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RESUMEN

Los arbovirus transmitidos por mosquitos, han causado enfermedades en humanos
durante siglos, sin embargo, debido a la globalizacion solo algunos arbovirus han escalado
a ser una gran amenaza de salud publica mundial. Entre estos arbovirus destacan el virus
del dengue (VDEN), virus del Chikungunya (VCHIK), virus del Oeste del Nilo, (VON),
virus de la Encefalitis Japonesa (VEJ) y el virus del Zika (VZIK). Conocer la epidemiologia
de estas enfermedades es esencial para la deteccion temprana de brotes y para su control.
En este contexto, se realizé una investigacion clinica, seroldgica y molecular para conocer
la epidemiologia del VDEN vy otros arbovirus en residentes de la ciudad de Reynosa,

Tamaulipas.

Este trabajo demuestra la circulacion simultdnea de cinco arbovirus: VDEN-I,
VDEN-2, VDEN-3, VON (primer reporte en Tamaulipas) y VCHIK. En el caso de VCHIK,
se realizaron tres aislamientos virales, un aislado genero la primera secuencia del genoma
completo de VCHIK en el norte de México y dos aislados para los genes estructurales (C,
E3, E2, 6K/TF y E1). Ademas, se detectaron anticuerpos reactivos anti-VDEN, como IgM
en individuos asintomaticos, IgG en individuos con seroconversion e IgE en individuos
con infeccion primaria y secundaria durante la infeccion aguda por dengue. Finalmente,
demostramos que IgE también puede ser utilizado como un posible marcador serolégico

para detectar infecciones tempranas por dengue.
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ABSTRACT

Mosquito-borne arboviruses have caused diseases in humans for centuries.
However, due to the high globalization, only a few have escalated to be a major global
public health concern. These mosquito-borne arboviruses include dengue virus (DENV),
Chikungunya virus (CHIKV), West Nile virus (WNV), Japanese Encephalitis virus (JEV),
and Zika virus (ZIKV). Understanding the epidemiology of these diseases is essential for
the early detection of outbreaks and for their control. In this context, a clinical, serological
and molecular research was conducted to know the epidemiology of VDEN and other

arboviruses in residents of the city of Reynosa, Tamaulipas.

This study demonstrates the simultaneous circulation of five arboviruses: DENV-
1, DENV-2, DENV-3, WNV (first report in Tamaulipas) and CHIKV. In the case of
CHIKYV, three strains were isolated, one of them was to generate the first full-genomic
sequence of CHIKV in northern Mexico and two isolates generated a full genomic
sequence for structural genes (C, E3, E2, 6K/TF y E1). Additionally, anti-DENV antibodies
were detected, such as IgM in asymptomatic persons, IgG in individuals with
seroconversion and IgE in persons with primary and secondary infection during acute
dengue infection. Finally, we demonstrate that IgE could be used as a possible serological

marker to detect early dengue infections.
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JUSTIFICACION

Los arbovirus se han convertido en un problema grave de salud publica durante la
ultima década, tanto en México como en todo el mundo. El panorama epidemiologico de
los arbovirus en México brinda la oportunidad de analizar un problema de salud regional
y los factores de riesgo involucrados en la génesis de la enfermedad. Sin embargo, existen
pocos reportes en el noreste de México. Este estudio sero-epidemioldgico ayudard a

realizar un mejor analisis para detectar la prevalencia de los arbovirus en la region.
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HIPOTESIS

La infeccion viral por VDEN y otros arbovirus es activa y prevalente debido a los
factores de alto riesgo existentes en la ciudad de Reynosa, Tamaulipas, ubicada en la

frontera entre los Estados Unidos y México.
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OBJETIVOS

General

Estimar los indices de exposicion al VDEN y otros arbovirus (seroprevalencia,
seroconversion y caracterizacion de serotipos/genotipos circulantes) en muestras de suero
donados por la Secretaria de Salud y tomada de los residentes de una colonia de bajo estrato

socio-econdémico y de alto riesgo para arbovirus de la ciudad de Reynosa, Tamaulipas.

Especificos

1. Realizar un estudio demografico y socioecondomico para conocer las variables
implicadas en la transmision del VDEN.

2. Efectuar un muestreo longitudinal serologico para estimar los indices de
seroprevalencia y seroconversion a VDEN en pacientes sintomaticos y
asintomaticos.

3. Definir la filo-geografia de los arbovirus de las muestras de suero de los pacientes
colectada y donada.

4. Determinar la utilidad de anticuerpos IgE anti-dengue a partir de sueros con
infeccion.

5. Estimar la titulacion de los arbovirus presentes en las muestras de sangre colectada

y donada.
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CAPITULO 1



CAPITULO I

1.1 Introduccion General

Los arbovirus (de inglés: arthropod-borne viruses) son los agentes etioldgicos mas
importantes de salud publica a nivel mundial, responsables de enfermedades febriles, y a
veces mortales en humanos y animales (Alva-Urcia ef al., 2017). Estos patdogenos causan
una gran alerta y preocupacion debido a su amplia distribucion y rapida expansion
(Kraemer et al., 2015). Los arbovirus son transmitidos por artropodos, por lo que estas
enfermedades son conocidas como Enfermedades Transmitidas por Vector (ETV's)
(Institute of Medicin Forum on Microbial Threats, 2008). Estas ETV’s son transmitidas
horizontalmente por vectores hematofagos hacia sus hospederos vertebrados (Coffey et al.,
2008). Entre los vectores de mayor importancia por trasmitir el mayor nimero de ETV's
destacan los mosquitos y garrapatas, siendo los primeros los de mayor importancia a nivel
mundial (Salas-Benito et al., 2015). Recientemente, los arbovirus han calificado como
“Enfermedades Tropicales Desatendidas” y son definidas como un grupo de enfermedades
infecciosas tropicales en paises en vias de desarrollo que tienen impacto en la salud a largo
plazo en poblaciones de bajos ingresos (LaBeaud, 2008). Sin embargo, las arbovirosis no
se limitan a las regiones tropicales, por el contrario, se encuentran distribuidas en todos los

continentes, con excepcion de la Antartida (Gratz, 1999; Gubler, 1998).

Ahora bien, se han registrado alrededor de 300 especies de mosquitos que actian
como vectores de arbovirus; Aedes spp. y Culex spp. son los géneros mas frecuentemente
asociadas como vectores con 115 y 105 arbovirus transmitidos, respectivamente (Liang et
al., 2015) (Figura 1). No obstante, Aedes (Stegomyia) aegypti se destaca entre ellos, ya que
actiia como vector primario de los arbovirus de mayor importancia médica, como la fiebre
amarilla, dengue y Zika (Ritchie, 2014); muchos otros arbovirus, i.e. Encefalitis Japonesa,
virus del Oeste del Nilo, Chikungunya, etc., también representan una amenaza latente en
salud publica. Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima cientos de

millones de infecciones y decenas de miles de muertes atribuidas a enfermedades



arbovirales transmitidas por mosquitos y con mas de la mitad de la poblacion mundial en

riesgo de infeccion (Carter ef al., 2015).
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Figura 1. Mosquitos vectores de arbovirus y clasificacion de arbovirus. A) Adedes aegypti, principal vector
responsable de dengue, B) Aedes albopictus, segundo vector principal de la transmision de dengue, C) Culex
quinquefasciatus. D) Los arbovirus estdn incluidos en seis diferentes familias taxénomicas virales. *Arbovirus que en
humanos causan encefalitis pertenecientes a los arbovirus mas representantes para los humanos (Adaptado de Go et al.,
2014). Imagenes Universtity of Florida, European Centre for Disease Prevention and Control, from James Gathany,
Centers for Disease Control and Prevention.



1.2 Flavivirus

Arboles filogenéticos sugieren que en el continente africano se originé el ancestro
de la familia Culicidae y garrapatas vectores de Flavivirus (Braack et al., 2018). De las 70
especies de flavivirus so6lo unas cuantas son patdogenas a seres humanos, tales como: fiebre
amarilla (FAV), dengue, (VDEN), Virus del Oeste del Nilo (VON), encefalitis de San Luis
(ESLV), encefalitis Japonesa (VEJ), encefalitis del Valle de Murray y Encefalitis
transmitida por garrapatas (TBEV) (Meltzer, 2012). La caracteristica morfoldgica de los
flavivirus es que tienen un tamafio de aproximadamente 50 nm de didmetro conteniendo
un genoma de RNA de cadena sencilla cerca de las 11,000 bases de longitud. El genoma
es de polaridad positiva, lo que significa que una vez que entra a la célula de hospedero,
actiia como un RNA mensajero e inmediatamente es traducido. El genoma de los flavivirus
codifica a un solo marco de lectura abierta (ORF) que se traduce como una poliproteina
(Best, 2016). Sin embargo, esta poliproteina es rapidamente escindida por proteasas
celulares y virales en tres proteinas estructurales: C, prM y E, y siete proteinas no
estructurales (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, ademas esta flanqueada
por regiones no codificantes (UTRs) 5'- y 3" en los extremos terminales (Nemésio et al.,

2014; Best, 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura y organizacion general del genoma de los flavivirus. A) Particula viral de los flavivirus. B)
Organizacion genomica de los flavivirus (no a escala) y la poliproteina. E1 RNA del virion es aproximadamente 11 kb.
En la parte superior se muestra el genoma viral con las regiones codificantes de proteinas estructurales y no estructurales
y la UTRs 5°-3". El extremo 5’del genoma tiene un cap de nucledtido metilado para la traduccion celular candnica, el
extremo 3'no esta poliadenilado, forma una estructura de horquilla (Adaptado de Vasilakis et al., 2011).



1.2.1 Virus del Dengue

El virus del dengue (VDEN, género Flavivirus, tamilia Flaviviridae), ha sido
antigénicamente clasificados en cuatro serotipos (VDEN 1-4) (Pepin ef al., 2008) y a su
vez dentro de cada serotipo de VDEN existe una variacion genética bajo la definicion
filogenética de “genotipos” (Holmes ef al., 2003) (Cuadro 1). Mas tarde se identificé un
quinto serotipo (VDEN-5) descubierto en 2013 (Cucunawangsih et al., 2017). El VDEN-5
se detectd durante el andlisis de muestras virales y fue aislado de un granjero de 37 afios
que admiti6 estar en el hospital en el estado de Sarawak en Malasia en 2007. Esta infeccion
se cree que fue inicialmente como un caso selvatico ordinario causado por VDEN-4 el cual
circula entre primates y los mosquitos Aedes nivalis en los bosques del sureste de Asia
(Mustafa et al., 2015). La secuencia del genoma completo reveld que el virus ocupa una

nueva rama en el arbol de la familia de dengue (Normile, 2013).

El VDEN es recientemente considerado como la amenaza emergente mas
importante para la salud pablica mundial que cualquier otro virus transmitido por mosquito
(Pyke et al., 2016). Se estim6 un promedio de 9221 muertes por dengue ocurridas entre
1990 y 2013, incrementando de 8277 (95% estimacion de incertidumbre 5353-10,649) en
1992, llegando a un maximo de 11,302 (6790-13,722) en 2010. Esto produjo un total de
576,900 (330,000-701,200) vidas perdidas atribuidas a dengue en 2013 (Martinez-Vega et
al., 2016). A pesar del nivel de incertidumbre del nimero total de casos, la OMS en 2013
reportd 390 millones de infecciones por dengue (OMS, 2018a).



Cuadro 1. Clasificacion de VDEN en genotipos de acuerdo con su secuencia
nucleotidica (Vasilaskis et al., 2008)

Regién del

Serotipo

Genotipo

Distribucion geografica

genoma

1 Sudeste Asiatico, China, Este de Africa .
— Tailandia (cepas colectadas en las décadas de 1950 y Secuer}m.a
Q0 II 1960) nuclegtldlca
E 11 Cepas Selvaticas aisladas en Malasia parcial o
_ I\% Islas del oeste del Pacifico y Australia Co%l/%est? de
\% América, Oeste de Africa y algunas Asiaticas
Asidtico VI Malasia, Vietnam, C.h.in.a, Taiwan, Sri Lanka y
Filipinas
Ampliadistribucion (Australia, Estey Oeste de
Cosmopolitan Aftica, el Pacifico, ¢ islas del Océano indico,
@ Subcontinente Indico y Medio Oriente) Secuencia
E Améri América Latina, Caribe, Subcontinente Indico e Islas | nucleotidica de
E mericano del Pacifico en las décadas de 1950y 1960 E
Asiatico/Américano Tailandia, Vietnam y América
Colectadas de humanos, mosquitos forestales o
Selvatico monos centinelas en el Este de Aftica y Sureste de
Asia
n 1 Indonesia, Malasia, Filipinas e Islas del Pacifico sur .

i - - - - Secuencia
E I Tailandia, Vletnar,n y Bangladés nucleotidica
= il Sri Lanka, India, Africa y Samoa prM/E
_ v Puerto Rico, Latinoamérica, América central y Tahiti

I Tailandia, Filipinas, Sri Lankay Japon (cepas
; importadas a Japon del Sureste de Asia) Secuencia
zZ 11 Indonesia, Malasia, Tahiti, el Caribe y América nucleotidica de
= - -
a 111 Tailandia E
)\ Selvaticas




1.2.1.1 Origen y Epidemiologia del VDEN

El sitio geografico de origen del VDEN ha sido sujeto de especulacion intensa;
algunos argumentan el origen en Africa debido al mismo origen de el vector primario Ae.
aegypti. Sin embargo, el trabajo ecologico y seroldogico de Smith (SMITH, 1956) y
Rudnick (Rudnick ef al., 1986) apunta hacia un origen asiatico (Vasilaskis et al., 2008).
No obstante, en 1780 Benjamin Rush describié un brote de dengue en Filadelfia, EUA y
acund el término “fiebre quebranta-huesos”, pero el crédito debe ser atribuido a David
Bylon, un médico oficial quien observo y describid por primera vez en 1779 una epidemia
en Jakarta, Indonesia. (Pinheiro ef al, 1997; Murray et al., 2013; Laughlin ef al., 2012;
Vasilaskis et al., 2008). A pesar de todo, en 1800, ya se habia extendido a las ciudades
costeras urbanas tropicales del mundo, debido al uso de buques de envio en la expansion
comercial, permitiendo de manera lenta pero evidente la introduccion del virus y el
mosquito a las costas de destino alrededor del mundo (Murray et al., 2013). Luego, durante
la segunda guerra mundial, el VDEN fue formalmente descrito en Japon en 1943 y en
Hawaii en 1945. Posteriormente, las epidemias comenzaron a reportarse ampliamente en
el sureste asiatico. Después de la segunda guerra mundial no se reportaron epidemias en
América, Africa y Oceania en los siguientes 20 afios (Braack ef al., 2018; Vasilaskis et al.,
2008). La calma de las epidemias de dengue en las Américas fue efimera, debido a la
interrupcion de la campafia del control en la década de 1970 por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) (Murray et al., 2013). No obstante, la actividad epidémica
empeoro aceleradamente, permitiendo la expansion en mas de 128 paises principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales, causando serios casos de mortalidad y morbilidad

(Braack et al., 2018; Guzman et al., 2016; OMS, 2018b) (Figura 3).
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Figura 3. Origen del vector de dengue y expansién mundial del VDEN. El mosquito Ae. aegypty se origind en Africa y Smith y Rudnick apuntan el posible origen de VDEN en
Asia (ambos sombreados en café), los primeros registros de brotes por dengue se presentan en puntos negros. La evidencia consenso mundial, riesgo y amenaza de dengue es mostrada
con la evidencia consenso en completa ausencia (verde oscuro) hasta la completa presencia (rojo inteso) de dengue. Adaptado de (Guzman et al., 2015)



1.2.1.2 Epidemiologia del VDEN en las Américas y México

En las Américas, el VDEN-1 fue reportado por primera vez en 1977 causando una
epidemia que comenzo6 en Jamaica expandiéndose a Cuba, Puerto Rico y Venezuela y
eventualmente al resto de los paises del Caribe, México y Centroamérica. EIl VDEN-2
causo la primera epidemia de Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) en Cuba en 1981,
durante el mismo afio, el VDEN-4 fue introducido en el este de las islas caribefias. Después,
este serotipo se extendiod al resto del Caribe, Centro y Sudamérica y México. En 1994, el
VDEN-3 fue re-introducido en América. El VDEN-3 inicialmente se expandio a
Centroamérica, y mas tarde a Puerto Rico, otras islas del Caribe y Sudamérica. La
introduccion de genotipo asiatico del VDEN-2 en América ha estado previamente asociado
con las epidemias de Dengue con signos de alarma (DCSA). En 1981, el VDEN-4
probablemente fue importado de las islas del pacifico emergiendo en las Américas
causando una serie de brotes en el Caribe, Centro y Sudamérica y México (Pinheiro ef al.,

1997).

En México, los cuatro serotipos del VDEN han estado circulado en diferentes
tiempos, creando diversos escenarios epidémicos, endémicos e hiperendémicos (Dantés et
al., 2014). De acuerdo con la OPS en México, se han reportado 570991 casos de dengue
durante el 2014 hasta la semana epidemiologica (SE) 17 del 2018 (OPS, 2018a). Los casos
de dengue se han extendido principalmente por la regiones tropicales y subtropicales del
pais. En el estado de Tamaulipas, entre julio y diciembre de 1995 se registraron 4758 casos
sospechosos de dengue. Més de la mitad de estos casos (2706) fueron en la ciudad de
Reynosa, donde se aislaron de casos humanos los serotipos VDEN-2, 3 y 4 (Laredo-
Tiscarefio ef al., 2012; Ibafiez-Bernal et al., 1997), siendo uno de los més grandes brotes

de dengue ocurridos en los tltimos 20 afios.



1.2.1.3 Ciclo de Transmision del VDEN

El periodo de incubacion extrinseca (PIE) es el periodo de incubacion viral entre el
tiempo cuando un mosquito se alimenta de sangre virémica y el tiempo cuando un mosquito
llega a ser infeccioso. El VDEN invade el intestino medio, se replica y eventualmente se
disemina a través del mosquito, el cual llega a ser infeccioso una vez que el virus alcanza
las glandulas salivales; asi completa el PIE entre 8 a 12 dias a una temperatura promedio
de 28°C. El periodo de incubacion intrinseca (PII) es el tiempo que transcurre entre que un
humano llega a ser infectado y que desarrolla los sintomas debido a la infeccion. Al igual
que PIE, el PII varia y el rango de duracion de acuerdo con la OMS es de 4-10 dias, (de 3-
14 dias de acuerdo al Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC), pero

tipicamente de 4-7 dias (Chan et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Periodos de incubacion extrinseco e intrinseco del VDEN. Adaptado de (CDC, 2018).



1.2.1.4 Manifestaciones clinicas por VDEN

La infeccion con cualquier serotipo de VDEN puede resultar en diversas
presentaciones clinicas, que van desde infecciones asintomaticas (subclinicas) o
indiferenciadas y Fiebre por Dengue (FD), hasta las forma més grave de la enfermedad,
caracterizada por aumento de la permeabilidad vascular, manifestaciones hemorragicas,
trombocitopenia e hipovolemia, el cual desencadena la falla de 6rganos y la muerte; esto
es referenciado como Fiebre Hemorragica por Dengue y Sindrome de Shock por Dengue
(FHD/SSD) (Durbin, 2016; Gutierrez et al., 2011; Katzelnick et al, 2017). No es
sorprendente que las manifestaciones por infeccion de VDEN sean altamente variables en
términos de tiempos de aparicion. En consecuencia, la OMS redefinio el esquema de
clasificacion en 2009 basado en los niveles de gravedad y en agosto del 2016 la Secretaria
de Salud en México (SS) lo adoptaria (Villar ef al., 2015) (Cuadro 2) como: Dengue sin
signos de alarma (DSSA), Dengue con signos de alarma (DCSA) y Dengue grave (DG), la
cual comprende DHF y SSD (PHAO, 2016).
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Cuadro 2. Modificacion de la clasificacion de gravedad por dengue, OPS/OMS

*Requieren estricta observacion e intervencion medica (OPS, 2016).

