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RESUMEN

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, comprende una amplia
gama de virus que son transmitidos principalmente por vectores artropodos. Este
género incluye mds de 70 virus ARN de simple cadena, que comparten determinantes
antigénicos comunes. Los miembros de este género son responsables de una
considerable morbilidad y mortalidad, pudiendo causar desde cuadros asintomaticos,
hasta graves enfermedades febriles, encefdlicas, hemorrdgicas y hepdticas en los
vertebrados, incluidos los humanos. Este género estd constituido, entre otros, por los
virus de la fiebre amarilla, el virus dengue, el virus de la encefalitis japonesa y el virus
de la encefalitis del Oeste del Nilo. Debido a la amplia gama de enfermedades causada
por estos virus, a los sintomas clinicos muchas veces indiferenciables entre si y la
naturaleza emergente de los mismos en la regién sudamericana, las pruebas de
laboratorio con fines diagndsticos resultan cada vez de mds importancia. Debido a
esto, se ha realizado un gran esfuerzo a fin de desarrollar diversas metodologias que
permitan una deteccién rdpida y sensible de estos virus.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar diferentes técnicas moleculares para el
diagnéstico diferencial de virus pertenecientes al género Flavivirus. Se pusieron a
punto diferentes metodologias de RT-PCR, tanto a tiempo final como a tiempo real,
contra regiones genémicas conservadas entre los Flavivirus (regién codificante para la
polimerasa viral, NS5). Se logré la puesta a punto en nuestro laboratorio de técnicas
moleculares sensibles capaces de detectar estos virus en diferentes muestras clinicas
de pacientes con sintomas clinicos compatibles con estas infecciones.



1. INTRODUCCION

1.1. Género Flavivirus.

1.1.a. Generalidades

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae (ver figura 1), comprende
una amplia gama de virus que son transmitidos principalmente por vectores
artrépodos (Arbovirus). Este género incluye mas de 70 virus ARN de simple hebra de
sentido positivo (+), que comparten determinantes antigénicos comunes. Los Flavivirus
son responsables de una considerable morbilidad y mortalidad, pudiendo causar desde
cuadros asintomaticos hasta graves enfermedades febriles, encefélicas, hemorragicas y
hepaticas en los vertebrados, incluidos los humanos. En este género se incluyen, entre
otros, los virus de la Fiebre Amarilla (YFV), Dengue (DENV-1, 2, 3 y 4), Encefalitis
Japonesa (JEV), Encefalitis de San Luis (SLEV), Encefalitis del Oeste del Nilo (WNV) y el
virus de la Encefalitis transmitido por garrapatas (TBEV) (Monath & Heinz, 1996).
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Figura 1: Miembros de la familia Flaviviridae. Se indican las relaciones filogenéticas obtenidas en base
al analisis comparativo del gen de la polimerasa viral de especies pertenecientes a los 4 géneros
miembros de esta familia: Hepacivirus, Flavivirus, Pegivirus y Pestivirus (Kapoor y cols., 2011).



1.1.b. Epidemiologia de los Flavivirus en la region.

En el Uruguay se ha reportado seropositividad para WNV y SLEV en nifios y adultos en
las décadas del 60 y 70 (Somma, 1970; Somma y cols., 1970). Asimismo, en los ultimos
afios, han sido reportados casos esporadicos de SLEV en humanos y la actividad de
SLEV y de WNV en equinos de nuestro pais (Delfraro, 2002; Burguefio y cols., 2013).

En cuanto al DENV, no se registran en nuestro pais casos autdctonos desde 1916,
cuando fueron notificados los uUltimos casos en el Departamento de Salto (Sosa, 1916),
consecuencia de una epidemia que abarcé el cono Sur de América (Gratz & Knudsen,
1996). Sin embargo, nuestro pais se encuentra en riesgo de re-emergencia de este
virus, ya que su principal vector (el mosquito Aedes aegypti) circula nuevamente en
Uruguay desde 1997 (Salvatella, 1997; Salvatella & Rosa, 2003). Asimismo, tanto DENV
como otros Flavivirus, se encuentran ampliamente distribuidos en la regién
sudamericana, siendo una de las principales causas de morbilidad infantil y de adultos.
Desde el reingreso a las Américas del mosquito Aedes aegypti, |la fiebre del Dengue
(DF) y el Dengue hemorragico (DHF) se han convertido en un importante problema de
salud publica para esta region (Vezzani & Carbajo, 2008).

Es importante destacar que en Argentina se ha reportado la circulacién de DENV y es
considerada la arbovirosis de mayor importancia en el pais desde fines de la década
del 90. También se ha documentado en el pasado la ocurrencia de ciclos selvaticos y
urbanos del YFV, y si bien no se han notificado nuevos casos, existen caracteristicas
ecoldgicas que ponen a este pais en riesgo de una posible re-emergencia de este virus.
Por otro lado, recientemente Valinotto y colaboradores (2012) reportaron dos casos
de encefalitis de San Luis en la ciudad de Buenos Aires, los cuales fueron detectados
por métodos moleculares. Por su parte, en Brasil se reporta la circulacion de diversos
Flavivirus, entre los que se encuentran los 4 serotipos de DENV, SLEV y YFV, entre otros
(Figueiredo y cols., 2000).

1.1.c. Vias de transmision.

Los Flavivirus pueden ser transmitidos bioldgicamente por vectores artréopodos o
directamente de un huésped vertebrado a otro. La transmisién mediante un vector
artropodo implica que el virus provoque una alta viremia en el huésped vertebrado y
replique en los tejidos del artrépodo infectado (Weaver & Barrett, 2004). La mayoria
de los Flavivirus son trasmitidos bioldgicamente mediante dos grupos de artrépodos:
las garrapatas y los mosquitos. Por otra parte, existen algunos Flavivirus cuyo vector de
transmisidén aun no ha sido reportado (Billoir y cols., 2000; Kuno & Chang, 2006).

Los artrépodos se infectan al ingerir el virus con la sangre de un individuo infectado en
el momento de alimentarse. Luego de la ingesta, el virus infecta las células del



intestino medio, esparciéndose al hemocele y luego a una gran variedad de tejidos.
Finalmente, se infectan las glandulas salivales, por lo que el artrépodo es capaz de
trasmitir el virus mediante su picadura a otro vertebrado. Asimismo, las larvas de
mosquitos pueden ser infectadas si su desarrollo transcurre en aguas contaminadas
con el virus (Mitzel y cols., 2007).

Muchos arbovirus también pueden ser trasmitidos directamente entre vertebrados. El
modo de trasmisidn es via oral e intranasal. Esto se puede dar mediante la materia
fecal, la orina y la saliva. Los comportamientos animales que favorecen este modo de
trasmisién incluyen comer, beber, estornudar, el canibalismo y agresiones que
impliquen lastimaduras fisicas (Kuno & Chang, 2006). Algunos Flavivirus como WNV
pueden ser transmitidos a los recién nacidos mediante el consumo de leche materna.
También se han reportado infecciones por Flavivirus asociadas a transfusiones de
sangre y trasplante de 6rganos (lwamoto y cols., 2003; Stramer y cols., 2005).

1.1.d. Estructura del virion.

La particula viral esta constituida por una capside icosaédrica envuelta por una bicapa
lipidica, obtenida por el virus en el proceso de gemacién de la célula del hospedero, en
la cual se encuentran insertas las proteinas M (Matriz) y E (Envoltura). El tamafio del
virion es de aproximadamente 30 nm (Ver figura 2).

RNA simple(+)

Figura 2: Estructura del virion de Flavivirus (Figura obtenida del Curso Biologia de Flavivirus, Fundacion
Oswaldo Cruz, 2013).



1.1.e. Genoma viral.

El genoma se encuentra conformado por ARN simple hebra de polaridad positiva, de
aproximadamente 10,7 kilobases (kb), contenido en una nucleocapside. En su extremo
5’ presenta un capuchdn (cap) y carece de cola poli A en el extremo 3’. Posee un Unico
marco abierto de lectura, flanqueado por dos regiones no codificantes (NCR), que
codifica para una Unica poliproteina. Esta ultima luego es clivada mediante proteasas
celulares y virales dando lugar a 3 proteinas estructurales (C, M y E) y 7 proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4B y NS5) (Linderbach & Rice, 2003) (Ver
figura 3).

Flavivirus genome

Genomic polyprotein

'

C M | E NSI[Ns2alNs2 NS3 [NSHA! Ns4B| NSS

Figura 3: Organizacién genomica de los Flavivirus. Se indica la disposicidn de los distintos genes a lo
largo del genoma viral (Extraido de viralzone.expasy.org). C: Capside; M: Membrana; E: Envoltura; NS:
Proteinas no estructurales.

Con respecto a las proteinas estructurales, la C, compone la capside que rodea al acido
nucleico y le brinda proteccién. La proteina M, que deriva de la protedlisis de prM, se
inserta en la membrana viral. Por su parte, la proteina E es una glicoproteina que
conforma la envoltura viral y esta involucrada en la uniéon y la penetracion del virus en
la célula (Chambers y cols., 1990; Rey, 2003; Hung y cols., 2004; Mondotte y cols.,
2007).

Entre las proteinas no estructurales, una de las mds importantes es la NS5. Esta
codifica para la polimerasa viral, siendo una ARN polimerasa ARN dependiente.
Presenta un dominio metiltransferasa y un dominio C-terminal (polimerasa) (Li y cols.,
1999). Al ser una proteina fundamental para la replicacién viral, se encuentra muy
conservada entre los diferentes miembros del género Flavivirus. Por este motivo, la
proteina NS5 resulta ser un blanco ideal para la realizacién de analisis moleculares por
PCR con fines diagndsticos.

Otra de las proteinas no estructurales mas estudiadas es la NS3, que actua en la
sintesis de ARN viral y en la formacidn del cap. Presenta dos dominios: un dominio N-
terminal con actividad proteasa (al formar el complejo NS2B-NS3), que es responsable
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del corte de NS2, NS3, NS4A, NS5, asi como del extremo carboxilo de la proteina C; y
un dominio C-terminal con actividad helicasa (Li y cols., 1999).

