura 1. Arbol filogenético de ARN polimerasas dependientes de ARN mostrando miembros de Flavivirus,
Pestivirus, Hepacivirus y Pegivirus. Extraido de Fields 6% edicion.



Denque Virus

Origenes de DENV

La teoria méas aceptada es que el DENV surgié en Africa ya que la mayoria de los flavivirus
asociados a enfermedades transmitidas por mosquitos, asi como el mosquito vector Aedes
aegypti habrian surgido en dicho continente (Gaunt et al 2001). También pudo haber tenido
un origen asiatico ya que distintos serotipos de DENV se encuentran presentes en Asia
(Wang et al 2001). De hecho, manifestaciones clinicas similares a DENV se pudieron
encontrar en dicho continente hacia el afio 992 A.C. No fue hasta la epidemia de 1779-1780
gue los casos fueron bien documentados (Gubler et al 1997). Recién luego de la Segunda
Guerra Mundial, japoneses y estadounidenses pudieron aislar DENV (Hotta et al 1952, Sabin
et al 1952). El movimiento de tropas, la destruccion del ecosistema y los asentamientos
humanos, propiciaron la propagacion de DENV por el Sudeste asiético y el Pacifico
occidental (Rosen et al 1977). Mientras tanto, en las Américas el surgimiento de DENV
epidémico se asocia con la propagaciéon de sus mosquitos vectores Aedes aegypti y Aedes
albopictus. El primero registro de DENV data de 1635 en Martinica, Guadalupe y Panama.
En 1946 la OPS realizé campafas de erradicacion del mosquito vector Aedes aegypti
(Monath 1994) el cual también es vector para el virus de la fiebre amarilla. A pesar del éxito
de dichas campanias, en las décadas de 1960 y 1970 se produjo la re-invasion del mosquito.
Para 1981 se registr6 una epidemia en Cuba y un brote severo en Venezuela entre los afios
1989-1990 (OPS 2014). Entre los afios 2000-2010 hubo una dispersion del mosquito vector
y de los casos de dengue. De hecho, solo en el periodo de 2001-2007 se detectados > 4
millones de casos.
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Taxonomia

Dentro de DENV hay 4 serotipos distintos, epidemiol6gicamente similares, pero
genéticamente distintos (Kurane y Ennis 1992) Fig 3. Estos se definen segin reacciones
cruzadas de varias pruebas serologicas (Repik et al 1983). Con el advenimiento de los
analisis de acidos nucleicos, la clasificacion se volvié mas precisa incluso pudiendo distinguir
varios genotipos dentro de cada serotipo de DENV (Rico-Hesse 1990).

Sylvatic —
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Sequence divergence
MRCAs<200

years ago

Endemic/
DENV-1
S epidemic >

—a L f 1087 0 epidemic DENV-3
'___7_-'. i Sylvatlc
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- years ago " > DENV-Z

97

> Endemic/
epidemic

MRCAs<600
years ago

e, _/
" /Sylvatic
}Endemic/epidemic DENV-4

Fig 2. Arbol filogenético de los cuatro serotipos de DENV de secuencias completas extraidas de la biblioteca
de GenBank. Extraido de Weaver, S.C. (2009)

En DENV-1 se identificaron cinco genotipos: genotipo | representando cepas del sudeste
asiatico, China y Africa oriental, genotipo Il de cepas de Tailandia, genotipo Il cepas
selvaticas recolectadas en Malasia, genotipo IV representando cepas del Pacifico occidental
y Australia. Finalmente, genotipo V pertenecientes a cepas recolectadas en las Américas,
Africa occidental y parte de Asia.

En tanto que DENV-2, también presenta cinco genotipos: genotipo asiatico |, genotipo
asiatico 1l. Genotipo Il o cosmopolita (incluye Australia, Africa oriental y occidental, las islas
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del Pacifico e indico, el subcontinente indio y el Medio Oriente. Genotipo Il americano y el
genotipo IV asiatico/americano.

DENV-3 y DENV-4 presentan ambos 4 genotipos cada uno (Weaver 2009).
Estructura

Las particulas infecciosas de los flavivirus son aproximadamente esféricas, de unos 50nm
de didmetro rodeadas por una envoltura lipidica. La parte externa del viridbn esta compuesta
por dos proteinas, la proteina de envoltura (E) y la proteina de membrana (M). La
glicoproteina E es el principal determinante antigénico del virion y media la union y fusion
durante la entrada del virus. La proteina M es un pequefio fragmento proteolitico de la
proteina precursora (prM) y se produce durante la maduracion viral dentro de la via
secretora. La proteina C, es de la capside y se la conoce como proteina core o de cubierta.

Figura 3. Representacion de particula viral de DENV. Se sefialan las proteinas estructurales y el ARN. Extraido de Flint 4ta
ed vol. 1 pag 501

Las particulas de flavivirus inmaduras adoptan varias apariencias a medida que salen de la
via secretora. Poco después de su formacion, los viriones inmaduros son mas grandes
(60nm de didmetro) que los viriones maduros y muestran 60 espiculas prominentes en su
superficie. Se componen de tres heterodimeros E-prM, con la molécula prM cubriendo el
péptido E de fusion. A medida que las particulas inmaduras pasan a través del entorno de
bajo pH de la red trans-Golgi se produce una reorganizacion de las glicoproteinas. Los
viriones inmaduros adoptan una apariencia casi indistinguible de las particulas maduras, con
la excepcidn que la prM permanece unida. Este cambio conformacional es seguido de la
escision de la prM mediante la enzima de la célula huésped furina, revelando asi los viriones
maduros.

El genoma de DENV es ARN+ de aproximadamente 11kb. Contiene una regién 5UTR de
unas 100b, un solo ORF codificante para una unica poliproteina y un 3’UTR de unas 400b.
La poliproteina codifica 3 proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). De las proteinas estructurales, C integra la
capside, prM previene la fusion prematura del virus y E cumple funciones en la union y la
fusion viral. En tanto, de las proteinas no estructurales, NS1 esta involucrada en la
replicacion, NS2A tiene funciones de resistencia a interferén (IFN), NS2B sirve como cofactor
de proteasas, NS3 funciona como proteasa, helicasa y trifosfatasa de ARN, NS4A funciona
como resistencia a IFN, inductor de alteraciones de membrana de la célula huésped y
serviria como anclaje para el complejo de replicacion, NS4B también cumple funciones en
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la resistencia a IFN y finalmente la NS5 es la RdRp que tiene en su extremo N-terminal un
dominio metiltransferasa importante para la formacion de la estructura cap (Bartenschlager
et al, 2008)

A
5°UTR s 3 UTR
(~ 100 bases) UPSG ThESng S (~ 400 bases)
Structural region | Nonstructural region )| R
3°SL
5°SL
7E Single-stranded (+) RNA 3
3 = it p
e T R 7 R —TYR 0 S— .
5°CS I | ] [ | VR 3'CS
Capsid Binding, Replication, |Protease Methyltransierase,
fusion pathogenesis | cofactor guanylytransferase,
g RdRp
Prevention of IFN Proteasa, IFN resistance
premature fusion resistance helicase, == Viral protease (NS2B-3)
8 RNA triphosphatase ?  Unknown host cell prolease
IFN resistance, X Host cell signalase
membrane induction » Furin
Cytoplasm

Figura 4. Esquema del genoma de DENV mostrando las regiones codificantes para la poliproteina. Extraido de
Bartenschlager et al, 2008

Ciclo de replicacién

El ciclo de replicacion comienza con la entrada a la célula huésped (células dendriticas,
linfocitos T y B, monocitos, hepatocitos y células neuronales) mediado por la proteina E (Plat,
JB. 1997). Luego se produce una endocitosis mediada por receptor. EI genoma viral es
liberado al citoplasma, siendo en el reticulo endoplasmatico donde se traduce la poliproteina
de aproximadamente 3.400 aminoacidos. Dicha poliproteina sufre procesamiento co y pos-
traduccional (proceso mediado por proteinas no estructurales y proteinas celulares). Para la
replicacion del material genético viral se forma el complejo proteico NS5 con actividad de
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), proteinas NS accesorias, ARN viral y
probablemente factores de la célula huésped. A todo esto, se lo denomina complejo de
replicacion. Se sintetiza entonces, ARN de polaridad negativa (ARN-), formandose un
intermediario ARN+/ARN- que sirve como molde para mas ARN+. La replicacion es
asimétrica y semiconservativa (Bartenschlager et al, 2008)
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Figura 5. Esquema del ciclo replicacién de DENV extraido de Bartenschlager et al, 2008

Respuesta inmunolégica a DENV
Respuesta inmune innata

El DENV se transmite a través de la picadura de un mosquito vector infectado. La infecciéon
subsiguiente comienza en las células de la piel como queratinocitos, y células de
Langerhans. Esto hara que se despliegue una serie de respuestas inmunoldgicas a través
de células del sistema inmune innato como las células dendriticas (DC, dendritic cells del
inglés), macrofagos y monocitos. Dichas células usan PRR (del inglés pattern recognition
receptors) para desencadenar las respuestas inmunes como es la produccion de citoquinas
y guemoquinas. Los PRR que se utilizan son: RIG-1 (del inglés retinoic acid-inducible gene
1), MDA5S (del inglés melanoma differenciation-associated protein 5), TLR3 y TLR7 (del
inglés toll-like receptors 3y 7).

Uno de los tipos de respuesta a la infeccion por DENV es la produccién de interferon (IFN).
Una de las vias utilizadas puede ser a través de RIG-1 y MDA5 que se las llama RLR (del
inglés RIG-1.like receptors) y se encuentran en el citoplasma de ciertos tipos de células de
sistemas como el mieloide, epitelial y nervioso. Estas reconocen ARN fosfatado y de doble
cadena. Al reconocer estos patrones (los ligandos exactos en el ARN de DENV son
desconocidos al momento), las RLRs se traslocan a la mitocondria generando la activacion
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de MAVS (del inglés mitochondrial antiviral signaling). Esto lleva a la activaciéon de TBK1 (del
inglés TANK-binding kinakse 1), IKKe (del inglés IkB kinase-¢, IRF3 e IRF7 (del inglés IFN
regulatory factors 3y 7) que entran al nucleo e inducen la produccion de IFNs como IFNR.

