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RESUMEN

Existe evidencia de la presencia del Virus del oeste del Nilo (VON) en aves, cocodrilos,
mosquitos y humanos en México. Los escasos reportes de humanos infectados por el VON en
México son dificiles de explicar debido a que en EUA se han reportado una gran cantidad de
casos en humanos y a que existe evidencia de que en México el VON se encuentra ampliamente
distribuido en animales. El objetivo de este estudio fue el de evaluar la presencia del VON en
humanos del Noreste de México empleando métodos seroldgicos y moleculares. Se analizaron
muestras de suero y liquido cefalorraquideo para identificar anticuerpos de los tipos IgG e IgM
anti-VON vy anti-Virus del Dengue (VD) por medio de ELISA. Se realizaron pruebas de PNRP
para la deteccion de anticuerpos neutralizantes. También se realizaron pruebas de RT-PCR
anidado y PCR en tiempo real para identificar el genoma del VON. Se incluyeron un total de
1,432 sujetos (588 pacientes con enfermedad febril, 44 pacientes con encefalitis y 800 donadores
de sangre). Todos los sujetos analizados fueron negativos para la deteccion del genoma viral por
medio de las pruebas moleculares. No se detectd ninglin sujeto positivo para anticuerpos del tipo
IgM anti-VON. Se analizaron 425 muestras para la deteccion de anticuerpos del tipo IgG anti-
VON vy la prevalencia de anticuerpos IgG-VON en pacientes febriles, pacientes con encefalitis y
donadores de sangre fue de 51%, 33% y 50% respectivamente. Se analizaron 147 muestras
positivas para anticuerpos IgG anti-VON por medio de la prueba de PNRP y se identificaron 6
sujetos positivos para anticuerpos neutralizantes anti- VON, los cuales no tenian historia de haber
viajado en los ultimos 12 meses. Se identificaron 65 sujetos con anticuerpos neutralizantes contar
el VD y 24 fueron positivos para el VD serotipo 2. Este trabajo pemitié esclarecer algunas de la
hipotesis para explicar el comportamiento del VON en nuestro pais. La alta incidencia de
anticuerpos contra el VD en la poblacion estudiada nos permite sugerir que en el noreste del pais
la infeccion por el VON es menos severa que en otras poblaciones debido a que los anticuerpos

del VD limitan la infeccidon con el VON en esta region.

xi



ABSTRACT

Several reports demonstrated evidence of West Nile Virus (WNV) infection in birds, crocodiles,
mosquitoes and a human case in México. The fact that there are few human WNV cases reported
in Mexico is difficult to explain because of the large number of human cases reported in the
United States and the available evidence that WNV is widely distributed in animals in Mexico.
The aim of this study was to evaluate using serologic and molecular approaches the presence of
WNV in northeast Mexico in different groups of patients and healthy subjects.

Serum and cerebrospinal liquid samples were analyzed to identify Anti-WNV IgM Abs, Anti-
WNV IgG Abs, Anti-DENV IgM Abs and Anti-DENV IgG Abs by ELISA. We also performed
real time RT-PCR to detect WNV genome and the detection of neutralizing antibodies by PRNT.
The study cohort consisted of 1432 individuals (588 febrile patients, 44 encephalitic patients and
800 asymptomatic blood donors). All subjects were negative for WNV IgM and real time PCR.
Sixty subjects were reactive for dengue virus (DENV) IgM (16 blood donors and 44 febrile
patients). A subset (n = 425) of individuals was also screened by ELISA for flavivirus IgG. The
prevalence of flavivirus IgG in febrile patients, encephalitic patients and blood donors ranged
from 33-51%. A subset (n = 147) of sera reactive for flavivirus IgG was further tested by plaque
reduction neutralization test. Six individuals with no history of travel during the preceding 12
months were seropositive for WNV. Another 65 individuals were seropositive for DENV1 and 24
were seropositive for DENV2. This work provides important evidence to clarify some of the
hypotheses to explain the behavior of WNV in our country. The high incidence of DENV
antibodies in the studied groups allowed us to suggest that WNV infection in northeast Mexico is
less severe than in other populations because DENV antibodies limit WNV infection in this

region.
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ESTUDIO SEROLOGICO Y MOLECULAR DEL VIRUS DEL OESTE DEL
NILO EN SUJETOS DEL NORESTE DE MEXICO

I. INTRODUCCION
I.1 Antecedentes
El Virus del Oeste del Nilo (VON) fue aislado por primera vez en 1937 en la sangre de una mujer con
enfermedad febril en el Oeste del Nilo, en una provincia al Norte de Uganda (Smithburn, 1940; Hayes,
2001). En ésa época se identificd que el virus se transmitia de aves a humanos por medio de vectores y
se clasifico como un virus transmitido por vectores o arbovirus (Solomon et all, 2003). Aunque en ese
tiempo el VON no se asocid con enfermedad neurolédgica, se identificd que el virus estaba relacionado
antigénicamente con otros virus neurotropicos como el virus de la Encefalitis Japonesa y el virus de la
encefalitis de St Louis (VESL) (Hayes, 2001). Los primeros brotes de enfermedad febril (Fiebre del
virus del oeste del Nilo) se presentaron en Africa, Medio Oriente y Asia. Los primeros casos de
meningoencefalitis en humanos, adquirida de manera natural, se reportaron en Israel en 1957(Hayes,
2001).
A lo largo de la historia se han presentado casos esporadicos y brotes del VON en Africa, Medio
Oriente, Europa y Asia (Figura 1)(Jupp y Mclntosh, 1967; Mclntosh et all, 1969; Hayes, 2001).
Durante la década de 1960 a 1970 se reportaron casos de meningoencefalitis en equinos en Egipto y
Francia (Zak et all, 2005), ademas de casos en humanos en el Norte de Francia. Hasta antes de 1996 las
infecciones por el VON eran consideradas como enfermedades menores de humanos y equinos, que se
presentaban en brotes esporadicos y que no representaban un problema de salud publica (Dauphin et
all, 2004; Dauphin y Zientara, 2007). Desde los afios 90’s la epidemiologia del VON parece haber
cambiado, con un incremento en la frecuencia y severidad de los brotes, incluyendo la enfermedad en
areas urbanas (Gubler, 2007).
En Israel, en 1998, se reportaron 18 casos de encefalitis en caballos infectados por el VON. Ademas el
virus fue aislado de cerebros de aves y la secuencia fue analizada. En 1999 el VON fue aislado en
biopsias de cerebro de dos pacientes que fallecieron a causa de la infeccion en Israel, la secuencia
nucleotidica analizada fue casi idéntica a cepas analizadas en aves en 1998(Weinberger et all, 2001,

Dauphin et all, 2004).



En 1999 se reporto el primer brote de encefalitis por VON en humanos en América. Los primeros casos
en humanos se reportaron en la ciudad de Nueva York y coincidieron con brotes en cuervos y aves

exdticas (Solomon et all, 2003; Hayes et all, 2005a; Gubler, 2007).

Number of cases

500
250
50

B human cases
equine cases

Figura 1. Distribucion de las epidemias y epizooticas del VON en Europa y el Mediterraneo
desde 1994 al 2004. Se muestran los brotes del VON en humanos y equinos. El tamafio de los
semicirculos indica el nlimero de casos aproximados que se registrd en los brotes.

En Rusia, en 1999, se presentd un brote de encefalitis severa en la ciudad de Volgograd. Se analizaron
318 muestras de pacientes, de las cuales 183 (58%) fueron confirmadas por el laboratorio como
infecciones por VON. El cuadro clinico que presentd la mayoria de los pacientes fue severo y 40 de
ellos fallecieron a causa de la infeccion (Dauphin et all, 2004).

En Israel se presentd un nuevo brote en agosto del afio 2000 en donde se confirmaron 417 casos de
infeccion en humanos y 33 de ellos fallecieron a causa de la infeccion. La secuenciacion y el analisis
filogenético reveld la co-circulacion de dos variantes genéticas del virus, una de ellas estaba

estrechamente relacionada con la cepa aislada en Israel en 1998 y con la cepa de Nueva York aislada en



1999. La otra cepa se relacion6 con la cepa aislada en Rusia en 1999 (Weinberger et all, 2001; Dauphin
et all, 2004).

La llegada del VON al continente Americano en 1999 marcé la introduccion de un virus del viejo
mundo al Nuevo Mundo, la primera en la historia reciente. En los siguientes 9 afios el virus ha
presentado brotes anuales y se ha esparcido a lo largo de Estados Unidos (EU) y Canada, asi como el
Caribe y Latino América (Hayes et all, 2005b) (Dauphin et all, 2004; Hayes et all, 2005a). En México
existen reportes de aves, mamiferos y mosquitos infectados por el VON. El impacto en la salud humana
de esta infeccion emergente en nuestro pais aun se desconoce debido a los escasos estudios que existen

para identificar el virus en humanos.

1.2 Epidemiologia molecular

Los andlisis filogenéticos globales de las cepas del VON han evidencian la existencia 2 linajes
(1 y 2) que divergen en un 30% en su secuencia nucleotidica (Dauphin y Zientara, 2007). Las cepas del
linaje 1 se encuentran en Africa, Europa, Medio Oriente, India y América y se relacionan comunmente
con brotes de enfermedad humana y equina. Las cepas del linaje 2 se encuentran en Africa Sub Sahara
y Madagascar y se han relacionado solo con infecciones enzooéticas, hasta la fecha no se ha identificado
ninguna infeccion en humanos ocasionada por las cepas del linaje II del VON (Brinton, 2002; Dauphin
et all, 2004). Aun se desconocen las razones por las cuales las cepas del linaje 2 solo han sido aisladas
en Africa y Madagascar. (Dauphin et all, 2004).
Los datos epidemioldgicos y clinicos sugieren que un virus con mayor capacidad de virulencia y
potencial epidémico surgid en las epidemias de los anos 90s. Este virus posee caracteristicas que le han
permitido incrementar las cargas virales en los huéspedes susceptibles y asi tener ventajas para
diseminarse en el Mediterrdneo, Europa y el continente Americano (Gubler, 2007). El analisis de los
genomas virales aislados en las epidemias y epizodticas recientes muestra que las secuencias
nucleotidicas son muy similares (mas del 98% de homologia), lo que indica que todos los virus
pertenecen a un mismo grupo (clade) y poseen un ancestro comtn (Gubler, 2007)(Figura 2).
La primer cepa del VON secuenciada en EUA fue la cepa NY99, la cual fue aislada a partir de
muestras biologicas de un flamingo del zooldgico del Bronx. Los analisis filogenéticos de la secuencia
del virus indican que el virus que ingres6 a Nueva York provenia del Medio Oriente, muy
probablemente de Israel (Lanciotti et all, 1999; Giladi et all, 2001; Beasley, 2005)(Figura 2). El andlisis
de las cepas aisladas en la costa este de los EUA en el 2000 reveldo que las secuencias eran casi

idénticas a la cepa NY99. Después, en el 2001 se encontré que una variante genética habia sustituido a

3



la cepa NY99, a la nueva variante se le llamo cepa “Norte América”. La cepa Norte América difiere en
un 0.18% en su secuencia nucleotidica de la cepa NY99 y posee caracteristicas nucleotidicas y
aminoacidicas especificas (Granwehr et all, 2004). Otra de las variantes genéticas identificadas es la
cepa de la costa del sureste de Texas que difiere en un 0.27% de la cepa NY99 y un 0.55% de la cepa
Norte América (Davis et all, 2005; Davis et all, 2007; Snapinn et all, 2007). La variante Mexicana
encontrada en un cuervo en el 2002 difiere en un 0.45% con respecto a la cepa NY99 (Granwehr et all,
2004). El promedio de divergencia que la cepa mantiene es de 0.22% con respecto a la cepa NY99
(Estrada-Franco et all, 2003). Hasta la fecha no se tiene evidencia de cambios fenotipicos entre las
cepas aisladas en Norte América. Finalmente, aun se desconoce si la evolucion adaptativa que esta

teniendo el virus en el continente americano ha generado cepas mas o menos virulentas.
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Figura 2. Arbol filogenético del VON basado en la secuencia de la proteina estructural E. Los
virus que fueron aislados de las epidemias recientes se muestran con letras en color rojo, todos
pertenecen a un mismo grupo y poseen un ancestro comun.



1.3 Transmision y ciclo replicacion

El VON es transmitido principalmente por picaduras de mosquitos infectados que adquieren el virus al
alimentarse de aves infectadas (Hayes et all, 2005a). El virus es amplificado en los periodos en los que
el mosquito adulto se alimenta. Los mosquitos infectados transportan las particulas virales en sus
glandulas salivales e infectan especies de aves susceptibles (u otros huéspedes incidentales) mientras se
alimentan de su sangre (Dauphin et all, 2004) (Figura 3). Los mosquitos del género Culex son los mas
eficientes para esparcir y transmitir el virus de aves a humanos. Solo las especies de mosquitos que
replican el virus y que lo transportan a las glandulas salivales via hematégena son considerados
vectores competentes potenciales (Dauphin et all, 2004).

El VON se ha mantenido mundialmente en un ciclo enzodtico, transmitiéndose principalmente entre
aves hospederas y mosquitos vectores. La principal forma de perpetuacion del virus en un ambiente con
temperaturas adversas es la capacidad que tiene el mosquito adulto para transmitir al virus de manera
vertical. Ademas, el ciclo de transmision puede también reiniciarse via la reintroduccion del virus por
aves que migran en grupos en periodos de invierno o por grupos de aves residentes que transmiten el
virus a lo largo de todo el afio (Kramer et all, 2007).

Los humanos, caballos y otros mamiferos se consideran huéspedes incidentales debido a que no
producen viremias significativas y no contribuyen al ciclo de transmision. La transmision del VON a
humanos depende en gran medida de los periodos de exposicion de la poblacion a los mosquitos
(Hayes et all, 2005a). E1 VON se ha identificado en muchas especies de mamiferos como gatos, perros,
conejos, ardillas, cabras, murciélagos, entre otros (Dauphin et all, 2004; van der Meulen et all, 2005).
Ademés el VON se ha identificado en diferentes especies de reptiles, los cuales son capaces de
amplificar el virus, presentar viremias altas y en algunos casos manifestar enfermedad neuroldgica
severa (Klenk et all, 2004). Las viremias en los reptiles son de larga duracion y pueden mantenerla

durante el invierno, lo que permite la supervivencia del virus durante la temporada de frio (Dauphin et

all, 2004).



, Huéspedes Incidentales
. Humanos, caballos, gatos,

perros, ardillas, etc.

Huésped amplificador

Figura 3. Esquema del ciclo de transmisién del VON. En el ciclo de replicacion el virus se replica en
aves, mosquitos y huéspedes incidentales. Las aves son los huéspedes amplificadores y transmiten el
virus a los mosquitos. Los humanos, caballos y otros mamiferos son considerados huéspedes
incidentales o huéspedes finales que no amplifican el virus y por lo tanto no lo transmiten a otros
mosquitos.

Ademas del género Culex, el VON se ha identificado en 61 especies diferentes de mosquitos (Dauphin
et all, 2004)(Tabla 1). Es importante mencionar que aunque el VON se haya identificado en una gran
variedad de mosquitos, para que éstos sean considerados como vectores transmisores se requiere de
mas investigacion que incluya el estudio los siguientes factores:

a) ASOCIACION: Que exista un contacto del vector con el huésped en condiciones. Naturales

b) CONEXION ESPECIFICA: Que coincidan el huésped y el vector en tiempo y espacio.

c) CONSISTENCIA: Que el vector repetidamente porte el estado infectivo del patdgeno

(aislamiento del virus en mosquitos de campo, varias veces)
d) TRANSMISION: Habilidad de transferir el patogeno bajo condiciones controladas.
e) GRADIENTE BIOLOGICO: Analizar la densidad del vector y compararla con el niimero de

Ccasos.



Tabla 1. Especies de Mosquitos positivas para el VON en los EUA.

Aedes Aegypti
Aedes Japonicus
Aedes albopictus
Aedes cinereus
Aedesdes hyrcanus
Anopheles messeae
Anopheles barberi
Anopheles cruci

Anopheles
punctipennis

Anopheles
guadrimaculatus

Anopheles walkeri
Anopheless/bradleyi
Coquillettidia
perturbans

Culex erraticus*®
Culex nigripalpus*
Culex pipiens*

Culex quinquefasciatus*
Culex restuans

Culex salinarius

Culex tarsalis

Culex territans

Culiseta inornata
Culiseta melanura
Deinocerites cancer

Ochlerotatus
atlanticus/tormentor

Ochlerotatus atropalpus

Ochlerotatus canadensis
Ochlerotatus cantator
Ochlerotatus dorsalis

Ochlerotatus fitchii
Ochlerotatus dorsalis
Ochlerotatus fitchii

Ochlerotatus infirmatus
Ochlerotatus japonicas
Ochlerotatus provocans
Ochlerotatus sollicitans
Ochlerotatus sticticus
Ochlerotatus stimulans

Ochlerotatus taeniorhynchus

Ochlerotatus triseriatus
Ochlerotatus trivattatus

Orthopodomyia signifera

Psorophora ciliate
Psorophora columbiae
Psorophora ferox

Psorophora howardii
Uranotaenia sapphirina

* Especies de mosquitos considerados como los principales vectores transmisores del VON.

La habilidad del virus para infectar una gran variedad de especies diferentes de mosquitos ha sido
crucial en el establecimiento del virus en EUA. Es muy probable que Culex pipiens haya sido el
principal mediador del establecimiento del virus gracias a su habilidad de hibernar. La introduccion del
virus hacia el sur de EUA en zonas mas calidas, garantizd que se estableciera permanentemente con la
ayuda de Culex quinquefasciatum, el cual se mantiene activo durante todo el afio (Granwehr et all,
2004). Debido al gran niimero de humanos infectados por el VON, en los EUA se han reportado nuevas
vias de transmision de VON. En el 2002 se reportaron los primeros casos de transmision intrauterina y
por lactancia materna (O'Leary et all, 2004). Lo receptores de érganos presentan un riesgo alto de
adquirir una infeccidon neuroinvasiva si se exponen al virus por medio de transfusion de sangre y
organos del donador. En el 2002 se reportd el primer caso de transmision del VON por medio de
organos infectados, en donde cuatro pacientes se infectaron al recibir los organos de un donador

infectado. El riesgo para desarrollar enfermedad neuroinvasiva en un receptor de 6rganos es del 40%,
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comparado con el de la poblacion en general que es menor al 1% (Iwamoto et all, 2003; Kramer et all,
2007). En el 2003 se reportd por primera vez la transmision del VON por medio de transfusiones
sanguineas (Iwamoto et all, 2003).

Durante el 2003 se inicié con la deteccion del VON en bancos de sangre en EUA. Las muestras de
sangre de los donadores se analizan utilizando pruebas de deteccion del genoma viral. En el 2003 y
2004 se identificaron mas de 1000 donaciones de sangre en donde se detectd el RNA viral del VON
(Docherty et all, 2004). Ademas, en el 2004 se document6 la posible transmision del VON por medio
de dialisis (Docherty et all, 2004; Grinev et all, 2008).

1.4 Filogenia

El VON pertenece a la familia Flaviviridae en la cual se encuentran tres géneros: Flavivirus, Pestivirus
y Hepacivirus. Aunque los miembros de los diferentes géneros presentan diferencias en sus genomas,
todos tienen un orden similar en sus genes y los motivos de sus proteinas no estructurales se encuentran
bien conservados. Los virus que pertenecen a la familia de los flavivirus se dividen en 12 serogrupos
antigénicos. E1 VON es un miembro del grupo del Virus de la Encefalitis japonesa (VEJ), serogrupo
que incluye ademas a Cacicapor, Koutango, Encefalitis Japonesa (EJ), Encefalitis del Valle de Murray,
Encefalitis de St Louis (ESL), Usutu y Virus Yaounde (Tabla 2). El Virus Kunjin (VK), el cual es
endémico en Australia y Asia, se considera actualmente como un subtipo del VON (Brinton, 2002).
Segun la sustitucion de aminoacidos y las deleciones en la proteina E el VON se ha clasificado en dos

linajes (Figura 2).



Tabla 2. Especies de virus incluidos en el género flavivirus de la familia flaviviridae (NCBI, 2008).

Genero Grupo

Flavivirus Virus del Dengue
(arbovirus

grupo B)

Virus de la
encefalitis

japonesa

Virus Kokobera
Virus Modoc

Virus transmitidos
por mosquitos
Virus Ntaya

Virus Rio Bravo

Virus transmitidos

por vectores
Seaborne

Virus Spondweni

Virus de
encefalitis
transmitidos por
vectores

Virus Yaounde

Virus de la fiebre
amarilla

Miembros del Grupo

e Virus del dengue (serotipos 1, 2,3y 4)

e Virus de la encefalitis Japonesa

e Virus Koutango

e Virus del valle de Murray

e Virus de la encefalitis de St. Louis

e Virus Usutu

e Virus del oeste de Nilo

+«» Kunjin virus

e Virus Kokobera virus y otros grupos no clasificados

e Virus Cowbone Ridge
e Virus Jutiapa

e Virus San Perlita

e Virus Ilheus

e Virus Bagaza
e Virus de la

meningoencefalitis de los

pavos de Israel.

e Virus Apoi

e Virus Bukalasa bat

e Virus de la Isla Carey
e Virus Saboya

e Virus Meaban
e Virus Tyuleniy

e Virus Zika
e Virus Spondweni

e Virus de los bosque de
Kyasanur

e Virus Langat

e Virus de la fiebre
hemorragica de Omsk

e Virus Phnom Penh bat

e Virus Banzi
e Virus Bouboui
e Virus Edge Hill

e Virus Modoc
e Virus Sal Vieja

e Virus Sepik

e Virus Ntaya

e Virus Tembusu
e Virus Sitiawan
e Virus Yokose

e Virus Dakar bat
¢ Virus Entebbe bat
e Virus del Rio Bravo

e Virus Saumarez Reef

e Virus Powassan

e Virus de la familia
Real

e Virus Tick-borne
encephalitis

e Virus Uganda S

e Virus Wesselsbron

e Virus de la fiebre
amarilla
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=11051&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11072&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=44025&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11079&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11080&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64286&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11077&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=44024&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=29260&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64298&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64299&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64302&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64300&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=59562&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=59562&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=44026&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64290&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64292&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=64293&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64294&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64280&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64281&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64289&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=64284&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64282&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64283&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=29264&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=29264&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=29264&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=35279&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=40004&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=40012&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=64320&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64318&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=33743&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=31639&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=12542&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64894&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11083&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11084&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11084&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=40005&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=40005&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=38837&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64295&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64296&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64297&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=164416&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

LS Estructura del genoma

El genoma del VON estd formado por una hebra sencilla de RNA de polaridad positiva con una
estructura tipo CAP en el extremo 5’y un extremo terminal CUgg 3’. Los genomas de los flavivirus son
los tinicos genomas de virus que infectan mamiferos y que no poseen cola de PoliA. El genoma del
VON mide 11,023 nucleotidos (nt) de largo, posee un solo marco de lectura abierta de 10,301 nt y
codifica para 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales (Figura 4). Las proteinas virales son
procesadas por la via proteolitica, por medio de la proteina viral serin proteasa (NS2B-NS3) y varias

proteasas celulares (Brinton, 2002).

Proteinas Proteinas
5’ Estructurales No Estructurales 3
ST —— 1|24 .. 3 aa |48 5 .

u Capside
Membrana
| 2B 3 5

Serin Proteasa. RNA

- Envoltura NTPasa, helicasa Polimerasa

Figura 4. Morfologia y composicion del VON. La imagen muestra las proteinas estructurales (C,
preM y E) y no estructurales (1, 2%, 2B, 3, 4%, 4B y 5) del virus del VON.

1.6 Proteinas virales no estructurales

La mayoria de las proteinas no estructurales del VON son multifuncionales, las siete proteinas parecen
estar relacionadas directa o indirectamente con la sintesis del RNA viral.

Las proteinas NS2A, NS2B, NS4A y NS4B son pequefias e hidrofobicas y se cree que participan
facilitando el ensamblaje de los complejos de replicacion del virus. En las células infectadas, la
proteina NS2B funciona como cofactor de la proteina viral serin proteasa NS3 (Chappell et all, 2008a;
Chappell et all, 2008b; Stoermer et all, 2008). El motivo hidrofilico conservado de la proteina NS2B es

esencial para la funcion de cofactor de la proteina (Brinton, 2002).
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La proteina NS1 es una glicoproteina con dos sitios de glicosilaciéon conservados y 12 residuos de
cisteinas que son esenciales para la viabilidad de virus. NS1 es translocada en el lumen del reticulo
endoplasmico antes de ser cortada por una proteasa celular. Los estudios indican que la proteina NS1 se
une a la proteina NS4 para formar un complejo que es esencial para la sintesis del RNA viral (Brinton,
2002; Wilson et all, 2008).

La proteina NS3 esta altamente conservada y codifica para una serin proteasa, la cual es un miembro de
la superfamilia de tripsina. Esta proteina es inestable hasta que se une a la proteina NS2B. El complejo
NS3-NS2B se requiere para el procesamiento de la poliproteina. Este complejo regula el procesamiento
de la proteina preM y promueve la secrecion eficiente de las proteinas preM y E. La porcion C terminal
de la proteina NS3 contiene regiones homologas a las helicasas. Esta proteina interacciona también con
la proteina NS5 y se cree que esta interaccion facilita la coordinacion entre la helicasa y la polimerasa
(Brinton, 2002).

La proteina NS5 se localiza en el extremo C terminal de la poliproteina viral. Es la proteina mas grande
del genoma del VON, ademads de ser la més conservada de las proteinas de los flavivirus. La porcion
del extremo C terminal contiene los motivos caracteristicos de las polimerasas de RNA dependientes de
RNA (PRDR) incluyendo el dominio altamente conservado GDD. La region N-terminal contiene un
dominio metiltransferasa que funciona en la metilacion de tipo Cap I. Los estudios de mutagénesis sitio
dirigida indican que las funciones de metiltransferasa y polimerasa son indispensables para la

replicacion viral (Brinton, 2002; Uchil et all, 2006) .

1.7 Morfologia y composicion del virion

Los viriones del VON son esféricos, sin proyecciones en la superficie y su tamafo es de
aproximadamente 50 nm de diametro (Mukhopadhyay et all, 2003). Las proteinas M y E se encuentran
en la capa mas externa de la particula viral, embebidas en una bicapa lipidica, formando la envoltura
del virion (Brinton, 2002; Kramer et all, 2007). Dentro de la envoltura se encuentra el core de la
nucleocapside (la cual consiste en multiples copias de la proteina C) y el RNA viral. Los datos de
microscopia electronica sugieren que la envoltura y la capside poseen una simetria icosaédrica (Kramer
et all, 2007) (Figura 5). La proteina E esta formada por tres dominios (I, I y II) y se ha sugerido que

los dominios II y III participan de forma importante en la union al receptor celular (Brinton, 2002).
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Figura 5. Estructura del VON segiin una reconstrucciéon por microscopia crio-electréonica. A) El
tridngulo indica una unidad con estructura icosaédrica en la superficie del virus. B) La seccion central
de la reconstruccion muestra capas internas del virus (Mukhopadhyay et all, 2003).

1.8 Ciclo de replicacion del VON

La proteina de envoltura de los flavivirus es la responsable del anclaje del virus a los receptores
celulares. Se ha propuesto al dominio III de la proteina E como el responsable del anclaje al receptor de
la célula blanco. Hasta la fecha se conoce al receptor de integrinas aV33 como al responsable de la
uniéon al dominio III de la proteinas E, aunque no se descarta la posibilidad de que existan otros
receptores celulares que el virus utilice para entrar a la célula (Chu y Ng, 2004). La proteina E, por
medio de sus dominio III, se une al receptor de Integrinas aV33. Los viriones ingresan a la célula via
endocitosis mediada por receptores, después, en un ambiente a pH bajo, se lleva a cabo la fusion de la
membrana viral con la membrana de la vesicula endosomal, liberando la nucleocapside en el
citoplasma (Heinz y Allison, 2000). El genoma de RNA se libera y se traduce en una poliproteina. La
poliproteina es procesada por la serin proteasa viral NS2B-NS3 y proteasas celulares, se realizan cortes
en multiples sitios y esto genera proteinas virales maduras (Brinton, 2002). La proteina viral PRDR
NS5, en conjunto con otras proteinas no estructurales y proteinas celulares, copia multiples hebras de
RNA de polaridad negativa utilizando el RNA viral como templado. Las hebras de polaridad negativa
recién sintetizadas, sirven como templados para sintetizar nuevos genomas de RNA viral. La sintesis de
RNA viral es semiconservativa y asimétrica. Las proteinas estructurales son transportadas en el

citoplasma por medio de vesiculas. El ensamblaje del virion se lleva a cabo en asociaciéon con las
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membranas del reticulo endoplasmico. Los viriones inmaduros son transportados en vesiculas del
sistema secretor del huésped, en donde las proteinas preM y E se modifican. Los viriones son
transportados a la membrana plasmatica y se liberan por exocitosis. Las células infectadas liberan los
viriones maduros después de 10 a 12 horas de haberse infectado. Las células infectadas también liberan
particulas subvirales no infecciosas, las cuales estan formadas por membranas celulares con proteinas

E, My preM (Figura 6).

Integrina
avp3

Figura 6. Ciclo de replicacion del Virus del Oeste del Nilo. El virus ingresa a la célula al unirse al
receptor avP3, el RNA se traduce y la poliproteina sufre una ruptura proteolitica. La hebra de sentido
positivo es copiada para producir hebras de polaridad negativa. Las proteinas estructurales son
transportadas en el citoplasma por medio de vesiculas. El virus se ensambla y es liberado de la célula.
1.9 Proteinas del huésped y resistencia a la infeccion

Las bases inmunoldgicas para la resistencia a la infeccion por flavivirus se han empezado a elucidar
gracias al estudio en modelos de roedores y al analisis de la genética humana.

Los estudios en ratones han identificado el alelo del gen 2'-5"-oligoadenilato sintasa 1b (OAS) como

responsable del fenotipo a la resistencia a flavivirus. Los ratones que producen proteinas truncadas de

OAS son susceptibles a la infeccion. Experimentos en roedores demostraron que los ratones que
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carecen de los sistemas protein cinasa de RNA de doble cadena activada (PKR) y RNAsa L/2"5"0OAS,
son altamente susceptibles a suftrir una infeccion letal por el VON (Samuel et all, 2006).

Otro de los genes involucrados en la respuesta del huésped a las infecciones por VON es el receptor
tool like 3 (TLR3) el cual media la respuesta inflamatoria del factor de necrosis tumoral (FNT) el cual a
su vez juega un papel muy importante en la penetracion del virus al SNC.

Estudios recientes han demostrado que el receptor de citocinas CCRS5 juega un papel importante en la
infeccion por el VON en humanos y ratones. Los pacientes con delecion en el receptor CCRS
(deltaCCRS5) presentan cuadros clinicos neurologicos mas severos que aquellos homocigotos normales.
Se ha demostrado que aquellos sujetos con genotipo homocigoto delta CCRS cursan con infecciones
sintomaticas del VON. La delecion delta CCRS parece estar asociada con una disminucion del trafico
de leucocitos hacia el sistema nervioso central, lo cual aumenta la severidad y el riesgo de muerte en

estos pacientes (Diamond y Klein, 2006) (Samuel, 2002).