Dengue sin signos de alarma (DSSA)

Persona que vive o han viajado a dreas con transmision en los ultimos 14 dias y presenta fiebre,
usualmente de 2 a 7 dias de duracion, y al menos 2 de loa siguientes criterios:

A e  a

Nausea/vomito

Exantema

Dolor de cabeza/dolor retro-orbital
Mialgia y artralgia

Petequias o prueba positiva del torniquete
Leucopenia

Los casos también incluyen cualquier que venga de o viva en areas con transmision de dengue, con
fiebre aguda, usualmente de 2 a 7 dias y sin foco aparente

Dengue con signos de alarma (DCSA)*

Cada caso de dengue que, esta cerca y preferiblemente en la defervescencia, presente uno o mas de
los siguientes signos:

PHRAAINRAE DD =

Dolor abdominal intenso o sensibilidad

Vomito persistente

Acumulacién de fluidos (ascitis, efusion pleural, efusion pericardica)
Sangrado de la mucosa

Letargia/agitacion

Hipotension postural (lipotimia)

Agrandamiento del higado >2 cm

Incremento progresivo del hematocrito

Dengue Grave (DG)*

Cada caso de dengue que presente una o mas de las siguientes manifestaciones:

1.

Shock o dificultad respiratoria debido a la falta grave de plasma. El shock se evidencia por:
falta o pulso indetectable, taquicardia, frio extremo, y perfusion capilar >2segundos,
presion del pulso < 20 mmHg: hipotension en la fase de latencia

Sangrado grave: basado en la evaluacion del médico tratante (ej. Hematemesis, melena,
amplia metrorragia, sangrado del sistema nervioso central [SNC]

Implicacién de varios 6rganos, como insuficiencia hepatica (AST o ALT > 1000 IU), SNC
(estado mental perturbado), corazén (miocarditis), u otros 6rganos.
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1.2.1.5 Replicacion del VDEN

Estructura y funcién de la proteina E y la proteina M

El primer paso en la infeccion por VDEN es la union a los receptores celulares de
la célula blanco, donde el dominio III de la proteina viral E interactia con este receptor
(Clyde et al., 2006; Velandia et al., 2011). La interaccion induce la internalizacion del
virién mediado por endocitosis y subsecuentemente, tras un cambio en el pH del endosoma,
se induce la fusion de la envoltura del virus con la membrana del endosoma mediada por
la proteina E que resulta finalmente en la liberacién del RNA viral. Después de los procesos
de traduccion y repliacion viral, las nuevas particulas del VDEN pueden presentar a la
proteina M en su superficie, y convertirse en infecciosas o “maduras”, o retener en su
superficie el precursor de la proteina M (prM) y asi permanecer en una forma “inmadura”.
Algunas particulas virales pueden tener una mezcla de proteina M y proteina prM en su
superficie y estas particulas pueden ser o no infecciosas. (Peeling et al., 2010; Guzman et

al., 2016 (Figura 5).

Estructura y funcién de las proteinas no Estructurales

Las proteinas no estructurales (NS) estan involucradas en la replicacion viral y el
proceso de empaquetamiento que esta muy relacionado con el reticulo endoplasmico (RE)
del huésped y su funcion secretora. La NS1 existe en tres formas: la forma residente en el
RE, la forma anclada a la membrana y la forma secretada. La NSI es inicialmente
sintetizada como un monodmero soluble y llega a estar asociada con la membrana después
de dimerizarse en el lumen del RE. La NS1 intracelular participa en la fase temprana de la
replicacion viral del RNA. También la NS1 es transportada a la superficie de la célula
donde permanece asociada a la membrana celular o es secretada (sSNS1) como una especie
hexamérica asociada a lipidos. La sNS1 puede ser detectada en suero, plasma, sangre total
o tejidos infectados durante los 0 a 9 dias después de iniciado los sintomas, los cuales
corresponden aproximadamente a la duracion de la fiebre (Peeling ef al., 2010; Guzman et

al., 2016). Diversos estudios han sugerido que la sNS1 es un principal mediador de la
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patogénesis de dengue, debido a que NS1 altera la integridad de la monocapa de las células
endoteliales por la liberacion de citosinas pro-inflamatorias y quimiocinas (Guzman ef al.,

2016; Guzman et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 5. Ciclo de infeccién del VDEN. Las particulas virales maduras se adhieren a receptores presentes en la célula
del huésped por medio de la proteina de envoltura (E). La entrada viral se lleva a cabo a través de endocitosis. En el
interior de la célula huésped, los rearreglos pH dependiente de la proteina E facilita la fusion de la envoltura viral con la
membrana endosomal para liberar la nucleocéapside, la cual se desensambla para liberar el RNA genémico viral. El RNA
gendmico es después traducido en una larga poliproteina, la cual es escindida auto cataliticamente por la proteina no
estructural 2B (NS2B) o la proteasa viral NS3 y por proteasas del huésped en proteinas individuales. Las proteinas NS
liberadas son sitios blanco de replicacion en el reticulo endoplasmico (RE) derivado de paquetes vesiculares para iniciar
la replicacion. NS1 esta inicialmente asociado con el RE; el mondémero es modificado por la adicion de una alta
concentracion del carbohidrato de manosa (CHO), resultando en la asociacion de la membrana. Un grupo de NSI de
dengue virus (VDEN) adquiere glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Ambas, NS1 unido a la membrana y NS1 anclada a GPI
son llevadas a la superficie celular por una via desconocida, donde ellos han estado mostrando la asociacion con lipidos
como el colesterol. Algunos NS1 pueden también secretarse a partir de células del huésped. Mientras, la forma precursora
de la proteina de membrana (M) (prM) y la proteina E son integrados a la membrana del RE y se encapsulan para formar
la nueva particula viral para brotar al limen del RE y formar una particula inmadura. Esta particula es llevada por la via
secretora, en el cual en bajo pH de la red trans de Golgi que causa un rearreglo substancial de las proteinas prM y E que
permite la escision de la prM por la proteasa furina para formar la proteina M madura. El virion es liberado de la célula
del huésped con la liberacion de péptidos pr (flecha punteada). Un subconjunto de particulas virales son liberdas con prM
intacto y no son capaz de infectar a nuevas cé¢lulas huésped. Los signos +y —indican la polaridad positiva y negativa del
RNA; respectivamente. La capside C; DC-SIGN, UTR, region no traducida. (Adaptado de Guzman et al., 2016).
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1.2.1.6 Formas graves de la enfermedad por VDEN

La infeccion con un serotipo de VDEN por primera vez es definida como infeccion
primaria y se cree que desarrolla una inmunidad de por vida a la reinfecciéon homotipica
reinfeccion con el mismo serotipo), pero permanece el riesgo de una infeccion heterotipica
infeccidn con otro serotipo del VDEN) que también se conoce como infeccion secundaria

(Soghaier et al., 2015; Waggoner et al., 2016).

En la infeccion primaria, los anticuerpos IgG anti-dengue aparecen lentamente, con
bajos titulos entre los 8-10 dias después de iniciada la fiebre, mientras que los anticuerpos
IgM anti-dengue son detectados alrededor del quinto dia después de la aparicion de la fiebre
y permanecen por 2-3 meses. Mientras que, en la infeccion secundaria, los anticuerpos IgG
anti-dengue aparecen rapidamente, con altos titulos poco después de aparecer la fiebre. En
algunos casos la IgM anti-dengue puede ser detectada (Guzman ef al., 2015). Asi mismo,
el incremento de otros anticuerpos ha sido detectado durante los primeros dos meses
después de la infeccion por dengue: IgA entre 15-20 dias e IgD entre 10-15 dias. La
produccion y respuesta de IgE es altamente especifica, fuerte y mas rapida que otros
anticuerpos, ya que su maxima respuesta se da tan solo 3 dias después de la infeccion
(Miguez, 2011). Se ha observado niveles mas altos niveles de IgE total en pacientes
infectados por dengue que en pacientes no expuestos. Mientras en los niveles de IgE
especificos son mas altos en los casos con DCSA y DG que en los casos de DSSA y en

individuos sanos (Ruiz et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Respuesta Inmunolégica a una infeccion por Dengue. La respuesta inmune adquirida después de una
infeccion por dengue consiste en la produccion de anticuerpos IgM e IgG particularmente contra las proteinas de
envoltura del virus. La respuesta inmune varia dependiendo si el paciente una infeccion primaria por dengue (A) versus
una secundaria (B) (tuvo una infeccion por dengue u otra infeccion por flavivirus en el pasado). Los anticuerpos IgA,
IgD e IgE (denotados en linea punteada) en una infeccion primaria, se presentan casi ausentes, en cambio en una infeccion
secundaria, IgA e IgE son detectables en la primera fase de la enfermedad.

De hecho, muchos estudios epidemiologicos han demostrado que una infeccién
heterotipica por VDEN incrementa el riesgo de DHF/DSS o las formas graves de la
enfermedad. Esto puedo ser explicado por la teoria de potenciacion mediada por
anticuerpos (en inglés, antibody-dependent enhanced [ ADE]). Esta teoria postula que una
concentracion especifica de anticuerpos heterotipicos se unen, pero no neutralizan los
nuevos viriones infectantes hacia las células del sistema inmune, las cuales son permisivas
al VDEN. Este complejo virus-anticuerpo es reconocido por el receptor Fc que facilita la
entrada del virus y la replicacion en las células inmuno blanco. Esto inicia las cascadas
inmunes que resultan en el aumento de la permeabilidad vascular y en el desarrollo de las

formas grave de la enfermedad (Katzelnick et al., 2017; van der Schaar et al., 2009) (Figura
7).
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Figura 7. Potenciacién mediada por anticuerpos, en inglés antibody-dependent enhanced |ADE]. El dengue infecta
a una célula cuando ingresa por endocitosis. La proteina de la envoltura del virus sufre rearreglos para fusionarse a la
membrana de la vacuola, liberando su capside y genoma en el citoplasma, donde se replica y empaqueta a nuevos viriones.
1) La célula infectada también desencadena una reaccion inmune, 2) que incluye el reclutamiento de células T, que liberan
citocinas pro-inflamatorias, y células B que generan anticuerpos. Estos anticuerpos son especificos para los virus
infectantes, y se unen a la envoltura del dengue. 3) Cuando esto pasa, macrofagos y monocitos eliminan de la sangre a
los virus cubiertos con anticuerpos-los cuales no pueden escapar de la vacuola endocitica- y los destruyen. Cuando una
persona es infectada con un serotipo diferente del dengue 5) las células de memoria creadas durante la primera infeccion
entran en accion, 6) fluyendo en la sangre con los anticuerpos especificos del primer serotipo. Estos anticuerpos, sin
embargo, pueden no unirse del todo bien a los nuevos serotipos. 7) Como resultado, cuando los viriones parcialmente
cubiertos son tomados los macréfagos y monocitos, ellos pueden escapar a la vacuola endocitica, infectando y
replicandose dentro estas células inmunes (Adaptado de Mole, 2013).
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1.2.1.7 Tratamiento y vacuna contra el VDEN

No hay tratamiento especifico anti-viral para el dengue, el manejo clinico se basa
en la terapia de apoyo, descansar y tomar muchos liquidos. El paracetamol puede reducir
la fiebre y el dolor de las articulaciones. Sin embargo, no se debe tomar aspirina o

ibuprofeno, ya que puede aumentar el riesgo de hemorragia (OMS, 20185).

Existen diversas vacunas candidatas que han sido desarrollada usando virus vivos
atenuados, virus inactivados y vacunas de DNA. Una vacuna contra el dengue ha sido
registrada en diversos paises (CYD-TDV, o Dengavaxia®); desarrollada por Sanofi
Pasteur. Esta es la primera vacuna contra dengue con licencia para prevenir la enfermedad
de dengue causado por los cuatro serotipos. CYD-TDV, es una vacuna recombinante con
4 virus vivos atenuados, representado los cuatro serotipos (VDEN 1-4). Cada recombinado
monovalente de CYD es obtenido independientemente por el reemplazo de genes que
codifican las proteinas prM y E del genoma atenuado del virus de la fiebre amarilla (YF-

17D) (OMS, 2018c¢).

CYD-TDV fue la primera vacuna con licencia para prevenir el dengue. En
diciembre 2015 se aprobd por primera en México, seguido de otros paises como Filipinas,
Brasil, El Salvador, Costa Rica, Paraguay, Guatemala, Per, Indonesia, Tailandia y
Singapur. La vacunacion esté indicada individuos que viven en areas endémicas con edades
comprendidas entre 9-45 afios, con la excepcion de Paraguay, en la cual se extendio el
limite de edad a 60 afios (Godoi et al., 2017). CYD-TDV induce una robusta respuesta
inmune contra los cuatro serotipos después de cada dosis (tres dosis, en un intervalo de 6
meses), este régimen fue efectivo en menores de 16 afios que viven en areas endémicas de
Asia y Latinoamérica, con una tasa de eficacia protectora del 59 y 60%. La eficacia
protectora varia con los serotipos: VDEN-3 y VDEN-4 presentaron una eficacia mas alta
en comparacion VDEN-1 y VDEN-2, y una mas alta en individuos seropositivos a dengue
que en individuos seronegativos, en los primeros 25 meses después de la primera dosis de

vacunacion. Existe un incremento del riesgo de hospitalizacion y DG en individuos
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seronegativos después de 30 meses de la primera dosis (Scott, 2016; Godoi et al., 2017,

OMS, 2018c).

1.2.2  Virus del Oeste del Nilo

Este es el agente causal de la encefalitis del Oeste del Nilo (VON; familia
Flaviviridae, género Flavivirus)y es el arbovirus mas ampliamente distribuido en el mundo
(Braack et al., 2018). E1 VON fue aislado y descrito en la sangre de un paciente febril en
Uganda en 1937. Después en 1953 fue identificado en aves (cuervos y columbiformes) en
la region delta del Nilo. Antes de 1997 el VON no se considerd patdgeno para aves, pero
al mismo tiempo en Israel una cepa més virulenta causé la muerte de diferentes especies
de aves que presentaban signos de encefalitis y parélisis. La construccion de arboles
filogenéticos con un amplio rango de aislados del VON sugieren que este virus se origino
en Africa y se disperso a los paises del Mediterraneo y Europa (Braack et al., 2018; OMS,
2018d). En 1999 un brote circulante del VON en Israel y Tunez fue importado al estado de
Nueva York, USA. Desde entonces, el VON se ha dispersado en el hemisferio oeste y ahora
se encuentra localizado a través de EUA, Canadd, México, el Caribe y partes de Centro y
Sudamérica (Rodriguez et al., 2010; OMS, 2018d) (Figura 8). La invasion del VON en los
EUA ha causado el decline regional de multiples espacies de aves y cientos de infecciones
y muertes en humanos y caballos (Crowder ef al., 2013). En contraste, la introduccion del
VON en México ha sido relativamente benigna (Rodriguez ef al., 2010). Sin embargo, la
habilidad del VON para infectar diversas especies sugiere que este virus es especificamente
capaz de sobrevivir bajo presion evolutiva comparado con otro arbovirus huésped-

restringido que utilizan a unos cuantos huéspedes (Coffey et al., 2008).
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Figura 8. Distribucion global en 2006 de VON (Reisen, 2013).

1.2.2.1 Epidemiologia del VON en México

En México, el VON fue aislado por primera vez en 2003 de cadaveres de cuervo
comun (Corvus corax) en Tabasco (sureste de México). De acuerdo con las investigaciones
de los anticuerpos neutralizantes del VON en el este de México y en aves residentes en la
peninsula de Yucatan, el virus habia brotado en México un afio antes. Los bajos nimeros
de casos en humanos, equinos, y aves en México que se han reportados han sido
principalmente en la frontera con EU, donde el aislamiento de cepas de VON en Tecate,
Sonora fue genéticamente relacionado con las cepas de Norteamérica en 2002 circulantes
en el suroeste de EUA (Guerrero-Sanchez et al., 2011). Elizondo-Quiroga et al., (2005)
reporto el aislamiento del VON en una mujer de 62 anos en el estado de Sonora. La paciente
no presento historial de viaje durante 2 meses antes que presentara la infeccion, ella visitd
el hospital local en julio del 2004 con sintomas de fiebre, dolor de cabeza, vomito, artralgia
y mialgias. Adicionalmente, en la misma investigacion se reportd el VON en Culex
quinquefasciatus permitiendo el aislamiento del virus de un total de 2297 mosquitos,
representando 4 géneros y 11 especies, donde se probaron 238 grupos en el estado de
Nuevo Leon. Mientras en el estado de Tamaulipas, Fernandez-Salas y Cols, (2003)
reportaron la presencia de anticuerpos anti-VON en aves migratorias y residentes en un
estudio de vigilancia en la region de Laguna Madre en el mismo estado durante diciembre

del 2001 a marzo del 2003.
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De acuerdo con la secretaria de salud, se han reportado 11 casos confirmados por
VON desde su aparicion en el 2003 hasta las SE 32 del 2012, donde los estados afectados
son Chihuahua, Oaxaca, Nuevo Ledn y Sonora (CENAPRECE, 2018).

1.2.2.2 Ciclo de Transmision del VON

El VON permanece en la naturaleza en un ciclo de transmisién enzodtico que
primero involucra mosquitos de especie Culex y aves (Figura 9). Las especies de mosquitos
que participan en este ciclo son conocidos como vectores de amplificacion, y son
fuertemente ornitofilicos (se alimenta exclusivamente de sangre de aves). Las especies de
mosquitos con habitos de alimentacion oligofilicos (que se alimentan ampliamente en
vertebrados) pueden transmitir el VON a humanos, caballos y otros vertebrados no aviares
después de alimentarse primeramente de aves virémicas. Estas especies de mosquitos se
conocen como vectores puente. Los humanos, caballos y otros vertebrados no aviares son
huéspedes incidentales, porque ellos usualmente, aunque no siempre, producen viremias
de magnitud insuficiente para infectar a mosquitos susceptibles. Generalmente, un
vertebrado puede producir una viremia de >10° PFU ml-1 para servir como un huésped
reservorio (amplificacion). Ahora bien, el VON puede infectar a un amplio nimero de
especies de vertebrados y artrépodos y esta es la principal razon por la que este virus se ha
extendido con éxito en una amplia region geografica. Evidencia de infeccion del VON ha
sido detectada en més de 30 especies de mamiferos, diversos réptiles, especies anfibias y

en mas de 60 especies de mosquitos (Blitvich, 2008).
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Figura 9. Revision del ciclo de transmisién de VON. Las flechas solidas gruesas indican las rutas comunes de
transmision. Las flechas delgadas indican las rutas de transmision que ocurren infrecuentemente. Las flechas delgadas
punteadas indican las rutas propuestas de transmisién que no han sido confirmados en la naturaleza (Blitvich, 2008).

1.2.2.3 Manifestaciones clinicas por VON

La viremia de VON es tipicamente baja en humanos y equinos, los mosquitos se
infectan de las aves donde posteriormente se transmite a los humanos al alimentarse de
sangre. Por esta razon las epidemias de VON en los humanos y equinos estan usualmente
asociadas con brotes recientes epizooticos en aves (Braack ef al,, 2018). Aproximadament
el 75% de infecciones por VON en humanos son asintomaticas, 25% desarrollan fiebre y
menos del 1% estan caracterizadas por enfermedad neuroinvasiva (Blitvich et al., 2016).
Aungque el paciente se puede recuperar completamente de una infeccién no complicada por
fiebre, se asocia a una fatiga prolongada, mientras que la enfermedad neuroinvasiva puede
ser letal o la recuperacion requiere cuidado especializado hasta que los sintomas persisten
pasados los afios (Barrows et al., 2018). Sin embargo, el verdadero impacto de VON en la
salud del humano es desconocido debido a que a menudo no se diagnostica (Blitvich et al.,

2016).