Otra via en la respuesta a INF puede ser a través de la interaccion con los TLRs. TLR3
reconoce en endosomas dsRNA (del inglés double-strand RNA), mientras que TLR7
reconoce ssRNA (del inglés singe-strand RNA). La activacién de TLR3 causa la fosforilaciéon
de TRIF (del inglés TIR-domain-containing-adapter-inducing IFNG), interacciona con TRAF3
(del inglés TNF-receptor-associated-factor 3) y con TBK/IKKe para inducir ISGs (del inglés
IFNa/B stimulating genes) y la produccién de quemoquinas. Es decir que TLR3 actla
sinérgicamente con RIG-1 y MDA5 para producir un estado antiviral.

o Dengue virus

viral oslPNA viral sSRNA Autophagosome
& MDAS ‘RIGH ’i\xms TLR-7 a §
nGASy A e TS : .
a8 Ff’"ﬁ ' ° '\
- rial DNA oS! o '0 ,"
iochond L
Lysosome

Figura 6.
Respuesta
inmune innata a
la infecciéon con
DENV. Esquema
representando
los diversos
mecanismos de
inmunidad innata
con la secrecion
de citoquinas
pro-

Endoplasmic reticulum

inflamatorias.Cita de la figura Uno et al 2018

TLR7 reconoce tanto ssRNA como fragmentos gendmicos de DENV. Para ello usa la via del
MyD88 (en inglés myeloid differentiation primary response gene 88) induciendo la produccién
de citoquinas pro-inflamatorias, reclutanto a TRAF6 (del inglés TNF-receptor-associated-
factor 6) para activar IKKa/IKKB/IKKy y NF-kB (del inglés nuclear factor-kB).

Ademas, el dafio en las mitocondrias causado por DENV promueve la liberacion de ADN
mitocondrial, lo cual conduce a la induccion de las vias de cGAS (del inglés cyclic GMP-AMP
synthase) y STING (del inglés stimulator of IFN gene). Ambas vias llevan a las activaciones
de TBK1 e IRF3 que desencadenaran la produccién de IFNs de tipo 1.
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Otra respuesta del sistema inmune innato frente a la infeccion por DENV, es la produccion
de micro ARN interferentes. Los miRNA (del inglés micro RNA) se unen a la proteina RISC
(del inglés RNA-induced silencing complex) en el citoplasma para degradar ARN viral. La
biogénesis de miRNA comienza en el nicleo como pri-miARN, que al ser procesados por
Drosha (enzima con actividad ribonucleasa), se transforma en pre-miRNA. En el citoplasma
ésta es procesada por Dicer (otra enzima con actividad ribonucleasa) produciendo miRNA
maduros (Uno, N. et al. 2018).

Inmunidad adaptativa en DENV

En la piel, las células de Langerhans, dendriticas, mastocitos, macréfagos y monocitos son
los primeros en encontrarse con el virus. Los mastocitos se degranulan en minutos liberando
citoquinas (como IFNa y TNF), quemoquinas (como CCL5, CXCL10y CXCL12) y proteasas.
La produccion de quemogquinas facilita el reclutamiento de otros tipos de células del sistema
inmune como linfocitos T CD8*, NK (del inglés natural killers) y NKT (del inglés natural killers
T) que eliminan DENV y producen una limpieza viral. En tanto que los moDCs (del inglés
monocyte-derived dendritic cells) sirven para amplificar la respuesta viral y como células
presentadoras de antigenos de células T CD8" y T CD4", en la zona T de los nédulos
linfaticos a donde migran. Esto inicia la respuesta inmune adaptativa. Las células T CD4*
activadas tienen la capacidad de convertirse en células Tru (del inglés T folicular helper),
migrando de la zona T en los nédulos linfaticos a la periferia de la zona B germinal
participando en el desarrollo de células B de memoria especificas para DENV. Los linfocitos
TrH pueden migrar a nuevos noédulos linfaticos generando mas células T y B de memoria, asi
como también quedar circulando en la sangre.

En una segunda infeccién con DENV, los linfocitos Trx entran a los centros germinales de
los nédulos linfaticos induciendo expansion clonal de linfocitos B especificos productores de
anticuerpos para DENV. Los linfocitos T CD4* adquieren un fenotipo citotoxico y contribuyen
a la eliminacion de DENV (St. John, AL. 2019).

Epidemiologia de DENV

El DENV es el arbovirus mas importante en el mundo en lo que respecta a la poblacion que
vive en zonas de riesgo (2,5 billones) y a la cantidad de casos reportados (100 millones de
casos al afo) (Racolz, V. 2012). Existen cuatro serotipos distintos con una similitud entre
muy limitada (entre un 60-75%) en lo que se refiere a aminoacidos. A su vez, dentro de un
serotipo hay una semejanza cercana al 97% de sus aminoacidos y un 94% a nivel
nucleotidico, dividiéndolos en genotipos o clados (Lambrechts, L. 2012., Vu TT, 2010.,
Cologna R, 2005., Ohainle M, 2011).

Los primeros casos reportados de Dengue se remontan incluso a los afios 1779-1780,
incluso mucho tiempo antes (Cleaves, GR. 1989). En la regidon de las Américas, el Dengue
sigue siendo un problema. Los sintomas mas severos se dan cuando un humano entra en
contacto con distintos serotipos del virus. En las Américas, todos los serotipos de Dengue
han podido ser aislados (Chomczynski, P. 2006).
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Las caracteristicas tipicas de la fiebre por Dengue son: fiebre alta, escalofrios, dolores
musculares, rash cutaneo, entre otros. A su vez, en funcion de la severidad, la enfermedad
por virus dengue se puede clasificar en: dengue sin signos de alarma, dengue con signos de
alarma y dengue grave. (Tabla 3).

Dengue sin sighos de alarma Dengue con signos de alarma Dengue grave

Vive en areas endémicas de e Dolor abdominal intenso y e Escape importante de plasma

dengue o viaj6 a ellas. Fiebre y 2 continuo que lleva a: choque o

0 mas manifestaciones e VOmito persistente acumulacién de fluidos en el
e Acumulacion de liquidos pulmén y disnea

¢ Nauseas, vomitos e Sangrado de mucosas e Sangrado grave

e Exantemas e Letargia, irritabilidad e Dafio organico grave

e Mialgias y artralgias e Hepatomegalia>2cm

e Petequias o test de torniquete e Aumento del hematocrito con

positivo caida rapida de plaquetas

e Leucopenia

Tabla 3. Clasificacién de dengue segun la Organizacion Mundial de la Salud. Extraido de “Estudio de la circulaciéon de Arbovirus en el
Uruguay

Transmisién

El principal artropodo transmisor del virus dengue son las hembras del Aedes aegypti. Los
brotes de dengue también se han atribuido a Aedes albopictus, Aedes polynesiensis y
algunas especies del complejo Aedes scutellaris. Cada una de las especies tienen ecologia,
conducta y distribucién geograficas determinadas Las hembras se alimentan principalmente
2 horas antes del amanecer y 2 horas después del atardecer. Si un mosquito infectado pica
a un humano, la incubacion del virus es entre 8 a 12 dias. El individuo infectado puede
presentar sintomas después de 5 a 7 dias (Chomczynski, P. 2006). La dindmica de la
transmision depende de varios factores, siendo los mas importantes las interacciones entre
humanos, mosquitos y factores ambientales (Stoddard, ST. et al. 2013).
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DENV en las Américas

Fue durante la década de 1960-1970 que en el continente americano se llevé a cabo una
campafa de erradicacion del mosquito vector Aedes aegypti, no por DENV sino contra la
fiebre amarilla. A pesar del beneficio de la campafia, la misma no se sostuvo en el tiempo
produciéndose la reintroduccion del vector, provocando brotes en la década de 1970-1980
de DENV-2 y DENV-3 en algunos paises de América Latinay el Caribe. Desde ese entonces
la regién ha sufrido de las mayores incidencias de casos a nivel mundial (68% de todos los
casos a nivel mundial entre los afios 2000-2006), con brotes cada 3 a 5 afios. Como ejemplo,
la tasa de infecciones era de 771 cada 100.000 habitantes para dicho periodo, aumentando
en relacién con el periodo 1990-1999.

Econdmicamente los costos para los paises de la regiéon se estimaron en 2.1 mil millones de
dolares por afo. El control de la enfermedad se enfoca respecto a: el desarrollo de una
vacunay campafia de erradicacion del vector. El primero, aun esta en desarrollo y el segundo
sigue siendo costoso y poco eficiente (Cafferata, ML et al 2013).

En Argentina DENV es epidémico restringiéndose a los meses de noviembre a mayo y
relacionandose con brotes en paises vecinos. Basicamente, se han registrado casos
pertenecientes a los serotipos 1, 2 y 3, pero no se han notificado casos autoctonos del
serotipo 4 (MSA. 2009). Brasil en tanto, es responsable del 60% de los casos en América
(Teixeira, MG., et al. 2008), siendo el serotipo 3 el predominante, mientras que en menor
medida circulan los serotipos 1 y 2 (Lindoso, JA. 2009). A continuacion, un resumen de
hechos y observaciones ocurridos en el continente americano se muestra a continuacion en
la Tabla 4

Afio Hechos y observaciones

1977 Pandemia de DENV 1

1977- Ultimo aislamiento de DENV 3 hasta 1994

1978

1981 Primera epidemia de DHF/DSS (Cuba)

1985 Introduccion de mosquitos de aedes albopictus

1989 Segunda epidemia de DHF/DSS (Venezuela)

1994 Reintroduccion de DENV 3 (Nicaragua y Panama)

2000 Expansién del mosquito aedes aegypti, hiperendemicidad con co-

circulacion de multiples serotipos, endemicidad de DHF
Tabla 4.. “Main dengue related events occurring in the American region during the last 30 years of the 20t century.” Extraido
de Guzman MG et. al. 2003

La Figura 7 muestra la evolucion entre 1990 y 2014 de los serotipos de Dengue en las
Américas (OPS. 2015).
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“‘En la 46 Asamblea Mundial de la Salud (AMS) del 14 de mayo de 1993 se aprobd la
resolucién 46.31 acerca de la prevencion y el control del Dengue (UN. 1990), la cualinsta a
los paises miembros a:

Fortalecer programas para la prevencion del dengue y la vigilancia de las poblaciones
de vectores y casos en humanos.

Concentrarse en medidas efectivas para reducir la densidad de vectores y transmision
de la enfermedad.

Incrementar la capacidad de diagndstico, asi como fortalecer la vigilancia clinica y
epidemioldgica.