1.10 Cuadro clinico

Muchos de los miembros de la familia flaviviridae causan enfermedad en humanos, incluyendo
arbovirus como el virus del Dengue (VD), el VON, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la
encefalitis Japonesa, el virus del valle de Murray, el VESL, el virus de la encefalitis Japonesa, entre
otros. La enfermedad neuroinfecciosa es comun en las infecciones por flavivirus especialmente cuando
el mosquito del género Culex es el vector transmisor predominante (Lanciotti y Kerst, 2001).

En humanos el periodo de incubacion del virus es de 2 a 6 dias, extendiéndose en algunos casos hasta
14 dias. La mayoria de los pacientes infectados (80%) no presentan sintomas. El 20% desarrolla una
fiebre muy similar a otras fiebres producidas por virus como el VD y el virus de la Influenza. Menos
del 1% de los pacientes desarrollan sintomas neuroldgicos (Granwehr et all, 2004; Hayes et all, 2005b).
Los pacientes con fiebre del VON presentan signos y sintomas inespecificos similares a los de un
resfriado. El cuadro clinico inicia con fiebre, escalofrios, malestar general, dolor de cabeza, mialgias,
altralgias, dolor retraocular y desorientacion. Otros signos inespecificos de la fiebre por VON son
anorexia, vomito, nauseas, diarrea, dolor de garganta, conjuntivitis, hepatitis, esplenomegalia y
miocarditis (Solomon et all, 2003; Batalis et all, 2005; Gottfried et all, 2005; Kramer et all, 2007).

El exantema maculopapular lo presentan la mitad de los pacientes infectados (Solomon et all, 2003).
Las manifestaciones neuroldgicas son similares a las presentadas en infecciones por otros flavivirus y

el cuadro clinico presentado en cada paciente depende del area del SNC que es afectada (las meninges,
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el parénquima cerebral y la médula espinal)(Briese et all, 2000; Bouffard et all, 2004). Los pacientes
con sintomas neuroldgicos presentan diferentes cuadros clinicos que van desde desorientacion,
convulsiones y rigidez de nuca. Los casos severos pueden desarrollar paralisis flacida aguda, sindrome
de Guillain Barré, neuropatia axonal, enfermedad tipo Parkinson, meningitis, encefalitis,
meningoencefalitis y muerte (Granwehr et all, 2004).

En la practica clinica los pacientes con complicaciones neuroldgicas se clasifican en tres grupos segun
el sindrome presentado: meningitis por VON, encefalitis por VON vy paralisis flacida aguda. Las
caracteristicas clinicas de estos sindromes pueden traslaparse en un solo paciente. Ademas de estos
sindromes pueden presentarse otros, incluyendo rabdomiolisis, coreoretinitis, miosistitis, la afectacion
de los nervios autonémicos, hepatitis, pancreatitis, uveitis, orquitis, y virtreitis.

La variabilidad en la presentacion clinica de las infecciones por VON muestra la selectividad de este
virus por ciertas poblaciones celulares como la sustancia nigra (situada en el mesencéfalo), los ganglios
basales y el cerebelo. Las caracteristicas clinicas de esta infeccién se presentan también en otras
infecciones por flavivirus, por lo que es dificil diferenciarlas clinicamente en la fase aguda de la

infeccion (Kramer et all, 2007).

1.10.1 Meningitis por VON

En la meningitis por VON los pacientes presentan datos clinicos de inflamacion meningea, incluyendo

rigidez de nuca, signos de Kernig’s o Brudzinski’s o fotofobia. Otros datos de la infeccion aguda
incluyen: fiebre mayor de 38°C, hipotermia (<35°C); pleocitosis en LCR (5x10° leucocitos/L); cuenta
de leucocitos periférica alta (>10x10” por L; hallazgos de neuroimagen consistentes de inflamacion

meningea aguda (Granwehr et all, 2004).

1.10.2 Encefalitis por VON:

Los pacientes con este sindrome presentan alteracion de la conciencia, desorientacion y signos
neurolégicos focales (disartria, convulsiones, temblor, ataxia, movimientos involuntarios y
parkinsonismo). Los pacientes pueden presentar ademas: fiebre (>38°C) o hipotermia (<35°C);
pleocitosis en LCR (=5x106 leucocitos/L); cuenta de leucocitos periférica >10x10°/L; hallazgos de
neuroimagen consistentes de inflamacion aguda (con o sin inflamacion meningea), desmielinizacién
aguda, presencia de déficit neurologico focal, electroencefalograma consistente con encefalitis,

convulsiones de inicio reciente o exacerbacion de crisis previas.
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Los pacientes con encefalitis por VON tiene un pobre prondstico si se comparan con aquellos con
meningitis por VON. El 76% de los pacientes con meningitis por VON regresan a casa sin necesidad de
cuidados médicos especializados, mientras que en la encefalitis alrededor del 75% requieren de estos

cuidados médicos.

1.10.3 Pardlisis Flacida Aguda

Las caracteristicas clinicas de las encefalitis y meningitis son familiares para los médicos y el
diagnodstico se enfoca de manera rapida a una causa viral. Sin embarco en el caso de una paralisis
flacida aguda es clinicamente dificil de diagnosticar ya que no se presenta como un cuadro clinico con
el que los médicos estén familiarizados (Granwehr et all, 2004).

Cerca del 10% de los pacientes con infeccion por el VON que se hospitalizaron en Nueva York en
1999 tenian paralisis flacida aguda, pero no fueron reconocidos como infecciones por VON hasta el
afio 2002. Durante los afios 2002 al 2005 se identificaron un gran nimero de casos con paralisis flacida
aguda por VON. La principal caracteristica clinica fue la paralisis flacida asimétrica. Los pacientes
presentaron un cuadro clinico similar a una gripe una o dos semanas antes de iniciar con la paralisis.

La mitad de los pacientes con paralisis flacida aguda presentan debilidad en los musculos faciales. La
recuperacion de estos pacientes es muy variable y solo un tercio recuperan la habilidad de caminar en

el primer afo (Kramer et all, 2007) .

El diagnéstico de una pardlisis flacida aguda se realiza evaluando los siguientes datos clinicos:

e Aparicion rapida de debilidad en extremidades, de progresion rapida en las ultimas 24 horas.

e Por lo menos dos de los siguientes datos de debilidad asimétrica: arreflexia, hiperreflexia de
los miembros afectados; ausencia de dolor, parestesia, o entumecimiento en el miembro (s)
afectado (s);

e Pleocitosis en LCR (igual o mayor a 5x10° leucocitos/L) y elevacion de proteinas (igual o
mayor a 450 mg/L).

e Estudios de electrodiagndstico consistentes con un proceso de las neuronas del asta anterior,
Resonancia Magnética Nuclear de médula espinal que documente aumento en la sefial de

sustancia gris anterior(Granwehr et all, 2004).
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1.10.4 Fiebre Hemorragica por VON

Las mayoria de las infecciones por el VON son asintomadticas y la enfermedad severa ocurre en la
minoria de los pacientes. En Africa se han reportado algunos casos de pacientes con infeccién por VON
que presentan manifestaciones hemorragicas difusas, sin embargo esta manifestacion clinica no habia
sido reportada en los EUA. En el 2006 se reportd un caso de infeccion fulminante por el VON en un
paciente de 59 afos residente de Florida, el cual murié después de una breve enfermedad hemorragica.
Se pensaba que la muerte de paciente se habia debido a una infeccion causada por Rickettsia rickettsii,
el virus del dengue o el virus de la fiebre amarilla. Se confirmd la presencia del VON por cultivo viral,
microscopia electronica, PCR e Inmunohistoquimica. El VON fue aislado de una biopsia de piel
tomada al paciente poco antes de morir. Ademads los antigenos virales fueron identificados en células
mononucleares, células endoteliales de la piel, pulmon, rifion, bazo y SNC (Paddock et all, 2006).
Aunque la enfermedad hemorragica es una manifestacion rara en las infecciones por el VON, estos
hallazgos nos permiten evidenciar el amplio espectro de signos y sintomas que este virus puede
ocasionar en los pacientes infectados, los cuales pueden ser confundidos con infecciones hemorragicas

causadas por otros virus o bacterias.

I.11 Descripcion clinica de casos de infeccion por arbovirus segun los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC del inglés Centers for Disease Control and Prevention) de los
Estados Unidos de América (EUA)

A continuacion se muestran los criterios considerados por los CDC de EUA para clasificar los casos de

infeccion por arbovirus en invasivos y no invasivos.

Para el diagndstico de la enfermedad neuroinvasiva se requiere de la presencia de fiebre y por lo menos
de uno de los siguientes datos clinicos:

e Estado de alteracion mental aguda (desorientacion, confusion, estupor o coma).

e Otros signos agudos de disfuncion neuroldgica periférica o central (Ej.: paresia o paralisis,
afectacion de nervios, déficit sensitivo, reflejos anormales, convulsiones generalizadas o
movimientos anormales).

e Pleocitosis (incremento en la concentracion de células blancas sanguineas en LCR) asociadas a
un cuadro de enfermedad clinicamente compatible con meningitis. (Ej.: dolor de cabeza y

rigidez de nuca).
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Los CDC clasifican los casos de infecciones por arbovirus como casos confirmados o casos probables,

de acuerdo con los siguientes criterios de laboratorio.

e Un incremento de cuatro veces el titulo de anticuerpos séricos especificos contra el virus.

e Aislamiento del virus o deteccion del antigeno especifico o del genoma viral en sangre, suero,
LCR u otra muestra biologica.

e Deteccion de anticuerpos del tipo IgM especificos contra el virus en LCR por medio de ELISA
de captura.

e Deteccion de anticuerpos del tipo IgM especificos contra el virus en suero por medio de ELISA
de captura y analizados por medio de la deteccion de anticuerpos del tipo IgG en el mismo
espécimen u en otra muestra tomada posteriormente. La especificidad de los anticuerpos debe
confirmarse con la técnica de inhibicién de la hemaglutinacién o por Pruebas de Neutralizacion

de Reduccion de Placa (PNRP).

1.12 Factores de riesgo del huésped

Los pacientes mayores de 60 afios se encuentran en mayor riesgo de desarrollar encefalitis o muerte.
Un estudio en la ciudad de Nueva York encontré que la edad mayor de 75 afios y la diabetes eran
factores de riesgo independientes para desarrollar infecciones severas y muerte (Nash et all, 2001).
Otros de los factores que se consideran de riesgo son la hipertension y la enfermedad cerebrovascular,
debido a que pueden facilitar la entrada y replicacion del virus en el endotelio de la barrera
hematoencefalica. Los pacientes con antecedentes de hipertension se encuentran en mayor riesgo de
desarrollar encefalitis independientemente de la edad o sexo (Granwehr et all, 2004). La hipertension y
la diabetes se consideran factores de riesgo independientes que incrementan el riesgo de
morbimortalidad. Se sabe que estos factores incrementan la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. En nifios, las infecciones por VON no son frecuentes, hasta la fecha no se conocen
los factores de riesgo de enfermedad neuroinfecciosa en estos pacientes.

Lo receptores de organos y los pacientes inmunocomprometidos presentan un riesgo alto de adquirir
una infeccion neuroinvasiva si se exponen al virus por medio de transfusion de sangre, 6rganos

infectados o exposicion en la comunidad al virus.

19



1.13 Diagndstico

Las especies en las que mas frecuentemente se realizan pruebas de diagndstico para identificar el VON
son aves, humanos, caballos y mosquitos. Las principales dificultades para establecer un diagndstico
especifico de las infecciones por el VON son: el requerimiento de laboratorios de nivel 3 debido a la
naturaleza zoondtica de la infeccion, la necesidad de analizar multiespecies y la reactividad cruzada de
los anticuerpos con otros flavivirus. Ademas de los métodos de diagndstico, deben tomarse en cuenta
los periodos cortos de viremia y las viremias bajas por las que cursan humanos y caballos (Dauphin y
Zientara, 2007).

En humanos y caballos el diagndstico por el laboratorio es de suma importancia debido a que la
mayoria de las infecciones son subclinicas o asintomaticas. En los casos en que las infecciones son
sintomaticas, los datos clinicos son inespecificos y el diagndstico por el laboratorio es muy importante

para establecer la causa de la infeccion.

1.13.1 Pruebas Seroldgicas

Las pruebas serologicas son el principal método utilizado para diagnosticar infecciones por VON. Las
mayoria de las pruebas seroldgicas detectan anticuerpos anti-proteina E del VON. La principal
limitacion de estas pruebas es la reactividad cruzada con anticuerpos de otros flavivirus (Kauffman et

all, 2003; Wong et all, 2004; Johnson et all, 2005; Dauphin y Zientara, 2007).

1.13.1.1 Pruebas de Neutralizacion de Reduccion de Placa (PNRP)
El estandar de oro para realizar el diagndstico del VON es la prueba de PNRP al 90% (Dauphin y

Zientara, 2007). Esta prueba se utiliza confirmar las pruebas de deteccion de anticuerpos en suero o
liquido cefalorraquideo. La prueba de PNRP emplea cultivos de flavivirus en células de rifién de mono
verde Africano y de riion de mono Rhesus para identificar los anticuerpos neutralizantes anti diferentes
flavivirus en las muestras del paciente. Debido a la reactividad cruzada de los anticuerpos, en los
ensayos de PNRP se utiliza una bateria de flavivirus para analizarlos en paralelo. La especificidad de la
deteccion se confirma con un incremento de cuatro veces el titulo de anticuerpos neutralizantes
comparando los anticuerpos de la fase aguda y la fase convaleciente de la infeccion. Las desventajas
que presenta esta prueba son la necesidad de un laboratorio de tercer nivel y se requiere mas de una
semana de proceso para obtener resultados. Otra de las desventajas es que el costo de este tipo de

pruebas es alto debido a que para identificar los anticuerpos neutralizantes se debe realizar un panel de
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pruebas para diferentes flavivirus, por lo que es necesario el cultivo de multiples cepas virales (Johnson

et all, 2005).

1.13.1.2 Pruebas de Ensayo Inmunoabsorbente ligado a Enzimas (ELISA).

Las pruebas de ELISA para el VON estan basadas en pruebas preexistentes para otros flavivirus. Estas
pruebas permiten la deteccion de anticuerpos IgM, IgG e IgA en suero y LCR de sujetos que han estado
en contacto con el virus.

Las pruebas mas recomendadas son la ELISA de captura para anticuerpos del tipo IgM (MAC-ELISA)
y la prueba de ELISA IgG indirecta. La mayoria de los laboratorios en los EUA realizan este tipo de
pruebas, las cuales fueron desarrolladas por los investigadores de los CDC. Estas pruebas presentan la
ventaja de que son rapidas, reproducibles y de menor costo que otros métodos. Ademas, estas pruebas
utilizan reactivos no infecciosos, lo cual permite realizar pruebas de primera eleccion y de monitoreo a
gran escala, como el analisis de poblaciones en casos de epidemias o epizooticas. La prueba de MAC
ELISA es de gran ayuda para realizar la deteccion de anticuerpos de respuesta temprana, ya que
permite diferenciar entre infecciones recientes, pasadas e individuos vacunados. Entre las desventajas
de esta prueba se incluyen los resultados falsos negativos que ocurren en las muestras bioldgicas de
pacientes en fase aguda, ya que los primeros dias de infeccion no se encuentran presentes los
anticuerpos del tipo IgM (Figura 7) , en estos casos se recomienda utilizar pruebas de deteccion del
genoma viral por medio de PCR. En algunos pacientes los anticuerpos del tipo IgM persisten por mas
de 1 afo, en estos casos la prueba de MAC-ELISA no puede discriminar entre infecciones recientes y
pasadas. Otra de las desventajas es la reactividad cruzada con otros flavivirus. Las muestras de
pacientes con pruebas de ELISA positivas deben ser confirmadas con PNRP (Johnson et all, 2003;
Tilley et all, 2005).

La prueba de ELISA IgG indirecta fue estandarizada para andlisis de suero en humanos, aunque
actualmente esta prueba es muy utilizada también en aves y caballos. Uno de los principales problemas
de las pruebas seroldgicas en humanos es su elevada reactividad cruzada con otros flavivirus como el
VD, lo que complica el diagnostico en zonas endémicas para otros flavivirus (Wong et all, 2003; Prince
et all, 2004) (Dauphin y Zientara, 2007). La prueba de ELISA IgG es menos especifica que la de IgM y
se recomienda realizar el diagndstico del VON utilizando estas pruebas en tindem (Dauphin y Zientara,
2007). La combinacién de estas dos pruebas mejora la sensibilidad y especificidad del diagnostico y

permite el acceso al panel completo de anticuerpos.
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Los pacientes inmunocomprometidos pueden desarrollar la infeccion por VON sin producir anticuerpos
especificos, en estos casos es mas probable que se detecte el RNA viral y se recomienda realizar
pruebas de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR del inglés Polimerase Chain Reaction)
(Granwehr et all, 2004).

Actualmente se encuentran disponibles estuches comerciales para deteccion de anticuerpos, la mayoria
de ellos para humanos. La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA de sus siglas en inglés Food
and Drug Administration) de los EUA aprobd tres pruebas de ELISA IgG y tres de MAC-ELISA IgM
para tres compaiias (InBios, WA, EUA; Focus Diagnostics, Ciprés, CA, EUA y PanBIO, MD, EUA)
las pruebas varian en la eficiencia de deteccion y especificidad. Las pruebas de ELISA de Focus
emplean las proteinas preM y E del VON. Las pruebas de IgG e IgM de la compaiiia Focus tienen
mayor eficiencia de deteccion que las pruebas estandarizadas por los CDC. La eficiencia de deteccion
de la prueba de IgG de los CDC es del 92.1% comparada con la de Focus que es del 97.6%. La prueba
de IgM de Focus presenta una eficiencia de deteccion del 99.3% (Hogrefe et all, 2004; Dauphin y
Zientara, 2007). Aunque los estuches de Focus fueron disefiados para la deteccién de anticuerpos en
muestras de suero, también han sido probados en muestras de LCR y se ha comprobado que la prueba
permite la deteccion precisa de anticuerpos en este tipo de muestras (Prince et all, 2004). Los estuches
comerciales de pruebas de ELISA IgG e IgM para caballos se encuentran aun en desarrollo.

La prueba de ELISA de bloqueo de epitopes tiene la gran ventaja de que puede ser utilizada en
multiespecies. En estas pruebas los anticuerpos de la muestra analizada compiten con anticuerpos del
VON que se agregan al sistema. Este método se ha empleado con éxito en diferentes especies de aves y
en animales domésticos (Blitvich et all, 2003a; Farfan-Ale et all, 2004; Gibbs et all, 2005; Lefrancois et
all, 2005).

La prueba de deteccion de anticuerpos del tipo IgA permite la deteccion de anticuerpos en la infeccion
aguda. IgA Esta prueba ha sido utilizada con un marcador neurolégico de infeccion e inflamacion, esta
inmunoglobulina aparece después de la IgM y antes que la IgG. La prueba de ELISA para detectar
anticuerpos IgA en LCR se utiliza para la deteccion de la fase aguda de una infeccion neurolodgica por
el VON. En los casos en los que los anticuerpos del tipo IgM por MAC-ELISA no permiten discriminar
entre infecciones recientes y pasadas puede realizarse a la par la deteccion de anticuerpos del tipo IgA
y confirmar si la infeccion se encuentra en una fase aguda (Prince y Lape-Nixon, 2005; Nixon y Prince,

20006).
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1.13.1.3 Otras pruebas serolégicas

Otro de los métodos de deteccion de anticuerpos es el inmunoensayo de fibra Optica para deteccion de
anticuerpos IgG del VON, el cual utiliza biosensores y quimioluminiscencia. Este método es rapido y
los ensayos con sueros de raton han demostrado que esta técnica presenta una mayor eficiencia de
deteccion que las pruebas colorimétricas y de quimioluminiscencia de ELISA (Herrmann et all, 2005).
La prueba de microesferas de poliestireno fluorescentes se basa en la union covalente de la proteina E
del VON a estas microesferas. La reaccion se evalua midiendo la intensidad de la fluorescencia. Este
ensayo permite la deteccion de anticuerpos IgG e IgM en muestras de suero y LCR. Los ensayos con
microesferas que utilizan la proteina NS5 del VON permiten discriminar las infecciones por VON, el
VD yel VESL.

Las pruebas de Inhibicion de la hemaglutinacion y las pruebas de inmunofluorescencia indirecta atin se

utilizan en algunos laboratorios, pero actualmente se encuentran en desuso (Dauphin y Zientara, 2007).

1.13.2 Pruebas de deteccion del genoma viral.

Para considerar las pruebas de deteccion del genoma viral en seres humanos, debemos de tomar en
cuenta lo siguiente: cuando una persona ha tenido contacto con el VON, la viremia se inicia unos dias
después de la infeccion. La deteccion del virus es un claro indicativo de infeccion reciente. La viremia
puede detectarse en pacientes con fiebre por VON hasta el cuarto dia de inicio de los sintomas (Figura
7), después de este tiempo la posibilidad de encontrar el virus en sangre es muy baja. El periodo corto
de viremia en humanos limita las posibilidades de identificar el genoma viral en muestras de pacientes
con mas de 4 dias de evolucion de la enfermedad (Dauphin y Zientara, 2007).

El VON puede detectarse por medio de cultivo celular, trascripcion reversa- reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), PCR en tiempo real, por deteccion de antigenos e inmunohistoquimica. El
aislamiento del virus por medio del cultivo viral sigue siendo el estdndar de oro para el diagndstico de
las infecciones causadas por el VON. El cultivo viral presenta las desventajas de que requiere tiempo
para el crecimiento del cultivo, ademas de que debe realizarse en laboratorios de tercer nivel. Ademas,
estos ensayos requieren de muestras de muy buena calidad en las cuales haya particulas infecciosas o el
RNA del virus no se encuentre degradado. Las pruebas de deteccion del RNA del VON son rapidas,
especificas y sensibles. Ademas, permiten el andlisis en diferentes tipos de muestras y actualmente son

muy utilizadas para deteccion del virus en vertebrados, mosquitos y muestras de aves.
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1.13.2.1 Pruebas de PCR en tiempo real y RT-PCR

Las regiones del genoma del VON mas empleadas para el diagnostico molecular son la region 3'no

traducible y la regidon que codifica para la proteina E, las cuales se encuentran altamente conservadas
(Tang et all, 2006). Las pruebas de detecciéon del RNA viral por RT-PCR y PCR en tiempo real
presentan la ventaja de ser rapidas, sensibles y permiten el analisis de muestras liquidas (suero, LCR,
orina) y s6lidas (tejidos).
Los ensayos de PCR en tiempo real con sondas Taq Man permiten la deteccion de hasta 0.1 unidades
formadoras de placas de RNA viral. Una gran ventaja del disefio de las sondas Taq Man es que se
obtiene una alta sensibilidad al agregar la sonda Taq Man a la reaccion de PCR. La reaccion en tiempo
real puede realizarse empleando la enzima Multiscribe, la cual permite realizar las reacciones de RT y
PCR en un solo tubo, esta metodologia permite acortar el tiempo de reaccion y disminuir los riesgos de
contaminacion de la muestra. Las pruebas de PCR multiplex en tiempo real son ampliamente utilizadas
y permiten la deteccion de diferentes tipos de flavivirus causantes infecciones neurologica virales
(VON, VESL, Virus del la encefalitis Japonesa, VD) (Shirato et all, 2005; Tang et all, 2006). Estas
pruebas son muy utilizadas en regiones endémicas para varios flavivirus.
La técnica de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green tiene la misma sensibilidad que los ensayos
con sondas Taq Man, pero con la ventaja de ser menos costosos (Shi et all, 2001; Kauffman et all,
2003; Wong et all, 2004; Johnson et all, 2005; Tang et all, 2006; Dauphin y Zientara, 2007). Las
principales desventajas de los ensayos con SYBR Green son que se puede presentar fluorescencia
inespecifica si se forman dimeros de oligonucleo6tidos, dando resultados falsos positivos, ademas estos
ensayos son menos especificos que los ensayos con sondas Taq Man.
Si se combina la extraccion de RNA automatizada y el PCR en tiempo real, pueden utilizarse para la
deteccion del VON a gran escala. Estas técnicas son ampliamente utilizadas en los EUA y Europa. Los
ensayos de PCR en tiempo real se utilizan frecuentemente en los bancos de sangre en EUA y cerca de
30 millones de donadores han sido analizados por éste método. La FDA aprobd dos pruebas
comerciales de PCR en tiempo real: Taq Secreen West Nile Virus Test (Roche Molecular Systems,
Pleasanton, EUA), CA, EUA) y Procleix West Nile Virus Assay (Gene Probe Inc, San Diego
Ca/Chiron Corporation, Emeryville, CA, EUA). La principal desventaja de estas pruebas es el alto
costo, pero si se manejan grandes cantidades de muestras y se analizan en grupos el costo disminuye.
Entre las ventajas de emplear pruebas de PCR en tiempo real se encuentran las siguientes:

1. Al adquirir la sonda Tag Man no es necesaria la estandarizacion, ya que la compaiia provee el

protocolo de amplificacion.
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2. Las muestras se analizan en tiempo real, detectando desde el inicio de reaccidn la actividad de
fluorescencia de cada una de las muestras analizadas.

3. Los resultados se analizan en la pantalla de la computadora sin la necesidad de correr un gel de
agarosa para visualizar los productos amplificados, por lo que la placa de amplificacion se
descarta al terminar el ensayo y se disminuyen los riesgos de contaminacion por amplicones.

Algunos ensayos de RT-PCR pueden alcanzar la misma sensibilidad que el PCR en tiempo real
(Scaramozzino et all, 2001). EI PCR anidado incrementa la sensibilidad, pero presenta el riesgo de
contaminacion con amplicones. Las pruebas de RT-PCR multiplex permiten la deteccion de diferentes
especies de flavivirus que ocasionan infecciones neuroldgicas asépticas. Las pruebas de RT-PCR son,
al igual que la técnica de PCR en tiempo real, muy utilizadas en bancos de sangre para detectar
donadores virémicos. Estas pruebas son menos costosas que las de PCR en tiempo real.

Las desventajas de las pruebas de RT-PCR y PCR en tiempo real incluyen los falsos positivos debido a
contaminacion cruzada y los altos costos. Otra desventaja es que todas las muestras positivas deben ser

confirmadas por medio de cultivo viral o inmunofluorescencia.

1.13.2.2 Pruebas de deteccién de antigenos

Las pruebas de deteccion de antigenos utilizadas en aves y mosquitos en estudios de vigilancia
epidemioldgica en Norte América permiten realizar el diagndstico a gran escala y de manera rapida. En
estos inmunoensayos se utilizan muestras orofaringeas tomadas con hisopos y mezclas de mosquitos.
Estas pruebas presentan una baja eficiencia de deteccion (del 60 al 80%), pero su especificidad es
satisfactoria (cerca del 95%). Estas pruebas de campo presentan las ventajas de ser pruebas de bajo
costo (si comparan con las pruebas de deteccion del genoma viral y las pruebas de PNRP) y el tiempo
de proceso es de 15 minutos.

La prueba de deteccion del antigenos NS1 del VON por ELISA es una técnica experimental que parece
ser un marcador de infeccion temprana para el VON. El antigeno NS1 puede detectarse antes de que
aparezcan los anticuerpos del tipo IgM, por lo que se considera un marcador de infeccidon reciente.
Aunque esta técnica es menos sensible que la PCR en tiempo real, puede ser de gran utilidad ya que se

puede realizar de forma rapida y tiene una alta especificidad (Dauphin y Zientara, 2007).
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Figura 7. Viremia y respuesta inmune frente a las infecciones por el VON. La linea roja indica la cantidad de
virus en sangre, los cuales pueden detectarse solo al inicio de los sintomas, ya que la viremia desaparece
rapidamente. Los anticuerpos del tipo IgM pueden detectarse cuando inicia el cuadro clinico y hasta 12 meses
después de la infeccion. Los anticuerpos del tipo IgG se detectan después de dos semanas de haberse iniciado la

infeccion viral.

1.14 Tratamiento
Actualmente no existe un tratamiento especifico disponible para las infecciones por flavivirus. Aunque

varios compuestos han demostrado suprimir el virus en cultivos celulares, muy pocos de ellos son
eficaces in vivo. El tratamiento con anticuerpos es uno de los tratamientos mas prometedores para tratar
la infeccién por VON (Granwehr et all, 2004). La administracién pasiva de anticuerpos monoclonales
ha sido previamente utilizada para tratar infecciones de otros flavivirus (VESL, virus de la encefalitis
japonesa y el virus de fiebre amarilla).

Otros compuestos que se han estudiado para el tratamiento antiviral son los morfooligdmeros de

fosforodiamidato (PMOs) los cuales inhiben la infeccion por VON en cultivos celulares. Los blancos
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de los PMOs son secuencias conservadas de los RNAs, las cuales son esenciales para sintesis del RNA
viral. Los ensayos in vivo han demostrado la proteccion a la infeccion en ratones (Kramer et all, 2007).
La terapia con interferon alfa 2b a dosis altas estd actualmente en investigacion en pacientes con
meningoencefalitis. Este compuesto ha demostrado la inhibicion del VON en cultivo celular pero su

efectividad in vivo no ha sido comprobada (Anderson y Rahal, 2002).

1.15 Medidas de Prevencion y control

La prevencion es un factor muy importante para disminuir el nimero casos de infecciones por el VON
en humanos en areas endémicas. Se recomienda que las personas que viven en areas en donde el
mosquito circula, se protejan usando ropa apropiada y se apliquen repelente que contenga de un 10 a un
30% de N,N-dietil-3metilbenzamida. El repelente debe aplicarse sobre la ropa y en la piel expuesta
(CDC, 2000b). EI tiempo que permanecen los sujetos en el exterior debe minimizarse durante las
primeras horas de la mafiana y en la tarde, cuando el mosquito pica. Estas recomendaciones son muy
importantes para grupos de sujetos en riesgo y para los pacientes inmunocomprometidos. Las medidas
de prevencion para disminuir el nimero de mosquitos circulantes incluyen la remocion de reservorios
de agua, en donde el mosquito se reproduce y la aplicacion de larvicida en los lugares en donde
potencialmente puede desarrollarse el vector. En los lugares en donde se presentan brotes, las
autoridades publicas deben esparcir piretroides para matar mosquitos adultos (Solomon et all, 2003).
En los EUA existe una vigilancia exhaustiva monitoreando mosquitos, aves muertas y pollos
centinelas. Actualmente existen vacunas contra el VON para uso veterinario, principalmente en
caballos. Las vacunas para humanos se encuentran aun en fases de experimentacion. La vacunacion
seria un método eficiente de protecciéon en humanos durante las epidemias ya que actualmente se
considera que el VON nunca sera erradicado. La vigilancia activa y las medidas de control ofrecen la
mejor expectativa para el control de esta enfermedad emergente (CDC, 2000b).

Debido a que actualmente no existe un tratamiento antiviral contra el VON, el disefio de una vacuna es
de gran interés para disminuir el numero de casos de infeccion. Existen dos vacunas contra el VON
autorizadas para su uso comercial, disponibles solo en EUA y con uso exclusivo en veterinaria.
Actualmente existen varias vacunas quiméricas en desarrollo. Las vacunas Chimeri VaxTM utilizan la
cepa 17D del virus de la fiebre amarilla (VFA), esta cepa de virus vivos es muy segura y puede
utilizarse para el desarrollo de vacunas para cualquier flavivirus. Los genes de las proteinas
estructurales utilizados como antigenos blanco del flavivirus son reemplazados por los genes de otro

flavivirus. Existen tres vacunas Chimeri VaxTM en fases I y II: la vacuna contra el Dengue, la del
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VON vy la del VEST (Arroyo et all, 2001; Arroyo et all, 2004). La vacuna quimérica VFA-VON se
encuentra actualmente en fase I de las pruebas clinicas en humanos. En esta vacuna los genes preM y E
del VFA se sustituyeron por los genes pre M y E del VON (Monath et all, 2006).