Por otra parte, la proteina NS1 es la Unica proteina viral que se secreta durante la
infeccion viral, motivo por el cual es altamente inmunogénica y funciona como
biomarcador de la infeccion (Muller y cols., 2013).

1.1.f. Ciclo replicativo.

El primer paso de la infeccion requiere la interaccion entre la particula viral y
receptores presentes en la superficie de la célula huésped, que llevan a la entrada del
virion a través de una endocitosis mediada por receptores. La proteina viral
responsable de esta unidén es el glicoproteina E, mediante su dominio Il localizado
hacia su extremo carboxiterminal (Crill y Roehring, 2001).

Diversos estudios indican que el glucosaminoglicano heparan sulfato (HS), presente en
la membrana plasmatica, estd involucrado en la unién del virién a las células de
mamiferos. El HS se encuentra presente en una gran diversidad de células, por este
motivo, su interaccidn con el virus permite la adsorcidn viral a la superficie de distintos
tipos celulares, pero otros receptores mas especificos serian necesarios (Navarro-
Sanchez y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003).

Luego de la internalizacién de los viriones, se produce la acidificaciéon del endosoma
por la fusidon con los lisosomas, produciendo cambios conformacionales en la
glicoproteina E. De esta forma se induce la fusién de las membranas celular y viral,
liberdandose la nucleocapside al citoplasma, donde ocurre el desnudamiento vy la
consiguiente liberacién del genoma viral (Clyde y cols., 2006).

La traduccion del genoma viral resulta en la sintesis de una uUnica poliproteina, a través
de un mecanismo dependiente del cap (Gingras y cols., 1999). Este proceso ocurre en
el reticulo endoplasmatico (RE) rugoso, lo que facilita la localizacidn de las proteinas
virales dentro y alrededor de él para su posterior ensamblaje en viriones maduros (Yu
y cols., 2006). El procesamiento proteolitico de la poliproteina ocurre co y post-
traduccionalmente por proteasas virales (NS2B-NS3) y celulares, lo que da lugar a tres
proteinas estructurales y siete proteinas no estructurales (Chambers y cols., 1990).

En cuanto las proteinas necesarias para la replicacion viral han sido sintetizadas, NS5 y
NS3 forman un complejo replicasa viral (CRV). Este es capaz de reconocer una
estructura secundaria caracteristica presente en el extremo 5’ del ARN viral. Esta
estructura, altamente conservada entre los diferentes Flavivirus, consiste de una gran
horquilla estabilizante (SLA) seguida de una pequeia (SLB), ubicadas justo antes del
coddn de iniciacion AUG (Filomatori y cols., 2006).
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Para que la replicacion viral se lleve a cabo es necesario ubicar el CRV en el extremo 3'.
Esto es posible gracias a que se establecen interacciones ARN-ARN de largo alcance
mediadas por secuencias complementarias ubicadas en ambos extremos del genoma.
Estas secuencias son: 5’-UAR y 3’-UAR (regidn corriente arriba de AUG), ubicadas en las
regiones NCR 5" y 3’, respectivamente; y 5’-CS y 3‘-CS (secuencia de circularizacion),
que se ubican en la secuencia codificante de la capside, y corriente arriba de la
horquilla estabilizante 3’ (3’-SL), respectivamente (Brinton y cols., 1986; Zeng y cols.,
1998; Tilgner y cols., 2005).

Asimismo, el ARN gendmico funciona como molde para la sintesis de cadenas de
polaridad negativa, las que luego generan copias de ARN de polaridad positiva. Estas
cadenas ARN positivas servirdn nuevamente como plantillas transcripcionales, podrdn
actuar como mensajeros para la sintesis de proteinas, o ensamblarse dentro de la
nucleocapside y transformarse en el genoma viral de la nueva progenie (Diamond,
2003).

Para el ensamblado de las nuevas particulas virales, inicialmente se forman particulas
virales inmaduras no infecciosas a nivel del RE, formadas por las proteinas E y prM,
ademas de la nucleocapside y lipidos de membrana. La ruptura proteolitica de prM
ocurre en el aparato de Golgi y resulta en la maduracion de la particula viral que en
este punto se convierte en infecciosa. El virion maduro abandona la célula por
exocitosis para poder luego infectar nuevas células (Diamond, 2003).

1.1.g. Variabilidad genética.

Los virus ARN se replican con una alta tasa de error debido a la carencia de actividad
correctora de su ARN polimerasa. Esto les permite a este tipo de virus circular como
poblaciones que presentan una alta diversidad genética, es decir, una nube de
mutantes estrechamente relacionados a nivel genético denominadas cuasiespecies,
(Domingo, 2002; Wang y cols., 2002). Estas caracteristicas les confieren a los virus ARN
una gran capacidad de adaptacion a los cambios en las presiones selectivas.

Asimismo, se ha descrito que estos virus pueden utilizar la recombinaciéon como otro
mecanismo para generar variabilidad. Se ha reportado la recombinacién intraespecie
entre los diferentes miembros del género Flavivirus. Esto es posible debido a la
circulaciéon simultdnea de diferentes variantes dentro de un mismo hospedero. Este
mecanismo le confiere a estos virus un importante grado de generacién de diversidad
genética, promoviendo la aparicidon de cepas con mayor capacidad replicativa, mayor
transmisién, o mas virulentas (Twiddy y Holmes, 2003).
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1.2. Importancia de contar con herramientas moleculares para
la deteccidn de Flavivirus.

Debido a la amplia gama de enfermedades causada por estos virus, a los sintomas
clinicos muchas veces indiferenciables entre si y a la naturaleza emergente de los
mismos, su diagndstico de laboratorio es de suma importancia.

Sin embargo, las metodologias de diagnéstico directo actuales son un obstaculo para la
deteccidn e identificacion de distintos Flavivirus, entre otras razones debido a que el
aislamiento de estos virus lleva su considerable tiempo, asi como también, por el
requerimiento de instalaciones de nivel 3 de bioseguridad para el trabajo a nivel de
laboratorio de varios de ellos. Asimismo, los ensayos de serologia suelen dar
resultados falsos positivos debido a la existencia de reactividad cruzada entre
diferentes Flavivirus por la presencia de epitopes comunes en sus glicoproteinas de
superficie. Por estas razones, el desarrollo de métodos moleculares sensibles vy
especificos para estos agentes es esencial (Ayers y cols., 2006).

Debido a esto, se ha realizado un gran esfuerzo a fin de desarrollar diversas
metodologias de diagndstico que permitan una deteccidn directa, rdpida y sensible de
estos virus. Con este objetivo se han implementado metodologias de RT-PCR, tanto a
tiempo final como a tiempo real, contra regiones gendmicas conservadas entre los
diferentes Flavivirus (en particular, la region que codifica para la polimerasa viral, NS5)
(Ayers y cols., 2006; Moureau y cols., 2007; Sanchez-Seco y cols., 2005; Scaramozzino y
cols., 2000; Vazquez y cols., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

El presente proyecto tiene como objetivo central la puesta a punto de técnicas
moleculares para el diagndstico diferencial de virus pertenecientes al género
Flavivirus, asi como la busqueda de estos virus en muestras clinicas pertenecientes a
pacientes con sintomas compatibles con infecciones por Flavivirus.

2.2. Objetivos especificos.

2.2.a. Revisidon bibliografica a fin de conocer los diferentes protocolos
moleculares reportados para la deteccidn y diferenciacion de Flavivirus.

2.2.b. Evaluacién y optimizacion de protocolos mediante analisis
bioinformaticos.

2.2.c. Optimizacion de técnicas de PCR a tiempo final (PCR convencional,
Nested-PCR y Heminested-PCR) y a tiempo real para la deteccién de Flavivirus.

2.2.d. Anadlisis de muestras provenientes de pacientes con sintomas clinicos
compatibles con infecciones por Flavivirus.

2.2.e. Obtencidén de controles de amplificacion para las diferentes metodologias
puestas a punto.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Revision bibliogrifica.

A fin de conocer los diferentes protocolos moleculares reportados en la literatura para
la deteccidn y diferenciaciéon de Flavivirus, se explord la base de datos bibliografica
Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

La gran mayoria de las metodologias descriptas buscan amplificar regiones parciales
del gen NS5 de los Flavivirus, correspondiente a la regién codificante para la ARN
polimerasa ARN dependiente. Este es uno de los genes mas conservados de este
género debido a la funcionalidad de esta proteina, por lo que resulta un blanco ideal
para el desarrollo de este tipo de metodologias (lacono-Connors & Schmaljohn, 1992).
Se consideraron diferentes metodologias, evaluandose la utilidad de los enfoques en
términos de diversidad de especies detectadas, requerimiento o no de aislamiento en
cultivos celulares, eficiencia de amplificacion, entre otros (Ayers y cols., 2006; Deubel y
cols., 1997; Sdnchez-Seco y cols., 2005; Scaramozzino y cols., 2000; Vazquez y cols.,
2011).