Enfatizar un desarrollo urbano planificado que ofrezca suministros de agua seguros y
confiables.

Incrementar el personal entrenado y reducir la mortalidad de los casos mediante un
mejor manejo clinico de los mismos.

Fortalecer la investigacion sobre la fisiopatologia de las infecciones de dengue.

Mejorar la educacién comunitaria en materia de salud, promover practicas de higiene
en incrementar la conciencia y capacidad de acciéon de la comunidad.
Facilitar las pruebas de campo Fase Il para vacunas contra el dengue.”
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Situacién de DENV en Uruguay

En 1997 se detect6 la reintroduccién del vector en nuestro pais. A partir de ese momento el
Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) ha centralizado la vigilancia en el
ambito publico y privado. Hasta febrero de 2016 el promedio de casos sospechosos era de
120 por afo, con un diagnostico de 6 casos por afio de DENV importado.

A comienzos de 2016 se vieron incrementados los casos de DENV provenientes
principalmente de Paraguay. En febrero, luego de mas de 100 afios, se registro el primer
caso de DENV autdctono en Uruguay (barrio Pocitos). Fue en esta situacion que el gobierno
del Uruguay decidio reforzar la vigilancia y las campafias para eliminar criaderos de
mosquitos y realizar fumigaciones que tuvieran como principal objetivo eliminar los adultos
de Aedes aegypti (OPS. 2010). Luego de este primer caso el Ministerio de Salud Publica
confirmo en total 19 casos autéctonos (todos DENV-1) y 36 casos importados (22 DENV-1,
3 DENV-4, 1 DENV-2 y 1 DENV-3) (Burguefio et al 2016).

Diagnostico de DENV
Fases de la enfermedad

La enfermedad se divide en 3 fases. La primera fase, o fase febril, se caracteriza por una
fiebre aguda y repentina (dura entre 2 a 7 dias), rash cutaneo, dolores corporales
generalizados, mialgias, dolores retro-ocular, entre otros. La segunda fase, o fase critica,
comienza al descender la fiebre a unos 37,5°C o menos, entre los primeros 3 a 7 dias,
pudiendo presentar permeabilidad capilar, hemorragias graves que pueden llegar a
comprometer érganos. Finalmente, llega la fase critica, luego de 2 a 3 dias y si el paciente
sobrevive, los sintomas generales comienzan a mejorar (Chomczynski, P. 2006).

Los parametros usados como recurso diagnéstico son: prueba del torniquete, hipotension,
trombocitopenia, presion de pulso y presion media. La prueba del torniquete consiste en
inflar el manguito de un tensiémetro hasta una presion entre la sistélica y la diastélica durante
5 minutos. La prueba se considera positiva cuando se observan mas de 3 petequias por cm?.
La hipotension sistélica para nifios menores de 5 afios tiene que ser menor a 80mmHg,
mientras que para mayores a 5 afios tiene que ser menor a 90mmHg. La trombocitopenia se
considera baja cuando se observa un promedio de 2-3 plaquetas/campo. La presion de
pulso, calculada como la diferencia entre la sistélica y la diastdlica debe ser mayor a
30mmHg.

Métodos de diagndstico, aislamiento viral, extraccion de ARN e IFI en DENV

El diagnostico de DENV es de gran importancia para un posterior manejo del cuadro clinico.
Puede depender tanto del momento de la recoleccion de la muestra y del propoésito del
ensayo, pudiéndose detectar componentes del virus o del huésped (anticuerpos)
(WHO/TDR. 2009).

20



Existen varias opciones a la hora de aislar DENV viable, en el presente trabajo se emplean
células C6/36 de Aedes albopictus (Anderson, R. 2003). El aislamiento en C6/36 se presenta
como la técnica de referencia que permite un estudio posterior del virus (Bartenschlager R.
2008).

Una vez aislado DENV, se puede confirmar su presencia ya se por IFI, (Bartenschlager R.
2008) o mediante RT-PCR. Este Ultimo ensayo proporciona un diagnostico rapido, sensible,
simple y reproducible para los distintos serotipos presentes (lgarashi, A. 1978). Para la
realizacion del ensayo de RT-PCR se necesita extraer el material genético viral. Se puede
extraer de suero, plasma, sangre, tejidos y saliva (Patel P. 2013). El primer método
desarrollado para la extraccion del acido nucleico viral us6 la mezcla
cloroformo/fenol/tiocianato de guanidinio, por el que el ADN es separado del ARN,
permaneciendo este Ultimo en la porcion acuosa superior (Gubler, DJ. 1984).
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue el aislamiento, identificacion y caracterizacion
filogenética de cepas de DENV autéctono e importado del brote 2016 de Uruguay

Objetivos especificos

a. Aislamiento viral en cultivos de células C6/36 a partir de sueros provenientes de
pacientes humanos.

b. Puesta a punto de ensayos de inmunofluorescencia indirecta en portaobjeto y en
placa para la identificacion viral en cultivos celulares.

c. Deteccibn de genoma viral a partir de los aislamientos utilizando RT-PCR vy
oligonucleodtidos especificos para DENV

d. Caracterizacion genética de los aislamientos obtenidos mediante secuenciacion y
analisis filogenético.
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ESTRATEGIA DE TRABAJO

Dada la importancia de DENV a nivel mundial y a nivel pais, esta enfermedad transmitida
por mosquito se posiciona como una de las que alcanza mayor numero de casos por afo.
En 2016, hubo un aumento de casos autéctonos e importados en Uruguay, que produjo una
alarma a nivel sanitario. Bajo estas circunstancias, resulté relevante poder caracterizar las
cepas de DENV del brote 2016, asi como también, generar stock de virus viable autdctonos
para el banco de virus de la Facultad de Ciencias.

La estrategia consistio en infectar células de mosquito C6/36 para obtener virus viable con
sueros de pacientes diagnosticados con DENV. Mediante RT-PCR de un fragmento de la
poliproteina (fragmento de C-prM) se confirmd la presencia de material genético viral. Se
puso a punto la técnica de IFI en portaobjeto y en placa utilizando un anticuerpo monoclonal
capaz de reaccionar con la proteina E, de origen viral, la cual se encuentra localizada en el
espacio intracelular. Mediante secuenciacion de los fragmentos de ADN obtenidos por RT
PCR vy posterior analisis filogenético se caracterizaron las cepas del brote 2016 de DENV
segun serotipo y genotipo.

(IFlen portaobjeto ‘ s Confirmar proteinas
e IFl en placa origen viral

| INfECtAr €N P ,/Obtener un ) Preparar stock |
de células C6/36 \_buen ECP | viral /

(ExtraerARNy | [ Amplificar Clasificacién de cepas
| obtener ADNc | fragmento ADN segn serotipos y genotipos

Confirmar material
genético de origen
viral p

Construccion de
_arboles filogenéticos
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de células C6/36 para infeccion con sueros humanos

Con el objetivo de inocular sueros humanos de casos de DENV, se crecieron células C6/36
en medio Leibowitz-15 (L-15) enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% v/v de
glutamina, 1% v/v de gentamicina y 1% v/v de triptosa. Se realizé incubacion a 37°C sin
intercambio de CO2. Cada 24 a 48 horas se control6 replicacion celular, renovando el medio
de cultivo. Una vez la monocapa alcanza un 70-80% de confluencia se procedié a inocular
con los sueros humanos.

Preparacion de los sueros e inoculacién en monocapa

Se utilizé como referencia el “Protocolo 20: isolamento viral (Dengue) em células de inseto
C6/36 — ViroMol Laboratdrio de Virologia Molecular ICC/Fiocruz” (Anexo A-1).

Se prepard monocapa con 24 horas de crecimiento. Se retir6 el medio de cultivo L-15 al
10%, lavandolo con un volumen de 5mL de L-15 sin SFB.

La muestra de suero humano se filtr6 con membrana de 0,22um en una dilucion 1:10
utilizando L-15 al 5% de SFB. Se realiz6 ademas un control negativo de infeccién usando L-
15 sin SFB. Se realizaron controles de la infeccion cada 15 minutos al microscopio durante
1 hora. Si la monocapa de células comenzaba a despegarse durante el periodo de
incubacion de 1 hora, se retiraba el inéculo y se agregaban 2mL de L15 al 5% de SFB
centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm sin refrigeracion. El sobrenadante se re-inoculo
en la monocapa y se agreg6é 5mL de L15 al 5% de SFB dejando incubar por 7 dias). Se
agreg6 5mL de L15 al 5% de SFB y se dejé incubando por 7 dias, con observacién diaria de
aparicion de efecto citopéatico (ECP). Cada 48 horas del inicio de la infeccién se renovaban
2mL de L15 al 5%.

Preparacion de stock de virus

Al final de cada infeccion, y/o ante la observacion de ECP (tanto para el primer pasaje como
los subsiguientes), la monocapa se deprendié con ayuda de un raspador mecanico,
conservando las mezcla de células y sobrenadante en criotubos a -80°C. La confirmacion
de material viral dentro de las C6/36 se realizo por deteccién de ARN viral a través de RT-
PCR y por inmunofluorescencia indirecta.
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Segundo pasaje

Luego de 7 dias de infeccion y/o ante la aparicién de un buen ECP se procedié a cosechar
las infecciones mediante raspado mecanico. Se dispenso 50uL de las infecciones en 450uL
de L15 al 5% en una monocapa nueva con 24 horas de crecimiento. Se agrego 4,5mL de
L15 al 5% de SFB. En algunos casos donde no se observo ECP, al dia 7 se realiz6 un pasaje
ciego.

Extraccién de ARN mediante Kit QlAamp y Trizol

Se separ6 parte de la monocapa infectada para extraccion de ARN total bajo cAmara de
flujo. Se realizaron dos protocolos de extraccion: QIAamp y Trizol

En el kit QlAamp se prepar6 una mezcla de buffer AVL y carrier ARN-AVE segun tabla A-2
(Anexo). Se dispensaron 540uL del buffer preparado a un eppendorf y se agregaron 140puL
de sobrenadante de cultivo celular, mezclando con vértex por 15s. Se incub6 a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugando 15s a 1500rpm para quitar gotas de la tapa. Se
agregaron 560uL de Etanol (96-100%) a la muestra y su respectivo blanco, se mezclo
usando vortex por 15s. Se dispenso la solucién anterior a una columna QIAamp mini con un
tubo colector, centrifugando 1 minuto a 8000rpm. Se coloco la columna QIAamp mini en un
nuevo tubo colector, descartando el tubo que contiene el filtrado. Se repitié este Ultimo paso
hasta consumir todo el volumen de muestra. Se colocaron 500uL de buffer AW1 en la
columna, centrifugando 1 minuto a 8000rpm. Se coloco la columna QlAamp mini en un tubo
colector nuevo descartando el tubo que contiene el filtrado. Se colocé en la columna QlAamp
mini 500uL de buffer AW2, Se centrifugando a méaxima velocidad (13.500rpm en vez de
14.000rpm del kit), colocando la columna QlAamp mini en un tubo colector nuevo y
descartando el tubo que contiene el filtrado. Se agregaron 60uL de buffer AVE, incubando a
temperatura ambiente por 1 minuto y centrifugando por 1 minuto a 8000rpm.