21



1.2.2.4 Vacunas candidatas anti-VON

A la fecha, no hay vacunas disponibles contra una infeccion por VON en humanos,

sin embargo, diversos estudios clinicos estan en proceso para su elaboracion. No obstante,

para equinos si estan disponibles (Acharya et al., 2016) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Vacunas candidatas en ensayos clinicos contra el VON en humanos

Nombre de la
vacuna

(Compaiiia)

Enfoque de la

vacuna

Disefo/caracteristicas

Estado de desarrollo

Referencia (s)

Chimeri-Vax-WN
(Acambis, Sanofi-

Pasteur)

WN-DEN4

WN-80E

WNVDNAO017-00-VP
(VCR en colaboracion

con Vical)

HydroVax-001
(OHSU, financiado
por NIH)

Recombinante

Recombinante

Proteina de
Subunidad

Plasmido

basado en

vacuna DNA

Inactivado

VON prM-Ey E en
remplazo de la capside
y la proteina no
estructural de la vacuna
contra la fiebre amarilla
cepa (17D)

Gen prM de VON en un
atenuado VDEN-4

Proteina E
recombinante sin el
dominio transmembrana
Véctor plasmidico de
DNA que expresa WNV-
NY99 prM-Env bajo un
promotor de
citomegalovirus
Inactivacién quimica por
H202

Completa la fase | del

ensayo clinico, ensayo de

la fase Il en desarrollo

Completa la fase | del

ensayo clinico, ensayo de

la fase Il en desarrollo
Completa la fase | del

ensayo clinico

En desarrollo la fase | del

ensayo clinico

Completa la fase | del

ensayo clinico

(Biedenbender et
al., 2011)

(Pletnev et al.,
2006)

(Lieberman et al.,
2007), (Lieberman
et al.,2009)
(Martin et al.,
2007),
(Ledgerwood et
al., 2011)

(CDC, 2015)
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1.2.3  Virus del Zika

El virus del Zika (VZIK) es un virus de 50 nm de RNA de polaridad positiva y
pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Este virus ha emergido en
recientes afos como uno de los arbovirus mds criticos que representa un problema
importante de salud publica en todo el mundo (Priyamvada et al, 2017). Andlisis
filogenéticos demuestran que el VZIK puede ser clasificado en dos principales genotipos:
Africano y Asidtico/Americano, éste Ultimo es responsable de las epidemias recientes
(Simonin et al., 2017). El genotipo africano, se divide en dos distintos grupos: 1) Claster
Uganda, involucrado por el prototipo de cepa MR766 e incluye aislados de Senegal y la
republica Africana Central desde 1947 a 2001 y 2) cluster Nigeria, que involucra cepas
aisladas en Nigeria y Senegal de 1968 a 1997. La mayoria de las cepas del genotipo
africano se aislaron de vectores enzooticos. En cambio, el genotipo asidtico involucra el
prototipo P6-740 aislado en Malasia en 1966, ademas incluyen cepas aisladas en Camboya,
Micronesia y la Francesa Polinesia, extendiéndose el genotipo hacia el sureste de Asia.
Dentro de este cluster, un nuevo genotipo (Americano) emergido con la introduccion del
virus en el hemisferio occidental que ahora incluye cepas de Brasil, Puerto Rico, Haiti,
Guatemala y Suriname. La caracteristica principal de este genotipo es su intensa

diversificacion a nuevos territorios (Weaver et al., 2016).

1.2.3.1 Epidemiologia del VZIK

El VZIK fue descubierto en 1947 en el bosque de Zika en Uganda, aislado de un
macaco Rhesus centinela febril a través de una red de vigilancia de fiebre amarilla en el
area. Un afio mas tarde VZIK fue aislado en mosquitos Aedes en el mismo bosque,
apuntando a un potencial ciclo de transmision selvatico involucrando primates no-humanos
y mosquitos. El primer caso confirmado del VZIK en humanos fue una infeccion adquirida
en el laboratorio reportado en Uganda en 1964 seguido de casos esporadicos de una
infeccion natural humana en Nigeria e Indonesia (Priyamvada et al., 2017). En 2007, un
gran brote de VZIK en humanos se presento fuera de Africa y se reporto en las islas de Yap

en los estados federados de Micronesia. El siguiente brote ocurrid en la Polinesia Francesa
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entre el 2013 y 2014 donde se estimaron 28,000 infecciones. Subsecuentemente,
aparecieron brotes en las islas de pacifico incluyendo las islas de Cook, Nueva Caledonia
y la isla de Pascua y después en mayo del 2015 en el noreste de Brasil, posiblemente por
viajeros infectados. Desde entonces, la transmision de VZIK se ha reportado a lo largo de
Sudamérica, América central, el Caribe, México y EUA. En agosto de 2016, la OPS
confirmd 578,148 casos de VZIK en 45 paises y territorios en las América (Acosta-
Ampudia et al., 2018). Aunque en el 2017 disminuyeron las infecciones de VZIK en
América, la vigilancia continlia ya que no se sabe cuando y donde ocurrira el proximo

brote. Modelos predicen que el sur, sureste de Asia y Oceania estan en alto riego de futuros

brotes, con la posibilidad de transmision estacional en partes del sureste de EUA, China y
Europa (Leonhard et al., 2018). (Figura 10).

Figura 10. Origen del virus del VZIK y areas de alto y bajo riesgo de infeccion
(Modificado de Leonhard et al., 2018).

1.2.3.2 Epidemiologia de VZIK en México

En México el primer brote del VZIK inicio en el estado de Chiapas cerca de la
frontera con Guatemala. Un numero importante de pacientes exhibieron conjuntivitis,
fiebre y erupcion cutdnea en Tapachula y localidades cercanas en noviembre del 2015. Sin

embargo, el personal médico estaba confundido porque 12 meses antes, la fiebre por
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Chikungunya (FCHIK) brot6 en la misma region afectada. La mayoria de los casos no
presentaron artralgia en las manos y los pies, la cual es tipica de FCHIK, esto indicaba que
muy probablemente fuera dengue (Guerbois et al., 2016). En México, un incremento de
casos confirmados se observo entre la semana 16 y 27 del 2017. Una tendencia similar se
observo para dengue en el pais durante el mismo periodo. Aproximadamente, 51% de los
casos confirmados de VZIK en las primeras 32 semanas de 2017 correspondieron a los
estados de Nayarit (171 casos), Tamaulipas (146 casos) y San Luis Potosi (123 casos)
(OPS, 2018b). Durante el 2015-2017 se reportaron 802 casos autoctonos en Tamaulipas de

los cuales 692 se confirmaron en mujeres embarazadas (SS, 2018b).

1.2.3.3 Ciclo de Transmision del VZIK

El VZIK es un arbovirus con dos ciclos de transmision. El ciclo selvético para
mantenerse activo se involucra entre primates no humanos y mosquitos arboreos en el
bosque/selva, mientras en el ciclo urbano implica la transmision de VZIK de humanos a
mosquitos urbanos (Leonhard ez al., 2018). El ciclo urbano es mediado predominantemente
por Ae. aegypti, como principal vector y menormente Ae. albopictus; otras especies han
sido implicadas (4e. africanus, Ae. apicoargentus, Ae. furcifer, Ae. luteocephalus, Ae.
opok, y Ae. vittatus) (Acosta-Ampudia ef al., 2018). En el 2011, se report6 que el VZIK no
solo es transmitido por la picadura de mosquitos infectados sino también a través de
relaciones sexuales, se cree que esto contribuy6 a los brotes de virus en las Américas.
Ademés, el virus puedo ser detectado en diferentes fluidos, incluyendo el semen de un
hombre con vasectomia (Aliota et al., 2017). La transmision parental fue documentada por
botes en la Polinesia Francesa durante 2013-2014 donde en el calostro materno por medio
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se identificaron secuencias de VZIK, pero
reportes de los brotes no indicaron complicaciones como microcefalia (Malone et al,
2016). Dado que la transmision de VZIK esta relacionada con la transfusion de sangre
como un riesgo potencial, Musso y Cols., (2014) implementaron una busqueda molecular
con donadores de sangre durante un brote de ZIKA ocurrido en la Polinesia Francesa; este
estudio indicé que el 2.8% de los donadores de sangre que se encontraban asintomaticos al

momento de la donacion resultaron positivos a una infeccion aguda por VZIK (Figura 11).

25



Cuwlex parfugous
Anopheiey coustan
Anoyaiodes gambiso
Mansord wairormis

Cicle selvatico | Ciclo urbano

Figura 11. Ciclo de transmision de VZIK. El ciclo selvatico involucra primates no humanos y mosquitos arboreos en
el bosque. Existe evidencia serologica que muestra evidencia que elefantes, cebras, roedores y orangutanes son posibles
reservorios de VZIK. El ciclo urbano involucra la transmision entre humanos y mosquitos en areas urbanas. (Modificado
de Acosta-Ampudia et al., 2018).

1.2.3.4 Manifestaciones clinicas por VZIK

El VZIK tiene un periodo de incubacion (extrinseca o intrinseca) estimada de 3-
10 dias y puede permanecer asintomatica en aproximadamente 80% de los individuos
infectados. Cuando son sintomaticos la enfermedad resultante es generalmente leve y
comprende una fiebre (37.9°C o por debajo), mialgias, erupcion cutanea (duracion
promedio 6 dias), conjuntivitis y artralgias (promedio de 3.5 dias, rango de 1 a 14 dias)
(Durbin et al., 2016; Leonhard et al, 2018; Malone et al., 2016). Estos sintomas son
semejantes a otros arbovirus como dengue y Chikungunya, aunque la presencia de

conjuntivitis es mas especifica para VZIK (Leonhard et al., 2018) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de arbovirus

VZIK VDEN VCHIK

Fiebre ++ +++ +++

Erupcion (maculopapular) +++ + ++
Conjuntivitis ++ - -

Artralgia ++ + T+
Mialgia + ++ +

Dolor de cabeza + ++ ++
Shock - + +/-
Hemorragia - + +

Reproducido del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Modificacion de Leonhard et al., 2018).

1.2.3.5 Patogenicidad por VZIK

Aunque la mayoria de las infecciones por VZIK son asintomaticas o causan s6lo
sintomas leves, hay evidencia que una infeccion por VZIK puede conducir complicaciones
neurologicas, como sindrome de Guillain-Barré (SGB) en adultos y defectos congénitos en
el nacimiento (Stettler ef al.,, 2016). E1 SGB ha sido descrito como una neuropatia aguda
caracterizada por una rdpida y progresiva debilidad autolimitante, que puede ser grave
acompafiada de falla respiratoria, parestesia y dolor entre otras complicaciones (Restrepo-

Jiménez et al., 2018).

El impacto clinico del VZIK en una mujer durante el embarazo es significante
porque se tiene la hipdtesis de que una infeccion en mujeres en etapa temprana de gestacion
puede resultar en el parto de bebes microcefélicos. Inclusive, aunque los bebes crecen con
el tiempo, la cabeza permanece pequefia (Noor ef al., 2018). Esto es debido a que VZIK
infecta preferentemente células progenitoras neurales humanas y lleva a la célula a
apoptosis. Como consecuencia de la apoptosis, hay modificacion en la formacion de
mielina e interrupcion en la sinaptogenésis que ocurre en el Sistema Nervioso Central

(SNC) (Carod-Artal, 2018).
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1.2.3.6 Alternativas de vacuna contra VZIK

Recientemente, varias estrategias contra el VZIK ha sido propuestas. Se han

presentado modelos de vacunas de DNA, vacunas RNA, virus vivos/atenuados, virus

inactivados y particulas tipo virus. Se ha observado que algunas vacunas bloquean la

transmision de VZIK hacia el feto en ratonas embarazadas. Algunas de estas vacunas se

encuentran en las primeras etapas del ensayo clinico en humanos (Culshaw et al., 2018)

(Cuadro 5).
Cuadro 5. Ensayos actuales de vacunas contra VZIK
Fase Nombre Cepa Blanco Estrategia Responsable Referencia
VRC-ZKADNAO085- H/PF/2013 prM-E Vacuna-DNA Institutos (Larocca et al., 2016),
00VP nacionales de (Abbink et al., 2016)
Salud
VRC-ZKADNAO090- H/PF/2013 prM-E Vacuna-DNA Institutos
00-VP nacionales de
Salud
GLS-5700 Concenso prM-E Vacuna-DNA GeneOne (Muthumani et al., 2016)
ZPIV PRVABC59 Virién Virus Instituto Armado de (Larocca et al., 2016),
entero inactivado Investigacion (Abbink et al., 2016)
Walter
Reed/Instituto
Nacional de Alergia
y Enfermedades
Infecciosas
MV-ZIKA E Vector viral Themis
I mRNA-1325 Micronesia prM-E Vacuna Moderna (Richner et al., 2017)
2007 mRNA Therapeutics

1.3 Alfavirus

Los Alfavirus

son un grupo de 30 arbovirus transmitidos por mosquitos

pertenecientes al género Alfavirus de la familia Togaviridae. Algunos alfavirus, como el

virus Sindbis (VSIN) y virus del Chikungunya (VCHIK), pueden causar artritis a largo

plazo. Los Alfavirus, como el virus de la encefalitis equina del oeste (VEEO), virus de la
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encefalitis equina del este (VEEE) y virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV)
pueden causar encefalitis fatales en humanos. Otros Alfavirus, como el virus Getah
(VGETA), causa fiebre, erupciones en la piel, edema de en las extremidades traseras y
agradamiento de los nodos linfaticos submandibulares en caballos o cerdos (Li ef al., 2012;
Steel et al., 2013). Los Alfavirus son considerados como una preocupacion principal de
salud publica debido a la amplia prevalencia de los vectores y la limitada prevencion y

opciones de tratamiento para la infeccion (Steel et al., 2013).

1.3.1 Virus del Chikungunya

La fiebre por Chikungunya es causada por un arbovirus (género Alfavirus, familia
Togaviridae), la cual se transmite a los humanos principalmente a través de los mosquitos
Ae. aegypti 'y Ae. albopictus (van Genderen et al., 2016). Sin embargo, muchos estudios
han revelado que el Ae. albopictus muestra una mayor susceptibilidad a VCHIK y una
mayor eficiencia a la transmision del virus que en Ae. aegypti (Thavara et al., 2009).
Analisis filogenéticos revelan cuatro principales genotipos de VCHIK: Enzootico Oeste y
Este/Centro/Sur Africano (ECSA), asidtico, responsable de los recientes brotes en las
Américas y el Caribe, y el genotipo endémico/epidémico Océano Indico (IOL). Todos los
linajes esencialmente constituyen un solo serotipo y la inmunidad cruzada probablemente
regula el periodo natural de las principales epidemias. Por ejemplo, en 2010, 19 afios
después un brote ocurrido en 1991 causado por el genotipo asiatico en Tailandia, mas de
tercio de individuos previamente infectados presentaron anticuerpos neutralizantes (nAb)

contra el genotipo IOL recientemente introducido (Erasmus et al., 2016; Chua et al., 2017).

Exactamente cuando y donde se origind el VCHIK no puede ser respondido hoy en
dia. Sin embargo, el virus se cree que se origind en Africa, donde aun circula
endozoodticamente entre primates no humanos (Weaver, 2014; Weaver et al., 2015a). El
VCHIK se encuentra estrechamente relacionado con el virus o nyong-nyong (VNNO), el

cual caus6 un brote ocurrido en Africa involucrando a los mosquitos Anopheles spp. en la
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transmision. Este virus evoluciond independientemente de su “hermano” VCHIK con una

divergencia al menos de cientos de afos (Weaver et al., 2015a).

La evidencia historica sugiere que la emergencia por Chikungunya comenzo a
inicios del siglo XVIII en Indonesia y posiblemente en las Américas, presumiblemente a
través de veleros que transportaba ingredientes esenciales (Weaver, 2014). Siguiendo con
su descubrimiento, el VCHIK fue aislado por primera vez en un hombre y también en
mosquitos durante una epidemia de fiebre en Tanzania, entre 1952 y 1953 (Thavara ef al.,
2009). La baja incidencia de malaria en esta region pudo haber facilitado el reconocimiento
de la fiebre por Chikungunya, la cual de describié como un “aparicion muy aguda de dolor
en las articulaciones, fiebre grave y finalmente erupciones visibles en la piel” (Weaver et
al., 2015a). La segunda emergencia documentada de VCHIK comenz6 en Kenia en 2004
y un afio mas tarde se esparcio a islas del océano Indico como la isla francesa La Reunién
y la India, presumiblemente con viajeros por via area. Después ocurrieron casos autdéctonos
en Italia y Francia debido a pasajeros infectados provenientes de la India (Weaver, 2014;
Dove, 2015). Estos brotes incrementaron la actividad en el Sureste de Asia con mas
infecciones en mas localidades. En el 2007 un pasajero infectado por VCHIK lo introdujo
a Italia permitiendo el primer brote de VCHIK en Europa. Mientras en las Américas, en
diciembre 2013 se confirmé una infeccion local en la isla caribena San Martin, en los
posteriores meses se incrementaron los casos y la expansion geografica. Un afio mas tarde,
43 paises y territorios en las Américas habian reportado transmisiones autdctonas por
VCHIK (Johansson, 2015) (Figura 12). En el 2016, se estim6 un millén de casos anuales
en >100 paises y territorios, mientras que en las Américas ha resultado en >1.9 millones

de casos sospechosos en >50 paises (Erasmus et al., 2016).
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Figura 12. Origen, brotes y distribucién de VCHIK. Aislamiento de VCHIK en humano y mosquito durante 1952-
1953 indicado con punto rojo. La segunda emergencia por VCHIK se registré en Kenia en 2004 y la expansion de casos
autoctonos en los siguientes afios que se registraron en Europa y las Américas, se indican con puntos negros. El mapa
muestra el origen africano de los linajes enzodticos de Chikungunya y los patrones de emergencia y los brotes de los
genotipos asiatico y Océano Indico (IOL) del virus durante los brotes epidémicos desde la década de 1950. (Adaptado de
Weaver et al., 2015b).

1.3.2 Epidemiologia del VCHIK en México

Posterior a un afio de la emergencia de VCHIK en las Américas, en octubre del
2014 entr6 a México a través de la frontera sur México-Guatemala, pero no fue reportada
oficialmente hasta noviembre del mismo afio. En México, el genotipo asiatico de VCHIK
estd circulando y la transmision es por medio Ae. aegypti. Desde su introduccion en
México, el VCHIK siguio tres brotes de emergencia desde su punto de entrada, el estado
de Chiapas: a lo largo de la costa del Pacifico, la costa del Golfo de México y la peninsula
de Yucatan (Danis-Lozano et al, 2017). Mientras, la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS), entre diciembre 2014 a diciembre 2017 reporté 11,971 casos por
Chikungunya en México, siendo el 2015 el afio con mas casos reportados (11,286) donde
los estados mas afectados fueron Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Veracruz (OPS, 2018c¢).
En el caso de Tamaulipas, se confirmaron 87 casos entre 2015 y 2017 (SS, 2018a).
1.3.3 Manifestaciones clinicas por VCHIK

31



Chikungunya, el cual es traducido como “estar contorsionado” o “que se dobla”, es
caracterizado por un abrupto inicio de fiebre acompafiado con dolor de articulaciones.
Otros comunes signos y sintomas incluyen dolor muscular, dolor de cabeza, nduseas, fatiga
y erupcion maculopapular. El dolor muscular es a menudo muy debilitante, pero
usualmente dura unos dias o puede prolongarse por semanas o inclusive afios. (Reller et
al., 2013; OMS, 2017; Wikan et al., 2012). La fiebre por Chikungunya raramente pone en
peligro la vida y es mas leve que una infeccion por dengue ya que no tiene manifestaciones
hemorréagicas o shock (Thavara et al., 2009). Aunque el dolor de las articulaciones es
considerado como caracteristico por una infecciéon por VCHIK, los sintomas agudos no
especificos afectan a 75-95% de casos infectados y se llegan a confundir con otros virus,
como Dengue y Zika, que comparten los mismos vectores en las mismas regiones
geograficas. Asi que puede ser dificil el diagndstico clinico de VCHIK solamente basado
en los sintomas clinicos, especialmente en areas donde este virus co-circula. Siendo asi, las
pruebas de laboratorio son esenciales para un diagnostico por infeccion por VCHIK

(Tuekprakhon et al., 2018) (Figura 13).
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Figura 13. Linea de tiempo de la infeccion, sintomas y biomarcadores de VCHIK. Se muestra la cronologia de la
replicacion viral en relacion con los signos clinicos y biologicos de la enfermedad, incluyendo los biomarcadores usados
en el diagnostico para la deteccion de infeccion viral por Chikungunya (Weaver et al., 2015b).
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1.3.4 Genoma del VCHIK