La otra vacuna en desarrollo es una vacuna quimérica de virus atenuados, esta vacuna se obtuvo
insertando los genes de las proteinas M y E del VON en un esqueleto de virus del Dengue tipo 4. Esta
vacuna se encuentra actualmente en desarrollo, en espera de iniciar con las pruebas clinicas de fase I en

humanos(Pletnev et all, 2000; Pletnev et all, 2002; Pletnev et all, 2003).

1.16 Diseminacion del VON en América

Hasta antes de 1999 se habian presentado brotes ocasionales del VON en Europa y Australia y el virus
era enzodtico en Africa, Asia, Medio Oriente y el Mediterraneo.

El primer brote del VON en América se presentd en la ciudad de Nueva York en Agosto de 1999
(Hayes et all, 2005a). Se confirmaron 62 casos de personas infectadas, 59 de los cuales presentaron una
infeccion neuroinvasiva y 7 personas fallecieron a causa de la infeccion. En un principio se penso que
los casos correspondian a infecciones por el VESL, pero la evidencia seroldgica y viroldgica reveld que
se trataban de casos de infecciones por el VON. Los estudios serolégicos mostraron que ese mismo afio
se infectaron cientos de personas en la ciudad de Nueva York. Los analisis filogenéticos de la secuencia
del virus indican que el virus que ingres6 a Nueva York provenia del Medio Oriente, muy
probablemente de Israel (Giladi et all, 2001). El virus ingreso al continente americano en la primavera o
a inicios del verano en 1999, probablemente con la introduccion de mosquitos, aves, humanos u otras
especies infectadas por el virus (Giladi et all, 2001). En 1999 el virus se esparcid por las ciudades de
Nueva York, Conneticut, Nueva Jersey y Baltimore (CDC, 1999). En el afio 2000, en Nueva York se
reportaron 21 casos en humanos, 19 de los cuales fueron neuroinvasivos y dos personas fallecieron a
causa de la infeccion (CDC, 2000b; CDC, 2000a). Ese mismo afio se reportaron casos en humanos en
12 estados desde la costa del Atlantico hasta Carolina del Norte, casos de muertes en aves a causa de
esta infeccion. Para el 2001 el virus se habia dispersado en 21 estados, ese afio se identificaron 69 casos
de infeccion en humanos y 9 personas que fallecieron a causa de la infeccion. Ese afio se reportaron los
primeros casos en Ontario, Canada. En el 2002 el epicentro de la transmision se gener6 en Luisiana, se
reportaron 4,156 casos y 284 muertes. En Canada se reportaron brotes en 5 provincias de la frontera
con los EUA. En el 2003 se reportod el mayor brote del VON, con 9,862 casos y 264 muertes en los
EUA. En Canadé se reportaron casos en todas las provincias fronterizas con excepcion de Brtish

Columbia. En el 2004 el numero de casos reportados disminuy6 a 2,539 casos y 100 muertes. Ese afo
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en Canada se reportaron solo 25 casos. En el 2005 se reportaron 3,000 casos y 119 muertes y en el 2006
el nimero de casos se incrementa a 4,269 y 177 muertes (Figuras 8 y 9). En Canada se reportaron 380

casos en el 2005 y el 2006.
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Figura 8. Movimiento secuencial del VON en los EUA por afio, segiin los datos reportados por los
CDC. Se muestran los estados que reportaron actividad del VON desde 1999 al 2004.
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Figura 9. Incidencia del VON en EUA de 1999 al 2008. Las barras azules indican los casos
confirmados y las barras rojas corresponden al nimero de muertes (CDC, 2008).

29



Ademas de los reportes de casos en humanos también se han reportaron un gran nimero de casos de
infecciones en equinos. En el 2002 se reportaron 14,571 casos en equinos con un promedio de
mortalidad del 30%. El numero de reportes de caballos infectados disminuyd dramaticamente en el
2003 y 2004 gracias al uso de la vacuna de virus atenuados, la cual es utilizada ampliamente en los
EUA.

En el 2007 los CDC de EUA reportaron un total de 3,630 casos en humanos y 124 muertes a causa de
esta infeccion. Se confirmaron casos en 43 estados, 55% de los cuales se presentaron en mujeres y con
una edad media de 51 afios (en un intervalo de 1 a 99 afos) (Figura 10 y Tabla 3). Se report6 un total de
286 donadores de sangre virémicos (DV) (Figura 11). La mayoria de los DV fueron de los estados de
California (46), Texas (40) y Dakota del Norte (27), cuatro fueron de origen Mexicano. Dos de los DV
presentaron enfermedad Neuroinvasiva y 59 presentaron Fiebre del VON subsecuentes.

Los reportes de casos de infecciones por VON en animales en el 2007 incluyen 1,599 cuervos muertos,
473 aves muertas (de diferentes especies), 27 ardillas y cuatro perros. Ademas 33 estados reportaron
casos de caballos infectados y se reportd seroconversion en 764 pollos centinelas en 11 estados. Desde
1999 hasta el 8 de Enero del 2009 los CDC han notificado en EUA 28,961 casos de infecciones por el
VON con 1,130 fatalidades (Tabla 3)(CDC, 2001).

. Enfermedad Humana CD C

E Infecciones en aves, animales 0 mosquitos

Figura 10. Actividad del VON en EUA en el 2007. Se muestra los estados que reportaron casos
confirmados por el VON en el 2007.(CDC, 2008).
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Tabla 3. Casos de infeccion por el VON de 1999 (introduccion a América) hasta el 8 de Enero de
2009 en EUA. (CDC, 2008).

Afo Encefalitis/meningitis Fiebre Datos cinicos Total Muertes
Inespecificos
1999 59 3 0 62 7
2000 19 2 0 21 2
2001 64 2 0 66 9
2002 2,946 1,160 50 4,156 284
2003 2,866 6,830 166 9,862 264
2004 1,142 1,269 128 2,539 100
2005 1,294 1,607 99 3,000 119
2006 1,459 2,616 194 4,269 177
2007 1,217 2350 63 3,630 124
2008 684 624 45 1,356 44
Total 11,753 16,463 745 28,961 1,130
CDC

- Viremic Blood Donors.

Figura 11. Donadores de sangre virémicos detectados en el 2007 en los EUA. Se muestran los
estados que reportaron donadores virémicos y el nimero de casos reportados en cada estado(CDC,
2008).
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Se reportaron en 2008 un total de 1,338 casos en humanos, de los cuales 43 fallecieron a causa de la
infeccion. Se confirmaron casos en 43 estados, 50% de los cuales se presentaron como casos de
meningitis o meningoencefalitis. Se reportd un total de 286 donadores de sangre virémicos (DV). Los
estados con mayor niimero de casos fueron California (n=440), Arizona (n=114) y Texas (n=64).
Ademas de los EUA y Canada, el virus se ha extendido a otras areas del continente Americano: En el
2001 se reportdo un caso de encefalitis por VON en las Islas Caiman, ademas de reportes de aves
infectadas en Jamaica a principios del 2002. En el 2002 se generaron reportes de aves y equinos en
Meéxico y en las islas La Espanola y Guadalupe en el Caribe (Gubler, 2007).

La dispersion del VON en EUA, Canada y centro y sur América puede ser explicada por el fendmeno
de migracion de las aves que vuelan en el invierno hacia América central y América del sur y regresan
hacia el norte de los EUA y Canada en primavera (Figura 12). Otro mecanismo que pudo haber
facilitado la dispersion del virus del viejo continente al continente americano es la emergencia de una

cepa con mayor potencial de virulencia. (Gubler, 2007).
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Figura 12. Rutas de aves migratorias del continente americano. En el invierno, las aves vuelan hacia areas

tropicales de América, en donde pasan el invierno. En la primavera, vuelan de nuevo hacia el norte (Gubler,
2007).

En América se han identificado un amplio espectro de huéspedes y vectores del VON, este es otro de

los factores importantes del éxito de la dispersion de epidemias y epizodticas del VON. Desde su
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ingreso a los EUA el virus ha sido aislado de 61 especies de mosquitos, mas de 300 especies de aves y
mas de 30 especies de huéspedes no aviares (Gubler, 2007). Entre los huéspedes vertebrados no aviares
se encuentran humanos, equinos, roedores, murciélagos, caninos, felinos, ungulados y reptiles. Aun no
se conoce el papel que juegan todas estas especies en la transmision del VON, pero el hecho de que
existan tantas especies de mamiferos y mosquitos infectados con el VON sugiere que existen ciclos de
transmision secundarios. Estos ciclos de transmision secundarios podrian exponer a humanos y
animales domésticos a un mayor riesgo de infeccion.

Un factor que actualmente se considera muy importante en los brotes de enfermedades infecciosas, es
el fenémeno de El Nifo. El Centro de Prediccion Climatica de la Administracion Atmosférica y
Oceénica Nacional reportd que el incremento de temperaturas en la superficie del océano Pacifico esta
produciendo patrones de precipitaciones tropicales a nivel mundial, las cuales afectan de manera
importante Norte América. Existe evidencia de que estos cambios climaticos aumentan la frecuencia de
enfermedades infecciosas, particularmente aquellas que se transmiten por insectos. Es muy probable
que el fenomeno de El Nifio genere epidemias y epizodticas de enfermedades transmitidas por vectores

(Anyamba et all, 2006).

1.17 Actividad del VON en México

En México las campaias de vigilancia epidemiologica para detectar actividad del VON iniciaron en el
2001, particularmente en los Estados del Noreste (Tamaulipas, Nuevo Ledn y Coahuila). Se disparé un
estado de alarma epidemiolodgica en los Sistemas de Salud debido al gran nimero de reportes de casos
en humanos, equinos, aves silvestres y especies de mosquitos vectores infectados con el VON en los
estados de Texas y Louisiana de EU.

En el 2002 se notificoé un caso de infeccion en humanos por VON importado de Texas, ademas de 3
caballos con anticuerpos neutralizantes en Yucatin, 97 caballos seropositivos en los estados
Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, y 15 caballos con anticuerpos neutralizantes en
Coabhuila (Blitvich et all, 2003b).

En el 2003 se realizaron estudios serologicos en caballos del estado de Coahuila, se analizaron 5
caballos con enfermedad neurologica y los anticuerpos contra el VON se detectaron en todas las
muestras. Ademas, se analizaron otros 19 caballos sin sintomas, resultando positivos 10 de ellos (52%).
Todas las muestras fueron confirmadas con ensayos de PNRP (Blitvich et all, 2003b) Ese mismo afio se
report6 un estudio en donde se analizaron 252 muestras de caballos del estado de Yucatan detectandose

seis caballos positivos por pruebas de ELISA, las muestras se confirmaron con ensayos de PNRP y solo
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tres de ellas fueron confirmadas como infecciones por VON. En este estudio se reportaron también
especies de aves migratorias positivas para el VON (Lorono-Pino et all, 2003). También en el 2003 se
reportd un estudio en donde se analizan 441 caballos de 14 estados de la republica Mexicana en donde
el 22% (97) de las muestras analizadas fueron positivas para anticuerpos contra el VON. Se detectaron
caballos infectados en los estados de Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y Yucatan.
En este estudio se evidencio la diseminaciéon del VON en México, ademas de reportar el primer
aislamiento del VON en aves (Cuervo) (Estrada-Franco et all, 2003). Los estudios genéticos indicaron
que la secuencia analizada correspondid con un virus que ingres6 a México de los estados del centro de
EUA.

En el 2004 se aislo el VON en diferentes especies de aves, caballos y mosquitos (Culex
quinquefasciatus) en Baja California y Nuevo Leon (Deardorff et all, 2006). Este mismo afio se reportd
un caso autdctono de infeccion por el VON en una mujer de 62 afios en la comunidad de Etchojoa en el
estado de Sonora (Elizondo-Quiroga et all, 2005). Las secuencias de las cepas del mosquito y la del
caso reportado en humanos han sido comparadas con las reportadas en EUA y los estudios
filogenéticos indican que las dos cepas se introdujeron a México de manera independiente (Elizondo-
Quiroga et all, 2005).

En el 2006, Farfan Ale y colaboradores reportaron mamiferos, aves y reptiles seropositivos en la
peninsula de Yucatan. En caballos se encontrd una seroprevalencia del 58.3% de anticuerpos contra el
VON. También se detectaron anticuerpos en 11 aves y 2 mamiferos (coyote y jaguar). Se analizaron
muestras de suero de 7 cocodrilos del estado de Campeche y 6 (86%) fueron positivas para anticuerpos
contra el VON (Farfan-Ale et all, 2006).

En el 2006 se realizd un estudio en donde se analizaron 3,856 muestras de donadores de sangre
provenientes de 29 estados de la republica Mexicana y se detectd6 un donador positivos para
antecuerpos del tipo IgM anti-VON. La muestra positiva fue confirmada por medio de la técnica de
amplificacion mediada por transcripcion (Sanchez-Guerrero et all, 2006).

En el 2007 se publicd un articulo en donde se encontraron aves seropositivas para el VON. Tres
(2.25%) de 133 muestras de suero de aves colectadas en Lampazos, N.L. dieron positivas en la prueba
de ELISA de bloqueo. La especie residente conocida como Passer domesticus, “Gorrion doméstico”,
demostr6 la presencia de anticuerpos anti-VON. Se encontré también seropositividad en Spizella
palida, el “Gorrion color arcilla”, conocido por ser una especie migratoria con habitos invernales en
Meéxico. Otra de las especies seropositiva fue Zonotrichia leucophrys, “Gorrion de corona blanca”, al

igual que la anterior también es una especie migratoria. Ademas se analizaron muestras en humanos
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con estudios seroldgicos los cuales mostraron que existe una alta reactividad cruzada en los sujetos con
probable infeccion con VON y aquellos que han padecido infeccion con el virus del dengue. Se
analizaron 44 pacientes con infecciéon activa por dengue, 169 pacientes con sintomas clinicos
compatibles con fiebre por VON y 24 pacientes con dafio en SNC con etiologia viral. Estas muestras se
analizaron para anticuerpos IgG e IgM. El 40 % de los sueros fueron positivos para anticuerpos 1gG
contra el VON y 0% fueron positivos para anticuerpos IgM anti-VON. Los resultados de la deteccion
de anticuerpos indican que la alta prevalencia del VD en nuestro pais (40%) complica el diagnostico
para el VON en humanos (Fernandez-Salas et all, 2007).

En el 2009 se reportaron en Chiapas muestras de mosquitos positivas por RT-PCR par el genoma del
VON y ademas de detectaron anticuerpos neutralizantes en diferentes especies de animales domésticos
(Ulloa et all, 2009).

Los casos de VON reportados en caballos, aves, mosquitos y un caso en humanos en México indican
que el VON estd activo en diferentes regiones de México, incluyendo la region del Norte y Noreste del
pais donde la cercania con EUA es el principal factor de riesgo (Figura 13). Actualmente se desconoce

la incidencia real y el impacto en la salud humana de las infecciones por el VON en nuestro pais.

Estados seropositivos a VON

¢ Estados con aislamienio de el VON

Golfo
de
Meéxico

Océano
Pacifico

Figura 13. Actividad del VON en México. Se muestran los estados con animales y/o humanos
seropositivos para el VON (amarillo) y los estados en donde se aislo el VON (punto rojo). (Beasley et
all, 2004; Blitvich et all, 2004; Deardorff et all, 2006).
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II. JUSTIFICACION

El VON ingres6 al continente Americano en 1999 y desde ese entonces se han presentado brotes
anuales en diferentes especies de aves, mamiferos, reptiles y humanos. La infeccion por el VON es
considerada una infeccion emergente y actualmente se ha comprobado que el virus se ha extendido en
Centroamérica y Sudamérica. La infeccion por el VON ha ocasionado alrededor de 28,900 casos y al
menos 1,129 personas han muerto a casusa de esta infeccion. En nuestro pais existen reportes de
infeccion en aves, reptiles, mosquitos y escasos reportes en humanos infectados. El impacto de esta
infeccion emergente en nuestro pais no esta claro ya que el nimero de casos reportados en EUA es muy
superior a los que se han reportado en nuestro pais.

El hecho de que haya reportes escasos de enfermedad neuroldgica por el VON en humanos en nuestro
pais, en el Caribe y en Centro América no ha podido ser explicado. Existen diferentes hipotesis para
explicar este hecho, las cuales se describen a continuacion:

La primera hipotesis sefiala, que la migracion de las aves infectadas con las cepas mas virulentas se ve
afectada, sin embargo muchas especies de aves no desarrollan enfermedad fatal y su migracion no se
afecta con la infeccion. Se tienen reportes de aves con viremias altas que no presentan sintomas de la
infeccion y por lo tanto sus patrones de migracion no se ven afectados.

La segunda hipdtesis esta relacionada con la probable seroproteccion al VON gracias a la previa
exposicion a otros flavivirus como el VD que son endémicos en estas areas. Aunque actualmente no se
tiene evidencia de que exista un seroproteccion cruzada en humanos, existe evidencia experimental en
roedores de que los anticuerpos heterotropicos anti-flavivirus pueden modular la enfermedad clinica y
reducir las cargas virales.

Una tercera hipotesis sefiala que existen factores intrinsecos y extrinsecos asociados al huésped y al
medio ambiente que permiten la seleccion de variantes genéticas menos virulentas. Los anticuerpos
heterotrépicos pudieran influenciar esta seleccion. Ademas los cambios de temperaturas del medio
ambiente y las diferentes especies de mosquitos infectadas podrian influenciar en la seleccion de una
cepa menos virulenta.

Por ultimo esta la hipotesis que sefiala que el personal médico de Centro y Norte América y el Caribe
no esta diagnosticando los casos de infeccion por el VON debido a que los casos de VON se confunden

con otras infecciones por flavivirus como las infecciones por el virus del Dengue.
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Indudablemente, la llegada del Virus del Nilo a México viene a sumarse a otras enfermedades
emergentes transmitidas por vectores; y plantea un reto a la investigacion y a los programas de
prevencion y control de vectores del sector salud en nuestro pais.

En este trabajo nos proponemos contribuir a discernir entre las tres hipdtesis que intentan explicar el
comportamiento del VON en nuestra region y asi ayudar a esclarecer la causa por la cual no se han

reportados brotes del VON en humanos en el noreste de México.
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I11. HIPOTESIS

Los estudios serologicos y de deteccion del genoma viral para la identificacion de casos potenciales de
infecciones por el VON en humanos, podria contribuir a esclarecer la epidemiologia y prevalencia del

VON en areas endémicas para el VD.
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IV OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la frecuencia de las infecciones por el VON en humanos en el Noreste de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las pruebas de diagnodstico inmunologico y de deteccion del genoma viral para el
VON.

2. Analizar por medio de pruebas serologicas la frecuencia de exposicion al VD en la poblacion
estudiada.

3. Buscar la presencia de anticuerpos anti-VON y el genoma del VON en sujetos donadores de
sangre asintomaticos, pacientes febriles y pacientes con cuadro clinico neurologico del noreste
de México.

4. Evaluar la utilidad de las pruebas de diagndstico serologico utilizadas actualmente para
identificar al VON vy su eficiencia en poblaciones endémicas para el VD.

5. Analizar el impacto de las infecciones por el VON en humanos del Noreste de México.
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V MATERIAL Y METODOS

Suere, plasinay tejidos
Extraccién de ARN con TRIzol

RT-PCR
anidade E Tiemp o Real

RT-PCR

Obtencion de muestras biologicas:
Suero, LCR, Plasma, Tejidos

Suero
Clonacidnde losPA
Yector T

e PrUIeba Confirmatoria j,
07 :’!- Para anticuerpos

T

Analisis de Anticuerposvs VON Secuenciacion y Analisis Filogen ético

IG ¢ IgM 1

Analisis de Resultados
Estudio de Prevalencia

Figura 14. Diagrama de flujo. Se muestra la estrategia general seguida para el desarrollo de este

trabajo.

V.1 Origen de los reactivos, material y equipo de laboratorio
V.1.1 Reactivos

V.1.1.1 Pruebas serologicas

Para la deteccion de anticuerpos del tipo IgG e IgM anti el Virus del Oeste del Nilo (VON) se
utilizaron los estuches comerciales WNV IgM capture ELISA y WNV IgG Diagnostic Select ELISA de
la compainia FOCUS Diagnostics (Cypress, California 90630, EUA).

Los estuches comerciales utilizados para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM e IgG anti-VD fueron
IgM capture ELISA y el estuche IgG Diagnostic Select ELISA de la marca PANBIO (Inc. 9075
Guilford Rd Columbia, Maryland 21046 U.S.A.).
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V.1.1.2 Pruebas De deteccién del genoma viral

Los reactivos utilizados para la extracciéon de RNA total a partir de plasma y Liquido Cefalo Raquideo
(LCR) fueron los siguientes: Reactivo TRIzol LS (Invitrogene, Carlsbad, California), Cloroformo,
Isopropanol y Etanol absoluto de grado analitico provenientes de la casa comercial Merck® (EM
SCIENCE, Gibbstown, NJ, EUA), Glucégeno de la marca Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA) y agua
tratada con el inhibidor de RNAsas : dietil pirocarbonato (DEPC).

Los ensayos de PCR Cualitativa en Tiempo Real (qPCR) para la deteccion de genoma del VON se
realizaron en un solo paso utilizando la enzima Multiscribe One-Step Master Mix, oligonucledtidos y
Sondas Taq Man de la compania Applied Biosystems (Foster City CA, EUA).

Para las reacciones de RT se utilizaron reactivos de la marca Invitrogene (Carlsbad, California) los
cuales se mencionan a continuacion: Enzima MMLV 200U/uL, RNAsin 40U/uL, Buffer 5X,
Ditiotrietol (DTT) 0.1M y dANTP’s 10mM.

Para la reaccion de PCR se utilizaron oligonucledtidos de Applied Biosystems (Foster City CA, EUA),
enzima Taq Polimerasa SU/uL, Buffer 10X, MgCl, 50 mM (Invitrogene, Carlsbad, California).

La purificaciéon de las clonas positivas se realiz6 con el estuche comercial Plasmid Midi Kit de
QUIAGEN (California, EUA).

Para la construccion de plasmidos se utilizo6 RNA viral proveniente de cultivo, el DNA plasmidico se
extrajo con columnas de QIAamp Ultra Sens Virus Kit (Qiagen, Valencia, California).

La secuenciacion de las clonas positivas se realizo utilizando el estuche BigDye Terminator v3.1Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, California).

Para preparar los geles se utilizo Agarosa (UltraPura™ Agarosa ) de la marca Invitrogen (Carlsbad,
California, EUA); para correr el gel se utilizo Buffer TBE 1X (a una concentracion de Tris-Base 1 M,
acido borico 0.09 M y EDTA al 0.002 M) preparado con acido borico y Tris- Base de la marca SIGMA
CHEMICAL CO (St, Louis, MO, EUA) y EDTA de la marca Amersham/Life Science (Cleveland, OH,
EUA). Para la visualizacion de los geles se utilizd6 Bromuro de etidio de 100 pg/mL de la marca

SIGMA CHEMICAL CO, (St, Louis, MO, EUA).

V.1.2 Material Biolégico
Se utilizaron muestras bioldgicas de suero y LCR provenientes de tres centros de salud: El Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, el Laboratorio Estatal de la Secretaria de Salud y el

Hospital 33 del IMSS.
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El RNA del VON proveniente de cultivo viral fue donado por el Dr. José A. Farfan del instituto Dr.
Hideyo Noguchi de la Universidad Autonoma de Yucatan.

Para la clonaciéon de los productos amplificados (PA) se utilizo el vector pCR-XL-TOPO 3.5
(Invitrogene, Carlsbad, CA) y las células electrocompetentes de E. coli Top 10 (Invitrogene, Carlsbad,
CA).

Como marcador de peso molecular se utilizo el plasmido pBluescript SK digerido con la enzima Msp II

(New England Biolabs. Beverly, MA, EUA)

V.1.3 Equipo
V.1.3.1 Separacion de Muestras

Las muestras de suero fueron centrifugadas en una centrifuga Clinica Centra CL2 marca Termo lec y

separadas en una Cabina de Bioseguridad Nivel II marca Lumistell modelo LV-120.

V.1.3.2 Pruebas Seroldgicas

Las placas de 96 pozos de las pruebas seroldgicas de ELISA fueron leidas en una lector de ELISA
modelo Lambda ELx800 de la marca Bio Tek. Para incubar las placas de ELISA a 37°C se utiliz6 una

incubadora de bafio de temperatura en seco modelo I5110 marca Labnet.

V.1.3.3. Pruebas de deteccion del genoma viral

La extraccion de RNA viral y DNA plasmidico se realizd en una Cabina de Bioseguridad Nivel II
marca Lumistell modelo LV-120 y una centrifuga refrigerada marca Heraeus (Osterode, Alemania)
Para preparar el gel de agarosa se utilizé un Microondas marca Panasonic y una balanza semianalitica
digital modelo APX-203 marca DAIGGER. Para correr los geles de agarosa se utilizd una camara de
electroforesis horizontal modelo B1 marca OWL y la visualizacion del gel se realizd6 en un
fotodocumentador modelo M 26 E de la marca UVP (Upland, California, EUA)).

Para los ensayos de RT y PCR convencional se utilizé6 un termociclador de la compaifiia Applied
Biosystems modelo 9700.

Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un termociclador de la compaiiia Applied

Biosystems Modelo ABI PRISM modelo 7000.
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V.1.4 Programas de analisis computacional

El procesamiento de los datos se realizd en una computadora marca Dell modelo GX260. Para los
programas de texto y las bases de datos se utilizaron los programas de Microsoft Office Word y Excel
en versiones 2007 de Microsoft Corporation.

Los alineamientos de secuencias nucleotidicas se realizaron en el programa Clustal W version 2
(Multiple Sequence Alignments). Los oligonucledtidos utilizados en los ensayos de PCR convencional
fueron disefiados utilizando los programas Amplify Version 2000 (Microsoft Corporation) y el
programa Oligo 2.0. El disefio de los oligonucle6tidos para qPCR se realizé en el programa Primer
Express de Applied Biosystems.

Para el analisis de resultados de PCR en tiempo real se utilizo el programa de Secuence Detection

System (SDS) Software Version 1.0 (build 81 rev 3).

V.2 Métodos

V.2.1 Recoleccion de muestras biologicas

Este trabajo fue evaluado y aprobado por el Comité de ética de la Facultad de Medicina de la UANL y
se le asigno el namero de clave BI04-003.

Antes de realizar la toma de muestras bioldgicas a cada sujeto se le invito a participar en el protocolo.
Se realiz6 una entrevista en donde se explico verbalmente a cada sujeto en qué consistia el protocolo de
investigacion. Se recabaron datos epidemiologicos y clinicos a cada sujeto (Anexo 1) y se les solicito la
firma de la Carta de Consentimiento informado (Anexo 2). En el caso de sujetos menores de edad se
solicitd la autorizacion de los padres para ingresar al paciente al protocolo.

La identificacion de cada uno de los sujetos incluidos en este estudio fue a través de la asignacion de
una clave personal y confidencial, la cual consta de una letra y el nimero correspondiente del sujeto a
tres digitos (ejemplo: FOO1).

De cada sujeto se obtuvieron dos tubos de sangre: uno con anticoagulante EDTA (para la obtencion de
plasma) y otro sin anticoagulante con aproximadamente (para la obtencién de suero). El plasma y suero
fueron separados mediante centrifugacion a 3.000 rpm, durante 10 min. Cada tubo fue etiquetado con la
clave personal de acuerdo a la base de datos creada para todos los sujetos de estudio.

Las muestras de LCR se transportaron al laboratorio antes de 1 hora de haberse recolectado y se
hicieron alicuotas en volimenes de 1 mL en microtubos.

Todas las muestras de suero, plasma y LCR fueron guardadas a -80°C en criocajas hasta ser

procesadas.
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De acuerdo a la informacion recabada con la encuesta de cada uno de los sujetos se realizoé una base de
datos, la cual se utiliz6 para realizar estudios de seroprevalencia y de asociacion con datos
epidemiologicos y hallazgos experimentales.

Los datos de identificacion de los sujetos incluidos en este estudio asi como los hallazgos
experimentales en asociacion con claves personales y confidenciales estan restringidas teniendo acceso
a esta informacion solo los responsables del proyecto.

V.2.2 Sujetos de estudio

En este estudio se incluyeron 1432 sujetos divididos en tres grupos de estudio, los cuales se describen a
continuacion:

Grupo I: En este grupo se incluyeron 800 sujetos asintomaticos donadores de sangre que asistieron al
Banco de Sangre del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” durante el periodo del mes
de diciembre del 2006 hasta el mes de septiembre del 2007. Este grupo corresponde al grupo de
controles sanos, a los cuales se les recolectaron muestra de sangre.

Grupo II: Se incluyeron 588 sujetos con fiebre sugestiva de una infeccion viral que asistieron a las
clinicas de la Secretaria de Salud de N.L. Las muestras fueron recolectadas en el laboratorio Estatal de
la Secretaria de Salud de N. L. en el periodo de octubre del 2005 a mayo del 2006. En este grupo se
recolectaron Uinicamente muestras de suero.

Grupo III: Se incluyeron 44 sujetos con manifestaciones clinicas de neuroinfeccion aséptica, a los
cuales se les recolectaron muestras de suero y LCR, y que fueron atendidos en el Hospital Universitario
“Dr. José Eleuterio Gonzalez” y el Hospital 33 del IMSS durante el periodo de marzo del 2005 a julio
del 2007.

V.2.3. Criterios de inclusion y exclusion
A continuacion se describen los criterios de inclusion y exclusion para los grupos de estudio. Los
criterios para el grupo I fueron diferentes que los del los grupos II y III, ya que el grupo I incluy6
exclusivamente sujetos asintomaticos.
1) Grupo I:
Criterios de Inclusion

a) Sujetos donadores de sangre de ambos géneros.

b) Sujetos que aceptaron y contestaron la encuesta requerida y que firmaron la carta de

consentimiento informado.
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Criterios de Exclusion:

a)

Sujetos que no aceptaron participar en el protocolo.

Criterios de Eliminacion

a)

b)

Sujetos positivos para alguna de las pruebas del perfil de donador (VIH-1, VHC, VHB,
Brucella VDRL) que se practican de rutina en el banco de sangre.

Mala calidad de la muestra.

2) Grupos 11 y IIT

Criterios de Inclusion

a)
b)

¢)

d)

e)

Sujetos de ambos géneros.

Pacientes con probable diagndstico de encefalitis, meningitis o meningoencefalitis de origen
desconocido.

Pacientes con enfermedad febril que aparecié stibitamente acompanada de algunos de los
siguientes sintomas: malestar general, anorexia, nausea, vomitos, dolor ocular, cefalea,
mialgia, erupcion cutanea en el pecho, estdbmago y espalda, linfadenopatia, debilidad,
sintomas gastrointestinales y cambios en el estado mental.

Pacientes con fiebre alta acompafiada de manifestaciones neuroldgicas tales como dolor de
cabeza, rigidez en el cuello, ataxia y signos extrapiramidales, anormalidades en los nervios
craneales, mielitis, neuritis Optica, poliradiculitis, aletargamiento, desorientacion, coma,
temblores, convulsiones, debilidad muscular, pérdida de la vision, entumecimiento, paralisis
y crisis convulsivas..