Para la técnica de Trizol, se recolect6 el cultivo celular infectado, lavandolo con Buffer de
Fosfato Salino (PBS). Se agregaron 500uL de Trizol, y se resuspendié mediante pipeteo y
vértex dejandolo 5 minutos en reposo a temperatura ambiente. Se agregaron 100uL de
cloroformo usando vortex por 15s y dejando reposar 3 minutos. Se centrifugé por 10 minutos
a 14.000rpm a 4°C, transfiriendo la fase acuosa a un nuevo tubo y agregando 500uL de
isopropanol. Se mezcld e incubd por 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugando por
10 minutos a 14.000rpm a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet de ARN con
500uL de Etanol 75%, centrifugando durante 2 minutos a 14.000rpm a 4°C. Se descarto el
Etanol 75%, secando ligeramente en estufa a 37°C durante 10 minutos. Se resuspendio en
30uL de agua estéril libre de ARNasas.

Retrotranscripcion y Reaccion en cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

Una vez obtenido el ARN total se realizé la RT-PCR de acuerdo con Lanciotti et al (1992),
los primers  son: D1 (TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-) vy D2
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(TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC). El producto final es un ADN doble hebra de
511pb, correspondiente a la regidon codificante para las proteinas C y prM.

Para la retrotranscripcion, se mezclaron 5uL de ARN, 4uL del oligonucleétido D2 (10mM),
1uL de dNTPs (10mM) y 4uL agua estéril. Se incubo a 68°C durante 5 minutos seguido de
incubacion a 4°C. Se agreg6 a la mezcla anterior, 4uL de 5x First Stand Buffer, 1uL de DTT
(0,1M), 0,1 pL Superscript Il de Invitrogen (200u/uL). El ciclo de calentamiento fue de 60
minutos a 48°C seguido de 15 minutos a 70°C.

Para la reaccién en cadena de la polimerasa, se agregaron 5uL de ADNc, 5uL de Buffer 10x,
1,5uL de MgCl2 (50mM), 1uL de dNTPs (10mM), 5uL de D1 (10uM), 5uL de D2 (10uM),
27,2uL de Agua estéril, 0,3uL de Tag ADNpol Platinum (5u/uL). El ciclado consto de 35 ciclos
de amplificacion dividido en tres etapas, 30s a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto 72°C.

Analisis de los amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa y preparacion
para secuenciacion

La electroforesis se realiz6 en gel de agarosa 1,5% en buffer TAE 1X, y 2uL de Bromuro de
Etidio o 5uL de ADN SybrSafe a fin de visualizar los amplicones bajo luz UV. Se dejé gelificar
durante 15-20 minutos, cargando la mezcla de 2uL de Buffer de carga y 5uL de muestra.
Se realizé la electroforesis a 100V durante 20-30 minutos, agregando para cada gel un
marcador de pesos moleculares (MPM), segun el tamafio esperado del amplicon. En este
caso se utilizd un marcador de pesos moleculares (MPM) de 1kb.

Los amplicones se secuenciaron automaticamente en la empresa Macrogen ® (Corea del
Sur) con los mismos oligonucleotidos utilizados para las amplificaciones.

Inmunofluorescencia indirecta (IFIl) en portaobjeto y en placa de M96

Para la inmunofluorescencia en portaobjeto, se raspd mecanicamente las células infectadas,
agregando 1mL de PBS 1X y se centrifugd durante 5 minutos a 1500rpm. Se quito el
sobrenadante, lavando las células con 500uL de PBS 1X y resuspendiendo el pellet en
100uL de PBS. Se colocaron 10-15uL de la suspensién en cada hoyo de una lamina
portaobjeto, dejandolo secar 50-60 minutos. Se fij6 con acetona 100% durante 5 minutos y
se dejo secar entre 30-40 minutos.

Titulacién de anticuerpo y conjugado

Una vez que se preparO el portaobjeto, se prepararon diluciones seriadas del anticuerpo
monoclonal 4G2 (anticuerpo gue reacciona con un epitopo conservado de la proteina E de
flavivirus) (1:100, 1:200, 1:400, 1:600 y 1:800) con un control negativo de PBS 1X. Se
prepararon por duplicado usando 20uL de cada dilucién y el control negativo, incubando por
30 minutos en camara humeda a 37°C. Se lavo con PBS 1X tres veces, dejando secar (no
por completo). Se goted 20uL de anti-IgG de ratén- ALEXA 488 de Invitrogen (conjugado
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gue emite fluorescencia verde, con absorcion a 495nm) de dos diluciones (1:800 y 1:1000),
incubando por 30 minutos en camara humeda a 37°C. Se sumergié en el colorante de
contraste azul de Evans (1:30.000) por 5 minutos, Finalmente se lavo con PBS 1X tres veces
y se realiz6 el montaje de las laminillas cubreobjeto con una gota por cada pocillo de
Glicerol/PBS (90%/10%).

Para la IFI en placa, se prepararon placas de M96 conteniendo 2,5x10° células por pocillo.
Luego de 24 horas, se infectaron con DENV, dejando adsorber por 1 hora a 27°C. Se
adicioné 200uL/pocillo de L15 al 5%, incubando durante 48 horas. Se retiré el medio de
cultivo y las células infectadas se fijaron con metanol — acetona 50% v/v durante 20 minutos
a -20°C. Se realizaron las diluciones del anticuerpo 4G2 (1:200, 1:400 y 1:600), colocando
50uL por pocillo de cada dilucién (ver figura 10) e incubando a 37°C durante 1 hora. Se
dosific 50uL por pocillo de anti-IgG de raton-ALEXA 488 y DAPI (1:5000) por 30 minutos en
camara humeda a 37°C, quitando luego el ALEXA+DAPI y lavando con PBS 1X tres veces.

Figura 8. Esquema de trabajo para placa de 96 pocillos. En el trabajo, las filas de E hasta la H no fueron
utilizadas. Seleccion A1:B6 — Desde Al hasta A6 el pasaje es sin dilucién, ALEXA 1:400 y duplicados de
dilucion de anticuerpo (1:200, 1:400 y 1:600). Desde B1 hasta B6 el pasaje es sin dilucién, ALEXA 1:800 y
duplicados de dilucidn de anticuerpo (idem A1:A6) Seleccién C1:D6 — Desde C1 hasta C6 el pasaje esta diluido
1:20, ALEXA 1:400 y duplicados de dilucion del anticuerpo (idem A1:A6). Desde D1 hasta D6 el pasaje es
diluido 1:20, ALEXA 1:800 y duplicados de dilucion de anticuerpo (odem A1:A6). Seleccién A7:B12 — Desde
A7 has A12 es el control sin infeccién, ALEXA 1:400 y duplicados de diluciéon de anticuerpo (idem A1:A6).
Desde B7 hasta B12 es control sin infeccion, ALEXA 1:800 y duplicados de dilucion del anticuerpo (idem
A1:A6). Seleccion C7:D12 — Desde C7 hasta C12 es control sin infeccion, ALEXA 1:400 y duplicados de dilucion
de anticuerpo (idem A1:A6). Desde D7 hsata D12 es control sin infeccién, ALEXA 1:800 y duplicados de dilucion
de anticuerpo (idem A1:A6). Para el caso de 2D y 7B, no se pudo obtener una foto por lo tanto se incluyen en
color gris
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Alineamiento de secuencias con MUSCLE

Se utilizaron aproximadamente 100 secuencias pertenecientes a los cuatro serotipos de
DENV (las secuencias pertenecientes a los sueros humanos del brote uruguayo G1-G9
inclusive). Con dichas secuencias se realizaron dos alineamientos. El primer grupo mas
extenso en cantidad de secuencias y pertenecientes a los cuatro serotipos y el segundo
grupo con secuencias solo de DENV-1 y sus distintos genotipos.

La herramienta usada fue MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).

Analisis filogenético usando MEGAV7

Para las porciones de genoma amplificados, se construyeron dos arboles filogenéticos por
maxima verosimilitud (ML).

El modelo de sustitucion de nucleotidos TN93+G (Tamura-Nei con distribucion gamma
discreta) se uso para construir el arbol que ubica las muestras de genoma amplificado como
DENV-1 y K2P+G+l (Kimura de 2 parametros con distribucion gamma discreta y con sitios
invariables evolutivamente) para el arbol que ubica los amplicones en genotipo V.
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RESULTADQOS

Aislamiento viral en células C6/36

Segun Singh, K.R.P et al (1969) y Paul, F.J et al (1969), las caracteristicas del ECP en cultivo
celular de C6/36 es la lisis de células, el desarrollo de grandes masas sincitiales (“fusion
from within”), gradual incremento en células multinucleadas y la fagocitosis de células
muertas. Cabe aclarar que la formacion de sincitios no se debe a la ocurrencia de fusién a
nivel de la membrana plasmética, sino que se debe a rearreglos de las membranas
intracelulares (reticulo y Golgi) ocasionados por la replicacion viral (Barth & Schatzmayr,
1992)

Para preparar el stock de virus, se se cosechd la infeccion ante la visualizacion de ECP
(sincitios) partiendo de una placa con crecimiento confluente de C6/36 (figura 9C). Pasados
7 dias se levant6 la monocapa y se realiz6 en todos los casos un segundo pasaje, que se
observo como méaximo una semana y se cosecho ante la aparicién de ECP (figura 9A). Esta
evaluacion visual se realizo para las infecciones de cada muestra de suero humano. A partir
de las infecciones que mostraron el ECP descripto se prepararon los stocks de virus.