Como otros alfavirus, el genoma del VCHIK consiste en una hebra de RNA de
polaridad positiva de aproximadamente 11.8 Kb. El genoma del RNA presenta cap 5'-
metilguanilato y una cola 3-poliadenilada y codifica dos marcos de lectura abierta (ORF’s).
El 5"ORF comprende cerca de dos terceras partes del genoma (7424 nucledtidos) y codifica
para cuatro proteinas no estructurales (nsP1 a nsP4) que participan en la replicacion del
genoma. La nsP1 comprende 535 aminoécidos; la nsP2 comprende 798 aminoacidos y es
la proteina no estructural mas grande de los alfavirus, la cual tiene una carga neta positiva
(+21); la nsP3 comprende 530 aminoécidos de largo; y la nsP4 es de 611 aminoacidos de
largo, la cual también es la proteina mas conservada entre alfavirus. Estas cuatro proteinas
no estructurales forman la RNA replicasa con algunas proteinas de la célula huésped. En
contraste, el ORF de las proteinas estructurales contiene 3732 aminoécidos y estd incluido
como un mensajero subgendmico, el cual es traducido por un mecanismo via cap-
dependiente y codifica a tres proteinas estructurales (C, E1 y E2) y dos pequefios péptidos
(E3 y 6K/TF), los cuales comprenden 261, 435, 423, 64 y 61 aminoacidos respectivamente.
El virion maduro tiene un diametro de 70 nm (Weaver ef al., 2012; Wikan et al., 2012; An

et al., 2017) (Figura 14).
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Figura 14. Estructura y organizaciéon del genoma de VCHIK. A) Estructura del virion de Chikungunya 60-70 nm de
diametro. B) Organizacion del genoma del virus del Chikungunya (no escala), incluyendo los marcos de lectura abiertos
de la poliproteina de las proteinas estructurales, no estructuralesy el promotor subgenomico 26S. VCHIK contiene un
RNA de aproximadamente 11.8 kb. El extremo 5’de la molécula de RNA contiene una caperuza de 7-metilguanisina
mientras que en el extremo 3’esta poliadenilada. Un RNA subgenémico de polaridad positiva referenciado como
26SRNA se transcribe a partir de un RNA intermedio de polaridad negativa.
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1.3.5 Replicacion del VCHIK

En vertebrados (primates y humanos), los alfavirus pueden infectar un amplio rango
de células. Aunque los receptores especificos para VCHIK atn no estdn completamente
determinados, se cree que entra a la célula por una ruta mediada por receptores a través de
la glicoproteina E2 y se internaliza a través de endocitosis mediada por clatrina o
dependiente de Eps-15 e independiente de clatrina. Con el progreso de la infeccion, el
endosoma llega a ser acido, induciendo la disociacion del heterodimero E2-E1 y un cambio
conformacional de la proteina de fusion E1, permitiendo la liberacion de la nucleocapside
viral en el citoplasma. La nucleocépside se une al ribosoma (considerado como un factor
de recubrimiento) para favorecer la liberacion del RNA gendmico en el citoplasma.
Entonces el genoma que codifica para las proteinas no estructurales (nsP1 a nsP4) es
traducido dentro de la célula huésped, produciendo la escision de estas, via auto-
proteolitica. Las proteinas nsP1, 2 y 3 pueden formar la RNA replicasa con la nsP4 y
algunas proteinas celulares del huésped. Enseguida, el RNA (-) se sintetiza y es usado como
templado para la sintesis de RNA gendmico de polaridad positiva y un RNA denominado
subgendmico que codifica para las proteinas estructurales. Una vez que las proteinas
estructurales (capside, pE2, 6K y EIl) pueden generarse, y escindirse auto-
proteoliticamente para separarse de la capside. La poliproteina pE2-6K-E1 se dirige al
reticulo endoplédsmico (RE) para continuar su procesamiento. Después, la poliproteina
pE2-E1 es transportada a la membrana plasmatica (MP) después hacia al aparato de Golgi,
durante el cual pE2 y E1 forma un heterodimero. La Furina o la proteinasa tipo Furina
escinde pE2 en E2 y E3. Mientras, la c4pside interactia con el RNA gendmico para
encépsidar al genoma y formar la nucleocapside. Finalmente, las nucledcapsides son
transportadas a la membrana plasmatica (MP) y brotan con la membrana del huésped para

formar un virion maduro (An ef al., 2017) (Figura 15).
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Figura 15. Ciclo de infeccion de VCHIK. La infeccion por VCHIK puede ser completada en 14 pasos para generar
nuevos virus. 1) La glicoproteina viral E2 se une a los receptores de la superficie celular. 2) Entra a la célula mediada por
endocitosis via dependiente o independiente de clatrina. 3) Bajo un ambiente 4cido en el endosoma, el heterédimero E2-
E3 se disocia y cambia la conformacion de E1, permitiendo a la membrana de la célula del huésped y la envoltura viral
la fusion. 4) La nucleocapside se libera en el citoplasma y después se desarma, permitiendo la liberacion del RNA
gendmico. 5) Las proteinas no estructurales son traducidas. 6) La poliproteina se procesa auto-proteoliticamente en nsP1,
nsP2, nsP3 y nsP4. 7) La nsP4 forma la RNA replicasa con nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4 y algunas proteinas celulares del
huésped. Por consiguiente, el RNA de polaridad negativa (-) se sintetiza. 8) El RNA (-) es usado como molde para la
sintesis de RNA de polaridad positiva (+) y el RNA subgendmico. 9) Las proteinas estructurales son generadas. 10)Se
escinde auto-proteoliticamente para separar la proteina de la capside de la poliproteina pE2-6kE1. 11) La poliproteina
pE2-6K-E1 se introduce en el reticulo endoplasmico para continuar avanzando. 12) Después son transportados del RE a
Golgi y por ultimo a la membrana plasmatica (MP), la polipreoteina se somete a un procesamiento posterior, permitiendo
la formacion del heterodimero E2-E1 maduro. 13) Las proteinas de la capside interactia con el RNA genémico y forma
lanucleocapside. 14) Las nucleocapsides son transportadas a la MP y se rodean con la membrana del huésped para formar
un virus maduro (Adaptado de An et al., 2017).
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1.3.6 Patogenicidad por VCHIK

Las principales complicaciones reportadas son: dolor crénico, disfuncion de
diversos oOrganos y encefalitis en la vejez y diversas infecciones neonatales.
Aproximadamente el 35% de los pacientes reportan persistencia o recaida de polialtralgia,
con poliartritis cronica. Los sintomas incapacitantes pueden perdurar meses a afios y son
frecuentemente reportados en pacientes mayores a 35 afios o cuando los sintomas persisten
cuatro meses después de la aparicion de los sintomas. Pacientes mayores con morbilidades
también puede potencialmente desarrollar complicaciones fatales incluyendo encefalitis,
miocarditis e insuficiencia renal. La tasa de casos fatales se estimada globalmente ~1/1000,
donde la muerte ocurre principalmente es pacientes mayores a 75 afios (Weaver et al.,
2018). Ademas, el VCHIK est4 asociado con neuropatia periférica sin enfermedad en el
Sistema Nervioso Central (SNC) y se han reportado 72 casos o series, la mayoria de los

cuales se describieron como sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Mehta ef al., 2018).

En la mayoria de las infecciones por VCHIK que ocurren durante el embarazo el
virus no se transmite al feto. Sin embargo, existen reportes puntuales de abortos
espontaneos después de una infeccion por VCHIK en la madre. El riesgo mas alto de
transmision parece producirse cuando la mujer estd infectada en el periodo intraparto
(periodo del parto y la expulsion del feto y la placenta), momento en el que la tasa de
transmision vertical puede alcanzar un 49%. Los nifios generalmente nacen asintomaticos
y luego desarrollan fiebre, dolor, erupcion y edema periférico. Aquellos que se infectan en
el periodo intraparto pueden desarrollar enfermedad neurolégica (por ej.,
meningoencefalitis, lesiones de la sustancia blanca, edema cerebral y hemorragia

intracraneana), sintomas hemorragicos y enfermedad del miocardio (OPS/CDC, 2011).
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1.3.7 Recientes tratamientos contra el VCHIK

Las terapias para pacientes infectados con VCHIK que cursan principalmente con
artritis/artralgia consisten en el uso de acetaminofén (Tylenol®) o paracetamol para reducir
la fiebre y el dolor. Se recomienda no usar anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) como
la aspirina ya que su uso durante la enfermedad puede significar un riesgo de hemorragia
y desarrollar potencialmente el sindrome de Reye, y la administracion de corticoesteroides
probablemente cause inmunosupresion y exacerbe la enfermedad. En pacientes que
exhiben una respuesta limitada a los AINE o pacientes en estado cronico por VCHIK, los
farmacos anti-reumaticos modificadores de la enfermedad (FAME) como el metotrexano,
hidroxicloroquina y sulfasalazina se han reportado como una alternativa del dolor e
hinchazén de las articulaciones (Tharmarajah et al., 2017; CDC, 2016). Después de la
reemergencia de VCHIK en 2004, y su rapida expansion a través del Océano Indico y el
sureste de Asia y los casos autdctonos ocurridos en Italia en 2007, hubo un nuevo interés
en la busqueda de desarrollar una vacuna contra VCHIK. Una variedad de investigaciones
ha desarrollado productos que generardn altos niveles de anticuerpos que proporcionen una
inmunidad duradera y requieran un minimo de necesidades de produccion. Las opciones
incluyen particulas similares a virus (PSV), vacunas de subunidades, vacunas
vectoriales/quiméricas, vacunas de acidos nucleicos y vacunas vivas atenuadas todas han
sido exploradas como vacuna posible (Powers, 2018). Actualmente, la vacuna conocida
como MV-CHIKYV, es una vacuna recombinante con virus del sarampion atenuado que
expresa las proteinas de envoltura y cépside que inducen una robusta respuesta inmune
neutralizante (Schwameis et al., 2016). El mecanismo de accion esta bajo investigacion.
Sin embargo, la capacidad de la vacuna recombinante para producir potecencialmente
particulas tipo virus (VLPs) como resultado en la formacion de epitopes altamente
inmunogénicos, supone ser el principal determiante antigénico para la funcion de MV-
CHIKV (Ramsauer et al., 2016). Esta vacuna se encuentra en la fase 1 y 2 del ensayo
clinico en la que se planea enlistar a 180 voluntarios adultos y sanos entre 18 y 45 afios de
edad con financiacion del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas
(NIAID). Recientemente el ensayo estd en curso en el Colegio Beylor de Medicina en

Houston, la universidad Emory de Atlanta y el Colegio de Medicina de la Universidad de
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Iowa en la Ciudad de Iowa. Un ensayo de la fase 1 de MV-CHIKV en Austria, se realizo
por la fabricante de vacuna Themis Bioscience, donde mostraron que la vacuna es segura

e inmunogénica. La compaiiia se encuentra llevando la fase 2 del ensayo (Lyon, 2017).
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Resumen

Se realizé una investigacion clinica, serologica y molecular para determinar la
presencia del virus del dengue (VDEN) y otros flavivirus entre residentes de la ciudad de
Reynosa, Tamaulipas. Este fue un estudio de cohorte que consistio en la toma de muestra
de sangre de 2355 pacientes con sospechosa de infeccion por dengue y 346 individuos mas
que fueron asintomaticos. El muestreo se realizé durante una investigacion epidemiologica
de campo para identificar seroconversiones de flavivirus. Los sueros fueron colectados de
pacientes con sospecha de infeccion por dengue durante la fase aguda de la enfermedad y
de individuos asintomaticos reclutados cada 5 a 7 meses durante 19 meses. Los sueros de
pacientes sospechosos de dengue se analizaron para la deteccion del antigeno de VDEN
mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) y los sueros antigeno-
positivo seleccionados fueron probados por la reaccion de transcripcion inversa y en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QRT-PCR), especifico para el serotipo de VDEN. Los
sueros de los individuos asintomaticos se analizaron para la deteccion de anticuerpos
reactivos a flavivirus mediante Inmunoglobulina IgM e IgG usando antigeno de VDEN.
De un total de 418 pacientes con sospecha de dengue 81 resultaron positivos (17.7%) a
infeccion por VDEN. El serotipo mas frecuente detectado fue VDEN-1 (61 pacientes),
seguido por VDEN-2 (16 pacientes) y VDEN-3 (5 pacientes). En el caso de los
asintomaticos, un total de 217 (62.7%) individuos presentaron anticuerpos reactivos a
flavivirus y nueve individuos sin contacto previo con flavivirus se seroconvirtieron. Los
sueros de un subconjunto de pacientes de dengue y participantes en el estudio de campo,
incluidos todos aquellos que se seroconvirtieron, se analizaron por la prueba de
neutralizacion de la reduccion en placa usando flavivirus seleccionados. El resultado de
esta prueba fue la deteccion de anticuerpos a VDEN-1, VDEN-2, y virus del Oeste del
Nilo. En conclusion, proporcionamos evidencia de la co-circulacion de multiples flavivirus

en Reynosa, Tamaulipas, en la frontera México-Estados Unidos.

Palabras clave: flavivirus, dengue, Virus del Oeste del Nilo, México, vigilancia
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Abstract

A clinical, serological, and molecular investigation was performed to determine the
presence of dengue virus (DENV) and other flaviviruses among residents of the city of
Reynosa, Tamaulipas on the Mexico-U.S. border. The study cohort consisted of 2355
patients with suspected dengue, in addition to 346 asymptomatic individuals recruited
during a household-based epidemiological investigation designed to identify flavivirus
seroconversions. Sera were collected from patients with suspected dengue in the acute
phase of illness and from asymptomatic individuals at enrolment and every 5 to 7 months
for 19 months. Sera from suspected dengue patients were tested for DENV antigen by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and select antigen-positive sera were
further tested using a DENV serotype-specific, quantitative reserve transcription-
polymerase chain reaction. Sera from asymptomatic individuals were tested for flavivirus-
reactive antibodies by immunoglobulin (Ig) M and IgG ELISAs using DENV antigen. A
total of 418 (17.7%) patients with suspected dengue had laboratory-confirmed DENV
infections, including 82 patients positive for DENV RNA. The most frequently detected
serotype was DENV-1 (61 patients), followed by DENV-2 (16 patients) and DENV-3 (5
patients). A total of 217 (62.7%) asymptomatic individuals contained flavivirus-reactive
antibodies at enrolment, and nine flavivirus-naive individuals seroconverted. Sera from a
subset of dengue patients and household participants, including all those who
seroconverted, were further tested by plaque reduction neutralization test using selected
flaviviruses, resulting in the detection of antibodies to DENV-1, DENV-2, and West Nile
virus. In summary, we provide evidence for the co-circulation of multiple flaviviruses in

Reynosa, Tamaulipas on the Mexico-U.S. border.

Keywords: flavivirus, dengue, West Nile virus, Mexico, surveillance

2.1 Introduccion

58



El virus del dengue (VDEN) es un virus transmitido por mosquitos del género
Aedes. Este virus pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae. E1 VDEN tiene
cuatro serotipos (VDEN-1 a VDEN-4) y es hiper-endémico en los tropicos y subtropicos
(Brathwaite et al., 2012; Guzman et al., 2016; Murray et al., 2013). El VDEN es el virus
transmitido por artropodos (arbovirus) més importante en términos de impacto global en la
salud humana, con mas de la mitad de la poblacion mundial que vive en dreas donde existe
el riesgo de infeccion. Se estima que 390 millones infecciones nuevas por VDEN ocurren
en todo el mundo cada afo, de las cuales 96 millones infecciones producen manifestaciones
clinicas (Bhatt et al., 2013). En México, se estima que se producen 139,000 episodios

clinicos anualmente (Undurraga et al., 2015).

El VDEN es el agente etiologico de la enfermedad Illamada dengue. La
Organizacion Mundial de la salud (OMS) previamente clasifico el dengue en tres
categorias de enfermedades: Fiebre por Dengue (FD), Fiebre por Dengue Hemorragico
(FHD) y sindrome del shock por dengue (OMS, 1997). FD es una enfermedad febril no
diferenciada, a menudo acompafiada de dolor de cabeza, dolor retro-orbital, mialgia,
artralgia, erupcion, y ndusea. La FHD se caracteriza por manifestaciones hemorragicas,
trombocitopenia y hemoconcentracion u otra evidencia de fuga vascular, y puede progresar
al shock (SSD) y la muerte. El FHD se divide en grados (designados como FHD grados I
al IV) basados en la gravedad de la enfermedad. Una limitante de esta clasificacion es que
no siempre permite la identificacion fiable de casos graves por dengue (Balmaseda et al.,
2005; Phuong et al., 2004). Para hacer frente a esta preocupacion, la OMS reviso los
lineamientos para el diagndstico de dengue en 2009, y ahora los casos son clasificados
como dengue sin signos de alarma (DSSA), dengue con signos de alarma (DCSA) y dengue
grave (DG) (OMS, 2009). Los DSSA se presentan como una enfermedad febril aguda con
al menos dos de los siguientes: nausea/vomito, erupcion cutdnea, dolores y dolores,
leucopenia y una prueba positiva del torniquete. Para cumplir los criterios de DCSA, se
debe observar al menos un signo de alarma, con signos de alarmas definidos como dolor
abdominal, vomito persistente, acumulacion de liquido, sangrado mucoso, letargo,

hepatomegalia y aumento del hematocrito con trombocitopenia. E1 DG se asocia con fugas
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graves de plasma, sangrado grave o insuficiencia de drganos. En México, la Secretaria de

Salud (SS) incorpord los lineamientos mas recientes en su programa nacional de vigilancia

del dengue en 2016.

Otros flavivirus transmitidos por mosquitos que actualmente tiene ciclos activos en
Meéxico son el virus del Oeste del Nilo (VON), el virus de la encefalitis de San Louis
(ESLV) y el virus del Zika (VZIK); todos producen presentaciones clinicas que se
maquillan sustancialmente con las del dengue. Las infecciones por el VON pueden
presentarse como fiebre del Oeste Nilo (WNF), una enfermedad febril pobre, pero
acompafiada de una variedad de sintomas como dolor de cabeza, mialgias, nduseas, fatiga,
debilidad y vomitos (Blitvich et al., 2008; Petersen et al., 2013). La infeccién por VON
puede también ocasionar una enfermedad neuroinvasiva que se manifiesta como
encefalitis, meningitis o pardalisis flacida aguda. Por otro lado, las infecciones clinicas por
ESLV usualmente se caracterizan por una fiebre y varios sintomas no especificos; algunos
casos graves progresan a meningitis y encefalitis (Reisen, 2003; Oyer ef al., 2014). En el
caso del VZIK, los sintomas mas comunmente asociados con la infeccion son la fiebre, la
erupcion macular o papular, artritis y la artralgia, sin embargo, manifestaciones mas graves
pueden ocurrir como es la microcefalia y el sindrome de Guillain-Barré (Petersen et al.,

2016; Weaver et al., 2016).

Ahora bien, en este estudio, realizamos una investigacion clinica, seroldgica y
molecular para ampliar el conocimiento y el impacto del dengue y otros flavivirus en la

salud publica de Reynosa, Tamaulipas.
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2.2 Métodos

Area de estudio

Este estudio se realizdo en la ciudad Reynosa, una ciudad en el estado de
Tamaulipas, al norte de México en la frontera México-Estados Unidos (Figura 1). Reynosa
tiene una poblacion estimada de 650,000 habitantes y estd ubicada en el 4rea metropolitana
binacional de Reynosa-McAllen, junto con McAllen, una ciudad en el Condado de
Hidalgo, Texas. McAllen tiene una poblacion estimada de 14,000 habitantes y el Condado
de Hidalgo tiene una poblacion estimada de 861,000. El clima en Reynosa es semi-arido y

la temperatura media anual y la precipitacion son 23.2 °C y 532 mm?, respectivamente.

Colecta del material bioldgico.

Los sueros fueron colectados durante la fase aguda de la enfermedad. Cada donante
brind6 su informacion socio-econdmica, historial de viaje e historial clinico. Ademas, antes
de cada toma de muestra, a cada paciente se le otorgd una carta de consentimiento

informado. Los sueros fueron etiquetados y mantenidos a -86°C hasta su procesamiento.
Poblacion seleccionada para la investigacion clinica.

La poblacion seleccionada para esta investigacion consistié en pacientes que se
presentaron en enero del 2014 a diciembre del 2016 en hospitales y clinicas de la SS en
Reynosa por sintomas similares a los del dengue. Los pacientes elegidos del 2014 a 2016

tuvieron que cumplir los criterios clinicos establecidos por la OMS en 1997 y 2009 (OMS,
1997; OMS 2009).