Pacientes que aceptaron participar en el protocolo con firma de carta de consentimiento.

Criterios de Exclusion

a)
b)

Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

Pacientes menores de edad cuyos familiares no aceptaron la participacion en el estudio.

Criterios de Eliminacion

a)

b)

Pacientes con meningitis, encefalitis o meningoencefalitis bacterianas, micdticas o con
diagnéstico viral confirmado para otros tipos de virus.
Pacientes que en el transcurso del estudio fueron diagnosticados para cualquier otro tipo de

agente.
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¢) Sujetos que decidieron abandonar el protocolo.

d) Mala calidad de la muestra

V.2.4 Pruebas serologicas

Las muestras de sangre completa recolectada fueron centrifugadas 15 mina 3,000 rpm para separar el
suero. Una vez centrifugadas, las muestras fueron guardadas en alicuotas de 1 mL en microtubos de 1.5
mL y se congelaron a -80°C. A las muestras de suero y LCR recolectadas se les realizaron estudios
serologicos para la deteccion de anticuerpos de respuesta primaria de tipo IgM anti-VON y el Virus del
Dengue (VD). El andlisis de anticuerpos de tipo IgM se realizé en grupos de 5 muestras de suero por
pocillo de la placa. Los grupos de muestras con resultados positivos se analizaron de manera
individual. A un subgrupo de muestras de los cuatro grupos de estudio se les realizaron ademas pruebas
de deteccion de anticuerpos de memoria IgG anti-VON (n= 332) y anti-VD (n= 374) y pruebas de
neutralizacion de reduccion en placa (PNRP) (n= 147). Las muestras para deteccion de anticuerpos del
tipo IgG por ELISA se analizaron individualmente en cada pocillo de la placa. En cada uno de los
ensayos realizados para anticuerpos IgG e IgM para el VON y el VD se analizaron testigos negativos

(N), testigos positivos (P) y calibradores de punto de corte por triplicado (CO).

V.2.4.1 Deteccidn de anticuerpos de tipo IgM anti-VON por ELISA

El ensayo de ELISA Focus Diagnostics West Nile Virus IgM Capture DxSelect™ esta disefiado para la
deteccion cualitativa de anticuerpos de tipo IgM frente al VON en suero (Anexo 3).
Protocolo:

1. Se realizaron las diluciones de las muestras, calibradores y controles. A 10 puL de suero, LCR,
testigo positivo, negativo o calibradores se afiadieron 1,000 pL de diluyente de suero y se
mezclaron con Vortex (dilucion 1:101). En un pocillo se agregaron 100 pL. de diluyente de
muestra para tomar este pocillo como blanco del ensayo.

1. Para reconstituir un vial del antigeno, se agregaron 8 mL del diluyente de la muestra.

2. Los pozos de la placa fueron llenados con 250 puLL de amortiguador de lavado diluido (1X Wash
Buffer solution), incubandose por 5 m. El amortiguador se descartd y se sacudid la placa en
papel absorbente para asegurar que los pozos estuvieran secos.

3. Se agregaron 100 pL del diluyente de muestra, de muestra diluida, de los testigos y del
calibrador del punto de corte en los pozos correspondientes.

4. Laplaca se cubri6 e incub6 durante 60 + 1 min a temperatura ambiente (20 a 25°C).
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14.

15.

Después de la incubacion la placa se decantd y se lavé tres veces cada pocillo con 250 pL de
amortiguador de lavado diluido (1X Wash Buffer). En el ultimo lavado se incub6 el tapon de
lavado durante 5 min y se decanto.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 pL del antigeno previamente mezclado.

La placa se cubri6 e incubd durante 120 + 1 min a temperatura ambiente (20 a 25°C).

La placa se lavd como se describio en el paso 6.

A cada pocillo de la placa se le afiadieron 100 pL. del conjugado (IgM Conjugate).

. La placa se cubri6 e incub¢ durante 30 £ 1 min a temperatura ambiente (20 a 25°C).
. La placa se lavé como en el paso 6.
. Se agregaron 100 pL del sustrato (Substrate Reagent) a cada pocillo.

. La placa se cubri6 e incub6 durante 10 = 1 min a temperatura ambiente (20 a 25°C), contando el

tiempo a partir de que se agregaron el H,O, y el TMB a los primeros pozos.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 pL de la solucion bloqueadora (Stop Reagent) en el
mismo orden y con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion del sustrato. Se mezclo
con agitacion suave.

Antes de 60 m, se ley6 la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm.

Evaluacion de los resultados de la técnica de ELISA IgM vs VON:

1.

Se calcul6 la media de la absorbancia de los triplicados del calibrador del punto de corte. Este
fue el valor del punto de corte.
El valor de indice se calculd dividiendo la absorbancia de la muestra menos el valor del blanco

por el valor del punto de corte menos el valor del blanco (calculado en el paso anterior).

Absorbancia de muestra — Absorbancia de blanco

Valor de Indice =
Absorbancia de calibrador — Absorbancia de blanco

Los resultados fueron interpretados (Tabla 4)
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Tabla 4: Interpretacion de resultados para la deteccion de anticuerpos del tipo IgM anti-VON
por medio la prueba de ELISA

INDICE RESULTADO
<0,9 Negativo
>0,9 a<1.1 Indeterminado

>1,1 Positivo

V.2.4.2 Deteccion de anticuerpos de tipo 1gG anti- VON por ELISA

El ensayo de ELISA Focus Diagnostics West Nile Virus IgG DxSelect'™ esta disefiado para la
deteccion cualitativa de anticuerpos de tipo IgG frente al VON en suero. El ensayo esta indicado para
personas que presentan sintomas de meningoencefalitis, como ayuda en el diagnostico de laboratorio
presuntivo de infeccion por el VON (Anexo 3).

Protocolo:

1. Se utilizaron 10 pL de muestra, testigo positivo, negativo y calibradores a los cuales se
afiadieron 1,000 pL de diluyente de suero y se mezcld con Vortex (dilucion 1:101). En un
pocillo se agregaron 100 pL de diluyente de muestra para tomar este pocillo como blanco
del ensayo.

2. Los pozos de la placa fueron llenados con 250 pL de soluciéon de amortiguador de lavado
diluido (1X Wash Buffer solution), incubandose por 5 min y decantando vigorosamente y
completamente el amortiguador, después sacudiendo con sanitas para asegurar que estén
secos los pozos.

3. Se agregaron 100 pL del diluyente de muestra para utilizarlo como blanco, 100 puL de cada
muestra diluida de suero, de los testigos y del calibrador del punto de corte en los pozos
correspondientes.

4. La placa se cubri6 e incubd durante 60 + 1 min a temperatura ambiente.

5. Después de la incubacion la placa se decantd y se lavd cada pocillo con 250 pL de
amortiguador de lavado diluido tres veces. En el ultimo lavado se incub6 la placa con el
amortiguador de lavado durante 5 m.

6. A cada pocillo de la placa se le afadieron 100 pL del conjugado IgM.

7. La placa se cubrid e incubd durante 30 + 1 min a temperatura ambiente.

8. Laplaca se lavo como en el paso 5.
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9. La placa se cubri6 e incubd durante 10 £ 1 min a temperatura ambiente, contando el tiempo
a partir de que se agregaron el sustrato a los primeros pozos.

10. Se detuvo la reaccion afiadiendo a cada pocillo de la placa 100 pL de la solucion
bloqueadora (Stop Reagent) en el mismo orden y con los mismos intervalos de tiempo que
para la adicion del sustrato. Se mezcl6 con agitacion suave.

11. Se ley¢ la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm antes de 60 min.

Evaluacion de los resultados de la técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos de tipo IgG
anti-VON.
1. Se calcul6 la media de la absorbancia de los duplicados del calibrador del punto de corte. Este
fue el valor del punto de corte.
2. Elvalor de indice se calcul6 dividiendo la absorbancia de la muestra menos el valor del blanco

por el valor del punto de corte menos el valor del blanco (calculado en el paso anterior).

Absorbancia de muestra — Absorbancia de blanco

Valor de Indice =
Absorbancia de calibrador — Absorbancia de blanco

3. Interpretacion de Resultados de acuerdo a un intervalo preestablecido (Tabla 5).

Tabla 5: Interpretacion de resultados para la deteccion de anticuerpos de tipo IgG anti- VON por
medio la prueba de ELISA

INDICE RESULTADO
<1,3 Negativo
>1,3a<1.5 Indeterminado

>1,5 Positivo

V.2.4.3 Deteccion de anticuerpos de tipo IgM anti-VD por ELISA

El ensayo de ELISA Dengue IgM Capture de PANBIO esta disefiado para la deteccion cualitativa de
anticuerpos de tipo IgM frente al antigeno del VD en suero, como una herramienta en el diagnostico del

laboratorio clinico de pacientes con sintomas clinicos consistentes con fiebre del dengue (Anexo 3).
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Protocolo:

1.

10.
11.

12.

13.

Se diluyeron 10 puL de cada muestra de suero, LCR, testigos positivos, negativos y calibradores
en 1,000 pL de diluyente (dilucion 1:101). Se mezclaron con Vortex.

Preparacion del antigeno: Se determind el nimero de pozos requerido para el ensayo y se
realizaron los calculos necesarios para la preparacion del antigeno diluido. Se diluyo6 el antigeno
1/250 con el diluyente del antigeno. Para cada tira de pozos se utilizé un volumen de 0.5 mL del
antigeno diluido. El antigeno concentrado que no fue utilizado se mantuvo de 2 a 8°C.

Se extrajo el volumen requerido del antigeno diluido y se mezcld con el mismo volumen de
conjugado del anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG humana con la enzima peroxidasa
(AcMo-HPR) (trazador). Se mezcld suavemente la solucion del antigeno y AcMo-HPR y se
dejo reposar a temperatura ambiente (20-25°C) por lo menos 10 m.

Se afiadieron 100 pL de la muestra bioldgica diluida, de los testigos y del calibrador del punto
de corte en los pozos correspondientes.

La placa se cubrio e incub6 durante 1 hora a 37 + 1°C en bafio maria.

Después de la incubacion la placa se decantd y lavd seis veces con la solucion comercial de
lavado evitando la formacion de burbujas para un maximo desempeiio del lavado.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 pL de los complejos antigeno-AcMo-HPR
previamente mezclados.

La placa se cubrio e incub6 durante 1 hora a 37 + 1°C en bafio maria.

La placa se lavé como se describiod en el paso 7.

A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 uL de TMB.

Se incubo la placa durante 10 min a temperatura ambiente (20-25°C), cronometrando desde la
primera adicion de TMB/H,0,.

Se afiadieron 100 pL de la solucion bloqueadora a cada pocillo en el mismo orden y con los
mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se mezcl6 con agitacion suave. En
los pozos con anticuerpos positivos el color azul cambi6 a amarillo.

Se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm y utilizando un filtro

de referencia de 600 nm, antes de 30 min.

Evaluacion de los resultados de la técnica de ELISA IgM vs VD:

1.

Se calculd la media de la absorbancia de los triplicados del calibrador. Este fue el valor del

punto de corte.
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2. El valor de indice se calcul6 dividiendo la absorbancia de la muestra entre el valor del punto de
corte (calculado en el paso anterior).

3. Las unidades PANBIO se calcularon multiplicando por 10 el valor de indice (calculado en el
paso 2).
Valor de indice = Absorbancia de la muestra / Valor del punto de corte

Unidades PANBIO = Valor de indice X 10

4. Interpretacion de resultados de acuerdo a un intervalo preestablecido (Tabla 6).

Tabla 6. Interpretacion de resultados para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM anti-VD por

medio la prueba de ELI’SA
INDICE UNIDADES PANBIO RESULTADO
<09 <9 Negativo
09al.l 9all Indeterminado
>1,1 >11 Positivo

V.2.4.4 Deteccion de anticuerpos de tipo 1gG anti- VD por ELISA
El ensayo de ELISA Dengue IgG Indirect de PANBIO esta disefiado para la deteccion cualitativa de

anticuerpos de tipo IgG frente a antigenos del dengue de diferentes serotipos (1, 2, 3 y 4). Esta prueba
se emplea como ayuda en el diagnostico del laboratorio clinico de pacientes con sintomas clinicos y
una exposicion pasada consistente con fiebre del dengue. También puede ser usado para distinguir
entre infeccion primaria o secundaria por el VD (Anexo 3).
Protocolo:
1. Se diluyeron 10 pL. de cada muestra de suero, LCR, testigos positivos, negativos y calibradores
en 1,000 uL de diluyente (dilucion 1:101). Se mezclaron con Vortex.
2. Se anadieron 100 pL de la muestra diluida, de los testigos y del calibrador del punto de corte en
los pozos correspondientes.
3. Laplaca se cubrid e incubd durante 30 min a 37 + 1°C en bafio maria.
4. Después de la incubacion la placa se decantd y lavd seis veces con amortiguador de lavado
diluido al 1X evitando la formacién de burbujas para un méximo desempefio del lavado.
5. A cada pocillo de la placa se afiadieron 100 pL de anti-IgG humana conjugada con HRP.

6. La placa se cubrid e incubd durante 30 min a 37 + 1°C en bafio maria.
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7. Se lavo la placa como en el paso 4.

8. Se anadieron 100 pL de TMB a cada pocillo de la placa.

9. Se incub¢ la placa durante 10 min a temperatura ambiente (20-25°C), cronometrando desde la
primera adicion de TMB/H,0,. Aparecid un color azul.

10. A cada pocillo de la placa se anadieron 100 pL de la solucidon bloqueadora en el mismo orden y
con los mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se mezcloé con agitacion
suave. En los conjugado del anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG humana con la enzima
peroxidasa pozos con anticuerpos positivos el color azul cambié a amarillo.

11. Se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm con un filtro de

referencia de 600 nm, antes de 30 min.

Evaluacion de los resultados de la técnica de ELISA IgG vs VD:

5. Se calculd la media de la absorbancia de los triplicados del calibrador. Este fue el valor del
punto de corte.

6. El valor de indice se calcul6 dividiendo la absorbancia de la muestra entre el valor del punto de
corte (calculado en el paso anterior).

7. Las unidades PANBIO se calcularon multiplicando por 10 el valor de indice (calculado en el
paso 2).
Valor de indice = Absorbancia de la muestra / Valor del punto de corte
Unidades PANBIO = Valor de indice X 10

8. Se realiz6 la interpretacion de resultados (Tabla 5).

V.2.4.5 Pruebas de PNRP

La prueba de PNRP se utiliz6 para confirmar las muestras de suero positivas para anticuerpos IgG anti-

VON. Esta prueba permite identificar anticuerpos neutralizantes en contra de diferentes especies de
flavivirus y asi diferenciar falsos positivos debidos a reactividad cruzada. Para realizar los ensayos de
PNRP es indispensable el manejo de cultivo viral en un laboratorio de tercer nivel. El Dr. Bradley J.
Blitvich del Departamento de Microbiologia Veterinaria y Medicina Preventiva del Colegio de
Medicina Veterinaria en el Estado de lowa, EUA colaboro en este proyecto realizando estos ensayos en
su laboratorio.

En los ensayos de PNRP se incluyeron 147 muestras de suero positivas para anticuerpos IgG del VON.

Los ensayos de PNRP se realizaron utilizando las siguientes cepas de flavivirus: VON (cepa NY99-
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35261-11), VESL (cepa TBH-28), DV-1 (cepa Hawaii), DV-2 (cepa NGC), DV-3 (cepa H-87) y DV-4
(cepa 241). Las cepas virales se obtuvieron del Centro de Referencia e Investigacion de Arbovirus
(Organizacion Mundial de la Salud) de los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades en la
Division de Enfermedades Infecciosas transmitidas por Vectores. (Fort Collins, CO,EUA). Los ensayos
de PNRP se realizaron en cultivos de células de rifiéon de mono verde (células Vero), con excepcion del
cultivo para DV-1 el cual se realizo en células de riion de mono Rhesus (células MK). Las muestras de
suero analizadas se analizaron en presencia de 8% de factor sérico l1abil.(Chappell et all, 1971). Los
sueros se probaron inicialmente a una dilucion de 1:20. Aquellos sueros que reducian el numero de
placas en una proporcion > al 70% fueron titulados para probarlos a mayores diluciones. Los valores de
titulacion se expresaron como diluciones reciprocas que reducian en un porcentaje >90% (PNRPy) el
numero de placas (PNRPy). Para realizar el diagnostico etiologico los titulos de anticuerpos PNRPy,

para un virus deberia ser al menos 4 veces mayores que el titulo para los demas flavivirus analizados.

V.2.5 Pruebas de deteccion del genoma del VON

Se realizaron las pruebas de deteccion del genoma del VON a los grupos de estudio I y III. Las
muestras del grupo II no fueron analizadas por estas técnicas ya que habian sido almacenadas varios
dias a 4°C en el Laboratorio estatal de la SSA antes de ser transportadas al laboratorio y no cumplian
con los requisitos para prevenir la degradacion del RNA. Para la deteccion del RNA del VON se
utilizaron las técnicas de retrotranscripcion-reaccion en cadena de la polimerasa anidada (RT-PCRn) y
PCR en tiempo real (QPCR). En las pruebas de RT-PCR anidada se emplearon dos juegos de
oligonucleotidos que amplifican una region que incluye fragmentos de las proteinas C y Pre M. En los
ensayos de qPCR se utilizaron dos juegos de oligonucledtidos con sondas Taq Man que amplificaron
las regiones de la proteina E y la region 3'UTR). Adicionalmente se disefiaron dos juegos de

oligonucleotidos que flanqueaban las regiones amplificadas en la qPCR.

V.2.5.1 Extraccion de RNA total

Se realizaron extracciones de RNA a partir de suero y de LCR. La extraccion de RNA total se realizé
con el reactivo TRIzol®. El reactivo de TRIZOL es una solucion monofasica de fenol e isotiocianato
de guanidina. El método utilizado es un modificacion del método desarrollado por Chomczynski y
Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987) para extraccion de RNA en un solo paso. El RNA obtenido se

precipitod con isopropanol grado analitico y glucégeno (10 pg/mL), obteniéndose una pastilla la cual se
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lavé con agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC), se precipita con etanol al 100% y se resuspende

en agua tratada con DEPC.

Protocolo:

1. Se colocaron 400 pL de plasma o LCR en un microtubo de 2.0 mL.

2. Posteriormente se agregaron 600 uL. de TRIzol® frio, se mezcld por inversion y vortex a baja
velocidad hasta homogenizar completamente y se incub6 por 5 min en hielo.

3. Después se agregaron 200 pL de cloroformo, se agitd por inversion suavemente e incubd en
hielo durante 5 m.

4. Se centrifug6 la mezcla 8,000 rpm durante 5 min a 4°C.

5. Se transfiri6 la fase acuosa a un microtubo de 1.5 mL (cuidando de no contaminar con la fase
organica).

6. Al microtubo con la fase acuosa se le agregaron 600 puL de isopropanol y 10 uLL de glucdégeno
para precipitar el RNA total, se mezcld suavemente por inversion y se dejo reposar una hora o
toda la noche a baja temperatura (-80°C).

7. Se centrifugoé a 14,000 rpm por 20 min a 4°C.

8. Posteriormente se decantd el sobrenadante y resuspendi6 el precipitado de RNA en 50 pL de
agua DEPC.

9. Luego se repitio la precipitacion del RNA utilizando 150 pL de etanol al 100 %

10. Se centrifugo6 a 14,000 rpm por 20 min a 4°C.

11. Finalmente se resuspendio el precipitado en 20 uL de agua tratada con DEPC.

Nota: Todos los reactivos se mantuvieron en hielo durante la extraccion del RNA total y las muestras

se guardaron en congelacion a -80°C.

V.2.5.2 Disefno de oligonucleétidos y sondas Tag Man

Para realizar el disefo de oligonucledtidos y sondas Taq Man se realizé una biisqueda de secuencias en

el National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2008) y se eligieron 23 secuencias

nucleotidicas del genoma del VON. En el analisis se incluyeron 6 cepas del VON aisladas en Texas,

EUA, la cepa NY 1999, 6 cepas asiladas por el CDC en EUA, cepas aisladas en los estados de N.L. y

Tabasco en México, entre otras (Anexo 4). La mayoria de las secuencias incluidas para este analisis

(n=19) pertenecen a cepas aisladas en el continente Americano.
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Posteriormente las secuencias fueron analizadas en el programa ClustalW2 (EMBL-EBI, 2008). Se
escogieron la region no codificante 3'UTR y la region codificante de la proteina E del genoma viral.
Para el disefio de los oligonucleétidos y la sonda Taq Man se utiliz6 el programa Primer Express 2.0.
Se realizo el disefio de los oligonucleotidos y de las Sonda Taq Man para la region 3'UTR
(Oligonucleotidos UTR-U y UTR-D) y la region codificante para la proteina E (Oligonucleétidos PE-U
y PE-D) del genoma del VON (Figura 15).

Proteinas Proteinas
5" Estructurales No Estructurales 3
—_— —
— —
— R
—_— -—
65 pb 56 pb
—o—
216 pb 128 pb

Figura 15. Estructura del genoma del VON. Las flechas y bloques en color negro indican las
regiones del genoma del VON amplificadas para los ensayos de qPCR. Las flechas y bloques rojos
indican las regiones amplificadas para el disefio de los plasmidos utilizados para los ensayos de
sensibilidad de las reacciones de qPCR.

V.2.5.3 Reaccion de amplificacion por medio de gPCR

Los ensayos de qPCR se realizaron a partir del RNA total, se busco la presencia del RNA del VON
mediante amplificacion por medio de RT-PCR en tiempo real en un solo paso utilizando la enzima
Multiscribe One-Step Master Mix. Todas las sondas contenian el reportero 5° FAM (6-
carboxifluoresceina) y el apagador TAMRA (6-carboxi-N,N,N'N’-tetrametilrodamina).

Un juego de oligonucledtidos y sonda se utilizoé para amplificar la region codificante de la proteina E
(Oligonucleotidos PE-U y PE-D y el segundo juego amplificéd la regiéon 3'UTR (Oligonucledtidos
UTR-U y UTR-D) del genoma del VON (Tabla 7). Las muestras de RNA fueron calentadas a 60°C
durante 3 min antes de afiadirse a la mezcla de reaccion. Para cada reaccion se agregaron: 12.5 pL de

Taq Man Universal PCR Master Mix, 0.625 pL de la Enzima Multiscribe-RNAsin 40X, 1.25 puL de la
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mezcla de oligonucleétidos y sonda Taq Man 20X y 7.625 pL de agua libre de RNAsa (Tabla 8). Las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: Un paso inicial a 48°C por 30 min para llevar a
cabo la reaccion de RT, después 95°C por 10 min para activar a la enzima Taq Polimerasa, siguieron
40 ciclos de 95°C por 15 s 'y 60°C por 60 s. La fluorescencia fue detectada en cada ciclo de PCR en el

paso de alineamiento y se generaron las curvas de amplificacion.

Tabla 7. Oligonucledtidos y sondas utilizadas en las reacciones de qPCR.

INICIADOR  POSICION EN EL SECUENCIA (5’- 3')
GENOMADEL VON
UTR-U 10,628-10,647 GAAGGAGGACCCCACATGTT
UTR-D 10,666-10,683 GCCGTAGCGTGGTCTGA
UTR sonda 10,648-10,665 FAM-ATTGGGCTTTGAAGTTAC-TAMRA
PE-U 1999-1221 GAGAAGCTCACAATGACAAACGT
PE-D 1245-1263 CCTGTCCACCACTCCTTGT
PE sonda 1223-1237 FAM-CTGACCCAGCTTTTG-TAMRA

Tabla 8. Reaccion de qPCR para amplificar las regiones 3’'UTR y la proteina E del VON.

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN

Taq Man Universal PCR Master Mix 2X 12.5 puL

Enzima Multiscribe-RNAsin 40X 0.625 uL

Mix de Oligonucledtidos y sonda Taq 20X 1.25 uL

Man 20X

Agua libre de RNAsas 7.625 uL

RNA viral 3uL

Volumen Final 25uL

En cada reaccion de PCR se incluyeron testigos negativos (de agua y de reactivos, sin RNA), asi como

testigos positivos (RNA-VON). El RNA testigo positivo fue donado a nuestro laboratorio por el Dr.
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José A. Farfan de la Universidad Autonoma de Yucatan. Los testigos negativo y positivo se analizaron

por duplicado y se repitid el experimento por triplicado.

V.2.5.4 Ensayos de especificidad para la qPCR

Para los ensayos de especificidad se extrajeron RNAs de otros dos flavivirus (Virus de la Hepatitis C y
VD) por medio de la técnica de TRIZOL descrita anteriormente (4.2.5.1 Extraccion de RNA total). Las
muestras se analizaron por qPCR por triplicado utilizando los dos juegos de oligonucle6tidos y sondas

disefiados, como se describio en el punto anterior.

V.2.5.5 Ensayos de sensibilidad para gPCR
Para realizar los ensayos de sensibilidad se construyeron dos plasmidos con las secuencias de la
proteina E y la regiéon 3'UTR del VON. Las clonas fueron cuantificadas y se realizaron diluciones

desde 300,000 hasta 3 copias para analizar la sensibilidad de los ensayos de qPCR.

V.2.5.5.1 Clonacién y anélisis de los PA

Para realizar los ensayos de sensibilidad se disefiaron dos juegos de oligonucledtidos que flanquean las
regiones amplificadas por qPCR (Proteina E y region 3'UTR). Los oligonucle6tidos que amplifican a la
proteina E generan un fragmento de 216 pb y los correspondientes a la region 3'UTR generan un
fragmento de 126 pb (Figura 15 y Tabla 9). Los PA se visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido

con bromuro de etidio.

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para amplificar las regiones 3'UTR y proteina E del genoma
del VON.

INICIADOR POSICION EN SECUENCIA (5’- 3")

EL GENOMA

DEL VON
Plasmido PE-U 1090-10111 GAT GTG AAG ATG ATG AAT ATG G
Plasmido PE-D 1285-1305 AAT GCTTCC TTT ACC AAA TAG'
Plasmido UTR-U  10,594-10,613 GAA GTG ATC CAT GTAAGC CC
Plasmido UTR-D  10,700-10,719 GCA CTATCG CAGACT GCACT
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Los productos amplificados (PA) fueron purificados utilizando el estuche Wizard SV Gel and PCR
Clean Up (Anexo 5) y clonados en el vector T pCR-XL-TOPO 3.5. Se utilizaron las células
electrocompetentes de E. coli Top 10. La técnica utilizada para la clonacion de los PA fue la del vector

T (Marchuk D, 1990),

Los productos de PCR y el vector T se sometieron a ligacion en un volumen final de 3 pL. Se utilizaron
2 pL de los PA de las dos regiones amplificadas. Se agregaron 0.5 pL de la mezcla del Vector T y la
enzima ligasa. Se incub6 la mezcla 5 min a temperatura ambiente y se agregaron 0.5 puL de la solucion
bloqueadora. Después se agregaron 100 pl. de bacterias electrocompetentes y se realizo la
electroporacion. Se inocularon 4 mL de medio LB (bactotriptona 1%, extracto de levaduras 0.5%",
NaCl al 1% y kanamicina 0.1 pg/ml), con 100 ul de bacterias E. coli Top 10 y se dejaron crecer toda la
noche.

Para seleccionar las clonas portadoras se tomoé del medio de cultivo LB y se sembr6é en placas, las
cuales se dejaron incubar por 16 h. Se eligieron 9 colonias para la region 3'UTR y 8 colonias de la
region codificante de la proteina E. Cada colonia de bacterias se crecid en 3 mL de medio LB con
kanamicina (0.1 pg/mL) y se mantuvo con agitacion vigorosa de 250 rpm durante la noche. Para la
extraccion de DNA plasmidico se utilizd el método de lisis alcalina (Sambrook J, 2001). Al dia
siguiente se centrifugaron 1.5 mL del medio de cultivo durante 30 seg a maxima velocidad (14, 000
rpm) y se removid el medio del tubo manteniéndolo en hielo. La pastilla resultante se resuspendi6 en
100 pl de solucion I (glucosa SO0mM, Tris-Cl 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM, pH 8) utilizando el vortex.
Se agregaron 200 pl de solucion II (0.2 mL de NaOH 10 N, 1.0 mL de SDS 10% y 8.8 mL de agua)
recién preparada (8.8 mL de agua + 0.2 mL de NaOH 10 N + 1 mL de SDS 10%), la solucion se

mezclo rapidamente por inversion (5 veces), y se incubo 5 min en hielo.

Se agregaron 150 pL de solucién III fria, el tubo se agitd en el vortex y se incubd en hielo 5 m. Se
centrifugd durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. El DNA plasmidico se
extrajo con un volumen de fenol:cloroformo (1:1), aproximadamente 190 pL de cada uno, mezclando
al vortex 1 m. Después de centrifugar 2 min a 4°C, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. Se
precipitd el DNA plasmidico con 2 voliimenes de etanol (95-100%) a temperatura ambiente, mezclando
al vortex y dejando reposar 2 m. Se centrifugd a 12,000 g por 5 min a 4°C. Se removio completamente
el sobrenadante por aspiracion y se dejo el tubo invertido sobre una toalla de papel. Se lavo la pastilla

con 1 mL de etanol al 70% frio y se centrifugé medio m. Se removid el etanol y se dejo secar la pastilla
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al aire por 10 m. Por ultimo el DNA plasmidico se disolvi6 en 50 uL. de TE con RNAsa pancredtica (20
pg/mL).

V.2.5.5.2 Analisis de clonas recombinantes

Los DNAs plasmidicos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %. Las clonas se
amplificaron con los oligonucledtidos especificos para las regiones 3'UTR y proteina E. Las clonas que
dieron el PA del tamafio esperado fueron purificadas en mediana escala utilizando el estuche comercial
Plasmid Midi Kit de QUIAGEN (Anexo 6), se siguieron las recomendaciones del proveedor. Las

clonas purificadas fueron secuenciadas.

V.2.5.5.3 Determinacion de las secuencias nucleotidicas

La secuencia de las clonas se determind por secuenciacion ciclica con una adaptacion de terminacion
en cadena (Sanger y Nicklen., 1977). Para realizar la secuenciacion se utilizo el estuche comercial
BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing kit. Los oligonucledtidos que se utilizaron fueron los
oligonucleoétidos especificos de la region 3'UTR y de la proteina E del VON. Se utilizaron 20 ng de las
clonas a amplificar en un volumen de reaccion de 20 pL (Tabla 10). Las condiciones del termociclador
fueron las siguientes: Un paso inicial a 96°C por 1 m, después siguieron 25 ciclos de 96°C por 10 s,

50°C por 5 sy 60°C por 4 m.

Tabla 10. Reaccion de PCR para secuenciacion de las regiones 3’'UTR y proteina E del genoma
del VON.

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN
Ready Reaction Premix 2.5X 4 uL
Amortiguador Big Dye 5X 2 uL
Sequencing

DNA plasmidico 20 ng 5 uL

Agua 9 uL

Volumen Final 20 uL
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V.2.5.5.4 Analisis de las secuencias nucleotidicas

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas fueron ensambladas en el programa en linea CAP 3
(Pdle-Bioinformatique-Lyonnais, 2008). Las secuencias se compararon en Internet mediante el

programa BLAST con las secuencias reportadas en el GenBank (EMBL-EBI, 2008)(Anexo 7).