Figura 9. Imagenes al microscopio 6ptico del transcurso de una infeccién con DENV de la muestra 4725181 en
células C6/36 donde se muestra A, segundo pasaje con un marcado ECP, B control sin infeccion y C: infeccion
transcurridos 7 dias y previo a segundo pasaje sin ECP.
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Deteccion de genoma viral a partir de aislamientos utilizando primers
especificos para DENV

Amplificacién gendmica a partir de aislamientos de DENV

A cada una de las 10 muestras de suero humano se les aplicé el protocolo de aislamiento
viral, seguido de extraccion de ARN total y posterior RT-PCR. El resultado de RT-PCR
corresponde a un amplicén de 511pb, porcion del genoma de DENV correspondiente a la
region de la proteina C-prM. Se confirmé la amplificacion en 9 de 10 muestras.

El éxito de la amplificacion genémica se evalu6 con geles de agarosa. En todos los casos
se usaron marcadores de peso molecular, controles sin infeccién (una placa que no se
inocul6 con suero humano ni alicuota de pasaje ciego, segun corresponda) y blanco de PCR.

Durante el transcurso del analisis de las muestras, se pudo observar distintas situaciones en
lo que respecta a presencia ECP y presencia de banda caracteristica del amplicon: ECP
+/banda +, ECP +/banda -, ECP -/ banda +, ECP -/banda -.

Se obtuvo resultados como en la figura 5 superior, donde ambas muestras mostraron una
clara banda, la cual no estuvo presente en los controles negativos. En ambos casos los ECP
fueron marcados. Se obtuvo resultados donde no se observo una banda y sin embargo el
ECP fue notorio (figura 10 inferior. Notese en este dltimo caso la inclusion de un control
positivo de infeccion. Esta muestra fue elegida por su marcada banda observada en los
geles.

Caso como la muestra 4730691 que en el gel no presenté banda caracteristica (figura 10
inferior), se decidié descongelar el stock y volver a infectar una monocapa de C6/36. De
hecho, se realizé en dos oportunidades mas (como se muestran en las fechas 01/08/17 y
31/08/17 de la figura 11 superior) hasta obtener una banda caracteristica del amplicon.

Para la muestra 4728861 la ausencia de ECP llevé a realizar un nuevo pasaje con ese suero.
Tanto para el primer pasaje, como para el segundo, se realizo la amplificacion gendmica. En
ambos casos se observé banda en gel de agarosa caracteristica (figura 11 inferior).

La muestra 4729901, en ninguna de las oportunidades dio positivo para la banda especifica
para dengue. Asi se puede ver en la figura 12 donde no se observa la banda caracteristica
para dengue.

Numero Ndmero Cadigo Procedencia Aislamiento  Amplificacion  Secuenciacién
muestra MSP Secuencia muestra (ECP)

4729181 1602058402 Gl Importado Py + + +
4721171 1601217996 G2 Importado Py + + +
4730691 1602238962 G3 Autoctono Uy + + +
4728861 1602198774 G4 Autoctono Uy + + +
4718431 1602108415 G5 Autoctono Uy + + +
4729711 1602228864 G6 Autoctono Uy + + +
4789801 1602228872 G7 Importado Br + + +
4725311 1601127721 G8 Importado Py + + +
4730121 1602228904 G9 Autéctono Uy + + +
4729901 1602228884 - Autoctono Uy + - -
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Figura 10. Geles en
agarosa al 1,5% con
SybrSafe. Superior:
segundo pasaje de dos
muestras. MPM- Marcador
de Peso Molecular 1kb,
4725181 y 4721171 -
muestras, C6/36 s/i -
control sin infeccion en
células de mosquito C6/36,
blanco PCR. Inferior:
segundo pasaje de dos
muestras. 4729901 vy
4730691-muestras, C6/36
s/i - control sin infeccion en
células de  mosquito,
blanco PCR, positivo 171y
MPM.

Figura 11. Geles en
agarosa al 1,5% tefido con
SybrSafe. En la parte
superior dos sets de
muestras del 01/08/17 y
del 31/08/17 con sus
respectivos controles
correspondientes a un
primer pasaje y a un
segundo pasaje. En la
imagen inferior otro
aislamiento con un primer
y un segundo pasaje.
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Figura 12. Geles en
agarosa al 1,5% tefido
con SybrSafe. En la parte
superior se encuentra el
gel de 7 muestras, un
control  negativo  sin
infeccion, un  control
positivo y MPM de 1kb. En
la parte inferior la muestra
4729711 se purifica y se
corre en gel de Agarosa al
1,5% nuevamente.
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Puesta a punto de ensayos de inmunofluorescencia indirecta
IFl en portaobjeto

Para la deteccidn de proteinas de origen viral (proteina E), se optimiz6 la técnica de IFI en
portaobjeto. Se titularon el anticuerpo -4G2 y el conjugado anti-lgG de raton-ALEXA 488.
determinando las concentraciones optimas de ambos. La observacion de la fluorescencia de
inmunofluorescencia.

Primero, se dej6 fija la concentracion del conjugado anti-IgG de raton-ALEXA 488 en 1:800,
variando las concentraciones del anticuerpo 4G2. En la figura 13A, se muestra el control
negativo sin anticuerpo 4G2. En la figura 13B, el agregado de 4G2 es de 1:200 llegando a
una dilucion de 1:800 en la figura 13E.

Segundo, como se muestra en la figura 14 se decidi6 variar la concentracion de anticuerpo
4G2 manteniendo la concentracion de conjugado anti-lgG de raton-ALEXA 488 en 1:1000.
Para 4G2, se usaron las mismas diluciones. Con ambos resultados se concluyé que las
concentraciones Optimas son: 4G2 1:400 y conjugado 1:800. Se procesaron las 10 muestras
de aislamientos virales de dengue con los resultados que se muestran en la tabla 4.

Ademas, en la figura 15 se muestra el aislamiento viral correspondiente al suero 4729711,
observandose la coloracion verde manzana caracteristica. La coloracién roja de las células
no infectadas corresponde a la tincién con azul de Evans, el cual fue usado como colorante
de contraste.

Figura 13. Titulacion de

anticuerpo -4G2
manteniendo  fija la
concentracion de

conjugado anti-IgG de
raton-ALEXA 488 a
1:800. A: no se agrega
4G2, se adiciona PBS 1X,
B: anti-4G2 1:200, C:
anti-4G2 1:400, D: 4G2
1:600, E: 4G2 1:800. Las
células se fijaron
utilizando Acetona 70%
en camara de Koplin.
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Figura 14. Titulacion de

anticuerpo 4G2
manteniendo  fija la
concentracion de

conjugado anti IgG de
raton-ALEXA 488 a
1:1000. A: no se agrega
anti-4G2, se adiciona
PBS 1X, B: 4G2 1:100, C:
4G2 1:200, D: 4G2 1:400,
E: 4G2 1:600 y F: 4G2
1:800 Las células se
fijaron utilizando Acetona
70% en camara de
Koplin.

Figura 15. Células C6/36
infectadas con DENV
provenientes de la
muestra 4729711. -4G2
en concentracion de
1:400 y conjugado anti-
IgG de raton-ALEXA 488
de 1:800. Coloracién roja
debida a Azul de Evans y
coloracion verde
correspondiente a
proteinas de origen viral.
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IFl en placa

Se prepararon muestras sin diluir y con dilucion 1:20 (en medio de cultivo) a partir del stock
viral y se realizaron las infecciones en placa de 96 pocillos (M96), de acuerdo a lo descripto
en materiales y métodos. Obtenido un buen ECP, se fijaron las células con metanol- acetona
(50%-50%) y se titularon el anticuerpo 4G2 y el conjugado anti IgG de raton — ALEXA 488.

Esta técnica fue mas beneficiosa porque: la fijacion celular, la reaccion antigeno-anticuerpo
y anticuerpo-antianticuerpo se realizo en la propia placa. Las células conservaron bien su
morfologia y no se observo coloracion de “fondo”. Por lo tanto, la calidad de las imagenes
fue muy superior. En el control negativo (figura 16 inferior), las células no se muestran con
fluorescencia verde, por lo cual se interpreta que éste no presenta tincion inespecifica. En la
figura 16 superior se observo tincion positiva en las células infectadas, correspondiente a la
proteina de origen viral. Ademas, la tincibn con DAPI muestra claramente los ndcleos
tefiidos, observandose fluorescencia azul.

La figura 12 muestra la titulacion para distintas concentraciones de conjugado anti-lgG de
raton-ALEXA 488 y anti-4G2 (segun el esquema de figura 17).

En tanto que en la figura 18, se observa la titulacion de anticuerpos con los controles
negativos. Los archivos de las imagenes 2D y 7A resultaron dafiados por lo que no se
muestran.

Figura 16. Resultado de IFI en
placa. En azul se corresponde a
DAPI para tincion de nucleos, en
verde corresponde a ALEXA vy
en rojo a azul de evans para
tincion de células. En B se
observa un negativo de
infeccién mientras que en A se
observa el resultado de
infeccion con DENV.

IV |
100 um
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Positivos para infeccion

Figura 17. Esquema de
inmunofluorescencia  en
placa, positivos para
infeccion (referirse a figura
10). Aqui se muestra la
titulacion de 4G2 y ALEXA
con el suero 4721171. A
medida que disminuye
ambas concentraciones la
fluorescencia  disminuye
también. En todas las
imagenes se observa
presencia de material viral
en el espacio intracelular.
El archivo de la imagen
codificada como 2D se
daf6, por lo que se
muestra como gris,

Figura 18. Esquema de
inmunofluorescencia en
placa, controles
negativos. Aqui se
observa ausencia de
fluorescencia debida a
ALEXA en todas las
imagenes. El esquema
de titulacion es el mismo
gue para los positivos
de infeccion. Se pierde
muestra en la imagen
codificada como 7A,
viéndose como gris en
el esquema.

36



Caracterizacion mediante secuenciacién y analisis filogenéticos

A modo de ejemplo, se presenta el resultado de la secuenciacion y el BLAST de la secuencia
G7. El resto se encuentran presentados en la tabla anexa A-4.

Los fragmentos de ADN obtenidos se enviaron a secuenciar a Macrogen ®, Corea. El
resultado de la figura 19 corresponde a la secuencia forward 5’-3’de la muestra G7. Se utilizd
el software Bioedit para editar y corregir las secuencias observando los cromatogramas. Con
la herramienta online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), se comparé G7,
obteniendo el resultado de la figura 20 con secuencias de la base de datos y asignando un
valor de significancia estadistica. El porcentaje de identidad es de un 100% y no hay “indels”.