3.2. Evaluacion y optimizacion de protocolos mediante analisis
bioinformaticos.

Con el objetivo de evaluar in silico la especificidad de los primers reportados en cada
metodologia, asi como evaluar la sefial filogenética presente en cada blanco de
amplificacién, se descargaron secuencias nucleotidicas correspondientes a diversos
miembros del género Flavivirus. Para ello se utilizaron tanto la base de datos
nucleotidica de la NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/), como bases de

datos especificos para Flavivirus (http://cvc.dfci.harvard.edu/flavi/; Misra & Schein,

2007). Se consideraron Flavivirus estrictamente circulantes en mosquitos, asi como
aquellos que infectan vertebrados, distinguiéndose entre ellos aquellos cuyo vector es
desconocido, los transmitidos por garrapatas y los transmitidos por mosquitos. Entre
estos Ultimos consideramos Flavivirus pertenecientes a los siguientes complejos
antigénicos: Encefalitis Japonesa; Fiebre amarilla; Dengue y Ntaya (Tabla 1). De esta
forma se obtuvo un set de datos con los siguientes Flavivirus: AEFV (Aedes Flavivirus);
ALFV (Alfuy virus); APOIV (Apoi virus); BAGV (Bagaza virus); BANV (Banzi virus); BOUV
(Bouboi virus); CFAV (Cell Fusing Agent virus); CFV (Culex Flavivirus); DEDSV (Duck Egg
Drop Syndrome virus); DENV-1 (Dengue virus 1); DENV-2 (Dengue virus 2); DENV-3
(Dengue virus 3); DENV-4 (Dengue virus 4); EHV (Edge Hill virus); GGEV (Greek Goat
Encephalitis virus); GGYV (Gadgets Gully virus); JEV (Japanese Encephalitis virus); JUGV
(Jugra virus); KADV (Kadam virus); KOUV (Koutango virus); KRV (Kamiti River virus);
KSIV (Karshi virus); KYDV (Kyasanur forest Disease virus); LGTV (Langat virus); LIV
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(Louping Ill virus); MEAV (Meaban virus); MMLV (Montana Myotis Leukoencephalitis
virus); MODV (Modoc virus); MVEV (Murray Valley Encephalitis virus); NTAV (Ntaya
virus); OHFU (Omsk Hemorrhagic Fever virus); PCV (Palm Creek virus); POWV
(Powassan virus); QBV (Quang Binh virus); RBV (Rio Bravo virus); RFV (Royal Farm
virus); SABV (Saboya virus); SEPV (Sepik virus); SLEV (Saint Louis Encephalitis virus);
SREV (Saumarez Reef virus); SSEV (Spanish Sheep Encephalitis virus); TBEV (Tick Borne
Encephalitis virus); TYUV (Tyuleniy virus); UGSV (Uganda S virus); UV (Usutu virus);
WESSV (Wesselsbron virus); WNV (West Nile virus); YAOV (Yaounde virus); YFV (Yellow
Fever virus) (ver tabla 1).
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Abreviatura | Especie Vector/Hospedero Flavivirus transmitidos por mosquitos
Abreviatura | Especie Complejo antigénico
DENV-1 Dengue virus 1
DENV-2 Dengue virus 2
- Dengue
DENV-3 Dengue virus 3
DENV-4 Dengue virus 4
BAGV Bagaza virus
DEDSV Duck Egg Drop Syndrome virus Ntaya
NTAV Ntaya virus

Tabla 1: Miembros del género Flavivirus. Se detallan los Flavivirus considerados en este estudio, agrupandose sombreadas con distintos colores las especies que circulan Gnicamente en
mosquitos (negro), las transmitidas por garrapatas (rojo) y las especies cuyo vector es desconocido (gris). Entre los miembros de este género que son transmitidos por mosquitos a
vertebrados, se distinguen de acuerdo a su complejo antigénico: Dengue (verde); Ntaya (Mostaza); Fiebre amarilla (violeta); y Encefalitis Japonesa (azul).
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A continuacién se procedidé al alineamiento de secuencias descargadas utilizando la
aproximaciéon CLUSTAL W implementada en el programa MEGA 5.2 (Tamuray cols.,
2011; Thompson y cols., 1994).

Se procesaron las secuencias obteniéndose un dataset conteniendo el gen completo
que codifica para la NS5 de los Flavivirus mencionados (2772 pares de bases). Se
incluyeron las secuencias nucleotidicas de los primers utilizados en diferentes
metodologias de diagndstico reportadas, con el fin de visualizar los blancos de
amplificacién de los mismos y la identidad de cada primer con respecto a las
secuencias referencia de cada especie. Entre los primers testeados por este abordaje,
se incluyen: Flavi-1 y Flavi-2 (Ayers y cols., 2006); MAMD, cFD2 y FS778 (Scaramozzino
y cols., 2000); y INS5F; 1NS5Re; 2NS5F, 2NS5Re (Vazquez y cols., 2011) (ver tabla 2).

Se evalud in silico la efectividad de los primers reportados para identificar a los
distintos Flavivirus procediendo a modificar la secuencia de los primers en casos que
fuera notoria una discrepancia (mismatch) entre éstos y los blancos de amplificacién.
En este sentido, se valoraron especialmente las especies con mayor incidencia en los
humanos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, JEV, SLEV, TBEV, WNV y YFV (Monath &
Heinz, 1996). Asimismo, se proceso el dataset inicial para generar diferentes conjuntos
de secuencias correspondientes a las longitudes amplificables por cada metodologia
analizada. En consecuencia, se obtuvieron 4 datasets que incluyen secuencias
nucleotidicas de 49 Flavivirus, difiriendo en sus longitudes de acuerdo al blanco de
amplificacién de cada metodologia utilizada: 2772 pb (NS5 completa); 1019 pb
(Vazquez y cols., 2011), 863 pb (Ayers y cols., 2006) y 214 pb (Scaramozzino y cols.,
2000) (Figura 4).

Primer Secuencia Referencia

Flavi-1 5-ATGTACGCTGATGACACAGCCTGGCTGGGACAC-3’ | Ayersy cols., 2006

Flavi-2 5’-TCCAGACCTTCAGCATGTCTTCTGTGGTCATCCA-3’ | Ayersy cols., 2006

1NS5F 5’-GCATCTAYAWCAYNATGGG-3’ Vazquezy cols., 2011

1NS5Re 5’-CCANACNYNRTTCCANAC-3’ Vazquezy cols., 2011

2NS5F 5’-GCNATNTGGTWYATGTGG-3’ Vazquezy cols., 2011

2NS5Re 5’-CATRTCTTCNGTNGTCATCC-3’ Vazquezy cols., 2011

MAMD 5’-AACATGATGGGRAARAGRGARAA-3’ Scaramozzino y cols., 2000

cFD2 5’-GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3’ Scaramozzino y cols., 2000

FS778 5’-AARGGHAGYMSDGCHATHTGGT-3’ Scaramozzino y cols., 2000
(modificado)

Tabla 2: Secuencias de primers utilizados en este estudio.
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Figura 4: Posicion relativa de los primers. Ubicacidn de los primers utilizados en este trabajo (ver tabla
2). Los numeros vy las flechas indican las posiciones con respecto al gen NS5. Las lineas completas se
corresponden con los amplicones completos generados en cada metodologia.

Con el objetivo de valorar la sefial filogenética contenida en cada set de datos, se
realizé un analisis de mapeo de maxima verosimilitud (likelihood mapping) (Strimmer
& Haeseler, 1997), implementado en el programa TREE-PUZZLE v.5.2 (Schmidt y cols.,
2002). Este método consiste en analizar mediante maxima verosimilitud (ML), las tres
topologias que pueden resolverse completamente a partir de cuatro secuencias
(cuartetos) seleccionadas al azar del alineamiento (Strimmer & von Haeseler, 1997). El
mapa de verosimilitud resultante es un tridngulo equilatero en el que la verosimilitud
de los 3 posibles arboles (una por cada topologia) son representadas como puntos
internos. El tridngulo es dividido en diferentes regiones (Figura 5). La zona central
representa los arboles no resueltos (A*), los vértices representan una filogenia bien
resuelta (A1, A2 y A3) y en las aristas reflejan los casos en los que no se puede definir
entre las tres topologias (A12, A13 y A23). La localizacidn de las verosimilitudes en el
tridngulo define el modo de evoluciéon. De esta forma, la distribucion de puntos
resultante indica si los datos presentan suficiente sefial o no para realizar una
reconstruccion filogenética. Un alineamiento con valores de arboles definidos
superiores a 90% presenta un fuerte apoyo desde el punto de vista estadistico
(Schmidt y cols., 2002).
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Figura 5: Mapa de verosimilitudes. El tridngulo esta dividido en 7 regiones, donde se distribuyen las
verosimilitudes de las posibles topologias para cada cuarteto. Las regiones A1, A2 y A3 corresponden a
arboles bien resueltos; A* representa los arboles no resueltos; y A12, A13, y A23 reflejan los casos en los
que no se puede definir entre las tres topologias.

Se determiné el modelo de substituciéon nucleotidica 6ptimo para cada dataset
mediante el programa Modelgenerator (Keane y cols., 2006), en base al criterio
informativo de Akaike (AIC). Utilizando este modelo evolutivo éptimo para cada
dataset, se realizaron arboles de ML mediante el programa PhyML (Guidon y cols.,
2005), utilizandose como medida de robustez para cada nodo el método bootstrap
(100 pseudo-réplicas). Una vez obtenidos los arboles filogenéticos, se procedié a la
edicion de los mismos utilizando el programa FigTree v1.4.1 (disponible en
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.3. Muestras.

3.3.a. Controles positivos.

La ausencia de circulacién de DENV y otros Flavivirus en el Uruguay, dificulta el contar
con controles positivos necesarios para realizar los objetivos planteados. La
imposibilidad de trabajar con sueros positivos o crecer estos virus en cultivos celulares,
hace que Unicamente podamos trabajar con muestras de ARNs o ADNc obtenidos
fuera del Uruguay a partir de muestras positivas para Flavivirus. Los controles positivos
utilizados a lo largo de este proyecto fueron proporcionados por el laboratorio de
Flavivirus, IOC/FIOCRUZ (LF-FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil. Se trata de las cepas
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prototipo de los diferentes serotipos de DENV: Cepas Hawaii (DENV-1), NG-C (DENV-2),
H-87 (DENV-3) y H-241 (DENV-4). El ARN de estas variantes fue aislado de
sobrenadantes de cultivos celulares (linea C6/36 de Aedes albopictus) en el laboratorio
LF/FIOCRUZ y enviado al Laboratorio de Virologia Molecular (LVM), Centro de
Investigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica. Vale
destacar que a efectos de cumplir con las normas de bioseguridad nacionales e
internacionales, no se utilizaron muestras de suero, sino que Unicamente se trabajod a
partir de acidos nucleicos. Por consiguiente, estas muestras no representan ningun
riesgo fisico, quimico o bioldgico.