V.2.5.5.5 Determinacion de los limites de sensibilidad de los ensayos de gPCR

Para la evaluacion de la sensibilidad de los ensayos de qPCR se utilizaron clonas purificadas de las
regiones 3UTR y de la proteina E del VON. Se realizaron diluciones en miltiplos de 10 desde 300,000
hasta 3 copias. A continuacion se describen los célculos realizados para la determinacion del numero de
copias por reaccion de PCR.

A) Se determiné del Peso Molecular (PM) de cada plasmido
X Daltons= (tamafio del plasmido en pb)(330 daltons X 2 nt/bp)

Daltons = g/mol

B) Se realizo la conversion del PM a nimero de copias
X g/molécula = X g/mol/No de Avogadro (6.023 x 10 moléculas/mol)

X = peso de una molécula o peso de una copia del plasmido

C) Se calcul6 los pg de DNA para la curva de 300,000 a 3 copias.

D) pgDNA = (Numero de copias) (masa de una copia del plasmido)Se calcul6 la concentracion de
DNA plasmidico (pg) necesario para agregar X numero de copias en un volumen de 5 uL a la
reaccion de qPCR. Se dividieron las masas calculadas en el paso C entre los 5 uL pipeteadas
para cada reaccion.

E) Se determind la concentracion final (pg/uL) = pgDNA para cada dilucion/5 Se procedié a hacer
los célculos para diluir los stocks de plasmidos purificado y obtener una concentracion de
300,000 copias/5uL.

F) Se utiliz6 la formula C; V| = C, V, Una vez obtenida la dilucion de 300,000 copias se realizaron
diluciones seriadas en multiplos de 10 hasta obtener la dilucién de 3 copias.

G) Una vez obtenidas las diluciones se analizaron por medio de qPCR 5 pL de cada plasmido con

las mismas condiciones mencionadas en la seccién 4.2.5.3.
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Los ensayos para determinar los limites de cuantificacion se realizaron tanto para las reacciones de
PCR convencional como para las de qPCR. Se realizé una curva de rango dinamico desde 300,000

hasta 3 copias por mL.

V.2.5.6 Ensayos de RT-PCR cualitativa
Para realizar el diagndstico molecular del genoma del VON por medio de RT-PCRn se utilizaron dos
juegos de oligonucledtidos (Lanciotti et all, 2000; Shi et all, 2001), los cuales amplifican una regién

que incluye fragmentos de la proteina C y la proteina preM del VON.

V.2.5.6.1 Reaccion de RT.

Los DNA complementarios (DNAcs) se sintetizaron a partir de RNA total (RNAt) utilizando

hexameros aleatorios. Se utilizaron reactivos de Invitrogene para preparar la reaccion de RT (Tabla 11).

Tabla 11.- Condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis del DNAc a partir de RNA viral.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL

RNA viral SpL
Hexameros aleatorios 2.5uM
Agua miliQ cbpl2pul

La reaccion se incub6 10 min a 70°C, el tubo se centrifugd 3 segundos
y se agregaron los siguientes reactivos:

Amortiguador 5X de primera cadenalX
DTT 0.1M 0.01M
dNTP’s 10 mM 0.5Mm

La reaccion se incub6 2 min a 42°C

SuperScript II (200U/pl) 200U
La reaccion se incub6 a: 10 min a 25°C, 50 min a 42°Cy 15 min a
70°C.

V.2.5.6.2 Reaccion de PCR anidada (PCRnN).

Una vez sintetizados los DNAc, se realizé la PCR utilizando los oligonucledtidos VON-1 y VON-2,
posteriormente se realizd6 la PCRn con los oligonucledtidos VONn-3 y VONn-4 (Tabla 12). Los
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oligonucleétidos para la primera PCR generan un fragmento de 408 pb y el juego de oligonucledtidos

del PCRn genera un fragmento de 193 pb. Las condiciones de reaccion se describen mas adelante

(Tabla 13).

Tabla 12. Secuencias nucleotidicas de los oligonucledtidos utilizados en la PCRn. Los
oligonucleo6tidos amplifican las regiones de la proteina C y de la proteina preM del genoma del VON.
INICIADOR POSICION EN EL SECUENCIA (5’-3")

GENOMA DEL VON
VON-1 233-257 TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT
VON-1 640-616 CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA
VONR-3 287-308 CAGTGCTGGATCGATGGAGAGG
VONn-4 370-390 CCGCCGATTGATAGCACTGGT
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Tabla 13. Condiciones de reaccion de la PCRn. Se estandarizaron las condiciones para amplificar la
region de la proteina C y proteina preM del genoma del VON.

Concentracion inicial Concentracion Final
Amortiguador 10 X 1X
MgCl; 50mM 2.5 mM
dNTP’s 10 mM 0.4 mM
Oligonucleotido VON-1 10 pM 0.6 uM
Oligonucledtido VON-2 10 pM 0.6 uM
TaqDNApolimerasa Su/pl 2.5 U/ul
DNAc 5ul
Agua Mili Q

Volumen Final de Reaccion 50 pul
PCR anidada

Concentracion inicial Concentracion Final
Amortiguador 10 X 1X
MgCl, S0mM 1.5 mM
dNTP’s 10 mM 0.2 mM
Oligonucleotido VON-3 10 pM 0.3 uM
Oligonucle6tido VON-4 10 pM 0.3 uM
TaqDNApolimerasa Su/pl 1.25 U/ul
PAPCR1 I ul
Agua Mili Q

Volumen Final de Reaccion 50 pul

Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 m, las amplificaciones se llevaron a cabo
durante 35 ciclos. Aunque se utiliz6 el mismo programa para todas las amplificaciones, la temperatura
de alineamiento (Tm) fue especifica para cada juego de oligonucleotidos; las temperaturas utilizadas
para la PCR 1 fueron de 56°C y 52°C para la PCRn. Los ciclos consistieron en un primer paso de

desnaturalizacion a 94°C durante 45 s, un segundo paso de apareamiento a la Tm de cada juego de
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oligonucleétidos durante 45 s y un tercer paso de extension a 72°C durante 1 m. Al finalizar los 35

ciclos, se llevo a cabo un paso de extension a 72°C durante 10 m.

Una vez obtenidos los PA, éstos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%. Los geles se
prepararon con TBE 0.5X (Tris-borato 0.089 M. éacido borico 0.089M). El gel solidificado se coloc en
una camara de electroforesis, la cual contenia el mismo amortiguador. Las muestras se mezclaron con
jugo azul 6X (azul de bromofenol al 0.25 %, xilencianol al 0.25 % y glicerol al 30%) y fueron
depositadas en el gel. La electroforesis se corrid a 95 V y una vez terminada, el gel se tifié con bromuro

de etidio durante 5 a 10 m, se lavo con agua y se procedi6 a observarlo en el fotodocumentador.

V.3 Analisis estadistico
En este estudio se realizd estadistica descriptiva. La prueba de chi-cuadrada (X?) o exacta de Fisher
fueron utilizadas para comparar las variables categoricas. Se consider6 estadisticamente significativo si

el valor de P < 0.05. Se emplearon los programas Epi Info version 3.3.2 y el SPSS version 13.0.

64



VI. RESULTADOS
VI.1 Sujetos de estudio
En este estudio se incluyeron un total de 1,432 sujetos divididos en tres grupos de estudio, los cuales se
describieron en la seccion de material y métodos. De cada individuo se recolectaron datos
epidemiologicos y de riesgo para adquirir una infeccion por picaduras de mosquitos. Se incluyeron 867
hombres (61%) y 565 mujeres (39%). Todos los participantes provenian del noreste de México. La

mayoria provenian del estado de Nuevo Ledn y el resto provenia de los estados de Coahuila y

Tamaulipas. (Tabla 14).

Tabla 14. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos de estudio

Caracteristicas Grupos de Estudio

demograficas Grupo I Grupo 11 Grupo 111 Total
Controles Pacientes Pacientes
sanos Febriles Neurolégicos
No. participantes 588 44 800 1432
No. hombres 182 27 658 854
No. mujeres 406 17 142 534
Proporcion 1:2.2 1:0.6 1:0.2 1:0.6
Hombre/mujer
Promedio de edad 1-73 1-79 18 — 60 1-79
(afos)
Media de 1a Edad 28 33 32 31
Estado:
Nuevo Ledon 588 43 767 1398
Coahuila 0 0 8 8
Tamaulipas 0 1 25 26

V1.2 Pruebas serologicas

V1.2.1 Deteccidn de anticuerpos de tipo 1gM e 1gG anti-VON por ELISA

Todos los participantes del estudio fueron analizados para la deteccion de anticuerpos del tipo IgM

anti-VON y ninguno fue positivo para esta prueba. Este resultado nos indica que ninguno de los
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pacientes analizados estaba cursando con una infeccion reciente por el VON. Para la deteccion de
anticuerpos del tipo IgG se analizaron 332 muestras, de las cuales se obtuvieron 162 muestras
positivas. Se encontrd evidencia serologica de anticuerpos IgG-VON en 21(50%) de 42 muestras
analizadas de donadores de sangre. En el grupo de pacientes febriles encontramos 127 (51.2 %)
muestras positivas de 248 analizadas y en el grupo de pacientes neuroldgicos se detectaron 14 (33%)
muestras positivas de 42 analizadas. Del 33 al 51% de las muestras que se analizaron fueron positivas
tanto para anticuerpos IgG-VON como para anticuerpos IgG-VD (Tabla 15). Debido a la reactividad
cruzada de la técnica de ELISA IgG, las muestras positivas para [gG-VON se analizaron por medio de

PNRP para confirmar los resultados.

V1.2.2 Deteccion de anticuerpos de tipo 1gM e 1gG anti-VD por ELISA

En el grupos de sujetos donadores de sangre se detectaron 16 (2%) sujetos positivos para anticuerpos
IgM-VD. En el grupo de paciente febriles se detectaron 44 (7.5%) sujetos positivos para IgM-VD de
588 analizados. Todos los pacientes febriles positivos para IgM del VD fueron también positivos al
realizar la deteccion de anticuerpos IgG del VD. En el grupo de pacientes neurologicos no se
detectaron sujetos positivos para anticuerpos IgM-VD. En el grupo de pacientes febriles 142 (67.6 %)
sueros de pacientes de 210 analizados fueron positivos para anticuerpos IgG-VD. En los pacientes
neuroldgicos se detectaron 17 (59%) IgG-VD positivos de un total de 29 sueros analizados (Tabla 15).
En los tres grupos de estudio los sujetos positivos para anticuerpos IgG-VON fueron también positivos

para anticuerpos IgG-VD.
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Tabla 15. Deteccion de anticuerpos del tipo IgG e IgM anti-VON y anti-VD en los grupos
estudiados.

Prueba Serologica Grupo de Estudio

Individuos positivos/Individuos analizados (%)

Grupo I Grupo II Grupo III
Controles sanos Pacientes Febriles Pacientes
Neuroldgicos
Anticuerpos IgM-VON 0/ 800 (0%) 0/588 (0%) 0/44 (0%)
Anticuerpos IgG-VON 21/42 (50 %) 127 /248 (51.2%) 14 /42 (33.3%)
Anticuerpos IgM-VD 16 /800 (2.0%) 44 / 588 (7.5%) 0/44 (0%)
Anticuerpos IgG-VD 80/ 135 (59.2 %) 142 /210 (67.6 %) 17/29 (58.6 %)

V1.2.3 Deteccion de anticuerpos neutralizantes por medio de PNRP

Las muestras positivas para IgG del VON fueron analizadas por medio de la técnica confirmatoria de
PNRP para detectar anticuerpos neutralizantes en anti-VON, el VESL y los cuatro serotipos del VD.
Aunque originalmente se detectaron 162 muestras IgG anti-VON positivas por ELISA, no fue posible
analizarlas todas debido a que 14 muestras correspondieron a muestras del laboratorio estatal y se
encontraban en mal estado. Se analizaron un total de 147 muestras IgG positivas de las cuales 21
correspondian a donadores de sangre, 112 a pacientes con fiebre y 14 a pacientes neurologicos (Anexo
8). Seis individuos fueron positivos para el VON por PNRP, dos de ellos eran donadores de sangre y
cuatro pacientes febriles. Todos los sujetos positivos para el VON eran procedentes de Nuevo Leon y
no tenian antecedentes de viajes fuera de la region en los Gltimos dos meses antes de haber ingresado al
protocolo (Tabla 16 y 17). La seroprevalencia del VON en la poblacion estudiada fue de 1.8 %.

Se detectaron ademas 64 individuos seropositivos para el VD-1, de los cuales 44 eran sujetos febriles, 9
eran pacientes neurologicos y 11 donadores asintomaticos. La seroprevalencia del VD-1 en la
poblacion estudiada fue del 41%. Para el VD-2 se detectaron 23 individuos positivos de los cuales 20
fueron pacientes febriles, 1 paciente neuroldgico y 2 donadores de sangre. La seroprevalencia del VD-2

en la poblacién estudiada para esta prueba fue de 15.6% (Tabla 16).
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Ademas 24 individuos dieron un resultado seropositivo indeterminado para el VD. En este caso los

titulos de anticuerpos detectados por PNRPy, para un serotipo del VD no eran mayores de 4 veces que

otro serotipo del VD. En 24 individuos se detectd una infeccion secundaria por VD en donde los titulos

para dos 0 mas serotipos del VD estaban elevados y eran similares. En 8 individuos no se detectaron

anticuerpos para ninguno de los flavivirus analizados. Ninguna de las muestras analizadas fue positiva

para los virus VD-3, VD-4 ni VESL.

Tabla 16. Resumen de los resultados de las pruebas de PNRP. Las muestras que fueron positivas
para anticuerpos del tipo IgG anti-VON fueron confirmadas por medio de la prueba de PNRP.

Diagnéstico por

Grupos de Estudio (n=147)

ENRE Grupo II Grupo III Total
VON 2 4 0 6 (4%)
VESL 0 0 0 0
VD-1 11 44 9 64 (43.5%)
VD-2 2 20 1 23 (15.6%)
VD-3 0 0 0 0
VD-4 0 0 0 0
VD (serotipo 5 16 3 24 (16%)
indeterminado)
Infeccion 0 22 0 22 (14.9%)
secundaria con
flavivirus
Negativos 1 6 1 8 (5.4%)
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Tabla 17. Caracteristicas de los participantes del estudio seropositivos para el VON por medio de

las pruebas de PNRP.

Participante

Sexo

Caracteristicas Demograficas

Estado de Residencia Historia reciente

de viajes*
Donador de Sangre 43 Nuevo Leon NO
Donador de Sangre 19 M Nuevo Leon NO
Paciente febril 41 F Nuevo Leon NO
Paciente febril 45 M Nuevo Leon NO
Paciente febril 26 M Nuevo Leon NO
Paciente febril 38 M Nuevo Leon NO

* Historia de viajes en los dos meses anteriores de haber ingresado al protocolo.

V1.2.4 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para comparar los sujetos con exposicion previa a flavivirus (positivos

para anticuerpos IgG anti-VON y/o el VD) y los intervalos de edad, sexo y procedencia. También se

realiz6 un analisis en donde se compararon los sujetos positivos para anticuerpos neutralizantes anti-

VON vy las variables sexo, edad y procedencia.

Al comparar los sujetos con exposicion previa a flavivirus contra el género, se encontrd que el género

femenino tiene 1.85 veces mas riesgo a una infeccion por flavivirus que el género masculino. El riesgo

puede ser desde 1.19 hasta 2.88 (Razon de Momios (RM) = 1.85, IC 95% 1.19-2.88; **P=0.006)

(Tabla 18 y Figura 16).
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Tabla 18: Comparacion de lo sujetos IgG-VON e IgG-VD positivos y el género. Se encontro
diferencia significativa entre los géneros masculino y femenino.

Género IgG positivos n (%) Valor de P
Femenino 130 (55.8) 0.006** |
Masculino 103 (44.2) |
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Figura 16: Comparacion de lo sujetos IgG-VON e IgG-VD positivos y el género. Se encontrd que el
género femenino tiene 1.85 veces mas riesgo a una infeccion por flavivirus que el género masculino.

Al realizar la comparacion de sujetos con exposicion a flavivirus contra los intervalos de edad se
encontrd que el valor de P fue significativo para el intervalo de edad < 10 afios; debido a que la RM fue
menor a 1 (RM= 0.124, IC 95% 0.034-0.448; **P=0.0001974). En éste grupo de edad la mayoria
(80%) fue negativo para IgG VD. Todos los sujetos de entre 61 a 70 afnos de edad (100%) fueron
positivos para IgG VD (**P=0.008) (Tabla 19 y Figura 17).
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Tabla 19: Comparacion de lo sujetos IgG-VON e IgG-VD positivos y el intervalo de edad. Se
encontrd diferencia significativa entre los intervalos de 0 a 10 afios y 61 a 70 afios.

IgG positivos Rango Edad P

(n=233) < 10 afios 0.0001974%*
11-20 afios 0.22
21-30 afios 0.4374
31-40 afios 0.6656
41-50 afos 0.12014
51-60 afios 0.6325
61-70 afios 0.008**
71-80 afios 0.3152

P=0.008**
100%
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Figura 17. Resultados del analisis de comparacion entre intervalos de edades y la exposicion a
flavivirus. Las barras azules muestran los sujetos negativos para las pruebas IgG anti-VON y VD y las
barras rojas muestran los sujetos positivos para estos anticuerpos. En el intervalo de edad de 0 a 10 afios
el 80% de los sujetos fueron negativos para anticuerpos IgG anti-VD. Todos los sujetos de entre 61 a 70
afios de edad (100%) fueron positivos para anticuerpos anti-IgG VD.
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Al comparar los sujetos con exposicion a flavivirus contra la procedencia, especificamente del estado
de Nuevo Ledn se encontrd que aunque el valor de P fue significativo para los originarios de Cerralvo,
la mayoria de los sujetos de este municipio (72.2%) fueron negativos para IgG VD (RM= 0.191, IC
95% 0.066-0.548; **P=0.001). Lo mismo ocurri6 con los sujetos del municipio de Escobedo en donde
el valor de P fue significativo para los originarios de Escobedo en donde la mayoria de los sujetos de
este municipio (66.7%) fueron negativos para IgG VD (RM= 0.251, IC 95% 0.092-0.686; *P=0.04).
Los residentes del municipio de Guadalupe tienen 2.69 veces mas riesgo a una infeccion por flavivirus
comparado con otros municipios. El riesgo puede ser desde 1.262 hasta 5.754 veces mayor (RM= 2.69,
IC 95% 1.262-5.754; **P=0.008). Los residentes del municipio de Monterrey tienen 1.705 veces mas
riesgo a una infeccion por flavivirus comparado con otros municipios. El riesgo puede ser desde 1.044
hasta 2.785 (RM= 1.705, IC 95% 1.044-2.785; *P =0.032).

Los residentes del municipio de Santa Catarina tienen 4.593 veces mas riesgo a una infeccion por
flavivirus comparado con otros municipios. El riesgo puede ser desde 1.039 hasta 20.306 (RM= 4.593,
IC 95% 1.039-20.306; *P =0.020) (Tabla 20 y Figura 18).

Aunque los municipios de Apodaca, General Teran y San Nicolas de los Garza muestran una tendencia
al riesgo de infeccion por flavivirus, no se obtuvo un valor de P significativo debido a que los nimeros
de muestras son pequefios.

Unicamente se analizaron los municipios que incluyeran un minimo de 9 sujetos. Por lo que, la
busqueda de susceptibilidad a infeccion por flavivirus con otros municipios no es conveniente porque el

tamafio de muestra es pequefio.
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Tabla 20: Comparacién de lo sujetos IgG-VON e IgG-VD positivos (exposicion a flavivirus)
contra la procedencia (municipios del estado de NL).

IgG VD Municipio estado de = Numero de Muestras Valor de P

(n=307) NL muestras positivas

analizadas (%)

Apodaca 11 (73) 0.3450
Cerralvo 18 5@27.8) 0.001**
Linares 14 6 (43) 0.077
Guadalupe 49 40 (81.6) 0.008**
Monterrey 111 81 (73) 0.032**
San Nicolas de los 16 12 (75) 0.28
Garza

San Pedro 10 4 (40) 0.2559
Santa Catarina 18 16 (88.9) 0.020*
General Teran 15 12 (80) 0.1652
Santiago 9 3 (33.3) 0.052
Escobedo 18 6 (33) 0.004*
China (n=14) 14 0.077
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Figura 18. Comparacion de sujetos con exposicion a flavivirus contra la procedencia. Se sefalan
con un asterisco los municipios en los que se obtuvo un valor de P menor a 0.05 y con dos asteriscos
los que obtuvieron un valor de P menor a 0.01. En rojo se encuentran los municipios que presentan
mayor riesgo de una infeccion con flavivirus y en verde se sefialan los municipios en los que el existe
menor riesgo a una infeccion por flavivirus comparado con otros municipios.

Al comparar los sujetos positivos para anticuerpos neutralizantes anti-VON por medio de las pruebas

de PNRP no se encontro6 asociacion al compararlos con el género, edad o procedencia.

V1.3 Pruebas de deteccion del genoma del VON
Se realizaron las pruebas de deteccion del genoma del VON a un total de 800 sujetos del grupo de
donadores y 44 pacientes neurologicos. Se realizaron las extracciones de RNA de todas las muestras y

se conservaron a -80°C hasta realizar el analisis molecular.

V1.3.1 Reaccion de amplificacion por medio de gPCR

Se realizaron los ensayos de RT-PCR convencional y se obtuvieron los PA correspondientes. Una vez
obtenidos, los PA fueron purificados y clonados. De las clonas positivas se eligieron 9 clonas de cada
region y para verificar la insercion del fragmento se les realiz6 PCR con los oligonucledtidos

correspondientes. Se obtuvieron los PA del tamafio esperado en las 9 clonas de la region codificante de
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la proteina E. Para la region 3'UTR se obtuvo una colonia que generaba el PA del tamafio especifico y
8 colonias mas que presentaban bandas adicionales (Figura 19). Se eligié una clona para cada region y
se procedid a purificar los DNAs plasmidicos. Las clonas se secuenciaron y las secuenciadas fueron
comparadas en el banco de genes (NCBI). Una vez terminado el analisis de las secuencias se procedio a
realizar los rangos dinamicos por qPCR.

Se analizaron las diluciones por PCR convencional obteniéndose limites de sensibilidad de 300 copias
para ambos juegos de oligonucledtidos (Figura 20). En los ensayos de qPCR se obtuvieron lineas de
amplificacion en todas las diluciones, alcanzandose un limite de sensibilidad de 3 copias por reaccion
para ambas regiones amplificadas (Figuras 21 y 22). Una vez que se obtuvieron las lineas de
amplificacion se graficaron los valores del CT (ciclo de amplificacion en fase logaritmica) y el numero
de copias para obtener los coeficientes de correlacion (r). Para la region 3'UTR se obtuvo una r de 0.95

y para la region de la proteina E se obtuvo una r de 0.96 (Anexo 9) (Figuras 23 y 24).
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Figura 19. Electroferograma de los productos amplificados obtenidos de las regiones de la
proteina E y la region 3"UTR por medio de PCRn. En los carriles 1 y 20 se muestra el marcador de
tamafo molecular. Los carriles del 2 al 10 corresponden a los PA de las 9 clonas seleccionadas para la
region de la proteina E y los carriles del 11 al 19 corresponden a los PA de las clonas de la region
3’UTR del VON. En los carriles 21 y 22 se muestran los testigos negativos de ambas reacciones.
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Figura 20. Electroferograma de productos de las regiones de la proteina E y 3° UTR. En la figura
se muestra un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. En los carriles 1 y 7 se muestra el
marcador de tamafio molecular. Los carriles del 2 al 6 corresponden a las diluciones para la region de la

proteina E y los carriles del 8 al 12 corresponden a los PA de las diluciones de las clonas de la region
3"'UTR del VON.

Figura 21. Amplificacion de la region 3’'UTR del genoma del VON por medio de PCR en tiempo
real. Se observan las lineas de amplificacion de las reacciones de 300,000, 30,000, 3,000, 300, 30 y 3
copias del plasmido por reaccion.
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Figura 22. Amplificaciéon de la region de la proteina E del genoma del VON por medio de PCR en
tiempo real. Se observan las lineas de amplificacion de las reacciones de 300,000, 30,000, 3,000, 300,
30y 3 copias del plasmido por reaccion.
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Figura 23. Grafica de los valores de CT con respecto al logaritmo del nimero de copias de la
reaccion que amplifica la region 3'UTR del genoma del VON.
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Figura 24. Grafica de los valores de CT con respecto al logaritmo del nimero de copias de la
reaccion que amplifica una region de la proteina E del genoma del VON.

Una vez estandarizados los ensayos de qPCR se procedid al andlisis de las muestras biologicas de los
donadores de sangre y de los pacientes neurolégicos. En cada ensayo se incluyeron testigos positivos y
negativos por duplicado. En el caso de los pacientes neurologicos se analizaron los RNAs extraidos
tanto de suero como de LCR. Ninguno de los sujetos analizados presentd bandas de amplificacion al
analizarse para las dos regiones del genoma del VON. Tampoco se obtuvieron lineas de amplificacion
para los testigos de especificidad (RNAs del VHC y el VD) (Figuras 25).

Se analizaron por qPCR 800 muestras de suero de donadores de sangre y ninguna de las muestras fue
positiva. En el ensayo de la region 3'UTR se corrieron testigos negativos por duplicado y 4 diluciones
del RNA testigo positivo. Para el ensayo de la proteina E se corrieron las muestras de los donadores

incluyendo dos testigos negativos y un testigo de RNA.
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Figura 25. Resultados obtenidos para las muestras de suero y LCR de los pacientes neurologicos
para la region de la proteina E del VON. Ninguno de los pacientes analizados mostrd lineas de
amplificacion. Las dos lineas de amplificacion que se observan corresponden a el RNA testigo positivo,
el cual se corri6 por duplicado.

V1.3.2 Reaccion de amplificacion por medio de RT-PCR anidado

Para la identificacion del genoma del VON a partir del RNA se estandarizé la reaccion de RT-PCR
anidada a partir de un RNA control positivo proveniente de la cepa EG 101 del VON. Se utilizaron
oligonucleodtidos que amplifican un fragmento de proteina C y la proteina pre M. Los productos
amplificados corresponden a un tamano de 408 para el PCR1 y de 193 pb para la PCR anidada. Se
obtuvieron las bandas de amplificacion de | tamafo esperado (Figura 26). En cada reaccion se
incluyeron controles negativos y controles de RNA de otros flavivirus (VD y el VHC) para analizar la
especificidad de la reaccion. La reaccion permitié amplificar hasta 10 copias de la reaccion. Ninguna

de las muestras analizadas de los grupos I y II fue positiva.
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Figura 26. Electroferograma de productos de la region de la proteina C y Pre M del genoma del
VON. En la figura se muestra un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. En el carriles 1 se
muestra el marcador de tamafio molecular. Los carriles del 2 al 8 corresponden a los productos
amplificados de la PCR anidada, el carril 9 corresponde a la reaccion de PCRI y el carril 10 es el
control negativo.
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VIIL DISCUSION

En este estudio se analizaron un total de 1432 muestras de sangre provenientes de donadores de sangre,
pacientes febriles y pacientes con enfermedad neurologica aséptica. Al realizar los estudios de
deteccion de anticuerpos de tipo IgM e IgG anti-VON por ELISA ninguno de los sujetos estudiados
presento anticuerpos del tipo IgM anti-VON, lo que nos sugiere que ninguno de los sujetos analizados
habia cursado con una infeccion reciente ocasionada por el VON. Es importante mencionar que los
anticuerpos IgM anti-VON permanecen por mas de un afio en los sujetos que fueron infectados, lo que
nos indica que muy probablemente ninguno de los sujetos habia estado en contacto con el virus en el
ultimo afio (Kramer et all, 2007).

Se encontrd evidencia seroldgica de anticuerpos IgG-VON en porcentajes del 33 al 50% en los grupos
analizados. Todas estas muestras fueron analizadas también para la deteccion de anticuerpos del tipo
IgG anti-VD. Se encontré que todas las muestras positivas para anticuerpos del tipo IgG anti-VON eran
también positivas para los anticuerpos IgG anti-VD. Los reportes indican que las pruebas de deteccion
de anticuerpos IgG anti-flavivirus son menos especificas que las de deteccion de anticuerpos IgM
(Johnson et all, 2000). Los estuches comerciales indican que la reactividad cruzada puede presentarse
en el 95% de las muestras de pacientes previamente expuestos al VD, en este estudio el 100% de las
muestras presentaron reactividad cruzada. Nuestros resultados concuerdan con otros estudios, quienes
también obtuvieron un 100% de reactividad cruzadas en muestras de pacientes con exposicion previa al
VD (Niedrig et all, 2007). La prueba de ELISA para anticuerpos IgG-VON result6 ser no informativa
para nuestra poblacion debido a la reactividad cruzada. Para realizar el diagnostico de la infeccion por
el VON en nuestra poblacion fué necesario realizar pruebas confirmatorias como los ensayos de PNRP.
Cuando se realiz6 la deteccion de anticuerpos IgM-VD se encontrd que el 2% de los donadores de
sangre analizados eran positivos para esta prueba. Este hallazgo nos indica que estos donadores estaban
cursando o habian cursado con una infeccion reciente por el VD. Reportes recientes han confirmado
que la infeccion por el VD puede transmitirse por medio de transfusiones sanguineas (Tambyah et all,
2008). El impacto de las donaciones con sangre contaminada por el VON y el VD no habia sido
analizado en nuestro pais. En cuanto a la deteccion de anticuerpos de memoria (IgG) el 59% de los
donadores dieron positiva esta prueba, lo que nos indica que los sujetos analizados habian estado en
contacto con el VD y habian padecido la infeccion en algin momento de su vida. En los cuestionarios
realizados a los donadores encontramos que solo el 3% de los sujetos estaba consciente de haber

padecido una infeccion por VD o al menos asi lo mencionaron al momento de la entrevista- Es
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importante considerar el hecho de que los sujetos entrevistados pueden ocultar informacion al momento
de la entrevista. Los datos obtenidos en este estudio evidencian la importancia implementar pruebas de
deteccion del VD en los bancos de sangre en regiones endémicas para el VD. El monitoreo de
deteccion del VD podria realzase en los meses del afio en los que se presentan brotes por este virus.

En el grupo de paciente febriles se encontrd que el 7.5% de los sujetos analizados eran positivos para
IgM-VD. Todos los sujetos positivos para esta prueba presentaron también anticuerpos IgG-VD. Es
importante mencionar que las muestras de este grupo de estudio fueron tomadas durante la temporada
de verano que es cuando se presentan brotes por el VD en nuestra region.

En el grupo de pacientes neuroldgicos no se detectaron sujetos positivos para anticuerpos IgM-VD.
Esta reportado que el VD puede ocasionar cuadros clinicos de encefalitis, en este estudio nuestros
resultados indican que de nuestro grupo de pacientes con encefalitis ninguno estaba cursando con una
infeccion reciente por el VD (Hommel et all, 1998; Muzaffar et all, 2006).