Mediante busqueda en NCBI, se descargaron 89 secuencias completas para DENV. Las
mismas pertenecen tanto a DENV1-4, asi como también a los distintos genotipos de DENV-
1. Se realizaron dos arboles filogenéticos distintos para poder ubicar a los virus aislados
dentro de serotipos y genotipos de DENV.

En la figura 21, las distancias genéticas para los cuatro serotipos de DENV fueron: 0,25 de
DENV-1, 0,45 DENV-3, 0,58 DENV-2 y 0,87 DEN-4. Las nueve secuencias (G1-G9) se
ubicaron dentro de DENV-1. Segun Guzman, et al 2014 y Holmes, et al 2006, los cuatro
serotipos de DENV son genéticamente diversos y comparten una identidad limitada
(divergencia aproximada del 30%). También hay variacién aproximada del 6% dentro del
mismo serotipo (entre genotipos de un mismo serotipo). La construccién del arbol se hizo
con el método de maxima verosimilitud (en inglés ML-maximum likelihood), con un bootstrap
de 1000. Los nodos relevantes se consideraron >90%. Los resultados dieron 93% el nodo
de DENV-1/DENV-3, un alto nivel estadistico.

En lafigura 22, las secuencias uruguayas G2,3,4,7,8,9 se ubican dentro de genotipo V (nodo
con un bootstrap del 60%) y proximas a cepas de Ecuador y Colombia de 2013. Las
secuencias G1ly G6, también pertenecen a genotipo V. Sin embargo, estdn mas relacionadas
con cepas provenientes de Argentina y Brasil de 2009 y 2010. Finalmente, G5, también
pertenece a genotipo V pero mas similares a cepas mas modernas de Argentina y Brasil
(2010, 2012 y 2013).

oo Figura 19. Secuenciacion génica
forward del suero humano codificado
como G7. En la primera porcién, no se

o distingue con claridad los nucledtidos,
asi como también en la regién final.
Dichas porciones de material genético
son eliminadas para realizar el BLAST

posterior.

Stgnal G-
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Dengue virus 1 isolate M22 polyprotein (POLY) gene, partial cds
Sequence ID: MH349380 1 Length: 2325 Number of Matches: 1

Range 1: 54 to 524 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps

870 bits(471) 0.0 471/471(100%) 0/471(0%)

Strand
Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1
54

61

114
121
174
181
234
241
294
301
354
361
414
421
474

GCGAGAAACCGCGTGTCAACTGGT TCACAGTTGECGAAGAG TCAAAAGGAT

II\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III
CGLEAGAAACCGUGTETCAACTGET TCACAGT TGECGAAGAGAT TCTCARAAGGATTGCT

TTCAGGCCAAGGACCCATGAAATTGGTGATGGCTTTCATAGCATTTCTAAGATTTCTA f

CLLLLLLECELLEEL L LTI
TTCAGGCCAAGGACCCATGAAAT TGGTGATGGC T TCATAGCAT TTCTAAGATT TCTAGC

CATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGGC TAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATGGAGCGAT

II\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III
ATACCCCCAACAGLAGGAATT TTGGC TAGATEGAGC TCAT TCAAGAAGAATGEAGCGAT

CAAAGTGTTACGGGGTTTCAAMAAGGAGATCTCAAGCATGT

AATAAACAGGAG

II\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III\I\III\IIIIIIII\III
CAAAGTGTTACGGEGTTTCAAAAAGGAGATC TCAAGCATGT TGAACATAATAAACAGEAG
AAAGATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCACAGCCCTEGCCTTCCATTTGAC

II\I\III\I|||||||\II|\|\|II\I| | |||\III\I\III\IIIIIIII\III
GAAAAGATCCGTGACCATGCTCCTCATGETGCTGCCCACAGCCCTEGCCTTCCATTTGAC
AGGAMAGTCACTCTT

EETLLCLLTLLLL LT I\III\I\III\IIIIIIII\III
TCACTCTT

[1]
GCTH
TACACGAGGGGGAGAGCCACATATGATAGT? ? T GCAGG
TACACGAGGGGEAGAGCCACATATGATAGTCAGCAAGCAGGAAAGAGLALAG

CTCATCGCTATGGATTTGGGAGAGTT

|
A
AAGACCTCTGTAGGTGTCAACATGTG?? Tl
ACTCTCATCGCTATGGATTTGGGAGAGTT
G
|

GTT
[LLLELLTTLL LT
GTTTAAGACCTCTGTAGGTGTCAACATGTGC

C
|
C
CACTGAGGCGGAACC 471

AT
[LLLLEHLLLTTTT
ATCACTGAGGCGGAACC 524

TGTGAGGACACAATGACCTACAAATGCCCC ?

A
||\I\III\IIIIIIII\III\I\III\III
ATGTGAGGACACAATGACCTACARATGCCOCCGG

68

113
128
173
136
233
24e
293
308
353
368
413
428
473

Figura 20. Resultado del BLAST
de G7: poliproteina de DENV-1. La
coincidencia es total, no hay Gaps
y la identidad es del 100%
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G8 IMPORTADO PY
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G9 AUTOCTONO UY
G3 AUTOCTONC UY
G7 IMPORTADO BR
18060 2013 COL
KY818063 2013 COL
KY474303 2014 ECU
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5 r KY818061 2013 COL
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G4 AUTOCTONO UY

KCB92495 2009 ARG
KC692496 2009 ARG
KCB924897 2009 ARG
JN544400 2011 SING
KM403593 2013 SING
KM403581 2013 SING
KM403583 2013 SING
KM403575 2012 SING
KM403578 2013 SING
KM403577 2013 SING
JN544407 2011 SING
KM403579 2013 SING
KIM403582 2013 SING
KFE72763 2000 BR
KFB72764 2001 BR
KEBZ276

DENV-1

KC692511 2010 AR
KP188544 2012 BR
KC692513 2010 ARG
KP188547 2012 BR
KP188546 2013 BR
97 1 KY057368 2012 INDO

KY057371 2012 INDO
KY057366 2012 INDO
JN544410 2011 SIN
JN544411 2011 SIN
MH921566 2015 AUS
MH921567 2016 AUS
JQ815071 2007 POLFR
JQ915075 2009 TAHITI
JQ915073 2008 BORABORA
JQ915076 2009 TAHITI
JQ915074 2008 MOOREA
JQ915072 2007 POL.FR
KY926849 2009 POL FR
03 — KYB72937 2014 CH

— KJ438296 2013 CH

KY672931 2015 CH

KYB72934 2015 CH

KYB72936 2015 CH

= KX452065 2014 MH

96 | KJB22199 2013 CH
KR296743 2013 CH
ag KF955462 2011 CAMBODIA
MH891786 INDIA
HQ541789 2008 NICAR
9 | JXB69492 2005 BR

i

>

JXBB9483 2005 BR >
Ll

[a]

3

9 | MHO48677 2014 MH
MH517731 2014 MH
JX669489 2003 BR
JX669494 2005 BR
JX669496 2006 BR
KF958373 1997 PUERTO RICO
GQ199892 2007 JAM
KP188549 2006 BR
JF357906 2008 NICAR
KF955365 VENEZUELA
KY937185 2015 CH
KY937186 2015 CH
KX452015 2014 MH
HM488257 2001 GUAM
KX452030 2014 MH
KX452025 2014 MH
KX452017 2014 MH
KX452 2014 MH
KX452018 2014 MH

EE]

DENV-2

KC762697 2007 INDO
KC762696 2007 INDO
GQ398256 2005 SING
KP406806 COREA DEL SUR
KR011349 1956 FILIPINAS
AF289029 CH
AYE18989 1997 TAI
JF262783 1961 INDIA
94 — JQ922560 2009 INDIA
KF041260 2009 PAK
KP188564 2013 BR
99 | JN983813 2010 BR
KP188562 2012 BR
KP188563 2013 BR

99

DENV-4

Figura 21. Arbol filogenético ML, con sustitucién de nucleétidos TN93+G y bootstrap de 1000. El umbral de
frecuencias en los nodos fue >90%. Las secuencias usadas para comparar se identifican con su ndmero de
acceso a GenBank, el afio de recoleccién de la muestra y el pais donde se extrajo la muestra. Las secuencias
provenientes de los sueros del brote uruguayo 2016 se identifican de G1-G9, “autéctono uy” o “importado”. BR:
Brasil, ARG: Argentina, INDO: Indonesia, COL: Colombia, ECU: Ecuador, PY: Paraguay, UY: Uruguay, AUS:
Australia, SING: Singapur, CH: China, MH: Malasia, PAK: Pakistan, NICAR: Nicaragua.
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Figura 22. Arbol filogenético ML, con sustitucion de nucledtidos K2P+G+| y bootstrap de 1000. El umbral de
frecuencias en los nodos fue >60%. Las secuencias usadas para comparar se identifican con su nimero de
acceso a GenBank, el afio de recoleccion de la muestra y el pais donde se extrajo la muestra. Las secuencias
provenientes de los sueros del brote uruguayo 2016 se identifican de G1-G9, “autéctono uy” o “importado”. BR:
Brasil, ARG: Argentina, INDO: Indonesia, COL: Colombia, ECU: Ecuador, PY: Paraguay, UY: Uruguay, AUS:

Australia, SING: Singapur, CH: China, MH: Malasia, POL.FR: Polinesia Francesa.
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DISCUSION

Aislamiento viral en células C6/36

Segun Singh 1969 y White 1987, las células C6/36 son altamente susceptibles a la infecciéon
con DENV. Estas células deberian presentar ECP de formaciones “tipo sincitiales”
caracteristicas con afectacion de toda la monocapa en no mas de 2 pasajes. Los sueros
para inocular deberian estar diluidos al menos 1:10 para evitar lisis celular.
En el presente trabajo, segun la tabla A-1 Protocolo 20. Isolamento viral (Dengue) em células
de inseto C6/36 se procesaron 10 muestras, con un total de 10 sueros con ECP claro y
caracteristico de DENV y con 9 muestras secuenciadas.