3.3.b. Muestras con sintomatologia compatible con infeccion por
Flavivirus.

En el marco de una colaboracién con el Ministerio de Salud Publica (MSP), el mismo
cedid a nuestro laboratorio 24 muestras de suero de pacientes con sintomas clinicos
compatibles con una infeccidn por DENV tomadas en el ailo 2007 en un presunto brote
de Dengue ocurrido en la ciudad de Salto. En aquella oportunidad nuestro laboratorio
procedid a realizar el diagndstico molecular utilizando un protocolo de PCR especifico
para DENV descrito previamente por Lanciotti y cols. (1992). Este andlisis arrojé
resultados negativos en todos los casos. De todas formas, no se determind el agente
etioldgico de dicho brote, por lo que en el marco de este proyecto nos propusimos
analizar estas muestras una vez optimizadas las diferentes metodologias de
diagnéstico (serd detallado en el punto 3.7). A partir de estas muestras se realizé la
extraccién de ARN utilizando el kit QIAmp Viral RNA de QIAGEN, de acuerdo con
instrucciones suministradas por los fabricantes.

3.4. Transcripcion Reversa (RT)

La sintesis de ADNc in vitro se realizé mediante la utilizacidn de primers hexameros al
azar tanto para los ARN virales usados como controles positivos, como para los ARNs
extraidos de las muestras problema.

Se realizd una mix utilizando 1 microlitro (uL) de primers hexameros al azar a una
concentracion inicial de 100 micromolar (uM), 1uL de desoxi-nucleétidos-tri-fosfato
(dNTP’s) 10 milimolar (mM) y 10 pL de ARN de la muestra problema. Se incubd esta
mix a 65°C por 5 minutos (min) y luego en hielo por 1 min. Posteriormente se
adicionaron 4 puL del buffer 5X, 2 upL de Ditiotreitol (DTT), 1 uL de H,0
bidestilada/deionizada y 1uL de la enzima ADN polimerasa ARN dependiente
SuperScript Il (Invitrogen), a una concentracion de 200 unidades de enzima (U)/uL. La
mix final de 20 plL se incubd en un termociclador programable 2720 ThermalCycler
(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:
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1) 25°C por 10 min.
2) 42°Cpor 50 min.
3) 70°C por 15 min.

3.5. Puesta a punto de diferentes técnicas de PCR para la
deteccion de Flavivirus.

Con el fin de evaluar diferentes metodologias de deteccién de Flavivirus, se
optimizaron las condiciones de amplificacién reportadas por los diferentes protocolos
moleculares previamente descriptos en 3.1. En todos los casos se utilizaron como
controles positivos las cepas prototipo de DENV (previamente detalladas en 3.3.a.),
mientras que los controles negativos fueron realizados con H,0 bidestilada y
deionizada.

3.5.a. Puesta a punto de la metodologia de PCR a tiempo final para
la region NS5 descripta por Ayers y cols., 2006.

La metodologia reportada por Ayers y cols. (2006), plantea la amplificacién de una
region parcial del gen NS5, utilizando primers genéricos que detectan diferentes
Flavivirus. En particular, es capaz de identificar los principales Flavivirus transmitidos
por vectores mosquitos, pertenecientes a los grupos antigénicos Dengue, Encefalitis
Japonesa y Fiebre amarilla (ver tabla 1). Si bien esta metodologia fue previamente
utilizada en el LVM, llevando incluso a la publicaciéon de un reporte cientifico (Regato y
cols., 2008), se procedié a la optimizacién de las condiciones a efectos de poder
comparar con las demas metodologias abordadas en esta tesis.

Para esta PCR se utilizaron los primers: Flavi-1: 5’- ATG TAC GCT GAT GAC ACA GCC
TGG CTG GGA CAC- 3’; y Flavi-2: 5’- TCC AGA CCT TCA GCA TGT CTT CTG TGG TCA TCC
A- 3’. Estos primers amplifican una region de 854 pb de DENV-1 y DENV-2; 857 pb de
DENV-3 y DENV-4; y 863 pb de YFV, WNV, JEV y SLEV (ver figura 4).

La mix de reaccidon para la PCR fue preparada en un volumen final de 50 plL
conteniendo: buffer de reaccién 1X; 1,5 mM de cloruro de magnesio (MgCl;); 200 uM
de dNTP’s; 30 pmol de primers Flavi-1 y Flavi-2; 2,5 U de la enzima Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) y H,O bidestilada y deionizada. A los 45 pL de la mix se le
adicionaron 5 pL de ADNc. Las reacciones de amplificacién se realizaron en un
termociclador programable 2720 ThermalCycler (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones:

1) 2 min a 94°C (para la desnaturalizacién).
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2) 35 ciclos de: 1 min de desnaturalizacion a 94°C; 1 min a 58°C (temperatura de
annealing de los primers); 2 min a 72°C (activacion de la enzima Tag DNA
Polymerase).

3) 10 min de extensién a 72°Cy un periodo final a 4°C.

3.5.b. Puesta a punto de una Nested-PCR para la region NS5
descripta por Vazquez y cols., 2011.

La metodologia reportada por Vazquez y cols. (2011), plantea la amplificacion de una
region parcial del gen NS5, utilizando cuatro primers genéricos que detectan diferentes
Flavivirus. Los primers INS5F: 5’- GCA TCT AYA WCA YNA TGG G -3’ y 1NS5Re: 5’- CCA
NAC NYN RTT CCA NAC -3’, amplifican una regién de 1111 pb para los diferentes
Flavivirus en un primer round de PCR (ver figura 4).

La mix para el primer round de la PCR fue preparada en un volumen final de 50 plL
conteniendo: buffer de reaccién 1x; 1,5 mM de MgCl,; 200 uM de dNTP’s; 60 pmol de
los primers INS5F y 1NS5Re; 2,5 U de la enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen) y
H,O bidestilada y deionizada. A los 45 uL de la mix se le adicionaron 5 uL de ADNCc,
incubandose bajo las siguientes condiciones:

1) 10 min a 94°C.
2) 40 ciclos de: 1 min a 94°C; 1 min a 50°C; 2 min a 72°C.
3) 10 min a 72°Cy un periodo final a 4°C.

Usando como molde 1 uL del producto del primer round de PCR se realizé una Nested-
PCR con primers internos: 2NS5F: 5- GCN ATN TGG TWY ATG TGG -3’ y 2NS5Re: 5’-
CAT RTC TTC NGT NGT CAT CC -3’ (ver figura 4). Estos primers amplifican una region de
1019 pb de la regidon NS5 de los diferentes Flavivirus. La mix de reaccidn se realizé de
igual forma que la del primer round con la sustitucién de los primers, incubandose bajo
las siguientes condiciones:

1) 2 mina94°C.
2) 40 ciclos de: 1 min a 94°C; 1 min a 50°C; 2 min a 72°C.
3) 10 min a 72°Cy un periodo final a 4°C.

3.5.c. Puesta a punto de una Heminested-PCR para la region NS5
descripta por Scaramozzino y cols., 2000.

La metodologia reportada por Scaramozzino y cols. (2000), plantea la amplificacion de
una regién parcial del gen NS5 a través de una Heminested-PCR, lo que aumenta la
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sensibilidad respecto a otras técnicas. Asimismo, ha sido reportada su utilidad para la
deteccidn directa a partir de LCR de pacientes con encefalitis.

Para esta metodologia se utilizan primers genéricos que detectan diferentes Flavivirus,
haciendo hincapié en los Flavivirus que integran complejos antigénicos de interés
médico (Dengue, Encefalitis Japonesa y Fiebre Amarilla), asi como los principales virus
transmitidos por garrapatas como el TBEV (ver tabla 1). Los primers degenerados:
MAMD: 5°- AAC ATG ATG GGR AAR AGR GAR AA -3y cFD2: 5’- GTG TCC CAG CCG GCG
GTG TCA TCA GC -3’, amplifican una regién de 262 pb del gen NS5 de diferentes
Flavivirus en un primer round de PCR (ver figura 4).

La mix para la PCR fue preparada en un volumen final de 50 plL conteniendo: buffer de
reaccion 1x; 1,5 mM de MgCl,; 200 uM de dNTP’s; 25 pmol de los primers MAMD y
cFD2; 2,5 U de la enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen) y H,O bidestilada y
deionizada. A los 45 uL de la mix se le adicionaron 5 puL de ADNc. Las reacciones de
amplificacién se realizaron bajo las siguientes condiciones:

1) 10 min a 94°C.
2) 30ciclosde: 1 mina94°C; 1 min a 53°C; 2 min a 72°C.
3) 10 min a 72°Cy un periodo final a 4°C.

Usando como molde 1 plL del producto del primer round se realizé6 una Heminested-
PCR con los primers: cFD2: 5’- GTG TCC CAG CCG GCG GTG TCA TCA GC -3’; FS778: 5'-
AAR GGH AGY MSD GCH ATH TGG T -3'. Estos primers amplifican una region de 214 pb
del gen NS5 de diferentes Flavivirus (ver figura 4). Se realizé una mix idéntica a la del
primer round con la sustitucion de los primers, y se incubd bajo las siguientes
condiciones:

1) 2 mina94°C.
2) 35ciclosde: 1 mina94°C; 1 min a 54°C; 2 min a 72°C.
3) 10 min a 72°Cy un periodo final a 4°C.

3.5.d.i. Puesta a punto de una Real Time PCR (qPCR) llevada a cabo
modificando el protocolo descripto por Scaramozzino y cols., 2000.