La prueba de PNRP se considera el estandar de oro para realizar un diagnostico confirmatorio de una
infeccion por el VON (Dauphin y Zientara, 2007). Las pruebas de PNRP se realizaron a un total de 147
muestras positivas para anticuerpos IgG anti-VON, de las cuales 6 fueron confirmadas como positivas
para la deteccion de anticuerpos neutralizantes anti-VON (dos donadores de sangre y cuatro sujetos con
enfermedad febril). Todos los sujetos positivos eran procedentes del estado de Nuevo Ledn y ninguno
tenia antecedentes de haber padecido alguna infeccion semejante a una fiebre por el VD. Al momento
de la entrevista, ninguno de los sujetos menciono6 haber padecido alguna infeccion neuroldgica en algun
momento de su vida. Estos datos nos sugieren que los sujetos positivos tuvieron una infeccion previa
por el VON en algin momento de su vida y que probablemente ninguno presentd un cuadro
sintomatico al exponerse al VON. En el caso de los cuatro pacientes con enfermedad febril que fueron
positivos para anticuerpos neutralizantes anti-VON, los resultados nos sugieren que el VON no era el
causante de la sintomatologia que presentaron los sujetos al momento de la consulta y la toma de
muestras. Es posible que estos pacientes estuvieran cursando con otro tipo de infecciones como las
causadas por el virus de la influenza, una infeccidon secundaria por el VD, entre otras.

Las pruebas de PNRP evidenciaron que el 41% de las muestras analizadas fueron seropositivas para el
VD serotipo 1 y 15% fueron positivas para el VD serotipo 2. Estos resultados concuerdan con estudios
realizados en el 2004 en las ciudades fronterizas de Matamoros, Tamaulipas y Brownsville, Texas, en
donde se reportd que los serotipos 1 y 2 del VD eran responsables de los casos de infecciones en

humanos (Brunkard et all, 2007; Ramos et all, 2008).
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Las pruebas de PNRP confirman que la incidencia del VON en humanos del Noreste de México es baja
en comparacion con estudios realizando en Ontario, Canada, en donde el 3.1% de las muestras de
sujetos residentes analizadas fueron seropositivas para el VON (Loeb et all, 2005). En otro estudio
realizado en Wyoming en el 2003, el 14% de los sujetos analizados tenian anticuerpos anti-VON
(Murphy et all, 2005).

Los estudios de deteccion del genoma viral se realizaron solamente a los grupos en el grupo de I y III.
Las muestras del grupo II no fueron analizadas con pruebas de deteccion del genoma viral debido a que
fueron recolectadas en el laboratorio estatal y no se habian mantenido en las condiciones Optimas de
preservacion del RNA.

Para el disefio de los iniciadores de la RT-PCR convencional y los ensayos de qPCR se emplearon
regiones del VON conservadas y que son diferentes a las de otros Flavivirus, lo que nos permitio tener
una reaccion altamente especifica. Para validar los ensayos se incluyeron muestras positivas para otros
flavivirus (VD y el Virus de la Hepatitis C), las cuales resultaron negativas con todos los juego de
oligonucledtidos y sondas disefiadas para este trabajo. Las muestras positivas para el VD y el VHC
utilizadas para validar la especificidad del ensayo fueron previamente confirmadas por RT-PCR.

Se realizaron ensayos de RT-PCR convencional y de qPCR. Al realizar los ensayos para analizar la
sensibilidad de las pruebas observamos que los ensayos de qPCR fueron 100 veces mas sensibles que
los de PCR convencional. Las pruebas de qPCR permitieron detectar desde 3 copias hasta 300, 000
copias, los ensayos de RT-PCR convencional los limites de deteccion fueron de 300 a 300,000 copias y
la prueba de RT-PCR anidad permiti6 amplificar de 100,000 hasta 10 copias por reaccion. En los
ensayos de qPCR se graficaron los valores de log de nimero de copias contra los valores de Ct (ciclos
de amplificacion) y se obtuvieron los coeficientes de variacion para las regiones 3'UTR y proteina E
(0.95 y 0.96 respectivamente). Aunque en nuestro estudio empleamos la técnica de qPCR como un
método cualitativo, el andlisis de los coeficientes de correlacion de las curvas indica que para realizar
una cuantificacion del niimero de copias en las muestras fu¢ necesario hacer ajustes en uno de los
extremos de las curvas y eliminar la concentracion de 3 copias. Este ajuste nos permite tener
coeficientes de correlacion de 0.98 y mejorar el método si se quiere aplicar como un método
cuantitativo. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores que encuentran mayor
sensibilidad en las pruebas de qPCR que en las de RT-PCR convencional.

El hecho de que no se detectaran sujetos con viremia para el VON puede deberse a la baja frecuencia
de las infecciones por el VON en nuestra region y a que en humanos la viremia es muy corta y puede

detectarse en pacientes con fiebre por VON solo hasta el cuarto dia de inicio de los sintomas, después
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de este tiempo la posibilidad de encontrar el virus en sangre es muy baja. El periodo corto de viremia
en humanos limita las posibilidades de identificar el genoma viral en muestras de pacientes con mas de
4 dias de evolucion de la enfermedad.

Ninguno de los pacientes con neuroinfeccion fue positivo para el VON. Esto sugiere que estos
pacientes estaban cursando con otro tipo de infecciones. Entre los principales virus causantes de
meningitis aséptica se encuentran los enterovirus (echovirus, coxsackievirus, no-poliovirus), arbovirus,
virus de herpes simple (VHS), virus de parotiditis. Los enterovirus son la principal causa de meningitis
aséptica en Estados Unidos, con aproximadamente 75,000 casos por afio (Rotbart et all, 1998). En
nuestro pais actualmente solo se han realizado descripciones clinicas de los casos de meningitis
aséptica en poblaciones de nifios, y no se han realizado estudios para determinar los principales agentes
causales. En un reporte del Instituto Nacional de Neurologia se publico la frecuencia de los
diagnosticos de egreso, encontrando la encefalitis viral aguda entre las tres primeras, sin reportar agente
etioloégico especifico, resaltando la escasez de informacidén al respecto en nuestro pais (Soto-
Hernandez, 2002).

Las infecciones transmitidas por virus de la familia Flaviviridae se encuentran entre las enfermedades
transmisibles con mayor incidencia en el mundo (Kramer et all, 2007; Jones et all, 2008; Petersen y
Hayes, 2008; Vasilakis y Weaver, 2008). En el caso de las infecciones ocasionadas por el VON y el
VD la mayoria de los sujetos infectados (70 a un 80%) cursan con infecciones subclinicas, lo que no les
permite darse cuenta de que estan cursando con una infeccion viral (Gubler, 2007; Kramer et all, 2007).
En México, tanto el VON como el VD se encuentran activos y se tiene evidencia que estos Flavivirus
presentan afio con afio un incremento en el nimero de casos a nivel mundial (Teixeira Mda et all, 2005;
Gubler, 2007).

La actividad del VON en el Noreste de México esta bien documentada en animales (Blitvich et all,
2003b; Blitvich et all, 2004; Deardorff et all, 2006). Existen reportes de aves (residentes y migratorias)
y caballos infectadas con VON en los estados de Nuevo Ledn y Tamaulipas (Blitvich et all, 2003b;
Fernandez-Salas et all, 2003; Blitvich et all, 2004; Elizondo-Quiroga et all, 2005; Fernandez-Salas et
all, 2007). La alta prevalencia de casos en humanos y caballos en los estados fronterizos del Sur de los
EUA es el principal factor de riesgo para la presencia de un brote por VON en el Noreste de México.
En los ultimos 3 afios el numero de pacientes infectados en el estado de Texas se ha incrementado en
un 187%. Debido al gran niimero de casos, actualmente los bancos de sangre del estado de Texas
monitorean por medio de pruebas deteccion del genoma viral la presencia del VON para prevenir

infecciones debidas a transfusiones sanguineas.
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Los casos de reportes en humanos infectados por el VON en México son muy escasos, uno de ellos
corresponde a una paciente de Sonora, la cual fue diagnosticada por el CDC de los EUA, se reporto el
caso de un donador de sangre positivo para anticuerpos IgM anti-VON que fue confirmado por
amplificacion mediada por transcripcion y otro caso reportado por la SSA del estado de Oaxaca
(pendiente por confirmar) (Elizondo-Quiroga et all, 2005; Sanchez-Guerrero et all, 2006). Es
importante realizar mas estudios en humanos, ya que la gran mayoria de las investigaciones que se
realizan actualmente estdn enfocadas en la busqueda del VON en animales (INSP, 2009). En este
estudio se detectaron 6 individuos con anticuerpos neutralizantes anti-VON.

En el analisis estadistico se identificd que al comparar los sujetos con exposicion previa a flavivirus el
género femenino tiene 1.85 veces mas riesgo a una infeccion por flavivirus que el género masculino. Al
comparar los sujetos con exposicion a flavivirus contra el intervalo de edad se encontrd que los sujetos
en in intervalo de edad menor a los 10 afios, presentan menor exposicion por flavivirus. Los sujetos de
entre 61 a 70 anos de edad tienen mas riesgo a infeccion por flavivirus comparado con los otros grupos
de edad; debido a que a que todos los sujetos de este grupo (100%) fueron positivos para IgG VD. Al
comparar los sujetos con exposicion a flavivirus contra la procedencia, especificamente del estado de
Nuevo Ledn se encontrd que los originarios del municipio de Cerralvo y Escobedo tienen menos riesgo
a una infeccion por flavivirus comparado con otros municipios del estado de NL. Los residentes del
municipio de Guadalupe, Santa Catarina y Monterrey tienen mas riesgo a una infeccion por flavivirus
comparado con otros municipios del estado de N.L. Probablemente las condiciones de hacinamiento y
otras caracteristicas ambientales incrementen el riesgo a las infecciones por flavivirus en los sujetos
residentes de estos municipios.

Los resultados de nuestro estudio indican que hay una alta frecuencia de seropositividad para
anticuerpos IgG anti-VON y anti-VD en humanos.

Es importante sehalar que México es un area endémica para el VD, miembro de la misma familia de
Flavivirus, y que estudios en animales han demostrado que la exposicion previa a otros Flavivirus
confiere ventajas al huésped para no desarrollar enfermedad severa por el VON. Este estudio refuerza
la teoria de la seroproteccion de las poblaciones endémicas para otros Flavivirus para no presentar
brotes severos del VON como actualmente sucede en EUA.

Indudablemente, la llegada del VON a M¢éxico viene a sumarse a otras enfermedades emergentes y
transmitidas por vectores; y plantean un reto a la investigacion y a los programas de prevencion y

control de vectores del sector salud.
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Dentro de los objetivos de este estudio planteamos explicar porque en esta region no se habian
observado brotes del VON en humanos. En este estudio detectamos una gran cantidad de individuos
(58% a un 67%) que habian sido previamente expuestos a flavivirus (VON, DEN 1 y DEN 2) y que
presentaban anticuerpos del tipo IgG. Los estudios de PNRP demostraron que la mayoria de los sujetos
con anticuerpos del tipo IgG habian sido expuestos al VD. Estos resultados nos indican que la mayoria
de los individuos estudiados tuvieron una exposicion previa a uno o mas flavivirus.

Nosotros proponemos que la principal razén de la ausencia de casos anuales del VON en humanos en
el Noreste de México es que una gran proporcion de la poblacion estudiada ha sido infectada con el VD
y por lo tanto son resistentes o menos susceptibles a padecer una infeccion severa por el VON. Estudios
de laboratorio muestran que los roedores, monos y cerdos expuestos a flavivirus generan anticuerpos
heter6logos, los cuales reducen la severidad de las infecciones subsecuentes con el VON (Price y
Thind, 1971; Goverdhan et all, 1992; Ilkal et all, 1994; Tesh et all, 2002). La baja incidencia de sujetos
con enfermedad por el VON en México, Centro y Sud América puede ser atribuida a la exposicion
previa al VD. En Latino América ocurrieron mas de 850, 000 casos de fiebre por VD en el 2007,
incluyendo 25, 000 casos de fiebre hemorragica (Kyle y Harris, 2008). Sin embargo, el hecho de que
no se hayan presentado grandes brotes con muertes en aves y caballos no puede explicarse de la misma
forma que para humanos, ya que el VD no suele replicarse en vertebrados no primates (Thomas et all,
2003). Entonces es muy probable que existan otros factores que estén contribuyendo al esparcimiento
del VON en Latino América. Los hallazgos de aves residentes y migratorias amplificadoras del VON
presentes en nuestra region es importante desde el punto de vista epidemioldgico. Este hallazgo indica
la actividad viral en niveles prevalentes/endémicos en el Norte de Nuevo Leon. La alta prevalencia de
seropositividad en caballos en el noreste de México nos indica que desde el punto de vista
epidemiologico, la cercania del Sur de los Estados Unidos es un factor de riesgo importante que
contribuye al esparcimiento del VON en esta region (Fernandez-Salas et all, 2007).

Nosotros especulamos que la inmunidad preexistente del VD en la poblacion estudiada es la principal
razén por la cual no se ha observa un brote mayor de enfermedad por el VON en humanos en el
Noreste de México. Debido a que el VD es endémico en la mayor parte de las regiones de Latino
América, este fendmeno pudiera ser un factor critico determinante para definir la distribucion

geografica y la importancia en la salud publica de la infeccion por el VON en las Américas.
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VIII. CONCLUSIONES

Se establecieron las pruebas seroldgicas para deteccion de anticuerpos del tipo IgG e IgM contra
el VON y el VD. Se encontrd una alta prevalencia de los anticuerpos IgG del VON en los
grupos de estudio analizados (33-58%).

En este estudio no se detect6 reactividad cruzada entre las pruebas de deteccion de anticuerpos
del tipo IgM anti-VON y anti-VD, por lo que concluimos que las pruebas para deteccion de

anticuerpos del tipo IgM contra el VON en areas endémicas para el VD son de gran utilidad.

El 100% de las muestras positivas para anticuerpos del tipo IgG-VON por medio de ELISA
presentd reactividad cruzada con los anticuerpos IgG del VD, lo que nos indica que este tipo de

pruebas no son informativas para las poblaciones endémicas para el VD.

La mayoria de los sujetos estudiados (58 al 67%) habian tenido exposicion previa al VD. Este

hallazgo confirma que la region del Noreste de México es un area endémica para el VD.

El 2 % de los donadores analizados presentaron anticuerpos de respuesta temprana (IgM) contra
el VD, lo que nos indica que estos sujetos asistieron a donar sangre teniendo una infeccion

reciente por VD o cursando en ese momento con una infeccion por VD.

Ninguno de los sujetos analizados fue positivo para anticuerpos IgM contra el VON, lo que no
indica una baja prevalencia de esta infeccion en nuestra region. Este hallazgo indica que el
impacto de esta infeccion en salud publica en nuestra poblacion es diferente a la que se reporta

actualmente en poblaciones vecinas como EUA.

Se detectaron 6 muestras positivas para anticuerpos neutralizantes contra el VON utilizando la
técnica de PNRP. Las muestras analizadas por PNRP mostraron que el VD era el responsable de
la mayoria de las infecciones. Los datos obtenidos indican que la incidencia de las infecciones

por el VON en la poblacion del noreste de México es baja.
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La prevalencia de anticuerpos anti-VD en la poblacion estudiada es alta. Este estudio refuerza la
teoria de la seroproteccion de las infecciones por el VON en poblaciones expuestas a otros
flavivirus. Sin embargo, se requieren estudios complementarios para reforzar la teoria de una

seroproteccion en regiones endémicas para el VD.

La técnica de qPCR demostrd ser altamente sensible y especifica. Los ensayos de qPCR

estandarizados fueron 100 veces mas sensibles que los de PCR convencional.

Para realizar el diagnéstico confirmatorio para el VON en areas endémicas es indispensable el
usos de pruebas de deteccion del genoma viral que confirmen la presencia del genoma del VON

(qPCR o RT-PCR convencional) o el uso pruebas serologicas confirmatorias (PNRP).

Es importante realizar estudios del impacto en la salud de los receptores de unidades de sangre
contaminada con el VD. La deteccion de anticuerpos del tipo IgM o PCR para la identificacion
de donadores infectados con el VD debe realizarse especialmente en los meses del afio en los

que la actividad del vector es mayor y asi evitar transfundir sangre contaminada.
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IX. PERSPECTIVAS

Ya que la infeccion por el VON es una infeccion emergente, es importante que se siga monitoreando la
presencia del virus en pacientes con cuadros clinicos febriles y en pacientes con neuroinfecciones
asépticas que ingresan a los sistemas de salud, esto con el fin de monitorear el impacto que el virus
tendrd en nuestra poblacion en los siguientes afios. Ya que esta enfermedad es una zoonosis, es
importante que durante todo el afio se realice la deteccion del virus en aves centinelas, reptiles y
mamiferos susceptibles al VON, lo que permitiria la identificacion de areas y las temporadas en donde
hay brotes, de esta manera se pueden tomar medidas de prevencion para la poblacion. También deben
realizarse analisis serologicos y de deteccion del genoma viral en areas rurales para monitorear a la

poblacion que se encuentra mas expuesta a vectores y aves amplificadoras del VON.

El riesgo de contraer una infeccién por el VON o por el VDL por medio de transfusiones sanguineas
debera ser evaluado en estados endémicos para estos virus. Es importante realizar estudios del impacto
en la salud de los receptores de unidades de sangre contaminada con estos virus. La deteccion de
anticuerpos del tipo IgM o PCR para la identificacion de donadores infectados debe realizarse
especialmente en los meses del afio en los que la actividad del vector es mayor y asi evitar transfundir
sangre contaminada. Estos estudios permitirian una evaluaciéon mas completa del impacto en la salud

humana de las infecciones del VON y del VD en los Bancos de sangre.

Se requieren estudios complementarios para reforzar la teoria de una seroproteccion en regiones
endémicas para el VD. Para reforzar esta teoria se deben realizar mas estudios incluyendo también los
estados de la republica Mexicana que presentan menor niimero de casos de infecciones por el VD. Esto
permitira detectar el comportamiento del virus en las regiones de México en donde la mayoria de la

poblacion no ha tenido exposicion al VD.
La deteccion del VON en pacientes sintomaticos permitird identificar la cepas que se encuentran

circulando en nuestro pais. El andlisis de estas cepas permitird analizar los cambios que este virus esta

teniendo en su adaptacion a esta nueva region.
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Anexo 1
Protocolo del Virus del oeste del Nilo SePAETAMENTO
Hoja de Recoleccion de Datos

Fecha:
DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE No proyecto VON
Nombre:
Procedencia: # expediente:
Fecha de Ingreso: Médico responsable:
Sexo: MU FLI Fecha de Nacimiento:
Estado de Nacimiento: Edad: Afos: Meses:  Dias:
Domicilio:
Teléfono: Teléfono Opcional:

Fecha de primer contacto con los servicios de salud como caso probable de infeccion por el Virus del
oeste del Nilo:

Diagnostico Probable: Diagnostico Final:
DATOS EPIDEMIOLOGICOS

PROCEDENCIA. Local Foraneo:
Estado Civil: Escolaridad: Ocupacion:

Ha visitado otros lugares en las ultimas 2 semanas SI [1 NO [ en el ultimo mes SI ] NO [
Lugares Visitados: Pais:

Contacto con animales: Mosco ~ Chinche ~~ Garrapata  Otros

Existen enfermos similares en la localidad ~ Ha recibido transfusiones sanguineas: SI [1 NO [
Antecedentes de muertes inusuales de animales Equino: Ave: Otro:
Antecedentes de Infeccion por el Virus del Dengue: SI[] NO [ Transfusiones: SIT] NO [
CUADRO CLINICO

Fiebre: O Fotofobia: (] Alteraciones del gusto: [ Rigidez del cuello: O
Cefalea: O Dolor Abdominal: ] Adenomegalia: 0 Estupor: O
Mialgia: 0 Diarrea: [J  Induracion: 0 Desorientacion: O
Artralgias: 0 Rinitis: [J  Inflacion del parpado: 0 Temblor: O
Dolor retroocular: [ Conjuntivitis: []  Disnea: 0 Convulsiones: O
Exantema: 0 Congestion nasal:[] Alteraciones cardiacas: [ Paralisis: 0
Prurito: 0 Tos: [1  Nodulos: 0 Debilidad muscular: 0
Vomito: [] Faringitis: 71 Ulceras: 0 Otitis: 0
Nauseas: O Hepatomegalia: [J  Lesiones memb mucosa: [] Otras: O
Escalofrios: 0 Esplenomegalia: [J  Ictericia: O

ESCAPE DE LiQUIDOS: [ HEMORRAGIAS: [

Fecha de inicio de signos y sintomas:

Petequias: O Derrame pleural: O

Equimosis: O Epistaxis: O

Hematomas: U Hematemesis: J

Torniquete positivo: [ Melena: 0

Ascitis: [ Otras:

Gingival: [

Fue Hospitalizado: SITJ NO [J
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Anexo 2
Carta de Consentimiento
Proyecto del Virus del Oeste del Nilo

Las infecciones por el Virus del Dengue y el Virus del Oeste del Nilo son un problema de salud
muy importante en todo el mundo. En nuestro medio no contamos con informacioén de que tan
extendida esta la enfermedad. Si consideramos que una persona que esta infectada, puede no
saberlo por no presentar ninguna sintomatologia, es importante hacer estudios en sangre y liquido
cefalorraquideo que nos pueda indicar si una persona tiene o no estos virus, lo que facilitaria un
diagnostico temprano y la posibilidad de referirla al médico adecuado para su tratamiento.

Procedimiento del estudio.

Durante la visita se le tomara la muestra de sangre o de liquido cefalorraquideo para hacer en
dicha muestra los estudios para identificar el Virus del Dengue y el Virus del Oeste del Nilo. En
caso de a usted se le solicite obtencion de liquido cefalorraquideo, se tomara una pequena
muestra de la misma para la identificacién del virus. No serd necesaria la interrupcion de los
tratamientos que este recibiendo en ese momento.

Riesgos asociados al estudio.
Los riesgos de estas pruebas son muy raros y no ponen en peligro la vida del paciente. El mayor
riesgo podria ser algin moreton en el sitio de extraccion de la muestra de sangre.

Beneficios que aportara el estudio al paciente.

Inmediatos: Realizacion de pruebas diagnosticas para el Virus del Dengue y el Virus del Oeste
de Nilo de manera gratuita.

Mediatos: De acuerdo a los resultados, el médico tratante podria elegir los medicamentos
adecuados y asi, el paciente tiene mayores posibilidades de mejorar.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener informacion sobre la
investigacion que solicite en cualquier momento del desarrollo de la misma. Ademads, entiendo
que estoy en libertad de retirarme en le momento que lo desee y si tomara esta decision no me
afectara en futuros tratamientos que requiera en el Hospital Universitario.

Entiendo que la informacion obtenida de la investigacion serd manejada en forma confidencial y
que en ningin momento se violara mi privacidad.

Ademas el Hospital Universitario de la U.A.N.L. estard en disposicion de brindarme tratamiento
medico o quirirgico sin costo, en caso de que resultara dafiado directamente por cualquiera de los
procedimientos del proyecto de investigacion, y en caso de dafo permanente, tendré derecho a
ser indemnizado de acuerdo al dafo sufrido.
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Responsables de la investigacion:
Investigador Principal:

Dra. Ana Ma. Rivas Estilla
Investigadores asociados:

M.C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez

Paciente.
Nombre:

M.C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez

Fecha:

Direccidn:

Tutor o familiar directo.

Nombre:

Firma

Parentesco:

Direccidn:

Testigo.

Nombre:

Firma

Direccidn:

Testigo

Nombre:

Firma

Direccion:

Investigador:

Firma

Firma
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Anexo 3

Fundamentos de las pruebas serologicas de ELISA

Deteccidn de anticuerpos de tipo IgM anti-VON por ELISA

Fundamento de la prueba

En este ensayo los pozos de poliestireno estan recubiertos con anti-anticuerpos especificos para
IgM humana. Las muestras y testigos diluidos se incuban en los pozos, cuando el anticuerpo de
tipo IgM esta presente en la muestra, se une a los anti- anticuerpos especificos anti-IgM humana
fijados en los pozos. Las reacciones no especificas se remueven mediante lavados. Se agrega el
antigeno recombinante del VON y se incuba la placa. Si el anticuerpo anti-VON de tipo IgM esta
presente en la muestra, el antigeno del VON se une a los anticuerpos anti-VON de tipo IgM
fijados en el pocillo. El antigeno del VON no unido se elimina mediante lavados, posteriormente
a los pozos se agregan los anticuerpos de raton anti-Flavivirus conjugados con peroxidasa de
rabano picante (HRPO) y se incuban. Si el antigeno del VON fue retenido en el pocillo por los
anticuerpos anti-Flavivirus en la muestra, entonces los anticuerpos de raton anti-Flavivirus-
HRPO quedan unidos a los antigenos del VON. El exceso de conjugado se remueve con el
amortiguador de lavado. Posteriormente se agregan el sustrato enzimatico (perdxido de hidrogeno
(H20y)) y el cromogeno (tetrametilbencidina (TMB)), y se desarrolla el color. Después se agrega
el reactivo de la geisn bloqueadora, el cambio de color obtenido se cuantifica mediante lectura
espectrofotométrica de la Densidad Optica (DO) a 450 nm. Las lecturas de la DO de la muestra
se compararon con las lecturas de DO de referencia para el nivel de corte (cut-off) para asi
determinar los resultados.

En cada uno de los ensayos realizados se incluyeron testigos negativos (N), testigos positivos (P)

y calibradores de punto de corte por triplicado (CO).

Deteccidn de anticuerpos de tipo 1gG anti-el VON por ELISA

Fundamento de la prueba

En este ensayo los pozos de poliestireno estan recubiertos con antigeno recombinante del VON.
Las muestras y testigos diluidos son incubados en los pozos para permitir que los anticuerpos de

tipo IgG anti-el VON (si estan presentes en la muestra) reaccionen con el antigeno fijado a los
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pozos. Las reacciones no especificas son removidas mediante lavados de los pozos y después se
agrega el conjugado (anticuerpos anti-IgG humana-peroxidasa) para que reaccione con los
anticuerpos de tipo IgG humanos unidos al antigeno. El exceso de conjugado es removido
mediante lavados. Posteriormente son agregados el sustrato enzimatico (H,O,) y el cromdgeno
(TMB), y se desarrolla color. Después se agrega el reactivo de la solucion bloqueadora, el cambio
de color obtenido se cuantifica mediante lectura espectrofotométrica de la DO a 450 nm. Las
lecturas de la DO de la muestra se comparan con las lecturas de DO de referencia para el nivel de
corte (cut-off) para asi determinar los resultados.

Los reactivos utilizados se conservan en refrigeracion (4°C) y antes de comenzar con el ensayo se
mantiene a temperatura ambiente para asegurar que al utilizarlos alcancen la temperatura de entre
20 a 25°C. En cada uno de los ensayos realizados se analizaron testigos negativos (N), testigos

positivos (P) y calibradores de punto de corte por triplicado (CO).

Deteccion de anticuerpos de tipo IgM anti-VD por ELISA

Fundamento de la prueba

En este ensayo cuando los anticuerpos de tipo IgM se encuentran presentes en el suero, se unen a
los anticuerpos anti-IgM humanos unidos a la superficie de poliestireno de las tiras de pozos de la
placa. Una mezcla concentrada de los antigenos 1, 2, 3 y 4 del VD se diluye con el diluyente del
antigeno, y se afiade al antigeno diluido un volumen igual de anticuerpo monoclonal (AcMo)
conjugado con peroxidasa (HRP); permitiéndose asi la formacién de complejos antigeno-AcMo-
HRP. El suero residual se elimina de la microplaca por lavados y se afiaden los complejos
antigeno-AcMo-HRP. Después de la incubacion, los pozos se lavan y se anade un sistema de
sustrato incoloro (TMB/H,0,). El sustrato se hidroliza por la enzima y el cromdgeno cambia a
color azul. Después de parar la reaccion con acido, el TMB cambia a amarillo, el cambio de color
obtenido se cuantifica mediante lectura espectrofotométrica de la DO a 450 nm. Las lecturas de
DO de las muestras se comparan con las lecturas de DO de referencia para el nivel de corte (cut-
off) para asi determinar los resultados (presencia de anticuerpos especificos de tipo IgM anti-VD

en la muestra en estudio).
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Los reactivos utilizados se conservan en refrigeracion (4°C) y antes de comenzar con el ensayo se
mantiene a temperatura ambiente para asegurar que al utilizarlos alcancen la temperatura de entre
20 a 25°C. En cada uno de los ensayos realizados se analizaron testigos negativos (N), testigos

positivos (P) y calibradores de punto de corte por triplicado (CO).

Deteccion de anticuerpos de tipo 1gG anti-VD por ELISA

Fundamento de la prueba

En este ensayo cuando los anticuerpos anti-VD estdn presentes en el suero, se unen a una
combinacion de antigenos del dengue que se encuentran adheridos a la superficie de los pozos de
poliestireno de las tiras del ensayo. El suero residual se elimina por medio de lavados y se afiade
anti-IgG HRP. Los pozos se lavan y se afiade un sistema de sustrato incoloro TMB/H,0,, el
sustrato se hidroliza por accion de la enzima y el cromdgeno cambia a color azul. Después de
interrumpir la reaccion con acido, el TMB cambia a color amarillo, el cambio de color obtenido
se cuantifica mediante lectura espectrofotométrica de la DO a 450 nm. Las lecturas de la DO de
las muestras se comparan con las lecturas de DO de referencia para el nivel de corte (cut-off) para
asi determinar los resultados (presencia de anticuerpos de tipo IgG anti-VD en la muestra en
estudio). En cada uno de los ensayos realizados se incluyeron testigos negativos (N), testigos

positivos (P) y calibradores de punto de corte por triplicado.
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Anexo 4

Fragmento de el alineamiento de secuencias nucleotidicas del genoma del VON en el programa

ClustalW2.

Se muestra un fragmento de la proteina E y los nimeros de acceso de las secuencias alineadas. En

rojo se muestra la region del genoma en donde se alinean los oligonucle6tidos y en azul se muestra

la region en donde se alinea la sonda Taq Man.

No de Acceso
AY842931.
AF260967 .
AF404754.
AY712946.
AY712945.
AY712948.
AY712947.
AY795965.
AY646354 .
AY660002.
AF404755.
AF404756.
AF206518.
AF404753.
AF196835.
AY289214.
AF481864.
AY278441.
AY277252.
AF260969.
AF404757 .
AY490240.
AF260968.
AY603654 .

RPRNRRPRRPRRPRNRNRPRRRPRRRRERRERRRRER

AY842931.
AF260967.
AF404754.
AY712946.
AY712945.
AY712948.1
AY712947 .1
AY795965.1
AY646354.1
AY660002.1
AF404755.1
AF404756.1

RPRRRR

Secuencia

TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACTATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGGCCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGTGATCTCTCCACCAAAGCTGCATGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGTGATCTCTCCACCAAAGCTGCATGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATTTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCATGCCCGACCATGGGA
TATTGCTATCTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACTATGGGA
TATTGCTATCTGGCCACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACTATGGGA
TACTGCTATCTGGCTACCGTCAGCGATCTCTCCACCAAAGCTGCGTGCCCGACTATGGGA

*h KEAAXEAA AAXA AAXAXAAXAXAA A AAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAA kdhxdxhkidx * *khxkihkk

GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC

1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1182
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
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AF206518.2
AF404753.1
AF196835.2
AY289214.1
AF481864.1
AY278441.1
AY277252.1
AF260969.1
AF404757 .1
AY490240.2
AF260968.1
AY603654 .1

AY712946.1
AY712945_.1
AY712948_1
AY712947 .1
AY795965.1
AY646354 .1
AY660002.1
AF404755.1
AF404756.1
AY842931.1
AF260967 .1
AF404754 .1
AF196835.2
AF206518.2
AF404753.1
AY289214.1
AF481864.1
AY278441 .1
AY277252.1
AF260969.1
AF404757 .1
AY490240.2
AF260968.1
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GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTATGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAT
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGATCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGATCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAGACAAGGAGTGGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAAACAAGGAGTAGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAACGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGTAAACAAGGAGTAGTGGAC
GAAGCTCACAATGACAAGCGTGCTGACCCAGCTTTTGTGTGCAAACAAGGAGTGGTGGAC
*

AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGATTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGATTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGGCTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGGCTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGCTGGGGCAACGGCTGCGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGAGGTTGGGGCAACGGCTGTGGACTATTTGGCAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA
AGGGGTTGGGGCAACGGCTGTGGACTATTTGGTAAAGGAAGCATTGACACATGCGCCAAA

*h Kk KEIAIrEAkIAAkIAkAkAAkAA KX R o R R AR AR R R R R R AR AR R R R R R R
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Se muestra un fragmento de la regiéon 3'UTR del genoma del VON y los numeros de acceso de las

secuencias alineadas.