Poblacion muestreada para el estudio de seroconversion.
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La poblacion de donantes de sangre consistio en el registro de individuos durante
la investigaciéon de campo disefiada para la deteccion de evidencia de exposicion por
flavivirus y seroconversiones. Los individuos con sintomas parecidos a los de una infeccién
por flavivirus no fueron excluidos intencionalmente del estudio, pero todos los
participantes fueron asintomaticos a la hora del muestreo. El estudio se realiz6 en la colonia
Nuevo Amanecer en Reynosa (Figura 1). Cada casa fue visitada en cuatro ocasiones: marzo
2014, octubre 2014, abril 0 mayo 2015, y octubre 2015. Los sueros de los participantes del
estudio se colectaron en cada visita, a menos que no estuvieran en casa 0 se negaran a
participar. La coleccion de sueros fue llevada a cabo por enfermeras de la cuarta

Jurisdiccion de epidemiologia de SS de la ciudad de Reynosa.

El consentimiento por escrito para concurrir se obtuvo de cada participante después
de una explicacion completa del estudio. Si la persona tenia menos del8 afios de edad, el
consentimiento por escrito se obtuvo de un padre o tutor legal. En el caso de las personas
de 8 a 18 afios de edad fue necesario solicitar su aprobacion. Los adultos que se negaron a
firmar el formulario de consentimiento y los nifios que no estaban conformes no fueron
incluidos en el estudio. Los nifios menores de 2 afios de edad fueron ilegibles para su
inclusion. Se pidi6 a una persona de cada hogar que completara un cuestionario para
obtener informacion demografica y otra informacion pertinente (por ejemplo,
disponibilidad de aire acondicionado). Los datos fueron tratados de forma confidencial y
anonima. Todos los protocolos de investigacion fueron aprobados por las juntas de revision

institucional en las universidades participantes.
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Figura 1. Localizacién geografica del area metropolitana Reynosa-McAllen. El rectangulo punteado indicada la
colonia Nuevo Amanecer

Ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

Los sueros de todos los pacientes con sospecha de dengue fueron analizados para
la deteccion de la proteina no estructural 1 (NS1) de VDEN por medio de ELISA mediante
el kit comercial Panbio Dengue Early ELISA (Inverness Medical Innovations Ltd.,
Australia) o Platelia™ Dengue NS1 Antigen ELISA. Para el caso del kit Panbio Dengue
Early ELISA, los valores de indice se calcularon siguiendo las instrucciones del fabricante,
donde los indices tuvieron un rango de valores de < 0.9, entre 0.9 y 1.1, y > 1,1 para los
casos negativos, equivocos y positivos, respectivamente. Para el caso del kit Platelia™
Dengue NS1 Antigen ELISA, también se calcularon los indices de muestreo siguiendo el
protocolo establecido, con indices de < 0.5, entre 0.5 y 1.0, y > 1.0 para los casos negativos,
equivocos y positivos, respectivamente. Un paciente se considerd positivo a la infeccion

por VDEN cuando la proteina NS1 de VDEN fue detectada.

Ahora bien, todos los sueros también fueron analizados para la deteccion especifica
de las inmunoglobulinasIgM e IgG dirigidas contra flavivirus usando ELISA de captura de
VDEN Detect™ IgM (InBios Internacional Inc., Seattle, WA, USA) y VDEN Detect™
IgG ELISA (InBios internacional Inc.), respectivamente. Para ambos ensayos, el indice del
estado inmune (ISR) se calcul6 siguiendo las instrucciones del fabricante y los resultados
negativo, equivoco y positivo se defini6 como aquellos que generaron valores ISR de

<1.65, >1.65 y <2.84, y >2.84, respectivamente.
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Reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa inversa cuantitativa

Se selecciond aleatoriamente un grupo de los sueros positivos a la proteina NS1 de
VDEN y se dividieron en alicuotas. Una alicuota de cada suero positivo se envio al Instituto
Nacional de Diagnostico y Referencia epidemioldgica (INDRE) en la Ciudad de México
para deteccion de acidos nucleicos de VDEN. Este protocolo consistido primeramente en
extraer el RNA usando el kit viral de ARN QIAamp (QIAGEN, Valencia, CA, USA).
Después se realizd una reaccion de transcripcion inversa y en cadena de la polimerasa,
cuantitativa multiplex (qQRT-PCR) disefiada para detectar y diferenciar entre los cuatro
serotipos del VDEN. Se utilizaron los cebadores descritos en el Cuadro 1. El protocolo que
se utilizo fue el ensayado por la SS para el diagnostico de dengue (SS, 2015). Las muestras
que produjeron en el ciclo de cuantificacion (Cq) valores de < 35 y > 39 se consideraron
positivas y negativas, respectivamente. Las muestras que produjeron valores de Cq > 35
pero < 39 se repitieron por duplicado y si se volvio a obtener el mismo resultado, la muestra

se considero positivaa VDEN 1,2, 3 0 4.

Cuadro 1. Cebadores empleados para la deteccion de los serotipos de VDEN en la

investigacion clinica

Cebador Secuecuencia (5°-3°)
mFU1 TACAACATGATGGAAAGCGAGAGAAAAA
CFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC
sonda DEN-1 FAM-TCAGAGACATATCAAAGATTCCAGGGGG-BHQ1
sonda DEN-2 Texas Red-AAGAGACGTGAGCAGGAAGGAAGGGGGAGC-BHQ2
sonda DEN-3 Cy5-TGAGAGATATTTCCAAGATACCCGGAGGAG-BHQ3
sonda DEN-4 HEX-TGGAGGAGATAGACAAGAAGGATGGAGACC-BHQ1

64



Prueba de neutralizacion de la reduccion en placa

Los sueros fueron analizados por la prueba de neutralizacion de la reduccion de
placa (PRNT) siguiendo los protocolos estandar Beaty ef al, (1995). Las PRNTs se
realizaron utilizando VDEN-1 (cepa Hawai), VDEN-2 (cepa NGC), VDEN-3 (cepa H-87),
VDEN-4 (cepa 241), ESLV (cepa TBH-28), VON (cepa NY99-35261-11) y VZIK (cepa
PRVABCS59). Los virus fueron obtenidos de la Organizacion Mundial de la Salud en
colaboracion con el Centro de Referencia e Investigacion de Arbovirus sustentado por los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, Division de Enfermedades
Infecciosas Transmitidos por Vectores (Fort, Collins, CO). Las PRNTs se realizaron en
placas de seis pozos usando células de rifion de mono verde africano (Vero), se depositd
2.5X10° células en cada pozo. A continuacion, las células se mantuvieron en medio de
cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagles minimal essential medium por sus siglas en
inglés), sumplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina y 1%
de penicilina/estreptomicina a 37 °C con 5% de CO.. Este medio permite el crecimiento

celular in vitro proporcionando los nutrientes esenciales requeridos por la célula.

Los sueros fueron llevados en presencia de factor de suero labil al 8% (Chappell et
al., 1997). Se comenz6 con una dilucion de 1:40 y los titulos fueron expresados como el
reciproco de las diluciones del suero que produjeron >90% de la reduccién en el niimero
de placas (PRNTyo). Para los diagnoésticos etiologicos, el titulo de anticuerpos de PRNTog
hacia el virus respectivo requirid ser al menos cuatro veces mayor al de los otros flavivirus
probados. Si los titulos de PRNTqg para dos o mas virus fue >1280, se considerd que el

individuo tenia una infeccidén secundaria por flavivirus.

2.3 Resultados

Poblacion seleccionada para la investigacion clinica.

Un total de 2355 residentes de Reynosa presentaron sospecha de dengue en 2014 a

2016 (Cuadro 2). La proteina NS1 de VDEN fue detectada por ELISA en sueros de 418
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(17.7%) pacientes. La mayoria de los pacientes que fueron confirmados por una infeccion
por dengue se presentaron en 2014 (218 casos), seguidos en 2015 y 2016 (134 y 66 casos,
respectivamente). Hubo 309 casos confirmados por FD (183 casos en 2014 y 126 casos en
2015) y 43 casos confirmados por FHD (35 casos en 2014 y 8 casos en 2015). No hubo

casos sospechosos o confirmados de SSD.

En 2016, las clasificaciones mas recientes de dengue fueron adoptadas por las SS,
hubo 63 casos confirmados de DSSA y 3 casos confirmados de DCSA. No hubo casos
confirmados de DG. Trece pacientes (dos, nueve y dos pacientes de 2014, 2015 y 2016,
respectivamente) mostraron resultados equivocos o indeterminados en la ELISA. Treinta
y cinco pacientes fueron hospitalizados, incluyendo 18 pacientes de dengue confirmados.
Los pacientes hospitalizados con dengue confirmado presentados en 2014 (17 pacientes) y

2015 (un paciente), todos sobrevivieron.

Cuadro 2. Numero de casos sospechosos y confirmados por dengue en Reynosa,
Tamaulipas, 2014 a 2016

Clasificacion de la enfermedad

Ao FD FHD DSSA DCSA DG Total
@Numero (%) de casos confirmados/sospechoso

2014 187/703 (26.0) | 35/58 (60.3) n/a n/a n/a 218/761 (28.6)

2015 | 126/1064 (11.8)  8/26 (30.8) n/a n/a n/a 134/1090 (12.3)

2016 n/a n/a 63/491 (12.8) | 3/6 (50.0) 0/7 66/504 (13.1)
(0.0)

Total | 309/1767 (17.5) 43/84 (51.2) 63/491 (12.8) = 3/6 (50.0) 0/7 418/2355 (17.7)
(0.0)

FD, fiebre por dengue; FHD, fiebre hemorragica por dengue; DSSA; dengue sin signos de alarma; DCSA; Dengue con
signos de alarma; DG; dengue grave; n/a no aplicable

*Trece pacientes con sospecha de dengue (dos, nueve, y dos pacientes de 2014, 2015, y 2016, respectivamente)
presentaron resultados equivocos. Otros 657 pacientes con dengue sospechoso (96, 37, y 524 pacientes de 2014, 2015, y
2016 respectivamente) se excluyeron de la poblacion muestreada porque el suero agudo no fue colectado y/o no se realizo
una prueba diagndstica.
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El estudio de poblacion consistio en 1005 (42.7%) varones y 1350 (57.3%) mujeres.
Hubo 174 varones (41.6%) y 244 mujeres (58.4%) con dengue confirmado. La edad
promedio de los pacientes en la poblacion de estudio fue de 26.1 afios. Las edades promedio
de los pacientes con y sin dengue confirmado fueron de 27.8 y 25.7 afos, respectivamente.
Los casos confirmados por dengue se presentaron en pacientes de todas las categorias de
edad, los pacientes con el mayor nimero de casos fueron entre 10-14 y 15-19 anos de edad
(Figura 2A). Los casos confirmados de FD y DSSA también ocurrieron en pacientes de
todas las categorias de edad y FHD ocurrid en pacientes de las categorias de mayor edad
(Figura 2B). Los tres casos de DCSA ocurrieron en pacientes de 40-44 afios. La mayoria
de los pacientes con dengue confirmado se presentaron en las semanas epidemiologicas
(SEs) 38 a 48, y el auge de los casos ocurrieron en la SE 45 (Figura 3A). Se observaron
hallazgos similares en pacientes de dengue no confirmados por laboratorio. Los casos
confirmados de FD, FHD, DSSA y DCSA también alcanzaron su pico maximo a finales

del ano (Figura 3B).
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Figura 2. Caracteristicas de la edad de los pacientes en la investigacion clinica basada en hospitales. A) Numero de
pacientes con sospecha de dengue, con o sin dengue confirmado por laboratorio de acuerdo a la edad. B) Numero de
pacientes con dengue confirmado, fiebre hemorragica por dengue, dengue sin signos de alarma, y dengue con signos de
alarma de acuerdo a la edad.
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Numero de pacientes confirmados por dengue, fiebre hemorragica por dengue, dengue sin signos de alarma y dengue con
signos de alarma de acuerdo a la semana epidemioldgica.
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Los sueros de 85 pacientes confirmados por dengue fueron analizados por qRT-
PCR sero-especifico. E1 RNA viral se detectd en 82 pacientes (Cuadro 3). El serotipo mas
comunmente detectado fue VDEN-1 (n=61), seguido por VDEN-2 (n=16) y VDEN-3 (n
=5). El RNA de VDEN-4 no fue identificado en ninglin paciente. El serotipo mas comiin
en 2014 fue VDEN-1 (55 de 59 pacientes). El serotipo més comtn en 2015 y 2016 fue
VDEN-2 (11 de 14 y 4 de 6 pacientes, respectivamente). El RNA de VDEN-1 no fue
detectado en ningtin paciente en 2016. Los historiales de viaje fueron proporcionados por
15 pacientes positivos a VDEN-2, 11 de 12 pacientes de 2015 y 2 de 3 pacientes de 2016
mencionaron que nunca habian salido de Tamaulipas. Los historiales de viaje también
fueron proporcionados por 7 pacientes RNA positivos a VDEN-3, con 3 pacientes de 2014,
1 de 2 pacientes de 2015 y ambos pacientes de 2016 mencionaron que nunca habian salido

de su estado de residencia.

Poblacion muestreada para el estudio de seroconversion.

Se realiz6 una investigacion sero-epidemiologica longitudinal de campo para
estimar la seroprevalencia de flavivirus e identificar las seroconversiones ocasionadas por
flavivirus entre los residentes de la colonia Nuevo Amanecer. La poblacion muestreada
consistid en 346 participantes de 114 casas. También se visitaron otras seis casas, pero los
residentes se negaron a participar. Cada casa participante fue visitada en cuatro ocasiones:
marzo 2014, octubre 2014, abril-mayo 2015, y octubre 2015. El niimero promedio de
participantes en el estudio en cada casa fue de 3.0, con un rango de 1 a 10, y ninguno tuvo
sintomas consistentes de infeccion por flavivirus en el registro. La edad promedio de los
participantes del estudio fue de 33.7 afios (rango: 3 a 95 afios). Hubo 143 varones y 203
mujeres. Los sueros fueron colectados de 119 participantes en las cuatro ocasiones y de 61,
71 y 96 participantes en tres, dos o una ocasion, respectivamente. El aire acondicionado

fue disponible en 24 (21.1%) hogares.
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Cuadro 3. Deteccion del RNA del virus del dengue en suero en fase aguda en pacientes de dengue en Reynosa, Tamaulipas,

2014 a 2016
Serotipo
Aino Clasificacion de Numero total = Numero de pacientes VDEN-1 VDEN-2 VDEN-3 VDEN-4
la enfermedad de pacientes positivos/analizados Numero de pacientes positivos por of gRT-PCR
por qRT-PCR
2014 FD 183 53/53 51 - 2 -
FHD 35 6/6 4 1 1 -
2015 FD 126 14/17 6 8 - -
FHD 8 3/3 - 3 - -
2016 DSSA 63 6/6 - 4 2 -
DCSA 3 - - - - -
DG - - - - - -
Total 418 82/85 61 16 5 -

qRT-PCR, reaccion de trasncripcion inversa y en cadena de la polimerasa cuantitativa; VDEN, virus del dengue; FD, fiebre por dengue; FHD; fiebre hemorragica por dengue; DSSA,
Dengue sin signos de alarma; DCSA, dengue con signos de alarma; DG, dengue grave.



Todos los sueros fueron analizados por ELISA IgG contra flavivirus y los sueros
colectados en el registro también fueron analizados para la deteccion de IgM contra
flavivirus. Un total de 217 (62.7%) participantes registrados en el estudio fueron positivos
para flavivirus por IgG, incluyendo cuatro participantes que también fueron positivos a
IgM y 10 participantes con resultados equivocos o ambiguos para IgM (Cuadro 4). Del
resto, 119 (34.4%) participantes fueron negativos para flavivirus tanto para IgM como para
IgG, y 10 (2.9%) participantes resultaron equivocos o ambiguos para IgG en el estudio
basal. La probabilidad de seroprevalencia incrementd significativamente con la edad, las
edades promedio (+desviacion estdndar) calculadas de los participantes positivos y
negativos para flavivirus a IgG fue 39.9 (£18.9) y 21.6 (+15.6) afios, respectivamente (t-
test, p < 0.0002). Los indices masculinos y femeninos de los participantes registrados con

y sin IgG positivos a flavivirus fueron similares (0.71 y 0.68, respectivamente).

Cuadro 4. Numero (%) de participantes en la investigacion del estudio de campo con

resultados basales de ELISA positivos, equivocos y negativos

Flavivirus IgG ELISA

Positivo Equivoco Negativo Total

Numero (%) de participantes en el estudio

Positivo 4(12) 0(0) 0 (0) 4(12)
Flavivirus IgM .
ELSA Equivoco 10 (2.9) 0(0) 0(0) 10 (2.9)
Negativo 203 (58.7) 10 (2.9) 119 (34.4) 332 (96.0)
Total 217 (62.7) 10 (2.9) 119 (34.4) 346 (100)
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Nueve participantes sin contacto previo con flavivirus se seroconvirtieron durante
el periodo de estudio (Cuadro 5). El anticuerpo IgG contra flavivirus fue detectado por
primera vez en los sueros colectados en octubre de 2014 (tres participantes), abril o mayo
de 2015 (dos participantes) y octubre de 2015 (cuatro participantes). La edad promedio de
los participantes que se seroconvirtieron fue 23.7 afios, con un rango de 8 a 50 afios. Hubo
cuatro varones y cinco mujeres. Siete participantes que se seroconvirtieron mencionaron
nunca haber salido de Tamaulipas, mientras que los otros dos participantes (designados
como MDRR y MLMM) habian recientemente viajado. MDRR habia visitado a la familia
en Veracruz, en el este de México, y MLMM viaj6 a Nuevo Ledn, al norte de México

durante el periodo de estudio.

Los sueros de los participantes del estudio que seroconvirtieron fueron analizados
posteriormente por PRNT (Cuadro 5). De los siete participantes del estudio que nunca
habian viajado, tres individuos fueron seropositivos a VON, un individuo fue seropositivo
a VDEN-1, dos individuos fueron seropositivos indeterminados a flavivirus y un individuo
no tuvo anticuerpos neutralizantes detectables. El individuo seropositivo a VDEN-1, una
mujer de 31 afios asignada como SACL, desarroll6 sintomas similares a FD en abril de
2015, varios dias previo a la colecta del primer suero IgG-positivo a flavivirus. Un
individuo seropositivo a VON (mujer de 15 afios), designada como IFCF, desarroll6 los
sintomas similares a WNF poco antes de la colecta de su suero IgG-positivo a flavivirus en
octubre de 2015. MDRR y MLMM, los dos individuos que recientemente habian viajado

fueron seropositivos para el VON y VDEN-1, respectivamente.