Para la realizacién de la PCR cuantitativa se adaptd el protocolo de Scaramozzino y
colaboradores (2000). La importancia de esta metodologia radica en la alta
sensibilidad, ya que permite la deteccion directa de Flavivirus a partir de diferentes
muestras clinicas, asi como la rapidez, lo que es sumamente valioso en especial para
fines diagnésticos. Se utilizaron los primers MAMD y cFD2 que amplifican una regién
de 262 pb (ver figura 4).
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La mix fue preparada en un volumen final de 25 pL conteniendo: 10 uL de Master Mix
Kapa 2x (Kapa Biosystems); 1 uL de los primers MAMD y cFD2 (10 uM); y 6 pL de H,0
bidestilada y deionizada. Posteriormente se le adicionaron 2 uL de ADNc para obtener
una mix final de 20 pL.

Las reacciones de amplificacidon se realizaron en un termociclador Rotor-Gene 6000
(Corbett Life Science) bajo las siguientes condiciones:

1) 3 mina95°C.
2) 40 ciclos de: 3 segundos (seg) a 95°C; 20 seg a 53°C; 20 seg a 72°C.
3) Periodo de melting de 60°C a 90°C, con posterior incubacién por 1 min a 60°C.

3.5.d.ii. Ensayo de sensibilidad de la qPCR.

Con el fin de determinar la sensibilidad de la qPCR puesta a punto previamente, se
procedidé a realizar una dilucidn seriada de los ARN de DENV-3 provenientes del LF-
FIOCRUZ: Cepa H-87. Se realizaron diluciones seriadas al décimo hasta la dilucidn
1/100000.

Posteriormente se realizd una RT de cada una de las diluciones (descripta en punto
3.4.) y se procedid al realizar el ensayo de qPCR descripto en el punto anterior.

3.6. Confirmacion de productos amplificados.

3.6.a. Electroforesis.

Los productos de PCR obtenidos mediante las metodologias descriptas en 3.5 fueron
separados electroforéticamente en geles de agarosa al 1,2% y la tincién del mismo se
realizd6 con SYBR Green. Los geles fueron observados en un transiluminador de luz
ultravioleta y fueron fotografiados en un procesador de imagenes UNIVERSAL HOOD II
de BIO-RAD.

3.6.b. Purificacion de productos de PCR.

Los amplicones resultantes fueron purificados (desde el mismo tubo de amplificacién o
luego de recortarse de los geles de agarosa), mediante el kit PCR Purification Kit de
Invitrogen, segun las instrucciones suministradas por el fabricante.
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3.6.c. Secuenciacion.

Los productos purificados fueron secuenciados por la Unidad de Biologia Molecular
(UBM) del Institut Pasteur de Montevideo, en un secuenciador automatico de 4
capilares ABI3130 de Applied Biosystems. Todos los productos de PCR se secuenciaron
en ambas direcciones a los efectos de evitar cualquier discrepancia posible. Las
secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Segman implementado en el
paquete DNAStar 5.01 (DNASTAR, Madison, USA). Las secuencias editadas fueron
analizadas con el algoritmo Nucleotide BLAST (NCBI) para corroborar su identidad.

3.7. Analisis de muestras provenientes de pacientes con

sintomas clinicos compatibles con infecciones por Flavivirus.

Se procedié al analisis de las 24 muestras de suero descriptas en 3.3.b. Inicialmente, se
extrajo el ARN total a partir de 200 uL de suero, utilizando el kit Q/Amp Viral RNA de
QIAGEN, de acuerdo con instrucciones suministradas por los fabricantes. El ARN
obtenido fue retrotranscripto tal como se indica en 3.4. Finalmente, los ADNc fueron
sujetos a una Heminested-PCR segln se detalla en el punto 3.5.c.

3.8. Obtencidon de controles positivos de amplificacion.

Debido a la dificultad anteriormente mencionada para la obtencién de controles
positivos, decidimos generar productos de PCR de una longitud suficiente para servir
como moldes de amplificacion en cualquiera de las metodologias descriptas. Es por
ello que decidimos obtener amplicones de 1111 pb, mediante el protocolo de Vazquez
y cols. (2011) detallado en 3.3.b (primer round). Este fragmento comprende las
regiones amplificables de las PCR que se abordaron en ese proyecto (ver figura 4). Si
bien estos productos no son los controles positivos ideales ya que no sirven como
controles de extraccidon ni retrotranscripcidn, si permiten validar el proceso de
amplificacién. La obtencion de gran cantidad de este producto nos permitird contar
con controles de amplificacién en el futuro.

3.8.a. RT-PCR Vazquez y cols. 2011

Se procedié en una primera instancia a la amplificacién y purificacién (utilizando un kit
comercial PCR Purification Kit de Invitrogen) de una regién de 1111 pb previamente
amplificada mediante el protocolo de Vazquez y cols. (2011). Esta amplificacién se
llevé a cabo con muestras de ADNc de las cepas NG-C (DENV-2) y H-87 (DENV-3). Como
se comenté anteriormente, estos controles fueron proporcionados por el LF-FIOCRUZ,
Rio de Janeiro, Brasil.
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3.8.b. Purificacion de los productos amplificados

Dado que se obtuvo una banda mas fuerte del producto de amplificacion de H-87
(DENV-3), se realizé la purificacién del gel de agarosa de este producto obtenido en
este primer round de PCR mediante el kit PCR Purification Kit de Invitrogen, segun las
instrucciones suministradas por el fabricante.

3.8.c. Clonacidn y transformacion.

Se ligd el purificado obtenido de esta PCR en un vector pGEM®-T Easy (Promega)
realizando la siguiente mix: 5 pL de buffer de ligacion 2x; 1 uL del vector pGEM®-T Easy
(50ng/uL); 1 uL de DNA Ligasa T4 (3U/uL); y 3 pL del producto de purificado. La mix se
incubd a 4°C overnight.

Se transformaron células Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue por shock térmico. Esta cepa
de E. coli presenta delecion del operdon Lac y un episoma con el Gen Lac Z cuyo
producto es la b-Galactosidasa. Se produce b-Galactosidasa cuando la informacién
faltante en el episoma es provista por el plasmido. Se procedié a agregar 5 uL del
producto de ligacion a un tubo conteniendo 50 pL de la células E. coli
quimiocompetentes, incubdndose en hielo por 20 min. Posteriormente se realizé el
shock térmico por 1 min a 42°C. Inmediatamente se adicionaron 500 pL de medio LBy
se incubd a 37° por 1 hora con agitacidn a 220 revoluciones por minuto (rpm).

Las células XL1 transformantes fueron plaqueadas, en condiciones asépticas, en placas
de LB-agar con ampicilina (100 ug/mL). Estas placas fueron previamente preparadas
con 40 pL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dgalactopirandsido) 20 ng/uLy 7 uL de
IPTG (isopropil B-tiogalactopirandsido) 1M. El X-Gal da un color azul cuando es
hidrolizado por la B-Galactosidasa, mientras que el IPTG es un inductor de Lac Z. Se
sembraron, en primer lugar, 150 uL de las células transformantes en cada placa. Las
células restantes se centrifugaron a maxima velocidad por 30 seg, descartandose el
sobrenadante. El pellet celular fue resuspendido en 150 pL de LB y posteriormente
plagueado en las placas LB-amplicilina. Una vez culminado el proceso se dejaron las
placas en estufa a 37 °C durante toda la noche.

Se realizd la seleccién de colonias blancas que contenian el inserto de interés. Para
esto se prepararon tubos con 4 uL de LB y se adicioné 1 pL de ampicilina. Se picaron
cuatro colonias blancas, introduciendo el tip en el tubo de crecimiento
correspondiente e incubandose a 37°C con agitacion a 220 rpm durante 18 horas.

3.8.d. Minipreps por lisis alcalina.

Una vez pasadas las 16 horas, se procedié a tomar 2 mL del cultivo y se centrifugd a
12000 rpm por 3 min, descartdndose el sobrenadante, para proceder a la extraccion
del plasmido por lisis alcalina.
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El precipitado se resuspendié en 100 plL de solucidn fria | conteniendo: glucosa 50mM,
25mM de Tris-Cl (pH=8) y 10nM de EDTA (pH=8). A cada tubo se le adicioné 200 uL de
solucién fresca Il conteniendo: 0,2N de NaOH y SDS al 1% (peso/volumen). Se incubd
en hielo por 5 min y se adiciond 150 pL de solucion Il conteniendo: 60 mL de acetato
de potasio 5M, 11,5 mL de acido acético glacial y 28,5mL de H,0O bidestilada y
deionizada. Se incubd en hielo por 5 min y luego se centrifugd a maxima velocidad por
8 min, descartandose el precipitado. Al sobrenadante (conteniendo el ADN plasmidico)
se le adicionaron 800 uL de EtOH 100% y se centrifugé a maxima velocidad por 5 min a
4 °C. El precipitado resultante se lavd con 1mL de EtOH 70% y se centrifugd a maxima
velocidad por 2 min a 4 °C. Se removié el sobrenadante y se dejo secar el precipitado,
que fue luego resuspendido en 50 pL de H,0 bidestilada y deionizada con 1 uL de la
enzima ARNasa (10 mg/mL). Se incubd por 10 min a 65°C.

3.8.e. Verificacion de la presencia del inserto por digestion con EcoRI.

Se procedid a la digestidon de las cuatro minipreps para liberar el inserto de interés del
Vector pGEM®-T Easy utilizando la enzima EcoRI. A 10 uL de ADN de cada miniprep se
le adicionaron 2 uL de Buffer 10x de la enzima EcoRlI, 10 unidades de EcoRl y 7 uL de
H,O bidestilada y deionizada. Esto se incubé por 2 horas a 37°C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Revision bibliogriafica.

A fin de conocer los diferentes protocolos moleculares reportados para la deteccién e
identificacion de virus pertenecientes al género Flavivirus, se investigaron diversas
metodologias de diagndstico molecular reportadas en la base de datos bibliografica
(Pubmed) y se evaluaron las que resultaban ser mas apropiadas para los objetivos
planteados.