En rojo se muestra la region del genoma en donde se alinean

oligonucledtidos y en azul se muestra la region en donde se alinea la sonda Taq Man.

AY842931.1
AF260967.1
AF404754.1
AY712946.1
AY712945.1
AY712948.1
AY712947 .1
AY795965.1
AY646354 .1
AY660002.1
AF404755.1
AF404756.1
AF206518.2
AF404753.1
AF196835.2
AY289214.1
AF481864 .1
AY278441 .1
AY277252.1
AF260969.1
AF404757 .1
AY490240.2
AF260968.1
AY603654.1

AY712946.1
AY712945.1
AY712948.1
AY712947.1
AY795965.1
AY646354.1
AY660002.1
AF404755.1
AF404756.1
AY842931.1
AF260967.1
AF404754.1
AF196835.2
AF206518.2
AF404753.1
AY289214.1
AF481864.1
AY278441.1
AY277252.1
AF260969.1
AF404757.1
AY490240.2
AF260968.1

CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCCA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTA
CCGTCTCGGAAGGAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAGTGTCAGACCACGCTA

AEAEAAAAAALAAALAAAALAAALAAAALAAAAAAALAAAXAAAA LA XX AXK

EaR

CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCTACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGTGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGTGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CTGCGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
CGGCGTGCCACTCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGATAGTGCCCCAGGAGGACTGGGTTAAC
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Anexo 5

Purificacion de productos Amplificados

Protocolo de purificacion de los productos amplificados de las secuencias de la proteina E y de la
region 3'UTR del VON para clonaciéon en el vector pCR-XL-TOPO 3.5. Se utilizo el estuche
Wizard SV Gel and PCR Clean Up (Promega Corporation. Madizon, Wi, EUA)
Protocolo:
1. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1%, en cada carril se
agregaron 20 pl de cada producto amplificado y se corrieron a un voltaje de 80 Volts.
2. Una vez que el gel corrio en tres cuartas partes se procedio a tefiir el gel durante 5 min en
una solucién de bromuro de etidio a una concentracion de 5 pg/mL.
3. El gel se observo en una lampara de luz UV y se cortaron las bandas correspondientes de
los productos amplificados.
4. Para disolver el gel de agarosa se siguieron los siguientes pasos.
a. La banda de producto amplificado contenida en el gel de agarosa se coloco en un
microtubo de 1.5 mL.
b. Se agregaron 10 puL de la soluciéon Membrane Binding por cada 10 mg de peso de
la banda en el gel de agarosa.
c. La mezcla se agit6 al vortex durante 1 min y se incubd a 65°C hasta que el gel se
disolviera.
5. Unidn del producto amplificado a la columna.
a. La columna se coloco en un microtubo de 1.5 mL.
b. La mezcla del gel disuelto se coloco en la columna.
c. Seincub6 durante 1 min a temperatura ambiente.
d. La columna se centrifugé a 14,000 rpm y se descarto el filtrado.
e. La columna se coloco en un tubo nuevo.
6. Lavado de la columna.
a. Seagregaron 700 pL de la Solucion de Lavado a la columna.
b. La columna se centrifugé a 14,000 rpm durante 1 min.

c. El filtrado se descartd y se coloco la columna en un tubo nuevo.
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d. Se agregaron 500 pL de la solucion de lavado, se centrifugdé a 14,000 durante 1

min y se repitié una segunda centrifugacion a la misma velocidad y descartando el

filtrado en los dos pasos.

7. Elucion del producto amplificado.

a.

La columna se transfirid6 a un microtubo nuevo y se agregaron 50 uL de agua

ultrapura.

Se incubd durante 1 min a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 16, 000 rpm durante 1 min.

La columna se descartd y el filtrado que contenia el producto amplificado se

conservo a -20°C hasta su uso para la secuenciacion.
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Anexo 6

Protocolo de purificacion de DNA plasmidico

Para purificar las clonas que contenian fragmentos de las regiones de la proteina E y la region

3’UTR del genoma del VON se utilizo el estuche comercial Plasmid Midi Kit de QUIAGEN para

mediana escala.

Protocolo:

1.

10.

11.
12.
13.

Se sembrd una colonia de bacterias (E. coli XL blue) en 3 mL de medio LB con
tetraciclina y se incubo6 durante 8 horas en agitacion a 300 rpm a 37°C.

Se diluyeron 50 pL de las bacterias en LB en 25 mL de medio LB selectivo. Se
mantuvieron en agitacion (300 rpm) a 37°C durante 16 horas.

Los 25 mL de medio LB se centrifugaron a 3,500 rpm durante 15 min a 4°C.

El sobrenadante se elimind y el boton de bacterias se resuspendié en 4 mL de buffer P1.
Se agregaron 4 mL de buffer P2, la mezcla se agité vigorosamente invirtiendo el tubo 6
veces y se incubd a temperatura ambiente (15-25°C) durante 5 min.

Se agregaron 4 mL de buffer P3, se mezcldé inmediatamente y agitando vigorosamente
invirtiendo el tubo 6 veces. Se incub6 en hielo durante 15 min.

La muestra se centrifug6 a 3,500 rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante que contenia
el plasmido se transfirié a un tubo estéril.

El sobrenadante se centrifugd a 3,500 rpm durante 15 min a 4°C. Se recupero el
sobrenadante en un tubo nuevo.

Las columnas QIAGEN-tip 100 se equilibraron agregandoles 4 mL de buffer QBT y
permitiendo que el buffer se vaciara de la columna por gravedad.

El sobrenadante que contenia el plasmido se transfiri6 a la columna y se dejo que entrara
a la resina de la columna por gravedad.

Se realizaron dos lavados de la columna utilizando en cada uno 10 mL de buffer QC.

EL DNA plasmidico se eluy6 con 5 mL del buffer QF.

El DNA plasmidico se precipit6é agregando 3.5 mL de isopropanol. La muestra se mezclo
y se centrifugd a 3,000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se descartd con cuidado sin

desprender la pastilla.
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14. La pastilla de DNA plasmidico se lavo con 2 mL de etanol al 70% y se centrifugoé a 3,000
rpm durante 10 min. El sobrenadante se descarté con cuidado sin desprender la pastilla.
15. La pastilla de DNA plasmidico se seco al aire durante 10 min y se resuspendié en 250 pL.

de agua ultra pura.
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Anexo 7
Analisis de secuencias nucleotidicas

Resultados de la comparacion de la secuencia de la clona de la proteina E del VON con las

secuencias reportadas en el Banco de genes.

Sequences producing significant alignments:

(Click headers to sort columns)

Max Total Query E Max

Accession Description :
score score coverage value ident
AF335419.3 Cloning vector pPGKneo-I, complete sequence 421 538 57% le-114 98%
U14118.1 Cloning vector pSG930, HIS4-based plasmid, complete 419 534 579 Se-114 98%
— sequence
AJ783967.1 Mycobacterium sp. HXN-1500 operon (ahpGHI genes) 417 520 55% 2e-113 98%
Y10545.1  Cloning vector pZeRO-2T 416 529 57% 6e-113 98%
DO666465.1 VON isolate RMS4-2003 polyprotein precursor, gene, 385 385 40% 1-103 98%
partial cds
VON isolate 04-218CO polyprotein precursor, gene, 0 o
DQ431703.1 complete cds 385 385 40% le-103 98%
DO431701.1 VON isolate 04-214CO polyprotein precursor, gene, 385 385 40% 16-103 98%

complete cds

DO431695.1 Zi(zN isolate 03-82IL polyprotein precursor, gene, complete

DQ874460.1 VON isolate IL2004VeCr envelope protein gene, partial cds
VON isolate IL2005C001Cr envelope protein gene, partial

(98]
o)
(93]

385 40% le-103 99%

(0%
o0
W

385 40% le-103 99%

DQ874408.1 ods 385 385  40% le-103 99%
DQ912013.1 VON isolate 04-215 envelope gene, partial cds 385 385 40% le-103 98%
DQ912012.1 VON isolate 04-214 envelope gene, partial cds 385 385 40% le-103 98%
DQ911981.1 VON isolate 04-218 envelope gene, partial cds 385 385 40% le-103 98%
DQ911960.1 VON isolate 03-082 envelope gene, partial cds 385 385 40% le-103 99%
DQ911877.1 VON isolate 03-018 envelope gene, partial cds 385 385 40% le-103 98%
AY369419 1 E/d(zN strain 02003688 envelope glycoprotein gene, partial 385 385 40% 1e-103 99%
EU155484.1 VON strain OK03, complete genome 381 381 40% le-102 99%
EF657887.1 VON strain 3356K VP2, complete genome 381 381 40% le-102 99%
EF530047.1 VON strain 3356.2.1.1, complete genome 381 381 40% le-102 99%
EF205433.1 VON strain M12357 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205432.1 VON strain M12251 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205431.1 VON strain M12214 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205430.1 VON strain M11769 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205427.1 VON strain Bird 5014 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205426.1 VON strain Bird 5001 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%

111


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_EQ_OP=AND&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=Blast_Results_for_866297756&RID=HFV8JXHE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=21955179&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#21955179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=537459&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#537459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51997116&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#51997116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2950219&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#2950219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110564324&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#110564324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025139&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90025139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025135&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90025135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025123&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#90025123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247501&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247397&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804090&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804088&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804026&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804026
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114803984&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114803984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114803818&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114803818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326907&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#38326907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157837410&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#157837410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157094530&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#157094530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156179581&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#156179581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285089&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285087&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285085&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285083&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285077&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134285075&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#134285075
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Max Total Query E Max

Accession Description ;
score score coverage value ident

EF205425.1 VON strain Bird 4487 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205424.1 VON strain Bird 4276 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205423.1 VON strain Bird 4486 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205422.1 VON strain Bird 4511 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
EF205421.1 VON strain M8977 polyprotein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
DO874469.1 VON isolate IL2004Co05Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% 1e-102 99%

DO874468.1 VON isolate IL2004Co04Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%
DOS74466.1 VON isolate IL2004Co03Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% 1-102 99%
DO874465.1 VON isolate IL2004Co02Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% 1e-102 99%

DQ874464.1 VON isolate IL2004FaBj envelope protein gene, partial cds
DQ874462.1 VON isolate IL2004WIBj envelope protein gene, partial cds
DQ874461.1

874458.1 VON isolate IL2003BoB;j envelope protein gene, partial cds
DO874457 1 VON isolate IL2003DkCr envelope protein gene, partial

874456.1 VON isolate IL2003CoCr envelope protein gene, partial cds
§74455.1 VON isolate IL2003Ch02Cr envelope protein gene, partial

DQ874454.1 VON isolate IL2003PeBj envelope protein gene, partial cds

VON isolate IL2003Ch01Cr envelope protein gene, partial
DQ874453.1 cds

DQ874452.1 VON isolate IL2003MICr envelope protein gene, partial cds
DO874449 1 VON isolate IL2002Co01Sq envelope protein gene, partial

(0%}
oo
—_

381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%

(0%
[oe]
—_

VON isolate IL2004Co01Cr envelope protein gene, partial

(0%}
oo
—

381 40% le-102 99%

(98]
oo
—_

381 40% le-102 99%

(0%
[oe]
—_

381 40% le-102 99%

(0%}
oo
—

381 40% le-102 99%

(98]
oo
—_

381 40% le-102 99%

[0%]
o0
—

381 40% le-102 99%

(0%}
oo
—

381 40% le-102 99%

(0%
[oe]
—_

381 40% le-102 99%

[0%]
o0
—

381 40% le-102 99%

VON isolate IL2002Co05Go envelope protein gene, partial

DQ874445.1 381 381 40% le-102 99%
DOS74443.1 VON isolate IL2002CoMh envelope protein gene, partial 381 381 40% 1-102 99%

VON isolate IL2002C003Go envelope protein gene, partial

(O8]
(o2e]
—

DQ874442.1 381 40% le-102 99%

VON isolate IL2002C002Go envelope protein gene, partial

(98]
oo
—_

DQ874441.1 381 40% le-102 99%

VON isolate IL2002Co01Go envelope protein gene, partial

DQ874440.1 381 381 40% le-102 99%
DQ874438.1 VON isolate IL2002DoB;j envelope protein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
d
DQ874437.1 VON isolate IL2002GrCr envelope protein gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
DO874436.1 \210N isolate IL2002MaBj envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%
874435.1 VON isolate IL2002Pe03Bj envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%
d pep
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247479&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247471&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247467&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247465&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247463&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247461&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247457&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247455&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247453&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247451&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247451
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Max Total Query E Max

Accession Description ;
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cds
DQ874434.1 VON isolate IL2002Pe01Bj envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%
DOS74433.1 VON isolate IL2002Pe02Bj envelope protein gene, partial 381 381 40% 1-102 99%

(O8]
(o2e]
—

381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%

DQ874432.1 VON isolate IL2002CIBj envelope protein gene, partial cds
DQ874431.1 VON isolate IL2002CICr envelope protein gene, partial cds
DQ874428.1 VON isolate IL2002CrBj envelope protein gene, partial cds

(98}
o2e]
—_

[0%]
o0
—

VON isolate IL2002Co03Cr envelope protein gene, partial

DQ874427.1 381 381 40% le-102 99%
DO874426.1 VON isolate IL2002Co02Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%
DO874424.1 VON isolate IL2002Co01Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% 1e-102 99%
DO874422.1 VON isolate IL2005C002Sq envelope protein gene, partial 381 381 40% 16-102 99%

(98]
o2e]
—_

381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%

DQ874420.1 VON isolate IL2005HeBj envelope protein gene, partial cds
DQ874419.1 VON isolate IL2005RfCr envelope protein gene, partial cds
VON isolate IL2005MhO03Cr envelope protein gene, partial

[0%]
o0
—

DQ874417.1 cds 381 381 40% le-102 99%
DOS74416.1 \iiON isolate IL2005La02Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% 16-102 99%
DO874415.1 VdON isolate IL2005WiCr envelope protein gene, partial 381 381 40% 16-102 99%

DQ874414.1 \iiON isolate IL2005Co03Cr envelope protein gene, partial 381 381 40% le-102 99%

VON isolate IL2005Mh01Cr envelope protein gene, partial

(0%
[oe]
—_—

DQ874413.1 381 40% le-102 99%

VON isolate IL2005Mh02Cr envelope protein gene, partial

[0%]
(o2e]
iy

DQ874412.1 381 40% le-102 99%

DQ874411.1 VON isolate IL2005KeBj envelope protein gene, partial cds

(O8]
oo
—_

381 40% le-102 99%

VON isolate IL2005La01Cr envelope protein gene, partial
DQ874410.1 ods

(0%
[oe]
—_

381 40% le-102 99%

VON isolate IL2005C002Cr envelope protein gene, partial
DQ874409.1 ods

DQ874407.1 VON isolate IL2005KaCr envelope protein gene, partial cds
DQ874406.1 VON isolate IL2005ScCr envelope protein gene, partial cds
DO874405.1 VON isolate IL2005DuCr envelope protein gene, partial

DQ874404.1 VON isolate IL2005RiCr envelope protein gene, partial cds
DQ874403.1 VON isolate IL2005LaCr envelope protein gene, partial cds
DQ874402.1 VON isolate IL2005LeCr envelope protein gene, partial cds

(O8]
(o2e]
—

381 40% le-102 99%

£ |

381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%

(0%
[oe]
—_

(0%}
oo
—_

381 40% le-102 99%

(98]
oo
—_

381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%
381 40% le-102 99%

[0%]
o0
—

(98}
o2e]
—_

DQ912021.1 VON isolate 04-247 envelope gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
DQ912018.1 VON isolate 04-237 envelope gene, partial cds 381 381 40% le-102 99%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247449&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247447&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247445&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247443&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247437&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247435&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247433&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247429&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247425&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247421&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247419&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247415&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247413&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247411&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247409&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247407&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247405&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247403&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247401&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247399&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247395&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247393&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247391&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247389&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247387&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116247385&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#116247385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804106&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804100&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804100
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Accession Description

DQ912017.1 VON isolate 04-235 envelope gene, partial cds

DQ912016.1 VON isolate 04-229 envelope gene, partial cds

DQ912014.1 VON isolate 04-216 envelope gene, partial cds

DQ912011.1 VON isolate 04-213 envelope gene, partial cds

DQ912010.1 VON isolate 03-003CAN envelope gene, partial cds
DQ912009.1 VON isolate 03-016CAN envelope gene, partial cds
DQ912008.1 VON isolate 03-015CAN envelope gene, partial cds
DQ912007.1 VON isolate 03-014CAN envelope gene, partial cds
DQ912006.1 VON isolate 03-013CAN envelope gene, partial cds
DQ912005.1 VON isolate 03-011CAN envelope gene, partial cds
DQ912004.1 VON isolate 03-010CAN envelope gene, partial cds
DQ912003.1 VON isolate 03-009CAN envelope gene, partial cds
DQ912002.1 VON isolate 03-008CAN envelope gene, partial cds
DQ912001.1 VON isolate 03-007CAN envelope gene, partial cds
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804098&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804096&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804092&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804086&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804086
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804084&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804082&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804080&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804078&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804076&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804074&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804072&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804070&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804068&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114804066&dopt=GenBank&RID=HFV8JXHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#114804066

Estudio serolégico y molecular del virus del oeste del Nilo en sujetos del noreste de México
M.C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez

Resultados de la comparacion de la secuencia de la clona de la region 3"UTR del genoma del

VON con las secuancias reportadas en el Banco de genes.

Sequences producing significant alignments:

(Click headers to sort columns)

Max Total Query E Max

Accession Description score score coverage value ident
EU249803.1 VON strain 68856, complete genome 338 338 100% 6e-90 97%
AMA404308.1 VON strain PTRoxo complete genome, genomic RNA, 338 338 100% 66-90 97%
—  strain PTRoxo
EUO081844.1 VON strain Egypt 101, complete genome 338 338 100% 6e-90 97%
AY490240.2 VON strain Chin-01, complete genome 338 338 100% 6e-90 97%
AF260968.1 VON strain Egl101, complete genome 338 338 100% 6e-90 97%
AJ965629.2  VON strain PT6.5 partial polyprotein, genomic RNA 333 333 100% 2e-88 96%
AJ965626.2  VON strain PT6.16 polyprotein, genomic RNA 333 333 100% 2e-88 96%
DQ118127.1 VON isolate goose-Hungary/03, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411035.1 VON isolate Ast02-2-692, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411034.1 VON isolate Ast02-2-691, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411033.1 VON isolate Ast02-3-165, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411032.1 VON isolate Ast02-3-146, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411031.1 VON isolate Ast01-187, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ411030.1 VON isolate Ast01-182, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
AY262283.1 VON isolate KN3829 polyprotein gene, complete cds 333 333 100% 2e-88 96%
DQ377180.1 VON isolate Ast02-3-208, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ377179.1 VON isolate Ast02-2-298, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ377178.1 VON isolate Ast02-2-26, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ374653.1 VON isolate Ast02-2-25, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ374652.1 VON isolate Ast04-2-824A,, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ374651.1 VON isolate Ast02-3-570, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
DQ374650.1 VON isolate Ast02-3-717, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
AF196542.1 VON isolate HB6343 polyprotein gene, partial cds 333 333 100% 2e-88 96%
AF196541.1 VON isolate ArTB3573 polyprotein gene, partial cds 333 333 100% 2e-88 96%
AY278441.1 VON isolate Ast99-901, complete genome 333 333 100% 2e-88 96%
AF017254.2 VON nonstructural protein NS5 (NS5) gene, partial cds 333 333 100% 2e-88 96%
AY701413.1 VON strain 04.05 polyprotein gene, complete cds 333 333 100% 2e-88 96%
FJ483549.1  VON strain 15803, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
FJ483548.1  VON strain 15217, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
FJ411043.1  VON isolate NY99iso-1, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
FJ151394.1  VON strain NY99-crow-V76/1, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
EU155484.1 VON strain OK03, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
EF657887.1  VON strain 3356K VP2, complete genome 329 329 100% 3e-87 96%
DQ983578.1 VON strain FLO3-FL2-3, partial genome 329 329 100% 3e-87 96%
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=WJ3Z02CS01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=166159398&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#166159398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158327716&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#158327716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156144875&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#156144875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46277828&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=4
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#46277828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9930135&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#9930135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223634570&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#223634570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223588030&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=7
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#223588030
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89148117&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89148117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340786&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=9
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340784&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=10
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340782&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=11
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340780&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=12
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340778&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=13
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340495&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=14
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=30230630&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=15
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#30230630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87116126&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=16
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87116126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87116124&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=17
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87116124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87116122&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=18
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87116122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87083864&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=19
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87083864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87083862&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=20
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87083862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87083860&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=21
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87083860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=87083858&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=22
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#87083858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=15865593&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=23
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#15865593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=15865591&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=24
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#15865591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=30349729&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=25
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#30349729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=11497617&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=26
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#11497617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51011375&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=27
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#51011375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218675617&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=28
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#218675617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218675615&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=29
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#218675615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=212656658&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=30
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#212656658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208436368&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=31
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#208436368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157837410&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=32
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#157837410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157094530&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=33
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#157094530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=115432878&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=34
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#115432878

Accession

EF530047.1

DQ666452.1
DQ666451.1
DQ666450.1
DQ666449.1
DQ666448.1
DQ786573.1

DQ786572.1
EF571854.1

DQ431710.1
DQ431706.1

DQ431705.1

DQ411029.1
AY660002.1

AY848696.2

AY848695.2

AY369402.1
AY369401.1
AY369400.1
AY369398.1
AY369397.1
AY369396.1
AY369395.1
AY369394.1
AY369393.1
AY369392.1
AY369391.1
AY369390.1
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Description

VON strain 3356.2.1.1, complete genome

VON isolate BSL2-2005, complete genome

VON isolate BSL13-2005, complete genome

VON isolate GCTX2-2005, complete genome

VON isolate GCTX1-2005, complete genome

VON isolate BSL5-2004, complete genome

VON isolate France 407/04 polyprotein gene, complete cds
VON isolate France 405/04 polyprotein gene, complete cds
VON strain 385-99, complete genome

VON isolate 04-244CA polyprotein precursor, gene,
complete cds

VON isolate 04-236NM polyprotein precursor, gene,
complete cds

VON isolate 04-233ND polyprotein precursor, gene,
complete cds

VON isolate Ast01-66, complete genome
VON isolate Mex03 from Mexico, complete genome

VON strain 385-99 isolate hamster passage strain 9317E,
complete genome

VON strain 385-99 isolate hamster passage strain 9317A,
complete genome

VON strain 02003944 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02003688 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02003654 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02003535 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02003204 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02003011 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002868 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002831 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002771 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002758 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002735 3' noncoding region, partial sequence
VON strain 02002684 3' noncoding region, partial sequence

M.C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez

Max Total Query E  Max
score score coverage value ident
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%
329 329 100% 3e-87 96%

116


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156179581&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=35
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#156179581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110645016&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=36
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110645016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110645014&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=37
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110645014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110645012&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=38
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110645012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110645010&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=39
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110645010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110645008&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=40
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110645008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110338950&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=41
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110338950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110338948&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=42
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#110338948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148009228&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=43
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#148009228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025153&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=44
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#90025153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025145&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=45
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#90025145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90025143&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=46
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#90025143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=89340493&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=47
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#89340493
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=55975602&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=48
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#55975602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77980183&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=49
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#77980183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=77980181&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=50
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#77980181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326960&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=51
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326959&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=52
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326958&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=53
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326956&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=54
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326955&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=55
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326954&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=56
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326953&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=57
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326952&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=58
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326951&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=59
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326950&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=60
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326949&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=61
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38326948&dopt=GenBank&RID=WJ3Z02CS01R&log$=nucltop&blast_rank=62
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#38326948
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Anexo 8

Resultados de las pruebas serologicas de PNRP.

M.C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez

Se realizaron diluciones de las muestras de los pacientes y se analizaron en cultivo viral. En cada

muestra se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en contra de diferentes flavivirus

(VON, VD-1, VD-2, VD-3, VD-4 y el VESL). Los resultados numéricos muestran la mayor

dilusién a la cual los sueros presentaban anticuerpos neutralizantes en contra de los virus a los

que fueron expuestos.

No. | VON VESL VD-1 VD-2 VD-3 VD4 Diagnostico PRNT diagnosis
1 <20 <20 40 160 20 20 Donador de sangre VD-2
2 <20 <20 320 40 20 20 Donador de sangre VD-1
3 20 <20 160 40 20 40 Donador de sangre VD-1
4 <20 <20 40 160 20 20 Donador de sangre VD-2
5 <20 <20 160 40 <20 20 Donador de sangre VD-1
6 20 <20 160 80 40 40 Donador de sangre VD (serotipo
desconocido)
7 <20 <20 320 20 40 40 Donador de sangre VD-1
8 <20 <20 320 40 40 40 Donador de sangre VD-1
9 <20 <20 160 40 20 40 Donador de sangre VD-1
10 20 <20 320 20 20 80 Donador de sangre VD-1
11 20 <20 640 40 20 40 Donador de sangre VD-1
12 40 20 320 160 80 80 Donador de sangre VD (serotipo
desconocido)
13 160 20 20 <20 <20 20 Donador de sangre VON
14 <20 <20 160 40 20 40 Donador de sangre VD-1
15 320 20 20 <20 <20 20 Donador de sangre VON
16 <20 <20 <20 <20 <20 <20 Donador de sangre Negativo
17 <20 <20 320 80 40 40 Donador de sangre VD-1
18 <20 <20 640 40 40 40 Donador de sangre VD-1
19 <20 <20 40 <20 <20 20 Donador de sangre DEN (serotipo
desconocido)
20 20 <20 320 160 40 80 Donador de sangre VD (serotipo
desconocido)
21 20 <20 80 160 80 80 Donador de sangre VD (serotipo
desconocido)
22 <20 <20 640 80 40 80 Pacientes febriles VD-1
23 <20 <20 80 <20 20 20 Pacientes febriles VD-1
24 640 320 20,480 10,24 2,560 10,24 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 secundaria
25 640 80 20,480 5,120 640 1,280 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
26 5,12 80 20,480 10,24 1,280 5,120 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 secundaria
27 80 <20 2,560 1,280 80 80 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
28 <20 <20 40 160 <20 20 Dengue Confirmado VD-2
29 5,12 80 10,240 5,120 2,560 5,120 Dengue Confirmado Infeccion
0 secundaria
30 320 80 10,240 2,560 640 20,48 Dengue Confirmado Infeccion
0 secundaria
31 1,28 160 5,120 10,24 2,560 10,24 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 0 secundaria
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32 1,28 1280 5,120 2,560 320 1,280 Dengue Confirmado Infeccion
0 secundaria
33 10,2 640 10,240 10,24 1,280 20,48 Pacientes febriles Infeccion
40 0 0 secundaria
34 20 20 640 80 80 80 Dengue Confirmado VD-1
35 320 160 1280 640 80 640 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
36 1,28 160 10,240 20,48 1,280 20,48 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 0 secundaria
37 40 <20 320 160 80 80 Dengue Confirmado VD (serotipo
desconocido)
38 640 40 10,240 5,120 1,280 | 2,560 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
39 20 <20 640 80 80 80 Pacientes febriles VD-1
40 <20 <20 <20 <20 <20 <20 Dengue Confirmado Negativo
41 640 40 20,480 5,120 640 1,280 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
42 20 <20 160 640 80 160 Dengue Confirmado VD-2
43 1,28 5,120 20,480 40,96 5,120 10,24 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 0 secundaria
44 80 40 20,480 40,96 320 640 Dengue Confirmado Infeccion
0 secundaria
45 <20 20 640 40 40 40 Dengue Confirmado VD-1
46 20 40 640 40 40 20 Dengue Confirmado VD-1
47 5,12 320 10,240 10,24 2,560 2,560 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 secundaria
48 320 160 5,120 5,120 1,280 2,560 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
49 160 80 10,240 5,120 640 2,560 Dengue Confirmado Infeccion
secundaria
50 20 <20 320 40 20 80 Dengue Confirmado VD-1
51 <20 20 320 80 40 80 Dengue Confirmado VD-1
52 <20 <20 80 640 <20 40 Pacientes febriles VD-2
53 <20 <20 80 40 20 40 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
54 <20 <20 320 20 <20 80 Pacientes febriles VD-1
55 <20 <20 160 20 20 <20 Pacientes febriles VD-1
56 <20 <20 320 40 20 20 Pacientes febriles VD-1
57 <20 <20 160 320 20 160 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
58 20 <20 160 640 80 80 Pacientes febriles VD-2
59 <20 <20 80 160 <20 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
60 <20 <20 320 20 <20 20 Pacientes febriles VD-1
61 <20 <20 320 40 20 80 Pacientes febriles VD-1
62 <20 <20 20 80 20 20 Pacientes febriles VD-2
63 <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles Negativo
64 <20 <20 40 320 <20 20 Pacientes febriles VD-2
65 20 <20 640 320 40 320 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
66 20 <20 40 320 20 20 Pacientes febriles VD-2
67 160 20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles VON
68 <20 <20 640 80 40 20 Pacientes febriles VD-1
69 <20 <20 320 40 20 20 Pacientes febriles VD-1
70 20 <20 640 80 40 40 Pacientes febriles VD-1
71 20 <20 160 640 80 80 Pacientes febriles VD-2
72 20 <20 320 160 40 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
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73 <20 <20 320 20 <20 40 Pacientes febriles VD-1

74 <20 <20 40 160 40 40 Pacientes febriles VD-2

75 <20 <20 20 160 <20 20 Pacientes febriles VD-2

76 <20 <20 640 80 40 40 Pacientes febriles VD-1

77 40 <20 640 160 80 160 Pacientes febriles VD-1

78 <20 <20 20 80 <20 20 Pacientes febriles VD-2

79 20 <20 640 80 20 20 Pacientes febriles VD-1

80 20 <20 80 40 20 160 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

81 20 <20 320 160 40 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

82 <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles Negativo

83 <20 <20 320 80 <20 40 Pacientes febriles VD-1

84 <20 <20 80 320 20 40 Pacientes febriles VD-2

85 80 20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles VON

86 <20 <20 160 80 <20 40 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

87 20 <20 320 80 20 80 Pacientes febriles VD-1

88 <20 <20 320 80 20 40 Pacientes febriles VD-1

89 <20 <20 320 80 <20 <20 Pacientes febriles VD-1

90 <20 <20 40 160 <20 20 Pacientes febriles VD-2

91 <20 20 320 80 40 20 Pacientes febriles VD-1

92 <20 <20 320 80 40 80 Pacientes febriles VD-1

93 <20 <20 640 80 40 20 Pacientes febriles VD-1

94 <20 <20 640 160 160 160 Pacientes febriles VD-1

95 <20 <20 20 80 20 20 Pacientes febriles VD-2

96 20 <20 320 160 80 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

97 <20 <20 320 80 40 20 Pacientes febriles VD-1

98 <20 <20 320 160 40 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

99 <20 <20 640 40 20 20 Pacientes febriles VD-1

100 | <20 <20 640 40 40 20 Pacientes febriles VD-1

101 | <20 <20 320 160 80 20 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

102 160 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles VON

103 20 <20 20 80 <20 <20 Pacientes febriles VD-2

104 40 <20 160 1,280 <20 160 Pacientes febriles VD-2

105 <20 <20 <20 40 <20 <20 Pacientes febriles VD-2

106 | <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles Negativo

107 | <20 <20 80 20 20 <20 Pacientes febriles VD-1

108 20 <20 160 80 <20 <20 Pacientes febriles VD-1

109 20 <20 320 80 80 40 Pacientes febriles VD-1

110 20 <20 640 160 80 40 Pacientes febriles VD-1

111 40 <20 320 40 40 40 Pacientes febriles VD-1

112 20 <20 40 320 40 40 Pacientes febriles VD-2

113 40 20 320 80 160 40 Pacientes febriles VD-1

114 20 <20 20 160 40 <20 Pacientes febriles VD-2

115 640 20 20 40 <20 20 Pacientes febriles VON

116 20 <20 320 40 160 20 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)

117 20 <20 40 160 40 40 Pacientes febriles VD-2

118 | 2,56 80 10,240 5,120 2580 640 Pacientes febriles Infeccion

0 secundaria

119 | <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles Negativo

120 20 <20 640 80 40 20 Pacientes febriles VD-1

121 <20 <20 160 80 40 40 Pacientes febriles VD-1
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122 40 20 320 160 40 80 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
123 20 <20 320 40 40 40 Pacientes febriles VD-1
124 40 <20 320 80 40 160 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
125 | <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes febriles Negativo
126 20 <20 320 80 20 80 Pacientes febriles VD-1
127 20 40 320 80 40 160 Pacientes febriles VD (serotipo
desconocido)
128 | <20 <20 320 40 40 40 Pacientes febriles VD-1
129 | <20 <20 640 80 40 20 Dengue Confirmado VD-1
130 640 40 20,480 10,24 | 5,120 | 20,48 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 secundaria
131 | <20 <20 320 40 80 20 Dengue Confirmado VD-1
132 5,12 80 10,240 20,48 20,48 20,48 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 0 0 secundaria
133 640 320 10,240 10,24 | 2,560 | 10,24 Dengue Confirmado Infeccion
0 0 secundaria
134 20 20 640 160 160 80 Pacientes neurologicos VD-1
135 < <20 160 40 20 <20 Pacientes neurolégicos VD-1
136 20 <20 160 40 40 40 Pacientes neurolégicos VD-1
137 20 40 640 80 80 80 Pacientes neuroldégicos VD-1
138 20 <20 80 320 80 80 Pacientes neurologicos VD-2
139 20 <20 160 320 160 160 Pacientes neurologicos VD (serotipo
desconocido)
140 20 20 640 80 80 160 Pacientes neurolégicos VD-1
141 20 <20 640 80 40 80 Pacientes neurolégicos VD-1
142 80 80 640 320 80 160 Pacientes neurolégicos VD (serotipo
desconocido)
143 | <20 <20 80 20 <20 20 Pacientes neurolégicos VD-1
144 20 20 640 160 20 160 Pacientes neuroldgicos VD-1
145 20 <20 640 160 40 160 Pacientes neuroléogicos VD-1
146 40 20 160 320 80 160 Pacientes neurologicos VD (serotipo
desconocido)
147 | <20 <20 <20 <20 <20 <20 Pacientes neurolégicos Negativo
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Anexo 9
Resultados de los ensayos de sensibilidad para PCR en tiempo real empleando diluciones de los

plasmidos de las regiones de la proteina E y 3'UTR del VON.