Se infectaron monocapas de C6/36 en dilucion 1:40 aproximadamente (dependiendo del
volumen de la muestra). El medio de cultivo elegido fue L15 con suero al 1.5% con agregado
de triptosa y antibiéticos. Existe también la posibilidad de trabajar en medio sin suero (Kuno,
G. 1983), pero requeriria una adaptacion de entre 3-6 semanas, ademas de que la tasa de
crecimiento seria muy baja entre el tercer y octavo pasaje. Los resultados de las muestras
de suero evidenciaron un buen ECP como en la figura 9A con sincitios, marcando el final de
la infeccidn. Situaciones similares reportaron Schatzmayr, H 1986 y Figueredo, L 1990.

En la literatura existen otras opciones para aislamiento: AP-61 de Aedes pseudoscutellaris
y TRA-284-SF de Toxorhynchites amboinensis, ambas con buenas tasas de aislamiento,
pero no tan efectivas para realizar inmunofluorescencia (Kuno, G 1985).

Deteccion de genoma viral mediante RT-PCR

De forma general, estos ensayos incluyen tres pasos: 1) extraccion del acido nucleico y su
purificacion, 2) amplificacion y 3) deteccion y caracterizacion del producto amplificado. La
extraccion del ARN viral se hacia habitualmente por métodos de separacién liquida,
migrando hacia extracciones en fase solida (productos comerciales) (WHO, 2009). En este
trabajo se abordaron ambas metodologias con resultados comparables.

La eleccion de la metodologia se basé en el desarrollo de Lanciotti, R 1992, que obtuvo
primers consenso para los cuatro serotipos de DENV (también desarroll6 primers especificos
para cada serotipo realizando nested PCR, pero no es parte del objetivo del presente
trabajo). Segun este autor, la eleccion de ambos primers (D1 y D2), siguieron los criterios:
1) méxima homologia entre los cuatro serotipos, 2) alta temperatura de fusién y 3) no
homologia con otras regiones de DENV.

En un 90% los amplicones se pudieron verificar mediante gel de agarosa. Algunos, como se
muestra en la figura 5 parte superior, tuvieron resultados positivos en el primer intento
(muestra 4725181y 4721171). No asi en los mostrados en la figura 10 parte inferior, que no
revelaron resultados positivos (sueros 4729901 y 4730691). En casos como estos, existe
una aparente contradiccion entre el ECP observado al microscopio y la ausencia de banda
especifica para DENV. Por lo tanto, se decidié recurrir al stock viral volviendo a realizar las
infecciones.
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Un caso distinto es la muestra 4728861, que pasados 7 dias de infeccion y al no presentar
ECP, se decidio realizar un pasaje en ciego (sin saber la carga viral) hacia una monocapa
fresca con no més de 24 horas de crecimiento. Como se observa en la figura 6, tanto en el
primer pasaje como en el segundo se evidencié en la RT-PCR una banda especifica para
DENV.

El porcentaje de confirmaciones es elevado, siendo consistente con la literatura. Esto
probablemente se deba a que las muestras del suero utilizadas para el aislamiento provienen
de pacientes con dengue en fase febril, con sintomas y por ende con una carga viral alta.

Identificacion de la infeccibn mediante IFI en portaobjeto y en placa

Existe variedad de aproximaciones para la identificacion de antigenos virales. Més alla de
las diversas técnicas, lo primordial es ser capaz de detectarlos.

Segun Peeling, R. 2010, la deteccion inmunohistoquimica de antigenos de origen viral se
puede observar tanto en cultivos celulares como en tejidos, usando marcadores
fluorescentes, enzimas u oro coloidal. Para ambos, las células se fijan y permeabilizan
utilizando acetona. Se usa un anticuerpo anti-flavivirus E 4G2, un anticuerpo secundario anti-
mouse ALEXA y tincion nuclear DAPI. Figueredo, L. 1990, utiliza laminas de microscopia a
la que incorpora suspension de células infectadas, las fija con acetona, incuba primero con
anticuerpos con DENV y luego incuba con anticuerpos conjugados con FITC. Su
procedimiento es similar al del presente trabajo realizado en portaobjeto. En tanto que
Kuczera, D. 2016, permeabiliza células en placas de 24 pocillos con acetona:etanol 1:1,
incuba con anti-flavivirus 4G2 y anticuerpo secundario ALEXA con tincion de nucleos DAPI.
Una aproximacion que utiliza parte de ambas metodologias se describe en Sucipto, T. H.
2016. Utiliza laminas con células Vero, fija con acetona y tiene como anticuerpo secundario
ALEXA.

En el presente trabajo, se realizd primero una titulacion de anticuerpos para determinar la
concentracion 6ptima de 4G2 y de ALEXA. La muestra 4721171 se eligié candidata por su
buen ECP y banda en gel de agarosa. Los resultados se muestran en la figura 15, que
permiten mostrar con claridad la presencia de proteinas de origen viral. A su vez, los
controles negativos no presentan fluorescencia inespecifica. Sin embargo, si bien se observa
positividad en las células infectadas, con frecuencia las imagenes no son de buena calidad,
y no se observan claramente los limites de las células a causa de la formacion de sincicios
o deficiente disgregacion del pellet al momento de preparar las laminas. Es por este motivo
gue se decide optimizar la inmunofluorescencia en placa M96. Dado que este método no
implica desprendimiento mecanico de las células, se espera obtener mejores resultados
respecto a la localizacidon de las proteinas virales e individualizacion de las células C6/36
infectadas.

Los resultados de la IFI en placa de M96 se muestran en la figura 17. En la figura 17.B, en
azul, se muestran los nucleos celulares con tincion DAPI, en rojo, el citoplasma celular tefiido
con azul de Evans. En la figura 11.A, en verde, la tincién debido al fluoréforo ALEXA. Con
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esta variante de IFI se puedo mostrar la ubicacion precisa de material viral en el espacio
intracelular, respecto a los controles negativos. Ademas, en la figura 18 se realiza una
titulacion de 4G2 y ALEXA. Se obtuvo una IFI limpia, sin coloracion de fondo, se observa
claramente nudcleos tefidos por el DAPI y en los pocillos infectados el citoplasma tefiido por
la presencia de la proteina E.

Caracterizacion genética mediante analisis filogenéticos

El DENV ha evolucionado desde ancestros selvaticos hasta la actualidad donde circula
ampliamente en ambientes urbanos y periurbanos, no dependiendo del ciclo selvatico. Sin
embargo, no esta muy claro su origen. Mientras que autores sugieren un origen africano
(Gaunt et al, 2001), otros estiman un origen asiatico (Wang et al, 2000).

Existen cuatro serotipos bien distintos entre si. De hecho, cada serotipo ha evolucionado
independientemente, incluso al punto que autores lo consideran como “especies” de DENV
distintas. Esta gran variacion inter-serotipica, es gracias en parte a la tasa de mutacion
intrinsecamente alta de la ARNpol. A Su vez, existe variacion intra-serotipica que identifica
varios genotipos (Holmes, E.C, 2003 y Chen, R., 2011). Este gran avance fue confirmado en
el estudio de Rico-Hesse (1990). La autora pudo reconocer “genotipos” a aquellos grupos
de secuencias que tuvieran menos de 6% de divergencia entre ellos.

La clasificacion serotipica de las secuencias DENV del presente trabajo se realiz6 mediante
analisis filogenético. Recopilando secuencias de los cuatro serotipos de varias ubicaciones
geograficas de todo el mundo (ver tabla A-3 en Anexo), se construy6 un arbol filogenético
con el modelo de maxima verosimilitud, (figura 21). Los resultados muestran que todas las
secuencias analizadas se ubican dentro de DENV-1 con un valor de bootstrap >90%.
Ademas, el orden de ramificacion de los cuatro serotipos es concordante con la literatura. El
primero en divergir es DENV-4, luego DENV-2, DENV-3 y por ultimo DENV-1 (Holmes, E.C,
2003).

Dentro de DENV-1, el andlisis con secuencias parciales o totales del gen codificante para la
proteina E, asi como también el analisis del genoma completo identifica 5 genotipos. En el
trabajo de Chen. R. 2011, se reafirman la cantidad de linajes a partir un arbol filogenético
con 1812 secuencias de DENV-1. Es de suponer que las secuencias analizadas en este
trabajo se identifiquen con el genotipo V americano.

El arbol filogenético de ML de la figura 22 evidencia que todas las secuencias del brote
uruguayo efectivamente pertenecen al genotipo V americano. La secuencia G5 (autéctona)
se relaciona con secuencias aisladas en Argentina y Brasil. También, las secuencias G1
(importado de Py) y G6 (autéctono) se relacionan a secuencias aisladas en Argentina y
Brasil, pero con un mayor grado de divergencia. Eso se aprecia en el arbol como dos grupos
o clados bien diferenciados, apoyado por un nivel de bootstrap>60%. En tanto que las
muestras G2 (importado de Py), G3 (autéctono), G4 (autdctono), G7 (importado de Br), G8
(importado de Py) y G9 (autdctono) se agrupan en un clado similar a secuencias aisladas en
Colombia y Ecuador.
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CONCLUSIONES

Se logro aislar 9 de 10 virus a partir de los sueros del brote 2016 empleados en este estudio.
La metodologia empleada fue eficaz, ya que solo una 1 muestra no pudo ser aislada.

Se lograron producir stocks virales infectando células C6/36, mediante la observacién al
microscopio de claros ECPs y confirmacion posterior por RT-PCR y/o IFI.

Se puso a punto IFI en lamina y en placa con anticuerpo monoclonal, titulando y obteniendo
las concentraciones del anticuerpo y su conjugado. De acuerdo a la calidad y practicidad de
la IFI en placa, se considera en este trabajo como una mejor técnica para la identificacion
virales en células de cultivo.

Se obtuvo amplificacion y secuencia de 9 muestras, logrando identificarlas como DENV-1
genotipo V. El andlisis muestra ademas que, basandonos en las muestras que fueron
analizadas en este trabajo, probablemente en el brote de DENV 2016 hubo al menos 3
introducciones independientes del virus.
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ANEXO

A-1. Protocolo 20: isolamento viral (Dengue) em células de inseto C6/36 —
ViroMol Laboratorio de Virologia Molecular ICC/Fiocruz — Modificado y
traducido

Preparar uma botella de 25 cm?® com 2x10° células C6/36 en médio L15 suplementado
con 25ug/mL de gentamicina, 5% de SFB y 0,26% de triptosa.

Preparar siempre una botella mas que el nUmero de muestras que va a ser aisladas
para uso como control negativo (para control negativo usamos el médio L15
conteniendo 25ug%mL de gentamicina, 5% de SFB y 0,26% de triptosa filtrado com
membrana de 0,22um.