Se valoraron especialmente que las técnicas no requirieran aislamiento en cultivo
celular dado que en Uruguay no nos es posible llevar a cabo este tipo de metodologias
para virus exoéticos. Asimismo, este abordaje resulta inconveniente cuando un
diagnodstico temprano es necesario debido al tiempo que insume.

Se consideraron 3 articulos cientificos que se ajustaban a nuestros requerimientos:

1 Ayers y cols., 2006: describe una PCR a tiempo final con los primers Flavil y
Flavi2 que amplifican una regién de aproximadamente 860 pb de la regidn gendmica
que codifica para la NS5.

2 Scaramozzino y cols., 2000: describe una Heminested-PCR con los primers
MAMD, cFD2 y FS778 que amplifican una region final de 214 pb de la regiéon gendmica
gue codifica para la NS5.

3 Vazquez y cols., 2011: describe una Nested-PCR con los primers 1NS5F,
1NS5Re, 2NS5F y 2NS5Re que amplifican una regién final de 1019 pb de la regién
gendmica que codifica para la NS5.

Estas técnicas de PCR (detalladas en materiales y métodos) son efectivas para detectar
diversos Flavivirus, haciendo hincapié particularmente en los de mayor importancia
para la salud humana (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, JEV, SLEV, TBEV, WNV y
YFV).

4.2. Evaluacion y optimizacion de protocolos mediante analisis
bioinformaticos.

4.2.a. Evaluacion de primers.

Con el objetivo de evaluaron in silico la especificidad de los primers reportados por
cada metodologia considerada (Ayers y cols., 2006; Scaramozzino y cols., 2000;
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Vazquez y cols., 2011), se generd un dataset de secuencias nucleotidicas de diversos
Flavivirus. Para ello se descargaron secuencias correspondientes al gen NS5 completo
de 49 miembros del género Flavivirus (Tabla 1). Los primers de cada protocolo fueron
alineados con este dataset inicial, que luego fue procesado de acuerdo a las longitudes
amplificables por cada metodologia, obteniéndose 3 nuevos conjuntos de datos: de
1019 pb (Vazquez y cols., 2011), 863 pb (Ayers y cols., 2006) y 214 pb (Scaramozzino y
cols., 2000).

A partir de este analisis se desprendié que la identidad del primer FS778 (5’- AAR GGH
AGY MCD GCH ATH TGG T- 3’), reportado por Scaramozzino y cols. (2000), presenta
una base que no se corresponde con ningln Flavivirus considerado. Mas
especificamente, presenta una Citosina en la undécima posicidn (indicada en negrita 'y
cursiva) que corresponde al sitio 68 de la NS5, en el cual el 100% de las secuencias
analizadas presentan una Guanina. Se dedujo que pudo haber un error a la hora de
reportar este primer por lo que solicitamos su sintesis sustituyendo esta C por una S
(nucledtido degenerado C/G) con el fin de mejorar la eficiencia de amplificacién. El
resto de los primers utilizados a lo largo de esta tesis se corresponde con los
reportados en los articulos mencionados (ver tabla 2).

4.2.b. Mapeo de maxima verosimilitud.

Con el objetivo de evaluar la sefial filogenética contenida en cada set de datos, se
sometieron los 4 alineamientos diferentes (NS5 completa y regiones parciales
amplificables) a un analisis de mapeo de maxima verosimilitud (likelihood mapping).
Los resultados se resumen en la figura 5.
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95,4% 90,2%

Figura 5: Mapeo de verosimilitudes. Se observan los resultados obtenidos al analizar los alineamientos
del gen NS5 completo (A), y de regiones parciales amplificables por los diferentes protocolos: (B) 1019
pb (Vazquez y cols., 2011); (C) 863 pb (Ayers y cols., 2006); (D) 214 pb (Scaramozzino y cols., 2000). En
cada caso se indican dos triangulos correspondientes al patron de distribucidn (izquierda) y al resumen
de porcentajes obtenidos (derecha). El porcentaje de arboles bien resueltos se aprecia en los vértices de
los tridngulos, en comparacién con las topologias no resueltas (centro) y parcialmente resueltas
(aristas). Asimismo, se indica el porcentaje total de arboles bien resueltos para cada caso (debajo).

Se observa una variacion en el porcentaje de arboles bien resueltos de acuerdo al
dataset considerado, con valores de 98,9% (gen NS5 completo; 2772 pb), 96,9% (1019
pb), 95,4% (863 pb) y 90,2% (214 pb) (Figuras 5A, 5B, 5C y 5D, respectivamente).
Asimismo, el porcentaje de arboles sin resolver aumenta a medida que la informacion
filogenética disminuye, como lo indican los valores obtenidos: 0,3% (5A); 0,9% (5B);
1,7% (5C) y 4,1% (5D).

Este analisis permitio evaluar la robustez de cada regién genética considerada, para la
realizacion de analisis con vistas a investigar las relaciones filogenéticas entre distintos
miembros del género Flavivirus. Como es légico, a medida que se disminuye la longitud
del alineamiento, también lo hace la sefial filogenética. Esto se aprecia al observar una
reduccion del porcentaje de topologias bien resueltas, asociada a una disminuciéon de
la longitud del alineamiento. Sin embargo, a partir de este andlisis podemos
interpretar que todos los alineamientos tienen un fuerte apoyo estadistico para
realizar inferencias filogenéticas debido a que el porcentaje de arboles bien resueltos
supera el 90% en todos los casos.
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4.2.c. Analisis Filogenéticos.

Con el fin de investigar las relaciones filogenéticas existentes entre los miembros del
género Flavivirus, se realizaron analisis filogenéticos a partir de los alineamientos
correspondientes tanto al gen NS5 completo, como a las regiones amplificables por
cada protocolo descripto. En todos los casos, se evalué el modelo evolutivo que mejor
se ajustaba a los datos de secuencias, para realizar arboles filogenéticos de ML (Figura
6). El modelo de sustitucién nucleotidica 6ptimo resultd ser en todos los casos GTR
(General Time Reversible) + gama (I) + sitios invariables (1), exceptuando el dataset que
contempla regiones amplificadas por Scaramozzino y cols., (2000) que se ajusta mejor
por el modelo Tamura Nei (TN) + gama + |.

Los resultados se resumen en la figura 6 e indican que los distintos Flavivirus se
agrupan en clados genéticos claramente separados de acuerdo al vector que lo
transmite o a su complejo antigénico. Se distingue un clado evolutivamente distante al
resto (en negro) que estd integrado por especies que infectan Unicamente mosquitos,
con hospederos vertebrados desconocidos hasta el momento (AEFV, CFAV, CFV, KRV,
PCV y QBV).

Asimismo, los Flavivirus que no poseen un vector conocido hasta el momento (APOIV,
MMLV, MODV y RBV), se encuentran estrechamente relacionados formando un clado
Unico en todos los casos (en gris). También se pueden observar agrupados todos los
Flavivirus que son transmitidos por garrapatas (en rojo), distinguiéndose en dos
subclados las especies que infectan a aves (MEAV, SREV y TYUV) de las que tienen
hospederos mamiferos (GGEV, GGYV, KSIV, KYDV, LGTV, LIV, OHFV, POWV, RFV, SSEV y
TBEV). Entre ambos subclados se ubica un virus que infecta mamiferos (KADV), pero
gue de acuerdo a dos de las regiones parciales analizadas (figuras 6B y 6C) aparenta
tener una relacion genética mas estrecha con los virus aviares.

Por otra parte, todos los virus transmitidos por mosquitos a vertebrados se encuentran
agrupados de acuerdo a los determinantes antigénicos que comparten. Se distinguen
en complejos antigénicos denominados: Dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4);
Fiebre amarilla (BANV, BOUV, EHV, JUGV, SABV, SEPV, UGSV, WESSV y YFV); Encefalitis
Japonesa (ALFV, JEV, KOUV, MVEV, SLEV, UV, WNV y YAOV); y Ntaya (BAGV, DEDSV y
NTAV), indicados en verde, violeta, azul y mostaza, respectivamente.

Si bien se observa una pequefia diferencia entre el miembro KDAV en el arbol que
comprende la regién mas pequefia de la NS5 (214 pb) con los arboles de secuencias
parciales de mayor tamafio, se mantiene la tendencia de seguir agrupando con los
Flavivirus transmitidos por garrapatas. Por este motivo este cambio no se considera
significativo ya que la topologia general del arbol se conserva en los cuatro casos
analizados.
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Los resultados de estos analisis confirman la utilidad de las diferentes regiones
gendmicas consideradas para inferir relaciones filogenéticas. La topologia del arbol
filogenético generado con el alineamiento mas pequeiio (214 pb) es altamente similar
a la obtenida cuando se consideraron secuencias completas del gen NS5 (2772 pb).
Esto indica que las regiones parciales amplificables por las diferentes metodologias
investigadas, no sélo presentan una fuerte seial filogenética, sino que permiten
deducir relaciones filogenéticas finas (por ejemplo, diferenciar entre distintos
complejos antigénicos) con sensibilidad similar a la comparacion de secuencias del gen
NS5 completo. Esto permite afirmar las metodologias utilizadas en el marco de esta
tesis son apropiadas tanto para fines diagndsticos como para desarrollar analisis
taxondmicos.
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Figura 6: Arboles filogenéticos de maxima verosimilitud generados a partir del andlisis de los
diferentes datasets: (A) secuencias completas del gen NS5 (2772 pb), modelo evolutivo GTR + I + I;
regiones amplificables segun (B) Vazquez y cols., 2011 (1019 pb), modelo evolutivo GTR + T +1; (C) Ayers
y cols., 2006 (aproximadamente 860 pb), modelo evolutivo GTR + I + I; y (D) Scaramozzino y cols., 2000
(214 pb), modelo evolutivo TN + T + I. Todas las especies se agrupan segun sus complejos antigénicos y/o
vector de transmisidn segun se indica a continuaciéon: Complejo antigénico Fiebre Amarilla (Violeta);
Complejo antigénico Dengue (Verde); Complejo antigénico Ntaya (Mostaza); Complejo antigénico
Encefalitis Japonesa (Azul); Flavivirus con vector garrapata (Rojo); Vector desconocido (Gris); Sin
hospedero vertebrado conocido (Negro). Las barras de escala denotan distancia genética. Los valores de
bootstrap son superiores a 70% en todos los clados y no se indican con el fin mejorar la visualizacion de
los diferentes arboles.
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4.3. Puesta a punto de diferentes metodologias de RT-PCR para
la deteccion y clasificacion de virus pertenecientes al género
Flavivirus.