Resultados obtenidos en los ensayos correspondientes a la region de la Proteina E

Numero Tipo de Muestra CcT Desviacion Log No Copias
de estandar
copias
3 Estandar 30.47 0.462 0.477121255
3 Estandar 30.01 0.466 0.477121255
3 Estandar 29.97 0.462 0.477121255
30 Estandar 29.55 0.462 1.477121255
30 Estandar 29.31 0.466 1.477121255
30 Estandar 29.12 0.466 1.477121255
300 Estandar 28.76 0.109 2.477121255
300 Estandar 28.66 0.109 2.477121255
300 Estandar 28.54 0.109 2.477121255
3000 Estandar 26.85 0.171 3.477121255
3000 Estandar 26.55 0.171 3.477121255
3000 Estandar 26.55 0.171 3.477121255
30000 Estandar 24.59 0.08 4.477121255
30000 Estandar 24.55 0.08 4.477121255
30000 Estandar 24.44 0.08 4.477121255
300000 Estandar 23.38 0.114 5.477121255
300000 Estandar 23.26 0.114 5.477121255
300000 Estandar 23.15 0.114 5.477121255
Control negativo 34.25
Control negativo 34.29
Control negativo 34.73
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Resultados obtenidos en los ensayos correspondientes a la region 3"UTR.

Numero de Task CcT Std. Dev. CT Log Numero
copias de Copias
3 Estandar 39.08 3.383 0.47712126
3 Estandar 34.29 3.383 0.47712126
3 Estandar 0.47712126
30 Estandar 36.01 0.426 1.47712126
30 Estandar 36.85 0.426 1.47712126
30 Estandar 36.31 0.426 1.47712126
300 Estandar 31.14 0.979 2.47712126
300 Estandar 33.03 0.979 2.47712126
300 Estandar 32.53 0.979 2.47712126
3000 Estandar 29.27 0.265 3.47712126
3000 Estandar 28.98 0.265 3.47712126
3000 Estandar 29.51 0.265 3.47712126
30000 Estandar 25.8 0.23 4.47712126
30000 Estandar 26.19 0.23 4.47712126
30000 Estandar 26.21 0.23 4.47712126
300000 Estandar 22.39 0.329 5.47712126
300000 Estandar 22.92 0.329 5.47712126
300000 Estandar 22.32 0.329 5.47712126

Control Negativo
Control Negativo

Control Negativo
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Flaviviruses in Febrile Patients, Encephalitic Patients,
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Abstract

A clinical and serological investigation was performed to determine the presence of West Nile virus (WNV)
among febrile and encephalitic patients in northern Mexico. In addition, asymptomatic blood donors were
serologically assayed for WNV to determine the seroprevalence of WNV in general population. The study cohort
consisted of 1432 individuals (588 febrile patients, 44 encephalitic patients, and 800 asymptomatic blood donors).
All subjects were negative for WNV IgM. Sixty subjects were reactive for dengue virus (DENV) IgM (16 blood
donors and 44 febrile patients). A subset (n =425) of individuals was also screened by ELISA for flavivirus IgG.
The prevalence of flavivirus IgG in febrile patients, encephalitic patients, and blood donors ranged from 40% to
59%. A subset (n = 147) of sera reactive for flavivirus IgG was further tested by plaque reduction neutralization
test. Six individuals with no history of travel during the preceding 12 months were seropositive for WNV.
Another 65 individuals were seropositive for DENV1 and 24 were seropositive for DENV2. The high prevalence
of dengue antibodies in northern Mexico appears to limit the incidence of WNYV infection in this region.

Article Summary Line: Antibodies to WNV, DENV-1, and DENV-2 were identified in humans in northern
Mexico.

Key Words: Blood donor—Dengue virus—Flavivirus—Human—Mexico—Surveillance—West Nile virus.

Introduction

EST NILE virus (WNV) (family Flaviviridae, genus
Flavivirus) was first isolated in 1937 from the blood of a
febrile woman in the West Nile district of Uganda (Smithburn
1940). The virus was first reported in the Western Hemisphere
in 1999 during an outbreak of human, equine, and avian

encephalitis in New York City (Lanciotti et al. 1999, Nash et al.
2001). Since then, WNV has dispersed across the Western
Hemisphere and is now found throughout the United States,
Canada, Mexico, and the Caribbean, and parts of Central and
South America (Komar et al. 2006, Blitvich 2008, Kramer et al.
2008). In the United States, WNV has been responsible for
more than 27,000 cases of human illness with over 1000
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deaths. In contrast, the introduction of WNV into Mexico has
been relatively benign despite data from equine and avian
infection surveillance providing evidence of widespread
WNV circulation in Mexico since 2003 (Blitvich et al. 2003,
Estrada-Franco et al. 2003, Fernandez-Salas et al. 2003,
Lorono-Pino et al. 2003). The Mexican Secretary of Public
Health has reported seven human cases of WNV in Mexico
(Komar et al. 2006, Blitvich 2008). The cases occurred in the
States of Chihuahua (n =4), Sonora (n=1), and Nuevo Leon
(n=1) in 2003, and Sonora (n =1) in 2004. These states are in
northern Mexico, and all border the United States. In addition,
WNV RNA has been detected in the Mexican blood supply
(Sanchez-Guerrero et al. 2006). The viremic donor was iden-
tified as an asymptomatic 41-year-old man from Chihuahua
State and was also positive for WNV IgM, but not IgG, sug-
gesting that he had a recently acquired WNV infection.

The reasons for the low incidence of WNYV illness in Mexico
as compared to the United States are not known. One expla-
nation is that preexisting immunity to another flavivirus is
providing partial protection to humans and other vertebrates
from subsequent WNV infection. Indeed, laboratory studies
have shown that prior immunization of hamsters with heter-
ologous flaviviruses (Japanese encephalitis, St. Louis enceph-
alitis virus [SLEV] and Yellow fever viruses) reduces the
severity of subsequent WNV infection (Tesh et al. 2002). The
four serotypes of dengue virus (DENV1-DENV4) and SLEV
are endemic in many regions of Mexico and therefore could be
reducing the incidence and/or severity of WNV infections in
humans in Mexico (Gubler 2002, 2006, Hayes and Gubler 2006,
Blitvich 2008, Kramer et al. 2008). Other explanations include
under-reporting, the emergence of attenuated WNV variants,
and geographic differences in the species composition, relative
abundance, and susceptibility of vertebrates or vectors.

The majority of WNV infections are subclinical with no
apparent symptoms, but during recent outbreaks in the
United States, approximately 20% of infections have resulted
in a mild flu-like illness known as West Nile fever (WNF), and
1 in 150 infections has resulted in severe neuroinvasive dis-
ease (WNND) (Mostashari et al. 2001, Gubler 2002, Hayes and
Gubler 2006). WNF is characterized by a variety of nonspecific
symptoms (fever, headache, myalgia, nausea, fatigue, weak-
ness, vomiting, and diarrhea) that cannot be distinguished
from other infectious illnesses on clinical examination. The
illness typically lasts for 2-5 days, but in more severe cases,
fatigue can persist for over a month. WNND is characterized
by encephalitis, meningitis, and/or poliomyelitis-like flaccid
paralysis. The fatality rate in patients with WNND is ap-
proximately 10%, and long-term neurological sequelae occurs
in >50% of patients (Hayes et al. 2005, Hayes and Gubler 2006,
Sejvar and Marfin 2006).

The laboratory test most commonly used for WNV diag-
nosis is the IgM antibody-capture enzyme-linked immuno-
sorbent assay (MAC-ELISA) (Martin et al. 2000, 2002). This
assay provides a rapid and sensitive method to detect WNV
IgM, which is usually detected in patients at clinical presen-
tation but can persist for more than a year (Roehrig et al. 2003).
Another technique routinely used for WNV diagnosis is the
indirect IgG ELISA, which is often performed in tandem with
the MAC-ELISA (Tardei et al. 2000). This technique exhibits a
high degree of sensitivity when used to screen sera for the
presence of WNV IgG. However, because of the cross-
reactivity of antiflaviviral IgG, the assay is not WNV specific.

GARZA RODRIGUEZ ET AL.

For this reason, samples positive by flavivirus IgG ELISA are
often further tested by plaque reduction neutralization test
(PRNT), the most accurate serologic test available for flavi-
virus diagnosis (Beaty 1995). PRNTs performed using WNV
and other flaviviruses endemic in the same area provide the
most accurate serologic approach to identify WNV infections
and distinguish serologic cross-reactions among flaviviruses.
In this study, we performed a clinical and serological in-
vestigation to obtain information that could help to explain
the low incidence of WNV illness in northern Mexico. Patients
who presented clinical signs consistent with WNF or WNND
were recruited for the study and serologically assayed for
WNV and other flaviviruses by MAC-ELISA, IgG ELISA,
and/or PRNT. In addition, the seroprevalence of WNV in the
general population of northern Mexico was estimated using
asymptomatic blood donors as a convenience population.

Materials and Methods
Study population

Our study cohort consisted of three groups of individuals:
(i) patients with suspected WNF, (ii) patients with suspected
WNND, and (iii) asymptomatic blood donors. Our criteria for
suspected WNF and WNND were consistent with the U.S.
national case definition established by the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (CDC 2009). The clinical cri-
terion for WNF was the presence of documented fever, as
measured by the patient or clinician, in the absence of WNND.
The clinical criterion for WNND was the presence of fever in
addition to at least one of the following (as measured by the
clinician): (i) an acutely altered mental status such as disori-
entation, stupor, and coma, (ii) other acute signs of central or
peripheral neurologic dysfunction such as paralysis, sensory
deficits, abnormal reflexes, generalized convulsions, and ab-
normal movements, or (iii) illness clinically compatible with
meningitis (e.g., headache or stiff neck).

Patients and asymptomatic blood donors were recruited
between October 2005 and September 2007 from the following
Health Centers localized in Monterrey, Mexico: the Dr. Jose E.
Gonzalez University Hospital School of Medicine (Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, UANL), a Diagnostic Reference
Laboratory from Federal Secretariat of Health, and a third-level
Hospital Number 33 from government Social Insurance.
Written consent to participate in the study was obtained from
each subject. For patients <18 years of age, written consent was
obtained from parents or legal guardians. A serum sample was
collected from each individual who agreed to participate. De-
mographic information and other pertinent information
(symptoms, travel history, and vaccination status) were ob-
tained for each study participant by self-questionnaire. In-
dividuals who had been immunized against yellow fever virus
were not included in this study because they had preexisting
flavivirus antibody that could potentially cause serologic cross-
reactivity in the diagnostic assays. All data were handled
confidentially and anonymously. All research protocols were
approved by the institutional review boards at the UANL and
Iowa State University (ISU).

Demographic characteristics

A total of 1432 individuals were recruited for the study
(Table 1). Of these, 588 were patients with unspecified fever,

<4AU2
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TABLE 1. DEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS
OF THE STUDY COHORT

Study group

Demographic Febrile  Encephalitic ~ Blood

characteristics patients patients donors  Total
No. participants 588 44 800 1432
No. males 182 27 658 867
No. females 406 17 142 565
Male:female ratio 1:2.2 1:0.6 1:.02  1.0.7
Age range (years) 1-73 1-79 18-60  1-79

Mean age 28 33 32 31
State of residence:

(1) Nuevo Leon 588 43 767 1398
(2) Coahuila 0 0 8 8
(3) Tamaulipas 0 1 25 26

44 were patients with encephalitic manifestations, and 800
were asymptomatic blood donors. There were 867 (61%)
males and 565 (39%) females. All study participants were
from northern Mexico. The majority lived in Nuevo Leon
State; the remainder lived in Coahuila State and Tamaulipas
State. The ages of the study participants ranged from 1 to 79
years. The mean age was 31 years.

WNV MAC-ELISA

All sera were assayed for WNV IgM using the WNV IgM
Capture-ELISA from Focus Technologies (Cypress, CA) in the
Biosafety Level 2 facilities at the UANL following the manu-
facturer’s instructions. Test samples and positive and nega-
tive controls were diluted 1:100 and then added to microwells
coated with anti-human IgM antibodies. After 1 h incubation,
wells were washed and WNV antigen was added. After 2h
incubation, plates were washed again and horseradish per-
oxidase (HRP)-conjugated mouse antiflavivirus conjugate
was added. Plates were incubated for 30 min and then wa-
shed, and a substrate consisting of tetramethylbenzidine
(TMB) and hydrogen peroxide was added to each well. After
10min, stop solution was added and the absorbance was
determined spectrophotometrically at 450 nm. Index values
for test sera and controls were obtained by dividing the ab-
sorbance of the test or control well by the absorbance of the
calibrator (cutoff control). Index values of <0.9 were consid-
ered negative, values from 0.9 to 1.1 were considered equiv-
ocal, and values of >1.1 were considered positive for IgM.

DENV MAC-ELISA

All sera were assayed for DENV IgM using the Dengue
IgM Capture ELISA from PanBio Diagnostics (Brisbane,
Australia). Test samples and positive and negative controls
were diluted 1:100 and added to the 96-well plates precoated
with capture antibody (anti-human IgM). After incubation,
wells were washed, and an antigen-MAb complex containing
a mixture of DENV 1-4 antigens together with an HRP-la-
beled MADb specific to the DENV antigens was added. After
second 1h incubation and wash step, TMB substrate was
added; after 10 min, stop solution was added and the absor-
bance was determined spectrophotometrically at 450 nm. In-
dex values of <0.9 were considered negative, values from 0.9

to 1.1 were considered equivocal, and values of >1.1 were
considered positive for IgM.

Flavivirus indirect IgG ELISA

A subset of sera were assayed for flavivirus IgG using the
WNV IgG ELISA from Focus Technologies and DENV IgG
Indirect ELISA from PanBio Diagnostics. Test samples and
positive and negative controls were diluted 1:100 and added
to the wells of 96-well plates precoated with DENV and WNV
antigen (Malan et al. 2004). After 1h incubation, wells were
washed and HRP-conjugated sheep anti-human IgG was
added. After a 30 min incubation and wash step, TMB sub-
strate was added; after 10 min, stop solution was added and
the absorbance of each well is determined spectrophotomet-
rically at 450nm. Our results were reported as index values
relative to the Cut-off calibrator. Index values for test sera and
controls were obtained by dividing the absorbance (OD) of
the test or control well by the mean of absorbance values of the
Cut-off Calibrator. Index values of <1.3 were considered
negative, values from 1.3 to 1.5 were considered equivocal,
and values of >1.5 were considered positive for IgG (Hogrefe
et al. 2004, Tilley et al. 2005).

PRNT

A subset of sera were demonstrated to contain antibodies to
flaviviruses by MAC-ELISA, and/or IgG ELISA were subse-
quently tested by PRNT in the Biosafety Level 3 facilities at
ISU according to standard methods (Beaty 1995). PRNTs were
done using WNV (strain NY99-35261-11), SLEV (strain TBH-
28), DENV-1 (strain Hawaii), DENV-2 (strain NGC), DENV-3
(strain H-87), and DENV-4 (strain 241). SLEV and the four
serotypes of DENV were included because they occur in
Mexico, and are known to react with antibodies to WNV
(Calisher et al. 1989, Burke et al. 2001). Viruses were obtained
from the World Health Organization Center for Arbovirus
Reference and Research maintained at the CDC, Division of
Vector-Borne Infectious Diseases (Fort Collins, CO). The
PRNTSs were performed using African green monkey kidney
(Vero) cells, with the exception of DENV-1 PRNTs, which
were performed using Rhesus monkey kidney (LLC MK)
cells. Sera were tested in the presence of 8% labile serum factor
(Chappell et al. 1971). Sera were initially tested at a dilution of
1:20. Those that reduced the number of plaques by >70%
(PRNT7,) were titrated. Titers were expressed as the recipro-
cal of serum dilutions yielding >90% reduction in the number
of plaques (PRNTyy). For etiologic diagnosis, the PRNTy, an-
tibody titer to the respective virus was required to be at least
fourfold greater than that to the other flaviviruses tested.

WNYV case definition

In this study, a patient was considered to have an acute
clinical WNYV infection if all of the following criteria were met:
(i) the patient had symptoms consistent with WNF or WNND,
(ii) the patient was positive for the presence for WNV IgM by
MAC-ELISA, and (iii) the patient’s PRNTy, antibody titer to
WNV was at least fourfold greater than that to the other fla-
viviruses tested. An asymptomatic blood donor was consid-
ered to have a recent subclinical WNV infection if the donor
was positive for the presence of WNV IgM by MAC-ELISA
and their PRNTq antibody titer to WNV was at least fourfold
greater than that to the other flaviviruses tested.
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Results
Screening for WNV and DENV IgM

All study participants were screened by MAC-ELISA for the
presence of WNV and DENV IgM. Individuals from all three
study groups were negative for WNV IgM. Sixteen blood do-
nors and 44 febrile patients were reactive for DENV IgM, which
suggests that they had recent DENV infections. None of the
encephalitic patients were reactive for DENV IgM.

Screening for flavivirus 19G

A subset (1 =425) of participants were screened for anti-
bodies to flaviviruses using the group-reactive WNV and/or
DENV IgG ELISA. Of these, 51 were tested by WNV IgG
ELISA only, 93 tested by DENV IgG ELISA only, and 281 were
tested by both assays. Overall, 248 febrile patients, 42 en-
cephalitic patients, and 135 blood donors were tested. Of
these, flavivirus IgG was detected in 142 (57%) febrile pa-
tients, 17 (40%) encephalitic patients, and 80 (59%) blood
donors (Table 2).

Screening for neutralizing antibodies to flaviviruses

A subset (n = 147) of sera that had antibodies to flaviviruses
by MAC-ELISA and/or IgG ELISA were further analyzed by
PRNT using WNYV, SLEV, and all four serotypes of DENV. Six
individuals were seropositive for WNV (Table 3). Of these,
two were asymptomatic blood donors and four were febrile
patients. However, the febrile patients did not meet the case
definition for WNV because they were negative for WNV
IgM. These data suggest that the patients had a prior WNV
infection, but this virus was not responsible for the clinical
signs observed at the time of presentation. Similarly, the two
asymptomatic blood donors seropositive for WNV were
negative for WNV IgM, suggesting that they did not have
recently acquired WNV infections. All six individuals sero-
positive for WNV lived in Nuevo Leon State, and none had
traveled outside the state during the preceding 12 months.
These data indicate that the six individuals had locally ac-
quired WNYV infections. The two blood donors seropositive
for WNV were male; one was 19 years of age, and the other
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was 43 years. Of the four febrile patients seropositive for
WNYV, three were male and one was female. Their ages ranged
from 26 to 45 years. Representative serologic data from 14
flavivirus-positive study participants are shown in Table 4.

Sixty-four individuals were seropositive for DENV-1 and
another 23 were seropositive for DENV-2 (Table 3). Of the
individuals seropositive for DENV-1, 44 were febrile patients,
9 were encephalitic patients, and 11 were asymptomatic blood
donors. Of the individuals seropositive for DENV-2, 20 were
febrile patients, 1 was an encephalitic patient, and 2
were asymptomatic blood donors. Twenty-four individuals
were seropositive for an undetermined DENV serotype
(Tables 3 and 4). An individual was considered to be sero-
positive for an undetermined DENV serotype when the
PRNTYyy antibody titer to one DENV serotype was at least
fourfold greater than that to WNV and SLEV, but not all of the
other DENV serotypes. Twenty-two individuals were con-
sidered to have a secondary flavivirus infection as indicated
by the high PRNTy, antibody titers to all viruses tested. Eight
individuals had no neutralizing antibodies to flaviviruses. No
study participants were seropositive for DENV-3, DENV-4, or
SLEV.

Discussion

We performed a clinical and serological investigation to
determine the incidence of WNV illness in febrile and en-
cephalitic patients in northern Mexico. Our main rationale for
undertaking this investigation was to obtain information that
could explain why a major outbreak of WNYV illness has not
been observed in this region. Of the 632 patients who pre-
sented with suspected WNF or WNND, all were negative
for WNV IgM; thus, none of the patients recruited for this
study met the CDC case definition for WNV. Based on these

TABLE 3. SEROLOGIC SUMMARY OF THE SUBSET
OF FEBRILE PATIENTS, ENCEPHALITIC PATIENTS,
AND AsYMPTOMATIC BLooD DoONORs TESTED BY PLAQUE
REDUCTION NEUTRALIZATION TEST

Study group
Febrile Encephalitic Blood
PRNT diagnosis patients  patients  donors Total
TABLE 2. PREVALENCE OF WEST NILE VirUs IcM, DENGUE
Virus IcM, AND Fravivirus IcG 1N EacH Stupy Grour WNV 4 _a 2 6 (4%)°
Stud SLEV — — — —
fuay group DENV-1 44 9 11 64 (43.5%)
Encephalitic DENV-2 20 1 2 23 (15.6%)
; : ; . DENV-3 — — —
Serologic test  Blood donors  Febrile patients patients DENV-4 _ _ _ o
WNV MAC-  0/800 (0%) 0/588 (0%)  0/44 (0%) DENV _ 16 3 5 24 (16.3%)
ELISA (undetermined
DENV MAC- 16/800 (2.0%) 44/588 (7.5%) 0/44 (0%) serotype) o
ELISA Se_condqry flavivirus 22 — — 22 (14.9%)
Flavivirus ~ 80/135 (59.3%) 142/248 (57.3%) 17/42 (40.5%) mfe;tlon
IgG Negative 6 1 1 8 (5.4%)
ELISA Total 112 14 21 147 (100%)
Data are presented as the number of individuals tested /number of 0.

individuals positive.

WNV MAC-ELISA, West Nile virus IgM antibody-capture
enzyme-linked immunosorbent assay; DENV MAC-ELISA, dengue
virus IgM antibody-capture enzyme-linked immunosorbent assay.

P All individuals seropositive for WNV by PRNT were negative for
WNV IgM, suggesting that these infections were not recent.

PRNT, plaque reduction neutralization test; SLEV, St. Louis
encephalitis virus.

T4
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TABLE 4. SEROLOGIC SUMMARY OF A SUBSET OF INDIVIDUALS WITH ANTIBODIES TO FLAVIVIRUSES

PRN Tg() titer

Sample ID  Participant type WNV ~ SLEV DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 PRNT diagnosis

B004 Blood donor 20 —° 160 40 20 40 DENV-1

B029 Blood donor 320 20 20 — — 20  WNV

B038 Blood donor — — 40 — — 20  DENV (undetermined serotype)
F100 Febrile patient 640 320 20,480 10,240 2560 10,240  Secondary flavivirus infection
FO11 Febrile patient 10,240 640 10,240 10,240 1280 20,480  Secondary flavivirus infection
B034 Blood donor — 20 320 80 40 80 DENV-1

F160 Febrile patient 20 — 40 320 20 20 DENV-2

F193 Febrile patient — — 160 80 — 40  DENV (undetermined serotype)
F047 Febrile patient 20 — 40 160 40 40 DENV-2

F043 Febrile patient 640 20 20 40 — 20 WNV

N 040 Encephalitis 5120 80 10,240 20,480 20,480 20,480  Secondary flavivirus infection
NO012 Encephalitis 20 — 160 40 40 40 DENV-1

NO017 Encephalitis 20 — 160 320 160 160  DENV (undetermined serotype)
NO016 Encephalitis 20 — 80 320 80 80 DENV-2

ALess than 20.

findings, we speculate that under-reporting is not the major
reason for the low number of WNV cases in northern Mexico.

Flavivirus IgG was detected in the majority of study par-
ticipants. Of the subset of febrile and encephalitic patients
screened by IgG ELISA, 57% and 40%, respectively, were
positive for flavivirus IgG. The majority (59%) of asymp-
tomatic blood donors screened for flavivirus IgG were also
positive. Taken together, these data suggest that the majority
of individuals in northern Mexico have had previous expo-
sure to one or more flaviviruses. The PRNT analysis demon-
strated that DENV was responsible for most flavivirus
infections. Thus, we propose that the main reason for the
absence of an observed outbreak of WNV illness in humans in
northern Mexico is that a large proportion of the population
has been infected with DENV and is therefore resistant or less
susceptible to severe WNV disease. In this regard, laboratory
studies have shown that prior immunization of rodents,
monkeys, and pigs with heterologous flaviviruses reduces the
severity of subsequent WNV infection (Price et al. 1971, Go-
verdhan et al. 1992, Tlkal et al. 1994, Tesh et al. 2002). The low
incidence of WNV illness elsewhere in Mexico, and in Central
and South America, could also be attributed to prior exposure
to DENV. Indeed, more than 850,000 cases of dengue fever
occurred throughout in Latin America in 2007, including
25,000 cases of dengue hemorrhagic fever (Kyle and Harris
2008). However, preexisting immunity to DENV does not
account for the apparent lack of WNV-associated equine and
avian death in northern Mexico and elsewhere in Latin
America because DENV does not usually replicate in non-
primate vertebrates (Thomas et al. 2003). Thus, it is likely that
other factors are contributing to the sparse reports of WNV
illness in humans and other vertebrates in Latin America.

Of the subset of individuals tested by PRNT, 41% were
seropositive for DENV1 and 15% were seropositive for
DENV2. These two DENV serotypes were also shown to be
responsible for human infections in a household serosurvey
conducted in 2004 in the contiguous border cities of Mata-
moros, Tamaulipas (Mexico), and Brownsville, Texas (Brun-
kard et al. 2007). Recent DENV infection was identified in
7.3% of Matamoros residents and 2.0% of Brownsville resi-

dents. Prior DENV infection was identified in 78% of Mata-
moros residents and 40% of Brownsville residents. Of the
subset (n1=3) of individuals further tested by PRNT, two
residents from Matamoros were seropositive for DENV-1,
and one resident from Brownsville was seropositive for
DENV-2. The following year, an outbreak of DENV occurred
in the cities of Matamoros and Brownsville (Ramos et al.
2008). Twenty-eight viral isolates were obtained: 27 were
DENV-2 and 1 was DENV-1. We also demonstrated that 24%
of the individuals tested by PRNT had been infected with an
undetermined DENV serotype. For these individuals, the
PRNT titer was always highest when DENV-1 or DENV-2
was used for the PRNT analysis. Twenty-two percent of in-
dividuals tested by PRNT had secondary flavivirus infections
consistent with our findings that multiple flaviviruses
(DENV1, DENV2, and WNV) are circulating in northern
Mexico. Eight hundred asymptomatic blood donors were
serologically assayed for WNV and two (0.25%) were posi-
tive. These data indicate that the incidence of WNV infection
in the general population in northern Mexico is low. In com-
parison, 46 (3.1%) of 1505 individuals sampled in 2002 in a
household-based seroprevalence survey in Ontario, Canada,
were seropositive for WNV (Loeb et al. 2005). In another
study, 122 (14.0%) of 869 individuals sampled at a health-fair
in Wyoming in 2003 had antibodies to WNV (Murphy et al.
2005). However, it is important to note that different methods
were used to recruit study participants in these studies, and
that there are limitations associated with using blood donors
as a convenience population, most notably selection bias. In-
deed, blood donors are potentially more healthy and active
than other individuals and therefore could be more likely to
participate in outdoor activities that result in increased con-
tact with mosquitoes. Alternatively, because blood donors are
potentially more health conscious that other individuals, they
could be more inclined to use protective measures to avoid
mosquito contact. Household-based serosurveys provide a
more accurate means to sample individuals that more closely
represent the general population. However, this approach is
not always feasible because considerable time, effort, and re-
sources are needed to recruit the study population.
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In conclusion, we detected a high seroprevalence of DENV
in our study cohort, but did not identify any individuals that
met the CDC case definition of WNV. We speculate that
preexisting immunity to DENV is the principal reason as to
why a major outbreak of WNV illness has not been observed
in humans in northern Mexico. Because DENYV is endemic in
many other regions of Latin America, this phenomenon could
be a critical determinant in determining the ultimate geo-
graphic distribution and public health importance of WNV in
the Americas.
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