Los sueros de los cuatro participantes del estudio IgM e IgG positivos a flavivirus
fueron analizados por PRNT (Cuadro 6). Dos participantes fueron seropositivos a VDEN-
1, mientras que un participante tuvo anticuerpos dirigidos contra VDEN-2 y otro el otro
participante fue indeterminado. Los dos participantes seropositivos a VDEN-1 y el
participante con anticuerpos indeterminados a flavivirus, mencionaron nunca haber viajado
fuera de Tamaulipas. Los sueros de cinco participantes del estudio con IgG positivo, pero
no a IgM a flavivirus, fueron seleccionados aleatoriamente y también analizados por

PRNT. Dos participantes tuvieron anticuerpos contra VDEN-2, mientras que un
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participante tuvo anticuerpos contra VDEN-1, otro participante contra VON y un
participante fue indeterminado. Los participantes seropositivos a VON y el participante
indeterminado, ademas de uno de los participantes seropositivos a VDEN-2, mencionaron

nunca habian viajado fuera de Tamaulipas.
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Cuadro 5. Datos de los historiales de viaje, descubrimientos clinicos y seroldgicos de los pacientes que se seroconvirtieron

Participante | “Viaje | PEnfermedad Flavivirus IgG Titulo de “PRNTo Interpretacion
Fecha de la colecta del suero VDEN-1 | VDEN-2 | VDEN-3 | VDEN-4 | ESLV | VON VZIK PRNT
c3/2014 10/2014 | 4-5/2015  10/2015
SACL No Si e- NT 9+ + 80 h-- -- -- -- -- -- VDEN-1
MBCO No No - + + + 80 80 -- -- -- -- -- Flavivirus
AMGO No No - + NT + -- -- -- -- 40 640 -- VON
MDRR Si No - + + + - -- -- -- -- 160 -- VON
MLMM Si No - - + + 640 -- 160 -- -- -- -- VDEN-1
MLLN No No - - - + -- -- - -- -- 640 -- VON
YFVO No No - - - + -- -- -- -- -- -- -- Negativo
IFCF No Si - - - + -- -- - -- -- 320 -- VON
FCLG No No - - - + -- 40 -- -- -- -- -- Flavivirus

aDefinido como participantes del estudio que viajaron o nunca viajaron fuera de Tamaulipas; "SACL desarrollo sintomas caracteristicos de FD en abril 2015 e IFCF desarrollo
sintomas caracteristicos de WNF en octubre 2015, diversos dias antes a la colecta del primer suero positivo a IgG contra flavivirus; “Suero basales colectado (marzo 2014) también
se analizaron para la deteccion de IgM contra flavivirus pero todos fueron negativos; “En la mayoria de los PRNT se uso el suero colectado en octubre 2015; “negativo; fno analizado
(participante del estudio no disponible en la colecta del suero); gpositivo; '<40

PRNT; prueba de neutralizacion por reduccion en placa; VDEN-1, virus del dengue 1; VDEN-2, virus del dengue 2; VDEN-3, cirus del dengue 3; VDEN-4, virus del dengue 4,
ESLV; virus de la encefalitis de San Luis; VON; virus del Oeste del Nilo; VZIK, virus del Zika
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Cuadro 6. Hallazgos seroldgicos de los participantes seleccionados en la investigacion de campo, incluyendo a todos los IgM contra

flavivirus basales

Participante 2Viaje Enfermedad Datos Titulo PRNTgo Interpretacion
basales PRNT
de la
ELISA
IigM  1gG VDEN-1 VDEN-2 VDEN-3 VDEN-4 ESLV VON VZIK
BROO No No b+ + >1280 160 160 40 C-- 40 -- VDEN-1
GAPG No No + + 640 -- 80 -- -- 320 -- Flavivirus
MMPO No No + + 640 160 160 40 -- -- -- VDEN-1
ADTO Yes No + + -- 80 -- -- -- -- -- VDEN-2
GMJO Yes No d- + 640 -- 80 40 -- 40 -- VDEN-1
CDPG No No - + -- 160 40 -- -- -- 80 Flavivirus
MILO No No - + 160 >1280 40 -- -- -- -- VDEN-2
CAZF Yes No - + -- 21280 80 -- 40 320 -- VDEN-2
MTRO No No - + 160 160 160 40 80 1280 -- VON

aDefinido como participantes del estudio que viajaron o nunca viajaron fuera de Tamaulipas; Ppositivo; °<40; ‘negativo

ELISA, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima; PRNT; prueba de neutralizacion por reduccion en placa; VDEN-1, virus del dengue 1; VDEN-2, virus del dengue 2; VDEN-3,
virus del dengue 3; VDEN-4, virus del dengue 4, ESLV; virus de la encefalitis de San Luis; VON; virus del Oeste del Nilo; VZIK, virus del Zika
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2.4 Discusion

Proporcionamos evidencia de la transmision autoctona de multiples flavivirus en el
norte de México. En la investigacion de campo, se detectaron anticuerpos contra VDEN-
1, VDEN-2 y VON en participantes del este estudio que nunca habian viajado fuera de
Tamaulipas. La deteccion de anticuerpos de VDEN-1 en los participantes de este estudio
que presentaron IgM positivo contra flavivirus y que nunca habia salido de Tamaulipas
sugiere que algunas infecciones VDEN-1 fueron recientes. La deteccion de anticuerpos
contra VDEN-1 y VON en los participantes que seroconvirtieron y no viajaron
recientemente, proporciona evidencia adicional de la reciente transmision autoctona de los
virus. El RNA de VDEN-1, VDEN-2, y VDEN-3 fue identificado en los pacientes con
sintomas del dengue que se presentaron en los hospitales y las clinicas de la SS. Aunque la
informacion de los historiales de viaje no fue proporcionada para la mayoria de los casos,
varios pacientes RNA positivos a VDEN-2 y VDEN-3 nunca habian viajado. Varios casos
locales de VDEN-2 y de VDEN-3 ocurrieron en 2015, el mismo afio que las
seroconversiones a VDEN-1 y VON fueron identificadas. Ademads, detectamos
recientemente varios casos no foraneos adquiridos por el virus de Chikungunya (VCHIK;
género Alphavirus, familia Togaviridae) en Tamaulipas en 2015 (Laredo-Tiscarefio et al.,
2018). En conjunto, proporcionamos evidencia de la co-circulacion de cinco arbovirus de

importancia médica en una sola temporada en Tamaulipas, al norte de México.

Ochenta y dos pacientes presentaron RNA positivo a VDEN. La mayoria (74.4%)
fue positiva a VDEN-1; el resto habia sido infectado con VDEN-2 (19.5%) y VDEN-3
(6.1%). En este sentido, VDEN-1 fue el serotipo dominante en Nuevo Leon, en el norte de
Meéxico en 2010 (Leduc-Galindo ef al., 2015). Sin embargo, nuestros datos deben ser
interpretados con precaucion si se utilizan para predecir la identidad del serotipo dominante
en Tamaulipas. En primer lugar, los historiales de viaje no se obtuvieron para la mayoria
de los pacientes y, por lo tanto, algunas infecciones pueden haber sido adquiridas en otro
lugar. En segundo lugar, un mayor niimero de pacientes fue analizado para el RNA de
VDEN en 2014 (n = 59) comparado a 2015 (n =20) y 2016 (n = 6). Aunque la mayoria de
los pacientes RNA positivos a VDEN habian sido infectados con VDEN-1, el serotipo mas
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frecuentemente detectado en 2015 y 2016 fue VDEN-2, y no hubo evidencia de VDEN-1
en 2016. Estos descubrimientos podrian indicar que se produjo el desplazamiento del
serotipo. El fendmeno del desplazamiento de serotipo estd bien documentado. Una revision
de los datos de vigilancia a nivel nacional de 2000 a 2011 revel6 que el VDEN-2 fue el
serotipo dominante en México en 2000 a 2005, seguido de VDEN-1 en 2006 a 2010, y
ambos serotipos se detectaron en proporciones similares en 2011 (Dantes et al., 2014). La
mayoria de los aislamientos de VDEN-3 fueron en 2000 a 2007, y los aislamientos VDEN-

4 fueron no frecuentes.

Se ha reportado la circulacion simultdnea de los cuatro serotipos VDEN en
Tamaulipas. VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4 que fueron aislados de pacientes en Reynosa
en 1995; el VDEN-1 fue aislado de pacientes en otro lugar de Tamaulipas en el mismo afio
(Rawlings et al., 1996). La convergencia de la circulacion de los cuatro serotipos también
se ha presentado en Sudamérica y Asia. (Shrivastava et al., 2016; Andrade ef al., 2016;
Endy et al., 2002; Castonguay-Vanier ef al., 2018). Proporcionamos la evidencia de la co-
circulacion de tres serotipos. VDEN-4 no fue detectado, pero los datos de vigilancia a nivel
nacional han mostrado que el VDEN-4 fue el serotipo menos comtin en México en 2000 a
2011 (Dantes et al., 2014). Muchos otros estudios también reportaron la concurrente
circulacion de tres serotipos (Caron et al., 2013; Ridde et al., 2016; De Simone et al., 2004;

Humayoun et al., 2010; Lorono-Pino ef al., 1999).

El maximo/pico de los casos de dengue se presentd en septiembre a noviembre.
Otros estudios realizados en el norte de México reportan hallazgos similares. (Leduc-
Galindo et al., 2015; Rawlings et al., 1996; Jones et al., 2016; CDC, 2007). La temporada
de dengue coincide con el auge de proliferacion de mosquitos que dependen de las
condiciones climéticas para la produccion favorable de mosquitos. El cincuenta y ocho por
ciento de los pacientes con dengue confirmado fueron mujeres. Otros estudios realizados
en la frontera México-Estados Unidos también reportan la presencia de dengue un poco
mas en mujeres que en hombres, aunque es importante destacar que a menudo los casos
sospechosos de dengue se presentan un poco mas en mujeres que en hombres (Jones ef al.,

2016; CDC, 2007; Brunkard et al., 2007). En cuanto a esto, el 57% de todos los pacientes
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muestreados en el estudio fueron mujeres. El auge de los casos de dengue se presentd
durante la nifiez; casi un tercio de los casos fueron de 10 a 19 afios de edad, y los nimeros
mas bajos ocurrieron en aquellos mayor a 50 afios. Se ha reportado un patrén similar de
distribucion de los grupos de edad en otras partes de México. (Leduc-Galindo et al., 2015;
Lorono-Pino et al.,2004; Gunther et al., 2009). La mayoria de los pacientes con sospecha
de dengue no presentaron infecciones por VDEN confirmadas por el laboratorio, como se
observd en otros estudios de dengue realizados en México (Leduc-Galindo et al., 2015;
Lorono-Pino et al, 2004; Rodriguez et al, 2010). En conjunto, las caracteristicas
epidemiologicas de dengue en Reynosa en 2014 a 2016 son similares a los reportadas en

muchas otras investigaciones de dengue.

Reynosa se localiza en el 4rea metropolitana binacional de Reynosa-McAllen, junto
con McAllen, una ciudad en el Condado de Hidalgo, Texas. El nlimero de casos de dengue
reportados en nuestro estudio excede en gran medida al nimero de casos de dengue
reportados en el Condado de Hidalgo en el mismo periodo de tiempo segin datos
publicados por los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades de EU. Dos
casos de dengue (ambos importados) ocurrieron en el Condado de Hidalgo en 2014, sin
casos de dengue reportados en 2015 y 2016 (CDC, 2018). Ocho casos de dengue (todos
importados) ocurrieron en condados de Texas ubicados en la frontera de los Estados
Unidos/México en 2014 a 2016 (CDC, 2018). Esto es un agudo contraste con los 418 casos

de dengue identificados en nuestra investigacion hospitalaria.

Otros estudios realizados en la frontera México-Estados Unidos también han
reportado una incidencia de dengue mucho mayor en México en comparacion con EU
(Rawlings et al., 1996; CDC, 2017; Brunkard ef al., 2007; Ramos et al., 2008; Reiter et al.,
2003; Clark, 2008). Un ejemplo es un estudio sero-epidemioldgico realizado en campo en
2005 en las ciudades fronterizas contiguas de Matamoros, Tamaulipas y Brownsville,
Texas (Ramos et al., 2008). La poblacion de estudio consistio en 132 participantes de 111
hogares en Matamoros y 141 participantes de 118 hogares en Brownsville. Los anticuerpos
reactivos a VDEN fueron detectados por ELISA en 42 (31.8%) participantes de Matamoros
y 6 (4.3%) participantes de Brownsville. Treinta (22.7%) participantes de Matamoros y 4
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(2.8%) participantes de Brownsville tuvieron infecciones recientes. Los factores
ambientales y socioecondmicos que afectan al contacto mosquito-humano, como el aire
acondicionado, parecen ser las principales razones de estas diferencias (Ramos et al., 2008;
Reiter et al., 2003). El aire acondicionado estuvo disponible en 29% de los hogares
participantes en Matamoros y el 85% de los hogares participantes en Brownsville (Ramos
et al., 2008). En otro estudio de campo, el aire acondicionado estuvo disponible en 24% y
82% de los hogares participantes en Nuevo Laredo, Tamaulipas y Laredo, Texas,
respectivamente (Reiter ef al., 2003). La mayoria (21%) de los hogares en nuestro estudio
no tenia aire acondicionado. Otros factores asociados con el incremento de riesgo de
infeccion son la presencia de criaderos de mosquitos, el no uso de repelente de mosquitos,
tamafio de lotes mas pequefios y bajos ingresos familiares. (Ramos et al., 2008; Reiter et

al., 2003; Clark, 2008; Brunkard et al., 2008).

Tres seroconversiones a VON fueron identificadas en la investigacion de campo, y
un participante del estudio desarrolld manifestaciones clinicas. Este es el primer caso
documentado de VON en Tamaulipas, aunque dos casos han ocurrido en el estado vecino
de Nuevo Leon (Elizondo-Quiroga et al., 2005; Rios-Ibarra et al., 2010). La primera
evidencia del VON en Tamaulipas fue reportado en una investigacion serologica que
identifico anticuerpos a VON en aves residentes en Tamaulipas en 2013 (Fernandez-Salas
et al., 2003). Evidencia de infeccion por VON ha sido detectada en mosquitos y equinos
en otros lugares del norte de México (Elizondo-Quiroga et al., 2005; Blitvich et al., 2004;
Ibarra-Juarez et al., 2012; Blitvich et al., 2003; Deardorff et al., 2006; Estrada-Franco et
al., 2003). A diferencia del dengue, la incidencia de la enfermedad de VON es mucho
menor en México en comparacion con los Estados Unidos, potencialmente porque la
inmunidad preexistente al VDEN protege contra la infeccion por VON (Blitvich, 2008;
Rodriguez et al., 2010).

Los anticuerpos contra ESLV o VZIK no fueron detectados en ningiin participante
en la investigacion de campo u hospital, aunque estos resultados no fueron inesperados. El
ESLV no es una causa comun de infeccion en humanos en México (Reisen, 2003). El VZIK

no estuvo presente en México durante la mayor parte del periodo de estudio ya que el
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primer caso detectado se presentd en noviembre de 2015 segun la OMS (OMS, 2018). El
primer caso confirmado de VZIK en Tamaulipas ocurrié en junio de 2016 en el municipio
de Madero (Dr. Carmona, Secretario de Salud de Tamaulipas, datos no publicados). El
primer caso confirmado de VZIK en Reynosa ocurri6 en agosto de 2016, con un total de

125 casos confirmados y reportados en Reynosa hasta la SE 14 de 2018.

2.5 Conclusion

Proporcionamos evidencia de la circulacion simultinea de cuatro flavivirus,
VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VON, en Tamaulipas, al norte de México. También
recientemente reportamos la transmision autdctona de VCHIK, un alfavirus, en Tamaulipas
(Laredo-Tiscarefio et al., 2018). Todos los virus anteriormente mencionados se asociaron
con enfermedad a los humanos en las dreas de estudio, demostrando la importante
necesidad de seguir realizando una vigilancia y diagndstico de arbovirus en la frontera

México-Estados Unidos.
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Resumen

Un total de 1090 residentes de la ciudad de Reynosa, Tamaulipas, localizada en la
frontera México/Estados Unidos, se presentaron en hospitales y clinicas de la Secretaria de
Salud de México en 2015 con sintomas caracteristicos de dengue. El antigeno del virus del
Dengue (VDEN) se detectd en el suero de 134 (12.3%) pacientes en fase aguda por el
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima. Los sueros de pacientes seleccionados (n=34)
también se analizaron para la deteccion del RNA de chikungunya (VCHIK) por la reaccion
en cadena de la polimerasa transcripcion inversa cuantitativa. Trece pacientes (38.2%),
incluyendo cinco pacientes positivos al antigeno de VDEN, fueron positivos. Los sueros
de tres pacientes positivos al RNA de VCHIK fueron analizados posteriormente para el
aislamiento del virus en cultivo celular y VCHIK fue recuperado en cada ocasion. El
genoma de un aislado y los genes estructurales de dos aislados fueron secuenciados. En
conclusion, presentamos evidencia de co-infecciones de VCHIK y VDEN en pacientes que
viven cerca de la frontera México/Estados Unidos y proporcionamos la primera secuencia

del genoma de un asilado de VCHIK en el norte de México.

Palabras clave: chikungunya, dengue, México, frontera, co-infeccion

90



Abstract

A total of 1090 residents of the city of Reynosa, Tamaulipas on the Mexico/United
States border presented at hospitals and clinics of the Secretariat of Health, Mexico in 2015
with symptoms characteristic of dengue. Dengue virus (DENV) antigen was detected by
enzyme-linked immunosorbent assay in acute sera from 134 (12.3%) patients. Sera from
select patients (n = 34) were also tested for Chikungunya (CHIKV) RNA by quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction. Thirteen (38.2%) patients, including five
DENV antigen-positive patients, were positive. Sera from three CHIKV RNA-positive
patients were further assayed by virus isolation in cell culture and CHIKV was recovered
on each occasion. The genome of one isolate and structural genes of the other two isolates
were sequenced. In conclusion, we present evidence of CHIKV and DENV co-infections
in patients that live near the Mexico/United States border and provide the first genome

sequence of a CHIKYV isolate from northern Mexico.

Keywords: chikungunya, dengue, Mexico, border, co-infection
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3.1 Introduccion

El virus Chikungunya (VCHIK, género Alphavirus, familia Togaviridae) y el
virus del dengue (VDEN, familia Flaviviridae, género Flavivirus) son los agentes
etiologicos de la fiebre por Chikungunya (FCHIK) y por dengue, respectivamente
(Simmons et al., 2012; Weaver et al., 2018). Ambos virus son transmitidos por mosquitos
Aedes y son endémicos en los tropicos y subtrdpicos. La co-circulacion de VCHIK y
VDEN presenta un desafio clinico y diagndstico en paises endémicos debido a que las
manifestaciones clinicas de estos virus se “mimetizan” sustancialmente. FCHIK se
caracteriza por ser una enfermedad febril aguda, que a menudo va acompaniada por
poliartralgia grave y debilitante que algunas veces persiste durante afios, ademas de el
edema periarticular y la aparicion de erupcion maculopapular. Las complicaciones son
raras, pero incluyen disfuncidon orgéanica grave y encefalitis. Dengue generalmente se
caracteriza por una enfermedad febril acompafiada de dolor de cabeza, artralgia y mialgia,
a veces con una erupcion macular. En algunos casos, la infeccion por VDEN puede resultar
en un incremento de la permeabilidad vascular, manifestaciones hemorragicas,
trombocitopenia y shock hipovolémico que conduce al desarrollo de una insuficiencia

organica y la muerte.

El primer caso autoctono de FCHIK en México ocurri6 en octubre de 2014 en el
estado de Chiapas (Diaz-Quinonez et al., 2015). El primer caso autéctono de VCHIK en
Texas ocurrié en noviembre de 2015 en el condado de Cameron en la frontera de
Meéxico/Estados Unido (EGEU, 2018). Actualmente, se han reportado casos de VCHIK en
casi todos los estados de México, pero son mas comunes en los estados del sur y del centro
(Garay-Moran et al., 2017). El estudio mas completo para investigar la presencia de
FCHIK en el norte de México fue realizado por Gémez-Govea et al., que detectaron RNA
de VCHIK en 41 de 101 (40.6%) pacientes en el estado de Nuevo Ledn (Gomez-Govea et
al., 2017). Aunque la incursiéon de VCHIK en México es reciente, VDEN ha estado
circulando en el pais desde al menos en la década de 1800 (Brathwaite et al., 2012). La

incidencia y la gravedad de los brotes por dengue en México han aumentado a un ritmo
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alarmante en las tltimas décadas y se estima que ocurren 139,000 casos cada afio en todo
el pais (Undurraga ef al., 2015). Para extender nuestra comprension de las consecuencias
en la salud publica de la reciente introduccion de VCHIK en México, el estudio de las
muestras de los pacientes son parte del programa de vigilancia nacional de dengue y se

analizaron para detectar infecciones por VCHIK y VDEN y co-infecciones.