Con el propédsito de poder contar con metodologias sensibles para la deteccién e
identificacion de virus pertenecientes al género Flavivirus se realizaron las puestas a
punto en nuestro laboratorio de las metodologias moleculares seleccionadas luego de
una exhaustiva busqueda bibliografica y evaluacion a nivel filogenético.

Como mencionamos anteriormente, de acuerdo a este relevamiento, las metodologias
mas aptas para la deteccién por métodos moleculares de virus pertenecientes al
género Flavivirus fueron las descriptas por Ayers y cols., 2006; Scaramozzino y cols.,
2000; Vazquez y cols., 2011.

Para la puesta a punto de las técnicas seleccionadas se utilizaron como controles
positivos ADNc obtenidos a partir de RTs realizadas con primers aleatorios a partir de
muestras de ARN viral de los 4 serotipos de DENV: Cepas Hawaii (DENV-1), NG-C
(DENV-2), H-87 (DENV-3) y H-241 (DENV-4). Asimismo, en todos los casos, se
adicionaron los controles negativos correspondientes.

4.3.a. Puesta a punto de la metodologia a tiempo final descripta
por Ayers y cols., 2006.

Se realizd la puesta a punto de esta PCR para la region NS5 descrita por Ayers y cols.
(2006). Mediante esta metodologia se amplifica una region parcial del gen NS5 de
tamafio variable: 854 pb (DENV-1 y DENV-2); 857 pb (DENV-3 y DENV-4); y 863 pb
(YEV, WNV, JEV y SLEV).

En la figura 7 se visualiza el gel de electroforesis en el que se corrieron los productos
de PCR obtenidos a partir de esta técnica. Se aprecian bandas en los carriles 2, 3,4y 5
correspondientes a DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, respectivamente. La altura de
las bandas fue la esperada que se corresponde con un peso molecular de
aproximadamente 860 pb.
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Figura 7: Gel de agarosa al 1,2% de los productos de PCR obtenidos a partir de la puesta a punto
del protocolo de Ayers y cols. (2006). Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2, 3,
4 y 5: productos de PCR de cepas prototipo de DENV-1, 2, 3 y 4, respectivamente; carril 6: Control
negativo.

Asimismo no se observa banda en el carril correspondiente al control negativo.

Los resultados obtenidos nos indican la exitosa puesta a punto en nuestro laboratorio
del protocolo descrito por Ayers y cols. (2006) para la amplificacion de una regién
interna del gen que codifica para la NS5 mediante RT-PCR.

4.3.b. Puesta a punto de la Nested-PCR descripta por Vazquez y
cols., 2011.

Para la puesta a punto de esta PCR se utilizd un juego de primers que amplifica una
region interna de la NS5 de diversos Flavivirus: 1111 pb en el primer round y 1019 pb
en el segundo round (ver tabla 2). Se llevé a cabo el primer round de PCR con los
primers 1NS5F y 1NS5Re. Utilizando 1 pL de cada uno de los productos de este primer
round como muestra, se procedid a realizar el segundo round de PCR con los primers
2NS5F y 2NS5Re. Los productos de este segundo round se visualizaron en un gel de
agarosa al 1,2%.

En la figura 8 se pueden observar los resultados obtenidos luego de la segunda ronda
de amplificacion. Como se puede apreciar se obtuvieron bandas de 1019 pb en los
carriles 3, 4 y 5 correspondientes a DENV-2, DENV-3 y DENV-4, respectivamente, no asi
en el carril 2 (correspondiente a DENV-1).
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Figura 8: Gel de agarosa al 1,2% de los productos de PCR amplificados mediante el protocolo de
Vazquez y cols. (2011). Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2, 3, 4 y 5:
Productos de PCR de cepas prototipo de DENV-1, 2, 3 y 4, respectivamente; carril 6: Control
negativo.

Para corroborar el correcto apareamiento de los primers utilizados con la cepa
prototipo de DENV-1 (Hawaii), se alinearon sus secuencias nucleotidicas mediante el
programa MEGA 5. El alineamiento indicé que los primers se aparean correctamente
por lo que descartamos la posibilidad de que estos primers no fueran especificos para
este serotipo. Por consiguiente, los resultados de este ensayo podrian explicarse por
una menor concentracién del control DENV-1 con respecto al resto de los controles, lo
que dificulta la amplificacion de un fragmento superior a 1000 pb. Asimismo, no
podemos descartar que haya habido un error en la manipulacion.

Por otra parte, no se observd banda en el carril correspondiente al control negativo,
por lo cual se puede afirmar que no hubo contaminacién en el ensayo de PCR.

Los resultados obtenidos nos indican la exitosa puesta a punto en nuestro laboratorio
del protocolo descrito por Vazquez y cols. (2006) para la amplificacion de una regién
interna del gen que codifica para la NS5 mediante RT-Nested-PCR.

4.3.c. Puesta a punto de la Heminested-PCR para la region que
codifica para la NS5 descripta por Scaramozzino y cols., 2000.

Se realizé la puesta a punto de la Heminested-PCR para la regidon parcial de NS5
descrita por Scaramozzino y cols. (2000). Se utilizé un juego de primers que amplifica
un fragmento de 262 pb luego de una primera ronda de amplificacién y 214 pb luego
de la segunda ronda de amplificacidn (ver tabla 2).

37



En la figura 9 se pueden observar los resultados obtenidos luego de la segunda ronda
de amplificacién. Como se puede apreciar se obtuvieron bandas de 214 pb en los
carriles 2, 3, 4 y 5 correspondientes a DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4,
respectivamente.

A diferencia de la Nested-PCR realizada, utilizando este protocolo fue posible
amplificar los 4 serotipos. Esto puede deberse a la diferencia entre los tamafios de los
amplicones que se obtienen mediante ambas técnicas (1019 vs 214 pb). En el carril
correspondiente al control negativo no se observé banda lo cual confirma que no hubo
contaminacién en el ensayo de PCR.

MPM  ADNC  ADNc  ADNc  ADNC  ADNC
100ph D1 D2 D3 D2 C-

-

Figura 9: Gel de agarosa al 1,2% de los productos de PCR amplificados mediante el protocolo de
Scaramozzino y cols. (2000). Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2, 3, 4y 5:
Productos de PCR de cepas prototipo de DENV-1, 2, 3 y 4, respectivamente; carril 6: Control
negativo.

Los resultados obtenidos sugieren una mayor sensibilidad de esta ultima metodologia
con respecto a la propuesta por Vazquez y cols. (2011). En particular, la mayoria de las
técnicas de diagndstico para Flavivirus requieren del aislamiento en cultivo celular
debido a la baja carga viral que contienen, sumado a que la fase virémica en este tipo
de infecciones es baja (por ejemplo, 3-5 dias para DENV). En base a ello, consideramos
gue dentro de las PCR a tiempo final evaluadas, las técnica de Heminested-PCR
descrita por Scaramozzino y cols. (2000), asi como la PCR descrita por Ayers y cols.
(2006) son las mas sensibles y por lo tanto las mas apropiadas para llevar a cabo el
diagndstico en muestras clinicas.
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4.3.d.i. Puesta a punto de una gPCR llevada a cabo modificando el
protocolo descripto por Scaramozzino y cols., 2000.

A modo de contar con un ensayo molecular mds sensible, mas rapido y potencialmente
cuantitativo, que los mencionados anteriormente, se procedid a la puesta a punto de
una gPCR mediante la adaptacién del protocolo a de Scaramozzino y cols. (2000).

La importancia en el desarrollo de una gPCR radica en que permite mejorar la relacién
costo-beneficio con respecto a la Heminested-PCR dado que se utiliza un solo juego de
primers y se basa en un Unico round de amplificacidn. Este hecho no sélo disminuye los
riesgos de contaminacién, sino que permite una mayor sensibilidad y rapidez que una
PCR a tiempo final. En base a todas las ventajas mencionadas anteriormente,
consideramos esta metodologia como la mds apropiada para ser transferible a un
laboratorio de diagndstico clinico.

Para la puesta a punto de esta metodologia se utilizé el juego externo de primers
(MAMD-cFD2) que amplifican una region de la NS5 de 262 pb, asi como el juego de
primers (FS778 y cFD2) que amplifican una region de la NS5 de 214 pb (ver figura 4). Se
utilizaron los ADNc derivados de las cepas prototipo de los 4 serotipos de DENV como
controles de amplificacion. Los resultados indicaron una mayor eficiencia de la qPCR
para el juego de primers MAMD-cFD2.

Como se muestra en la figura 10, se logré la amplificacion de los 4 serotipos de DENV.
Los amplicones obtenidos fueron posteriormente separados electroforéticamente en
un gel de agarosa al 1,2% (ver figura 11). En el gel se pueden observar bandas intensas
y bien definidas para los cuatro serotipos, a diferencia del carril correspondiente al
control negativo donde no se observé producto amplificado.

D1 MaMD
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Figura 10: qPCR con protocolo adaptado de Scaramozzino y cols. (2000) para los diferentes serotipos
de DENV. Se observan en los colores rojo, verde, azul y violeta los productos amplificados de DENV-1, 2,
3y 4, respectivamente; en color rosado se visualiza el control negativo.
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Figura 11: Gel de agarosa al 1,2% de los productos amplificados mediante la real time PCR. Carril
1: Marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2, 3, 4 y 5: Productos de Real time PCR de cepas
prototipo de DENV-1, 2, 3y 4; carril 6: Control negativo.