Luego de 24 horas de crecimiento de las células infectar com 500pL de suero humano
diluido 1:10 (los volumenes de dilucion son modificados de acuerdo al volumen real
de suero humano) no inactivado y filtrado usando membrana de 0,22um.

Incubar hasta por 1 hora y 30 minutos (homogeneizando cada 15 minutos) a 27°C
recuperar el indculo utilizando pipeta Pasteur estéril en un tubo Falcon de 15mL con
5mL de médio con suero, centrifugar 5 minutos a aproximadamente 3500 rpm (apenas
para bajar las células). Descartar el sobrenadante y recuperar el pellet de células (no
siempre es posible verlo) em 5mL de médio L15 conteniendo 25ug%mL de
gentamicina, 5% de SFBy 0,26% de triptosa (se modifica quitando la triptosa en este
paso) y adicionar en la misma botella que se hizo el aislamiento.

Incubar las botellas hasta por 15 dias a 27°C en medio sin intercambio de CO2. A lo
largo de la infeccién chequear si aparece ECP y con 7-10 dias chequear su positividad
por inmunofluorescencia indirecta (esta parte no se realiza en el presente trabajo).
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Tabla A-2. Volumes of Buffer AVL and carrier RNA-Buffer mix required for
the QIAamp Viral RNA Mini procedure

No. Vol. Buffer Vol. carrier No. Vol. Buffer Vol. carrier
Samples AVL (mL) RNA-AVE  Samples AVL (mL) RNA-AVE
(ML) (kL)

1 0,56 5,6 13 7,28 72,8

2 1,12 11,2 14 7,84 78,4

3 1,68 16,8 15 8,40 84,0

4 2,24 22,4 16 8,96 89,6

5 2,80 28,0 17 9,52 95,2

6 3,36 33,6 18 10,08 100,8

7 3,92 39,2 19 10,61 106,4

8 4,48 44,8 20 11,20 112,0

9 5,04 50,4 21 11,76 117,6

10 5,60 56,0 22 12,32 123,2

11 6,16 61,6 23 12,88 128,8

12 6,72 67,2 24 13,44 134,4
Extraida de “QlAamp Viral RNA Mini Handbook 04/2010” '
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Tabla A-3. Secuencias utilizadas para construir arboles filogenéticos

Numero de Fecha . L
. o Pais de recoleccion . .
Secuencia acceso recoleccion de Serotipo  Genotipo
de muestra
Genbank muestra
G1 IMPORTADO PY - 2016 Uruguay 1 5
G2 IMPORTADO PY - 2016 Uruguay 1 5
G3 AUTOCTONO UY - 2016 Uruguay 1 5
G4 AUTOCTONO UY - 2016 Uruguay 1 5
G5 AUTOCTONO UY - 2016 Uruguay 1 5
G6 AUTOCTONO UY - 2016 Uruguay 1 5
G7 IMPORTADO BR - 2016 Uruguay 1 5
G8 IMPORTADO PY - 2016 Uruguay 1 5
G9 AUTOCTONO UY - 2016 Uruguay 1 5
KY818060 2013 COL KY818060 2013 Colombia 1 5
KY818063 2013 COL KY818063 2013 Colombia 1 5
KY474303 2014 ECU KY474303 2014 Machala-Ecuador 1 5
KY474304 2014 ECU KY474304 2014 Machala-Ecuador 1 5
KF672761 1988 BRA KF672761 1988 Rio de Janeiro, Brasil 1 5
KY818061 2013 COL KY818061 2013 Colombia 1 5
KY818062 2013 COL KY818062 2013 Colombia 1 5
KC692512 2010 ARG KC692512 17/02/10 Buenos Aires-Argentina 1 5
KP188540 2011 BR KP188540 03/05/11 Brasil 1 5
KC692495 2009 ARG KC692495 03/02/09 Buenos Aires-Argentina 1 5
KC692496 2009 ARG KC692496 19/2/09 Buenos Aires-Argentina 1 5
KC692497 2009 ARG KC692497 2/3/09 Buenos Aires-Argentina 1 5
JN544409 2011 SING JN544409 2011 Singapur 1 3
KM403593 2013 SING KM403593 2013 Singapur 1 3
KM403581 2013 SING KM403581 2013 Singapur 1 3
KM403583 2013 SING KM403583 2013 Singapur 1 3
KM403575 2012 SING KM403575 2012 Singapur 1 3
KM403578 2013 SING KM403578 2013 Singapur 1 3
KM403577 2013 SING KM403577 2013 Singapur 1 3
JN544407 2011 SING JN544407 04/11 Singapur 1 3
KM403579 2013 SING KM403579 2013 Singapur 1 3
KM403582 2013 SING KM403582 2013 Singapur 1 3
KF672763 2000 BR KF672763 2000 Brasil 1 5
KF672764 2001 BR KF672764 2001 Rio de Janeiro, Brasil 1 5
KF672762 1989 BR KF672762 1989 Rio de Janeiro, Brasil 1 5
KP188543 2012 BR KP188543 13/2/12 Brasil 1 5
KC692511 2010 ARG KC692511 10/2/10 Buenos Aires-Argentina 1 5
KP188544 2012 BR KP188544 16/3/12 San Pablo, Brasil 1 5
KC692513 2010 ARG KC692513 26/4/10 Buenos Aires-Argentina 1 5
KP188547 2012 BR KP188547 5/1/13 San Pablo, Brasil 1 5
KP188546 2013 BR KP188546 4/2/13 Brasil 1 5
KY057368 2012 INDO KY057368 2012 Surabaya, Indonesia 1 4
KY057371 2012 INDO KY057371 2012 Surabaya, Indonesia 1 4
KY057366 2012 INDO KY057366 2012 Surabaya, Indonesia 1 4
JN544410 2011 SIN JN544410 04/11 Singapur 1 2
JN544411 2011 SIN JIN544411 01/11 Singapur 1 2
MH921566 2015 AUS MH921566 2015 Queensland, Australia 1 4
MH921567 2016 AUS MH921567 2016 Queensland, Australia 1 4
JQ915071 2007 POL.FR JQ915071 23/5/07 Raiatea, Polinesia Francesa 1 4
JQ915075 2009 TAHITI JQ915075 6/2/09 Tahiti, Polinesia Francesa 1 4
JQ915073 2008 BORABORA  JQ915073 7/3/08 Bora Bora, Polinesia 1 4

Francesa



JQ915076 2009 TAHITI JQ915076 9/6/09 Tahiti, Polinesia Francesa 1 4
JQ915074 2008 MOOREA JQ915074 18/9/08 Moorea, Polinesia Francesa 1 4
JQ915072 2007 POL.FR JQ915072 5/11/07 Tubuai, Polinesia Francesa 1 4
KY926849 2009 POL.FR KY926849 8/1/08 Polinesia Francesa 1 4
KY672937 2014 CH KY672937 1/8/14 Yunnan, China 1 1
. Numero de Fechg Pais de recoleccion : .
Secuencia acceso recoleccion de de muestra Serotipo  Genotipo
Genbank muestra

KY672931 2015 CH KY672931 9/1/15 Yunnan, China 1 1
KY672934 2015 CH KY672934 22/10/15 Yunnan, China 1 1
KY672936 2015 CH KY672936 6/7/15 Yunnan, China 1 1
KX452065 2014 MH KX452065 01/14 Johor Bahru, Malasia 1 1
KJ622199 2013 CH KJ622199 2013 China 3 -
KR296743 2013 CH KR296743 2013 China 3 -
KF955462 2011 CAMBODIA KF955462 2001 Cambodia 3 -
MHB891766 INDIA MH891766 21/2/17 Nilgiri, India 3 -
HQ541789 2008 NICAR HQ541789 2008 Managua, Nicaragua 3 -
JX669492 2005 BR JX669492 2005 Pernambuco, Brasil 3 -
JX669493 2005 BR JX669493 2005 Pernambuco, Brasil 3 -
MHO048677 2014 MH MHO048677 12/14 Malasia 3 3
JX669489 2003 BR JX669489 2003 Pernambuco, Brasil 3 -
JX669494 2005 BR JX669494 2005 Pernambuco, Brasil 3 -
JX669496 2006 BR JX669496 2006 Pernambuco, Brasil 3 -
EIIZ(S:)(S)5373 1997 PUERTO KF955373 1997 Puerto Rico 2 -
GQ199892 2007 JAM GQ199892 2007 Jamaica 2 -
KP188549 2006 BR KP188549 26/5/06 Brasil 2 -
JF357906 2008 NICAR JF357906 2008 Managua, Nicaragua 2 -
KF955365 VENEZUELA KF955365 - Venezuela 2 -
KY937185 2015 CH KY937185 2015 XiShuangbanna 2 -
KY937186 2015 CH KY937186 2015 XiShuangbanna 2 -
KX452015 2014 MH KX452015 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
HM488257 2001 GUAM HM488257 2001 Guam 2 -
KX452030 2014 MH KX452030 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
KX452025 2014 MH KX452025 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
KX452017 2014 MH KX452017 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
KX452016 2014 MH KX452016 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
KX452018 2014 MH KX452018 01/14 Johor Bahru, Malasia 2 Cosmopolita
KC762697 2007 INDO KC762697 11/12/07 Makassar, Indonesia 4 -
KC762696 2007 INDO KC762696 11/12/07 Makassar, Indonesia 4 -
GQ398256 2005 SING GQ398256 2005 Singapur 4 -
KP406806 COREA DEL SUR KP406806 - Corea del Sur 4 -
KR011349 1956 FILIPINAS KR011349 28/8/56 Filipinas 4 -
AF289029 CH AF289029 - Guangzhou, China 4 -
AY618989 1997 TAI AY618989 1997 Bankok, Tailandia 4 -
JF262783 1961 INDIA JF262783 1961 India 4 -
JQ922560 2009 INDIA JQ922560 2009 Pune, India 4 -
KF041260 2009 PAK KF041260 2009 Karachi, Pakistan 4 1
KP188564 2013 BR KP188564 10/1/13 Brasil 4 2
JN983813 2010 BR JN983813 8/9/10 Boa Vista, Brasil 4 2
KP188562 2012 BR KP188562 10/12/12 Brasil 4 2
KP188563 2013 BR KP188563 7/1/12 Brasil 4 2
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A-4. Secuenciacion de nucleodtidos forward (G2-G8)
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Imagenes correspondientes a secuenciaciones de Macrogen.
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