3.2 Métodos

Todos los pacientes fueron residentes de Reynosa, una ciudad en el estado de
Tamaulipas, al norte de México. Reynosa se localiza en el area metropolitana binacional
Reynosa-McAllen, justo enfrente de la frontera México-EU. McAllen es una ciudad del
condado de Hidalgo, Texas (Figura 1). Los pacientes se presentaron en hospitales y clinicas
de la Secretaria de Salud (SS) de Reynosa entre enero y diciembre del 2015. Para ser
incluidos, los pacientes debian cumplir los criterios clinicos para la fiebre por dengue (FD)
o fiebre hemorragica por dengue (FHD) de acuerdo a los lineamientos establecidos por la
OMS en 1997 (OMS, 1997). Aunque la OMS revis6 los lineamientos en 2009, ahora ha
clasificando a los pacientes como dengue sin signos de alarma, dengue con signos de
alarma y dengue grave, la nueva clasificacion de la enfermedad se utilizé por primera vez

en México en 2016 (OMS, 2009).
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Figura 1. Localizacion geogrifica del drea metropolitana Reynosa-McAllen

La informacion clinica y demogréfica fue documentada y los sueros de pacientes
en fase aguda se recolectaron. Es obligatorio reportar el dengue en México; por lo tanto,
no se requirio el consentimiento informado, sin embargo, se eliminod toda la informacion
identificativa para proteger las identidades de los pacientes. Los sueros se analizaron para
la deteccion de la proteina no estructural 1 (NS1) de VDEN por medio del ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) utilizando el kit comercial Panbio Dengue
Early ELISA (Inverness Medical Innovations Ltd., Australia) o Platelia™ Dengue NS1
Antigen ELISA (BioRad, Hercules, CA, USA). Las alicuotas de suero seleccionados se
enviaron al Instituto Nacional para Diagnostico y Referencia Epidemiologica (INDRE) en
la Ciudad de México, donde se extrajo el RNA total utilizando el kit de extraccion de RNA
viral QIAamp (Qiagen, Valencia, CA, USA) y se evaluaron para la deteccion de RNA por
reaccion de transcripcion inversa y en cadena de la polimerasa cuantitativa (QRT-PCR)
usando un protocolo estandarizado establecido por los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades de EU (CDC, 2018). Los sueros analizados por qRT-PCR
fueron seleccionados usando un algoritmo establecido por la SS en el cual 1) todos los
pacientes con artralgia son analizados hasta que se identifica un caso autdctono de FCHIK
en el estado, después son analizados aproximadamente el 5%, y ii) aproximadamente el
2% y el 5% de pacientes no artralgicos con y sin antigeno de VDEN se analizaron,
respectivamente. El primer caso autoctono de FCHIK en Tamaulipas ocurri6 en julio de

2015 durante la semana epidemiologica (SE) 27 (SS, 2018). Se considero que los pacientes
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tenian infecciones por VDEN y VCHIK si resultaban positivos al antigeno de VDEN y al
RNA de VCHIK, en ambos casos avalados por laboratorio.

Los sueros positivos para RNA de VCHIK se seleccionaron y se procedio al
aislamiento viral en cultivo celular en dos pases ciegos en células C6/36 de Ae. albopictus.
Las monocapas de células C6/36 fueron inoculados con 60 ul de la muestra del paciente y
se incubo por 1 hora (hr) a 28 °C para su absorcion. Las monocapas fueron
subsecuentemente mantenidas en medio L-15 (Leibovitz), suplementado con 1% de
aminoacidos no-esenciales y 2% de suero fetal bovino. Las células se mantuvieron a 28 °C.
Enseguida, se tom6 100 ul del sobrenadante de células C6/36 de Ae. albopictus, para
continuar con dos pases ciegos mas en células de rifidon de mono verde africano (Vero). A
continuacion, se inocularon con 100 ul del sobrenadante anterior y las células se
mantuvieron en medio de cultivo DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential
medium) por sus siglas en inglés, sumplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB), 1%

de L-Glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina a 37 °C con 5% de COs..

El RNA total se extrajo de los sobrenadantes del cultivo celular usando el kit de
extraccion de RNA viral QIAamp (Qiagen). El genoma completo o los genes de las
proteinas estructurales (cdpside-E3-E2-6K-E1) de cada aislamiento se amplifico por
Reaccion Transcriptasa Reversa y en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) para el
traslapamiento de fragmentos (secuencias de cebadores; ver en amexos). Los DNA
complementarios se generaron usando Superscript III transcriptasa inversa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y en las PCRs se utilizo DNA Tag polimerasa de alta fidelidad

(Invitrogen).

En la reaccion del testigo negativo se utiliz6 dH20 y en el caso del RNA total fue
extraido de células infectadas de un aislado de VCHIK proveniente del estado de Yucatan,
como testigo positivo, respectivamente. Los productos de PCR se purificaron utilizando el
kit QIAquick PCR (Qiagen) y se secuenciaron utilizando el secuenciador de DNA 3730x1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.3 Resultados
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El estudio de corte consisti6 en 1090 pacientes. De estos, 1065 pacientes
manifestaron sospecha de FD y 25 pacientes cumplieron los criterios clinicos para la FHD,
incluidos seis pacientes que fueron hospitalizados. Los sueros de 134 pacientes (12.3%)
fueron positivos a la prueba de ELISA para el antigeno de VDEN. Otros estudios también
han mostrado que la mayoria de los pacientes clinicamente diagnosticados con dengue no
presentaron infecciones por VDEN confirmadas por laboratorio (Heringer et al., 2017,
Lorono-Pino et al., 2004). En total, 126 pacientes fueron diagnosticados con FD y 8
pacientes fueron diagnosticados con FHD, todos confirmados por laboratorio,
respectivamente. Se seleccionaron los sueros de pacientes (n=34) para analizarse por qRT-
PCR para la deteccion de RNA de VCHIK, donde se incluyeron 20 pacientes con FD y 4
pacientes con FHD, todos confirmados por laboratorio. De estos, siete pacientes
presentaron artralgia y 27 pacientes no fueron artralgicos. Treinta y un pacientes analizados
por RNA de VCHIK desarrollaron sintomas en octubre o noviembre. Trece pacientes
(38.2%), incluidos cuatro pacientes con FD confirmados por laboratorio y un paciente con
FHD confirmado por laboratorio, fueron positivos para RNA de VCHIK (Cuadro 1). Todos
los pacientes con FCHIK confirmados por laboratorio, desarrollaron sintomas en octubre
o noviembre del 2015. La poliartralgia persistio en dos pacientes con FCHIK (R-606 y R-
607) durante mas de seis meses y ambos también fueron positivos para el antigeno VDEN,
lo que sugiere que la co-infeccion puede resultar en sintomas mas graves. Al menos seis

pacientes positivos a FCHIK manifestaron no haber viajado fuera de Tamaulipas ese afio.

Tres sueros positivos al RNA de VCHIK se seleccionaron aleatoriamente para
aislar el VCHIK en cultivo celular. Un aislamiento fue recuperado en cada ocasion. El
genoma completo de un aislado (designado como CH-R-1950) y las regiones de la capside-
E3-E2-6K-E1 de dos aislados fueron secuenciados (Genbank, numeros de acceso
MG921596, MG822707 y MG822708). Los alineamientos de las secuencias de
nucleotidos y las secuencias de aminoacidos deducidas de las regiones de la capside-E3-
E2-6K-E1 de los tres aislados se analizaron utilizando el programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) donde se observo un 99.9% -100% y 99.8% -

100% de identidad entre si, respectivamente. La secuencia del genoma de CH-R-1950 se
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aline6 con todas las demas secuencias de VCHIK en la base de datos de GenBank y mostré
tener una mayor identidad de nucleo6tidos (>99.8%) con los genomas aislados de Chiapas,

Nicaragua y otras partes de las Américas. La inferencia filogenética estd de acuerdo con

estos hallazgos (Figura 2).
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Cuadro 1. Resultados demograficos, clinicos, y de laboratorios de pacientes de Chikungunya

Identificacion Género Edad Inicio de la Inicio de la Viajet = VDEN NS1 Diagnéstico RNA Aislamiento
del paciente (afios) enfermedad enfermedad ELISA de Dengue VCHIK} de VCHIK
(fecha) (SE¥)

R-143 F§ 38 Octubre 3 40 ND | -9 - + NT#
R-462 F 68 Octubre 14 41 No - - + NT
R-482 F 28 Octubre 19 42 No Inconcluso - + NT
R-606 F 67 Octubre 29 43 No +** FD}+ + NT
R-607 F 51 Noviembre 3 44 Si + FD + NT
R-615 Mii 33 Noviembre 3 44 No - - + NT
R-702 F 52 Noviembre 8 45 ND - - + NT
R-703 F 43 Noviembre 9 45 ND - - + NT
R-756 M 18 Noviembre 10 45 ND + FHD§$§ + NT
R-779 F 29 Noviembre 12 45 No - - + NT
R-1950 M 28 Noviembre 3 44 No + FD + +
R-1972 F 62 Noviembre 4 44 ND + FD + +
R-2295 F 43 Noviembre 10 45 ND - - + +

VCHIK=virus del chikungunya; VDEN= virus del dengue; ELISA= ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima; SE=semana epidemioldgica

proteina no estructural 1

* Semana Epidemiologica
tDefinido como viaje fuera de Tamaulipas en 2015
}Valores de Ct < 36 fueron considerados positivos

§Femenino

|| No documentado

YNegativo
#No analizado
**Positivo

t1Fiebre por Dengue

tfMasculino

§§Fiebre Hemorragica por Dengue

NS1=
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Figura 2. Analisis filogenético de la secuencia del genoma completo de CH-R-1950 y otros aislamientos del virus
del Chikungunya seleccionados. Las secuencias de nucle6tidos se alinearon usando el programa de alineacion multiple
y la transformacion rapida de Fourier. Un analisis Bayesiano basado en las cadenas de Markov por el método de Monte
Carlo se realizo por el programa de MrBayes usando el tiempo general reversible mas sitios invariantes de distribucion
plus gamma modelo 4. (Ronquist ez al., 2003). Cuatro millones de interacciones se usaron para alcanzar la convergencia.
Las probabilidades posteriores seleccionadas fueron denotadas como porcentajes bajo los nodos. Las longitudes de las
ramas son proporcionales al nimero de diferencias nucleotidicas. Se mostraron los genotipos Enzodtico Oeste y
Este/Centro/Sur Africano (ECSA), asiatico, y el genotipo endémico/epidémico Océano Indico (IOL). La secuencia
nucledtidica del genoma de VCHIK aislado de Reynosa, pertenece al genotipo asiatico (indicado por la flecha negra).

3.4 Discusion
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Este es el primer estudio que reporta las manifestaciones clinicas y los hallazgos de
laboratorio de un caso auténomo de FCHIK en el norte de México (definido como un
estado que limita con los EU). El primer caso de FCHIK en el norte de México ocurri6 en
Sonora en 2014, pero se asumid que el caso fue importado porque el paciente habia viajado
recientemente a Chiapas (Martinez-Medina ef al., 2017). En otro estudio, se detectd6 RNA
de VCHIK en 41 de 101 (40,6%) pacientes con fiebre en Nuevo Ledn en el 2015 (Gomez-
Govea et al., 2017). Treinta y un pacientes positivos al RNA de VCHIK incluidos en este
estudio recientemente habian viajado al sur de México. Los historiales de viaje de los otros
pacientes no fueron documentados. De acuerdo con la base de datos de las SS, el primer
caso autonomo de FCHIK en el norte de México ocurri6 en Sonora en la SE 52 del 2014
(SS, 2014). Como ya se senald, el primer caso autdctono en Tamaulipas ocurrié en la SE

27 de 2015 (SS, 2015).

De acuerdo al Departamento de Servicios de Salud del Estado de Texas, 32 de los
254 condados en Texas estan designados como condados fronterizos (definidos dentro de
los 100 km de la frontera entre Estados Unidos y México) (DSHS, 2018). Un caso local y
tres casos importados de FCHIK ocurrieron en los condados fronterizos de Texas en 2015
(EGEU, 2018). Un caso importado se identificod en el condado de Hidalgo. El numero de
casos por FCHIK en los condados fronterizos de Texas en 2015 fue considerablemente mas
bajo que el nimero de casos reportados solo en Reynosa. Dos casos de dengue (ambos
importados) también ocurrieron en los condados fronterizos de Texas en 2015 y, por lo
tanto, también hay una notable diferencia entre el nimero de casos de dengue reportados
en ambos lados de la frontera entre Reynosa y Texas. Otros estudios realizados en areas
metropolitanas binacionales han también reportado una incidencia mucho mayor de dengue
en México en comparacion con EU (Ramos ef al., 2008). Los factores ambientales que
afectan el contacto entre mosquitos y humanos (por ejemplo, el aire acondicionado) sugiere

ser unas de las razones principales de estas diferencias (Reiter et al., 2003).

3.5 Conclusion

100



Reportamos la primera secuencia del genoma de VCHIK aislado en el norte de
Meéxico. Los genes de las proteinas estructurales de otros dos aislados también se
secuenciaron. Otra secuencia de VCHIK del norte de México esta disponible en la base de
datos de Genbank: una region de 457-nt del gen E2 detectada en un paciente de Nuevo
Leon (Gomez-Govea ef al., 2017). No se identifico ninguna substitucion de E2 o E1 que
previamente se ha mostrado que incrementa la capacidad replicativa del virus en Aedes
albopictus (Tsetsarkin et al., 2014). También reportamos la evidencia de co-infecciones de
VCHIK y VDEN en cinco pacientes en el norte de México. Cinco pacientes del estudio de
Nuevo Le6n también podrian haber sido co-infectados con estos virus porque se detectaron
RNA de VCHIK e IgM contra VDEN en sus sueros (Gomez-Govea et al., 2017). En
conjunto, los datos anteriores denotan la importante necesidad de continuar realizando

diagnosticos diferenciales para VCHIK y VDEN en el norte México.
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Resumen

Un total de 2355 residentes con sospecha de infeccion por dengue de la ciudad de
Reynosa, Tamaulipas, se presentaron en hospitales y clinicas de la Secretaria de Salud de
Meéxico durante 2014 al 2016. Mientras que 346 residentes de una colonia endémica por
dengue, se incorporaron durante una investigacion epidemioldgica en campo realizada
durante el 2014 y 2015. Los sueros con sospecha a infeccion por dengue se analizaron para
la deteccion del antigeno del virus del Dengue (VDEN) por el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzima (ELISA), el cual fue positivo en 418 pacientes (17.7%) en fase aguda. Los
sueros de los residentes de la colonia endémica se analizaron para la deteccion de
anticuerpos reactivos a flavivirus por la inmunoglobilina M (IgM) e IgG, encontrado 217
participantes (62.7%) positivos a IgG y 4 participantes a I[gM. De los sueros de pacientes
antigeno IgM-positivos, se seleccionaron al azar 137 para determinar la presencia de
anticuerpos especificos IgE anti-dengue, durante la fase aguda de la infeccion por dengue
entre los residentes de la ciudad de Reynosa, Tamaulipas. Los sueros de 6 pacientes
resultaron positivos a IgE anti-dengue (DS=1.102), de los cuales, tres pacientes fueron
positivos a IgM e IgG, un solo paciente fue IgM positivo, pero negativos a IgG y dos
pacientes positivos a IgM. En conclusion, proporcionamos evidencia de la deteccion de
IgE especifica anti-dengue en muestras de pacientes con infeccion primaria y secundaria

en la fase aguda de la infeccion por dengue, en Tamaulipas, al norte de México.

Palabras clave: infeccion aguda, dengue, IgE, Reynosa.
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Abstract

A total of 2355 residents with suspected dengue in the city of Reynosa, Tamaulipas,
were presented in hospitals and clinics of the Secretariat of Health among 2014 to 2016. In
other hand, 346 residents from a dengue-endemic neighborhood were recruited during a
household-bases epidemiological investigation during the 2014 and 2015. Sera suspected
dengue were tested for DENV antigen by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
and it was detected in 418 (17.7%) patients in the acute phase. Sera from a dengue-endemic
neighborhood were tested for flavivirus-reactive antibodies by immunoglobulin (Ig) M and
IgG, them were detected in 217 (62.7%) participants IgG positive and 4 participants to
IgM. Sera from antigen-positive and IgM-positive patients were randomly selected (n =
137) to determine the presence of specific antibodies IgE anti-dengue, during the acute
phase of dengue infection among residents of the city of Reynosa, Tamaulipas. Sera from
six patients were positive to IgE anti-dengue (DS = 1.102), of which, three patients were
positive to IgM and IgG, a single patient with positive IgM, but negatives to IgG and two
patient IgM positive. In summary, we provide evidence of specific anti-dengue IgE
detection in samples with primary and secondary infection in the acute phase of dengue

infection in Tamaulipas, northern Mexico.

Keywords: acute infection, dengue, IgE, Reynosa.
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4.1 Introduccion

El virus del dengue (VDEN, familia Flaviviridae, género Flavivirus) ha llegado a
ser casi tan importante como la malaria en términos de mortalidad y morbilidad, la cual se
estima que causa 207 mil millones de casos clinicos al afio, aunque dengue tiene una
morbilidad mucho mas baja (Horstick et al., 2015). El dengue es causado por cualquiera
de los cuatro serotipos del virus del dengue (VDEN 1-4), los cuales se encuentran muy
relacionados y comparten una secuencia homologa del 65-70% (Dejnirattisai et al., 2015).
Una infeccién por VDEN puede resultar en casos sintomaticos como fiebre por dengue
(FD) o en una fiebre no diferenciada, pero en la mayoria de los casos se presenta de forma
asintomaticos o inaparente, esto es debido a que no son detectados por los programas de
vigilancia de los programas de salud u hospitales (Endy et al., 2011; Malavige et al., 2012).
Ademas, el VDEN puede manifestarse en sus formas graves como Dengue con Signos de
Alarma (DCSA), y Dengue Grave (DG), [anteriormente Fiebre Hemorragica por Dengue
(FHD) y Sindrome de Shock por Dengue (SSD), respectivamente] que puede ser fatal en
algunos de los casos (Malavige et al., 2012; OMS, 2009).

La infeccion inicial con un serotipo en particular es conocido como infeccién
primaria y cualquiera infeccion subsecuente con cualquier otro serotipo es conocido como
infeccion secundaria por dengue (Malavige et al., 2012). En la infeccion primaria, la
inmunoglobulina tipo G (IgG) aparece lentamente con bajos titulos entre los 8 a 10 dias
después de iniciada la fiebre. Mientras que la inmunoglobulina tipo M (IgM) es detectada
alrededor del quinto dia después de la aparicion de la fiebre y permanece de 2 a 3 meses.
En la infeccion secundaria, los anticuerpos IgG aparecen rapidamente, con altos titulos
poco después de aparecer la fiebre y, en algunos casos, la IgM puede ser detectada
(Guzman et al., 2015). En las ultimas dos décadas, la inmunoglobulina tipo E (IgE) se ha
sugerido como marcador serologico de infecciones por dengue, debido a que su presencia
es altamente especifica, fuerte y mas rapida que la de otros anticuerpos, ya que su respuesta
se presenta en tan solo 3 dias (Miguez-Burbano 2011; Remoue et al., 2007). Algunos
autores han descrito la elevacion del anticuerpo IgE en pacientes con infeccion por dengue,

donde en pacientes con FHD se observé el incremento de los niveles de IgE total y
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especifico. Alexeyev y cols., (1994); Vazquez y cols ., (2004) mencionan que los niveles
de IgE total en pacientes por dengue son mas elevados que en sujetos no expuestos por
dengue. En pacientes con casos de FHD/SSD los niveles especificos de IgE se representan

mas que en casos con FD y en individuos sanos (Miguez-Burbano et al., 1999).

En México, el dengue es hiperendémico ya que los cuatro serotipos han sido
aislados en el pais y el principal vector, Aedes aegypti, se ha reportado en 30 estados de la
repiblica (Undurraga et al, 2015). Sin embargo, el dengue histéricamente se ha
transmitido en el norte de México (Champion et al., 2014). En 1995, durante el periodo
julio-diciembre, las autoridades de Tamaulipas reportaron 4,758 casos sospechosos de
dengue y un gran niimero de casos (2706) fueron reportados en la ciudad de Reynosa,
donde se aislaron los serotipos VDEN-2, 3 y 4 (JAMA, 1996). Recientemente, en el 2016
y 2017 se reporto en el estado de Tamaulipas, 1042 casos DNG y 62 casos de DCSA y DG
(SS, 2017; SS, 2018), mientras que, al norte del estado, en Texas, s6lo se reportaron 172
casos por dengue en el mismo periodo (JAMA, 1996). El objetivo de este trabajo consitio
en realizar la deteccion de IgE anti-dengue como un posible marcador de deteccion de
dengue en la primera fase de infeccién en muestras de pacientes con infeccion en la ciudad

de Reynosa Tamaulipas.

4.2 Métodos

Area de estudio

Los participantes de este estudio fueron residentes de la ciudad de Reynosa,
perteneciente al estado de Tamaulipas. Esta ciudad fronteriza esta localizada en las
coordenadas 98 ©22 " 12.1 "O, 25°49 " 35" N, colindando al norte con McAllen, Texas,
EU (Figura 1). La ciudad de Reynosa comprende 345 barrios o colonias y es la ciudad mas
poblada del estado de Tamaulipas, con una poblacion estimada de 650,000 habitantes.