En la figura 12 podemos apreciar las curvas de melting correspondientes a las 4
muestras analizadas.

D1 MAMD

DZMAMD

ﬂ 65 n 75 2 8 9% 9%
deg.

Figura 12: Curva de Melting de qPCR con protocolo adaptado de Scaramozzino y cols. (2000). En la
figura se observan los resultados con los primers MAMD y cFD2 que amplifican una regién de 262
pb. Se visualizan las curvas de melting de DENV-1, 2, 3y 4 en los colores rojo, verde, azul y violeta,
respectivamente.

Los resultados nos permiten concluir que se realizd una exitosa puesta a punto de una
gPCR para la deteccién e identificacién de virus pertenecientes al género Flavivirus.
Esta metodologia constituye una herramienta rapida, sensible, potencialmente
cuantitativa y de facil implementacién en laboratorios de diagndstico clinico cuya
utilizacidn permitiria la deteccion de diferentes Flavivirus en muestras clinicas, aunque
la carga viral de éstas sea baja.
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4.3.d.ii. Ensayo de sensibilidad de la gPCR.

Con el fin de determinar la sensibilidad del ensayo de la qPCR y poder evaluar dicha
sensibilidad en comparacion con la sensibilidad de la Heminested-PCR descrita
anteriormente, se procedié a realizar una dilucién seriada de los ARN de DENV-3
provenientes del LF-FIOCRUZ (Cepa H-87). Se realizaron diluciones seriadas al décimo
hasta la dilucion 1/100000. Posteriormente se realizd una RT de cada una de las
diluciones y se procedid al realizar tanto el ensayo de gPCR descripto en el punto
anterior, como el ensayo de Heminested-PCR descrito en el punto 3.5.c.

En la figura 13 se observan los resultados obtenidos de la amplificacién de las
diferentes diluciones mediante qPCR. Como se puede observar, se necesita un mayor
numero de ciclos para lograr la amplificacién a medida que aumenta el grado de
diluciéon. La muestra pura de DENV-3 presentaba una concentracion de 9,4 pg/mLy al
diluirla cien mil veces, se sigue evidenciando su amplificacién.

Fluorescence

B 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Figura 13: qPCR de diluciones seriadas de DENV-3. Se observa en color rojo el producto amplificado de
DENV-3 puro; en los colores verde, azul, violeta, rosado y bordeaux se observan los productos
amplificados de las diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, respectivamente.

A fin de comparar la sensibilidad de la qPCR con respecto a una PCR a tiempo final, se
realizd en paralelo la Heminested-PCR descrita en 3.5.c., utilizando las mismas
diluciones seriadas de los ARN de DENV-3 provenientes del LF-FIOCRUZ (Cepa H-87),
hasta la diluciéon 1 en 100000, con su posterior retrotranscripcion.

Al correr los productos amplificados mediante ambas técnicas en un gel de agarosa al
1,2% se observa en ambos casos una clara disminucion de las bandas con cada
dilucién. Ademas, se evidencia producto amplificado en la diluciéon de 1 en 100000 en
ambos casos, lo que permite concluir que ambas técnicas amplifican con un alto grado
de sensibilidad.
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4.4. Analisis de muestras provenientes de pacientes con
sintomas clinicos compatibles con infecciones por Flavivirus.

Se procedid al analisis de 24 muestras de pacientes con sintomas clinicos asociados a
una infeccion por DENV. Se realizé la extraccion del ARN viral de las diferentes
muestras de suero y se procedié a la retrotranscripcion de las mismas, para su
posterior amplificacion mediante Heminested-PCR.

Los resultados no mostraron seiial positiva en ninguna de las muestras analizadas.
Cabe destacar que los métodos diagndsticos directos, como es el caso de las PCR,
Unicamente detectan al virus en los primeros 3-5 dias post apariciéon de signos.
Asimismo, los protocolos de diagndstico para Flavivirus estipulan la obtencién de la
muestra en la fase aguda (primeros 5 dias), asi como el aislamiento por cultivo celular
del agente viral en células C6/36. Este ultimo paso no puede llevarse a cabo en nuestro
pais debido a la ausencia del DENV.

En la figura 14 se muestra el resultado (a modo representativo) de algunas de las
muestras analizadas.

Figura 14: Gel de agarosa al 1,2% de los productos amplificados mediante la heminested PCR.
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb; carriles 2, 3, 4, 5y 6: Productos de amplificacién de
cinco de las muestras analizadas; carril 7: control negativo; carril 8: control positivo de DENV-2.

No se aprecia amplificacion de ninguna de las muestras analizadas. Vale destacar,
como se comentd anteriormente, que estas muestras resultaron ser negativas
mediante una metodologia de PCR especifica para DENV (protocolo de Lanciotti y cols.,
1992) en analisis previos realizados en el LVM.

Los resultados de este andlisis nos permiten confirmar que las muestras analizadas no
presentan carga viral detectable para ningln Flavivirus. De todas formas, dado que se
desconoce el periodo de toma de muestras, no se puede confirmar la negatividad de la
infeccion de estos pacientes por algun Flavivirus, ya que este muestreo pudo darse en
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la fase convaleciente. En consecuencia, no se pudo determinar el agente etioldgico
responsable de este brote.

4.5. Obtencion de controles de amplificacion.

Con el fin de obtener controles positivos para utilizar en futuros ensayos de las
metodologias previamente puestas a punto se procedié en una primera instancia a la
amplificacién y purificaciéon (utilizando un kit comercial PCR Purification Kit de
Invitrogen) de una regién de 1111 pb previamente amplificada mediante el protocolo
de Vazquez y cols. (2011).

El producto de PCR de DENV-3 proveniente del LF-FIOCRUZ: Cepa H-87 fue purificado
(ver figura 15), clonado y transformado en células quimiocompetentes E. coli (XL1-
Blue).

Figura 15: Gel de agarosa al 1,2% del producto purificado de DENV-3 (Vazquez y cols., 2011).
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100pb; carril 2: Purificado de DENV-3.

En el proceso de transformacién y posterior al plagueo se obtuvieron cuatro colonias
blancas que fueron crecidas posteriormente por 16 hrs en LB-ampi. A partir de estos
minicultivos se realizo la extraccion de plasmidos, que fueron corridos posteriormente
en gel de agarosa (ver figura 16). En los carriles 1, 2 y 3 se pueden observar tres de los
cuatro plasmidos extraidos mientras que en los carriles 4 a 7 se visualizan las
digestiones de las cuatro minipreps donde se evidencia la desaparicién de Ia
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conformacion superenrollada con presencia de ADN plasmidico, pero no se observa en
ninguna de las muestras la escision del inserto de interés. Se procedio a confirmar la
presencia del inserto mediante PCR (segundo round de Vazquez), lo que arrojo
resultados negativos por lo que se presume que el producto de interés no fue ligado.

Mini 1 Mini 2 Mini 3 Digl Dig 2 Dig3 Dig 4 MPM 1Kb
. [S—

R

e A—

s 3 -

Figura 16: Gel de agarosa al 1,2% de productos de minipreps caseras. Carriles 1, 2 y 3: minipreps
de colonias 1, 2 y 3, respectivamente; carriles 4, 5, 6 y 7: digestiones de minipreps de colonias 1, 2,
3y 4, respectivamente; carril 8: Marcador de peso molecular de 1 kb.

Las bacterias que no presentan el fragmento de interés son capaces de hidrolizar el X-
Gal presente en el agar del medio y las colonias se visualizan de color azul. Las
bacterias que han sido transformadas, es decir, que presentan el fragmento, no
pueden procesar el X-Gal y permanecen con su coloracién blanca natural. Dado que las
colonias picadas para la preparacién de las minipreps fueron blancas, se presume que
el X-Gal no funcioné de manera adecuada.
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1)
2)
3)
4)

6. CONCLUSIONES

Se logré la puesta a punto de técnicas de PCR que tienen sensibilidad suficiente
para la deteccién de fragmentos gendmicos que permiten la identificacidon de
virus pertenecientes al género Flavivirus a partir de muestras clinicas, sin el
requerimiento del aislamiento viral en cultivo celular:

Una PCR a tiempo final que amplifica una regién de 860 pb de la NS5.

Una Nested-PCR que amplifica una region de 1019 pb de la NS5.

Una Heminested-PCR que amplifica una regién de 214 pb de la NS5.

Una PCR a tiempo real que amplifica una region de 262 pb de la NS5.

Se confirmd la utilidad de las diferentes regiones amplificables por estas
metodologias para desarrollar anadlisis filogenéticos que permiten distinguir el

tipo de vector y el grupo antigénico de Flavivirus.

Se analizaron 24 muestras de suero de pacientes con sintomatologia
compatible con infecciones por Flavivirus, observandose resultados negativos

para todos los casos.

Logré aprender a manejarme en un laboratorio de manera independiente y

responsable, asi como también aprendi a plasmar en palabras escritas todo el

conocimiento adquirido durante este tiempo.
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7. PERSPECTIVAS

v" Andlisis de 50 liquidos cefalorraquideos (LCR) de pacientes con encefalitis o
meningitis de supuesta etiologia viral, que fueron diagnosticados negativos
para Enterovirus y Herpesvirus. Estas muestras fueron cedidas por la Asociacion
Espafiola Primera de Socorros Mutuos (AEPSM), en el marco del Proyecto
Alianzas para la Innovacidon, denominado "Diagndstico molecular de virosis
emergentes de gran impacto en salud publica”, que vinculd a nuestro
laboratorio con el Laboratorio de Virologia Molecular de la Regional Norte en
Salto, y la AEPSM.

v Poder llevar a cabo la transferencia de la PCR a tiempo real al sector salud para

que pueda ser utilizada como una herramienta rdpida, sensible y
potencialmente cuantitativa en laboratorios de diagndstico clinico.
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