Poblacion seleccionada para la investigacion clinica.
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El departamento de epidemiologia, Jurisdiccion IV de la Secretaria de Salud (SS)
de la ciudad de Reynosa, proporcion6 las muestras que se presentaron en enero del 2014 a
diciembre del 2016 con sospecha de dengue provenientes de hospitales y las clinicas de la
SS en Reynosa. Para ser elegible e incluidos en el estudio, los pacientes que presentaron
en 2014 0 2015 tuvieron que cumplir los criterios clinicos para FD, FHD o SSD, de acuerdo
a los lineamientos establecidos por la OMS para el diagnodstico de dengue (OMS, 1999).
Los pacientes con FHD no fueron clasificados de acuerdo a su gravedad. Los pacientes que
se presentaron en 2016 fueron clasificados de acuerdo a los lineamientos de dengue
establecidos por la OMS en 2009 y, por lo tanto, tuvieron que cumplir los criterios clinicos
para DNG, DCSA o DG (OMS, 2009). La mas reciente clasificacion de la enfermedad por
dengue no fue utilizada en México antes del 2016. Los pacientes que no vivian en la ciudad

de Reynosa no fueron incluidos en la poblacion muestreada.

La informacion demografica y clinica fue documentada por los responsables del
departamento de epidemiologia y la informacion seleccionada se remitid a nosotros,
aunque esto no incluy6 la informacion sobre sintomas especificos (solamente la

clasificacion de la enfermedad).

Poblacion muestreada para la investigacion sero-epidemiologica en campo

Los datos presentes en este estudio fueron obtenidos durante un estudio sero-
epidemiologico por exposicion a flavivirus. El estudio se realiz6 en la colonia Nuevo
Amanecer donde, de acuerdo a la SS durante el 2013 se presentaron 276 casos de DNG y
337 casos de DCSA y DG, resultando ser la colonia mas endémica por dengue en la ciudad
de Reynosa en ese afio (Figura 1). Cada casa fue visitada durante cuatro ocasiones: marzo
2014, octubre 2014, abril o mayo 2015, y octubre 2015. En cada visita se realiz6 un
interrogatorio clinico para la identificacion de signos o sintomas caracteristicos de
infeccion por dengue en todos los participantes durante la toma de la muestra. Los sueros
de los participantes del estudio se colectaron en cada visita, a menos que no estuvieran en

casa 0 se negaran a participar.

110



UNITED STATES OF AMERICA

Figura 1. Localizacién geografica del area metropolitana Reynosa-McAllen. El rectangulo punteado indica la
colonia Nuevo Amanecer

Consentimiento ético

Durante un estudio de sero-epidemiologia, el consentimiento por escrito para
concurrir se obtuvo de cada participante después de una explicacion completa del estudio.
Si la persona tenia menos del8 afos de edad, el consentimiento por escrito se obtuvo de
un padre o tutor legal. En el caso de las personas de 8 a 18 afios de edad fue necesario
preguntar para su aprobacion. Los adultos que se negaron a firmar el formulario de
consentimiento y los nifios que no estaban conformes no fueron incluidos en el estudio.
Los nifios menores de 2 afios de edad fueron ilegibles para su inclusion. El protocolo de
investigacion fue aprobado por la junta de revision institucional del Instituto Politécnico

Nacional.

En el caso de las muestras proporcionadas por la SS, no se requirio de la
aprobacion ética para analizarlas y publicarlas de acuerdo con la ley de transparencia
mexicana. Los casos de informacion referidos estdn disponibles en el boletin

epidemiologico. Todos los datos fueron tratados de forma confidencial y anénima.
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Ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) para deteccion de infecciones

recientes por VDEN

Los sueros de todos los pacientes con sospecha de dengue provenientes del
departamento de epidemiologia fueron analizados para la deteccion de la proteina no
estructural 1 (NS1) de VDEN por medio del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA) usando el kit comercial de Panbio Dengue Early ELISA (Inverness Medical
Innovations Ltd., Australia) o el kit de Platelia™ Dengue NS1 Antigen ELISA (BioRad,
Hercules, CA, USA). Cuando se us6 Panbio Dengue Early ELISA, los valores de indice se
calcularon siguiendo las instrucciones del fabricante, considerando valores de <0.9, entre
0.9 y 1.1, y >1,1 negativos, equivocos y positivos, respectivamente. Cuando se uso
Platelia™ Dengue NS1 Antigen ELISA, se calcularon los indices de muestreo siguiendo
el protocolo establecido y valores de <0.5, entre 0.5y 1.0, y >1,0 se consideraron negativos,
equivocos y positivos, respectivamente. Si el antigeno NS1 de VDEN fue detectado, el

paciente se considero positivo una la infeccion por VDEN.

Los sueros de todos los participantes muestreados en la investigacion de campo
fueron analizados para la deteccion especifica de las inmunoglobulinas IgM e IgG contra
flavivirus usando ELISA de captura de DENV Detect™ IgM (InBios Internacional Inc.,
Seattle, WA, USA) y ELISA de captura de DENV Detect™ IgG (InBios Internacional Inc.,
Seattle, WA, USA), respectivamente. Para el indice del estado inmune (ISR) en ambos, se
calcularon siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados negativos, equivoco y
positivo se definié6 como aquellos que generaron valores ISR de <1.65, >1.65 y <2.84, y

>2.84, respectivamente.

Criterios de seleccion de las muestras para el analisis de la deteccion especifica en suero

de IgE especifica anti-dengue

Las muestras para la deteccion de anticuerpos IgE anti-dengue en fase aguda de la

enfermedad en pacientes confirmados por dengue, se seleccionaron al azar. En el caso de
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la investigacion clinica, fueron los sueros positivos al antigeno NS1 y en la investigacion
de campo, los positivos al anticuerpo IgM anti-dengue. En esta misma investigacion no se

descarto la inclusion de las muestras con resultados equivocos al anticuerpo IgM.

Desarrollo de una ELISA casera para la deteccion especifica en suero de IgE especifica

anti-dengue

La ELISA casera se desarroll6 para medir la IgE especifica anti-dengue en muestras
de suero, siguiendo el protocolo descrito por Ku-Pech (datos no publicados). Se establecid
un inmunoensayo tipo doble sdndwich, en el cual se emple un anticuerpo anti-IgE humano
(Seracare, Milford, MA, USA, Num cat. 5220-0329), el antigeno tetravalente de dengue
sin diluir (una mezcla de los cuatro serotipos de VDEN, aislados en células infectadas de
C6/36 de Ae. albopictus) y un anticuerpo monoclonal anti-flavivirus marcado con
peroxidasa de rabano (HRP) (6B6C-1), que sirvid6 como un marcador de la reaccion de
unién antigeno-anticuerpo. En este procedimiento un sustrato de HRP soluble en agua, el
acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS), permite la coloracion verde
al final de la reaccion. Para medir la intensidad de la coloracion, las muestras se leyeron a
un rango de 405-490 nm. Para estimar los indices para la deteccion de anticuerpos IgE
especificos contra dengue se calculé de acuerdo a la siguiente formula propuesta por
Koraka et al., (2003): indice de IgE especifico contra dengue = (D.O. muestra - D.O.
blanco) / (media de los testigos negativos + 3 x DESVEST), donde la D.O: es la densidad
Optica (extincion) de cada muestra. Se definié como positivo y negativo aquellas muestras

con un indice > 0.102 y <0.102, respectivamente.

4.3 Resultados

Investigacion clinica

Un total de 2355 residentes de Reynosa presentaron sospecha de dengue en 2014 a

2016. La NS1 de VDEN fue detectada a partir de ELISA en sueros de 418 (17.7%)
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pacientes. La mayoria de los pacientes que fueron confirmados con una infeccién por
dengue se presentaron en 2014 (218 casos), seguidos en 2015 y 2016 (134 y 66 casos,
respectivamente). Hubo 309 casos confirmados de FD (183 casos en 2014 y 126 casos en
2015) y 43 casos confirmados de FHD (35 casos en 2014 y 8 casos en 2015). No hubo
casos sospechosos o confirmados de SSD. En 2016, las clasificaciones mas recientes de
dengue fueron adoptadas por las SS y entonces hubo 63 casos confirmados de DSSA y tres
casos confirmados de DCSA. No hubo casos confirmados de DG. Todos los pacientes con

las formas graves de la enfermedad sobrevivieron.

Investigacion sero-epidemiologia en campo

La poblacién muestreada consistié en 346 participantes de 114 casas. También se
visitaron otras seis casas, pero los residentes se negaron a participar. Cada casa participante
fue visitada en cuatro ocasiones: marzo 2014, octubre 2014, abril-mayo 2015 y octubre
2015. El numero promedio de participantes en el estudio en cada casa fue de 3.0, con un
rango de 1 a 10, y ninguno tuvo sintomas consistentes de infeccion por flavivirus en el
registro. La edad promedio de los participantes del estudio fue de 33.7 afios (rango: 3 a 95
afios). Hubo 143 varones y 203 mujeres. Los sueros fueron colectados de 119 participantes
en las cuatro ocasiones y de 61, 71 y 96 participantes en tres, dos o una ocasion,

respectivamente.

Un total de 217 (62.7%) participantes registrados en el estudio fueron positivos
para flavivirus por IgG, incluyendo cuatro participantes que también fueron positivos a
IgM y 10 participantes con resultados equivocos para IgM. El resto, 119 (34.4%)
participantes fueron negativos para flavivirus tanto para IgM como para IgG, y 10 (2.9%)

participantes resultaron equivocos para IgG basales.
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Desarrollo de una ELISA casera para la deteccion especifica en suero de IgE especifica
anti-dengue

Un total de seis participantes (6/137), tres participantes en cada investigacion
respectivamente presentaron el anticuerpo IgE anti-dengue por infeccion reciente, durante
el registro en la investigacion clinica y sero-epidemiologica de campo transcurrida en 2014
al 2016 (Cuadro 1). De los cuales, tres participantes, designados como AMLO, BROO y
GMIJO resultaron positivos a IgM e IgG para flavivirus, y un participante, designado como
MMPO, resultd equivocd a IgM, pero positivo a IgG, respectivamente, durante 2014. En
2015, no se detectd el IgE anti-dengue en los participantes. Mientras, en 2016, dos
participantes designados como GMQO y CDBQ, solo fueron positivos a IgM para

flavivirus, considerandolas como infeccion primaria por dengue (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Participantes en la investigacion clinica e investigacion de campo con

resultados positivos a IgE anti-dengue

Paciente . DS Interpretacion
media
AMLO 0.103 0.102 Positivo
BROO 0.126 0.102 Positivo
GMJO 0.102 0.102 Positivo
MMPO 0.121 0.102 Positivo
GMQO 0.136 0.102 Positivo
CcDBQ 0.122 0.102 Positivo

DS; desviacion estandar

Cuadro 2. Hallazgos seroldgicos de los participantes seleccionados en la investigacion

clinica y de campo.

ELISA
Participante Fecha de colecta del NS1 igM IgG
suero
AMLO 10/15/14 +2 + +
BROO 10/18/14 NAP + +
GMJO 10/25/14 NA --C +
MMPO 10/25/14 NA + +
GMQO 10/5/16 + + -
CDBQ 10/5/16 + + -

*Definido como participantes positivos; "no analizados; “equivocos; ‘negativos
ELISA, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima; IgM; inmuglobulina M; IgG, inmunoglobulina G; IgE

inmunoglobulina E; NS1, proteina no estructural 1.

116



4.4 Discusion

Durante el curso de la infeccion por VDEN, el paciente desarrolla una variada
respuesta de anticuerpos contra los dimeros de la proteina E y una reaccion cruzada con
los cuatro serotipos. A pesar de la reactividad cruzada, los anticuerpos son producidos s6lo
para prevenir una re-infeccion por el mismo serotipo homologo. La neutralizacion sero-
especifica mediada por anticuerpos puede ser detectada 60 afios después de la infeccion
primaria, sugiriendo que los anticuerpos proveen una proteccion para toda la vida contra el
serotipo homoélogo (de Alvis et al., 2012). Los métodos inmunologicos cominmente
usados, por ejemplo, la deteccion de IgM es 1til para el diagnostico de la infeccion por
VDEN, pero su interpretacion podria ser un reto dado que la IgM elevada puede deberse o
a una reciente infeccioén o una reaccion cruzada con otros flavivirus. Mientras que el nivel
de IgG permanece elevado por meses o hasta afios y un resultado positivo en el ensayo
puede indicar una infeccion pasada, por lo tanto, tiene implicaciones limitadas para la
gestion clinica (Lim et al., 2017). Por otro lado, el papel que juega IgE durante la
patogénesis o gravedad de la enfermedad por dengue es importante, ya que se conoce que
incrementa la permiabilidad vascular (a través de los mediadores de células de mastocitos),

la cual es una caracteristica de forma grave de la enferemedad (Inokuchi ez al., 2018).

Este es el primer estudio que reporta la deteccion de IgE anti-dengue en personas
en el norte de México (definido como un estado que limita con los EU). Ku-Pech, presento
en su tesis de pregrado, el primer trabajo para la deteccion de IgE anti-dengue en México
en 2015. En el presente estudio proporcionamos evidencia de la presencia de anticuerpos
IgE anti-dengue en la fase aguda de la enfermedad en el suero de pacientes con infeccion
primaria y secundaria por dengue. Similares resultados fueron reportados por Miguez-
Burbano y cols (1999), donde describi6 los niveles elevados de IgE en una poblacion
expuesta al VDEN. Estos niveles de IgE fueron significativamente elevados en sujetos con
una infeccion pasada por dengue y notablemente mas elevados en aquellos durante la fase
aguda en una infeccidon primaria o secundaria, en comparacion con individuos sin previa
exposicion a dengue. Por lo tanto, el incremento de IgE en suero durante la fase aguda y si

los niveles de IgG persisten elevados después de la fase de recuperacion por una infeccion
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por dengue, puede indicar la presencia de una respuesta especifica de IgE y posiblemente
refleje memoria inmune. Posteriormente, Koraka y cols (2003) mencionan que la presencia
especifica de IgE anti-dengue puede estar involucrada en la patogénesis de la enfermedad,
ya que se ha observado que sus niveles son r significativamente mas altos en pacientes con
FHD/SSD comparados con pacientes con FD. Ademas, Inokuchi y cols (2018) observaron
el incremento de la cinética especifica de IgE contra VDEN durante el curso de la infeccion
y encontraron que los niveles altos permanecieron durante un periodo largo, pero no se
observo diferencia significativa entre los diversos niveles de gravedad. En nuestro estudio,
los sueros de los pacientes con las formas graves de la enfermedad no fueron
proporcionados por la SS durante la investigacion clinica, mientras que, en la investigacion
de campo, no se presentd ningln caso. Por lo tanto, no se demostro la presencia de IgE
anti-dengue en muestras de pacientes con las formas graves de la enfermedad durante el

estudio.

La busqueda de marcadores apropiados durante las infecciones recientes y la
prevencion de las formas graves de la enfermedad por dengue, se han convertido en una
prioridad (Horstick et al., 2015), especialmente en los casos asintomadticos, que ocurren
con mayor frecuencia que los sintomaticos, prinicpalmente en las areas donde
simultaneamente ocurren multiples casos clinicos causados por mas de un serotipo del
VDEN (Wang et al., 2015; Lorofio-Pino et al., 1999). Esto es debido a que, se estima que
para el 2030, mas de la mitad de la poblacion mundial residirdn en areas tropicales urbanas
debido al crecimiento poblacional en dreas urbanas existentes y la migracion a las areas

rurales (Messina et al., 2015).

4.5 Conclusion

Proporcionamos evidencia de la deteccion de IgE especifica anti-dengue en
muestras con infeccidon primaria y secundaria en la fase aguda de la infeccion por dengue,
en Tamaulipas, al norte de México. El anticuerpo IgE puede considerarse util como un
marcador serologico en una infeccién temprana y asintomatica por dengue, demostrando

ser mas especifica, fuerte y rdpida en comparacion con los otros anticuerpos, en los
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diferentes niveles de la enfermedad. Particularmente en las areas de riesgo, donde un
incremento del nimero de serotipos que co-circulan en una region particular es un principal
indicador hacia la hiper-endemicidad de la enfermedad y al incremento de la frecuencia de
los casos graves, demostrando la importante necesidad de seguir realizando una vigilancia

y diagnostico de dengue en México.

119



4.6 Referencias

Alexeyev OA, Ahlm C, Billheden J, Settergren B, Wadell G, Juto P. Elevated
levels of total and Puumala virus-specific immunoglobulin E in the Scandinavian type of

hemorrhagic fever with renal syndrome. Clin Diagn Lab Immunol. 1994 May;1(3):269-72.

Champion SR, Vitek CJ. Aedes aegypti and Aedes albopictus Habitat Preferences
in South Texas, USA. Environ Health Insights. 2014 Dec 4;8(Suppl 2):35-42

de Alwis R, Smith SA, Olivarez NP, Messer WB, Huynh JP, Wahala WM, White
LJ, Diamond MS, Baric RS, Crowe JE Jr, de Silva AM. Identification of human

neutralizing antibodies that bind to complex epitopes on dengue virions. Proc Natl Acad

Sci U S A. 2012 May 8;109(19):7439-44.

Dejnirattisai W, Wongwiwat W, Supasa S, Zhang X, Dai X, Rouvinsky A,
Jumnainsong A, Edwards C, Quyen NT, Duangchinda T, Grimes JM, Tsai WY, Lai CY,
Wang WK, Malasit P, Farrar J, Simmons CP, Zhou ZH, Rey FA, Mongkolsapaya J,
Screaton GR. Corrigendum: A new class of highly potent, broadly neutralizingantibodies
isolated from viremic patients infected with dengue virus. Nat Immunol. 2015

Jul;16(7):785.

Endy TP, Nisalak A, Chunsuttiwat S, Libraty DH, Green S, Rothman AL, Vaughn
DW, Ennis FA, 2002. Spatial and temporal circulation of dengue virus serotypes: a

prospective study of primary school children in Kamphaeng Phet, Thailand. Am J
Epidemiol 156: 52-9.

Guzman MG, Harris E. Dengue. Lancet. 2015 Jan 31;385(9966):453-65.

Horstick O, Tozan Y, Wilder-Smith A. Reviewing dengue: still a neglected
tropical disease? PLoS Negl Trop Dis. 2015 Apr 30;9(4):e0003632.

120



Inokuchi M, Dumre SP, Mizukami S, Tun MMN, Kamel MG, Manh DH, Phuc LH,
Van Thuong N, Van An T, Weiss LN, Turk T, Dang TN, Huong VTQ, Morita K, Huy NT,

Hirayama K. Association between dengue severity and plasma levels of dengue-specific

IgE and chymase. Arch Virol. 2018 May 4.

JAMA. Dengue fever at the US-Mexico border, 1995-1996. From the Centers for
Disease Control and Prevention. 1996 Nov 13;276(18):1464-5.

Koraka P, Murgue B, Deparis X, Setiati TE, Suharti C, van Gorp EC, Hack CE,

Osterhaus AD, Groen J. Elevated levels of total and dengue virus-specific immunoglobulin

E in patients with varying disease severity. J Med Virol. 2003 May;70(1):91-8.

Ku-Pech CA, Puerto-Manzano FI, Machain-Williams C, 2015. Inmunoglobulina E
en el Diagnostico de Infeccion por Virus Dengue mediante Ensayo por Inmunoabsorcion
Ligado a Enzimas (ELISA) [tesis de pregrado]. Universidad Auténoma de Yucatan,

Yucatan, México.

Lim JK, Alexander N, Di Tanna GL. A systematic review of the economic impact

of rapid diagnostic tests for dengue. BMC Health Serv Res. 2017 Dec 29;17(1):850.

Lorofio-Pino MA, Cropp CB, Farfan JA, Vorndam AV, Rodriguez-Angulo EM,
Rosado-Paredes EP, Flores-Flores LF, Beaty BJ, Gubler DJ. Common occurrence of

concurrent infections by multiple dengue virus serotypes. Am J Trop Med Hyg. 1999
Nov;61(5):725-30.

Malavige GN, McGowan S, Atukorale V, Salimi M, Peelawatta M, Fernando N,

Jayaratne SD, Ogg G. Identification of serotype-specific T cell responses to highly
conserved regions of the dengue viruses. Clin Exp Immunol. 2012 May;168(2):215-23.

121



Messina JP, Brady OJ, Pigott DM, Golding N, Kraemer MU, Scott TW, Wint GR,
Smith DL, Hay SI. The many projected futures of dengue. Nat Rev Microbiol. 2015
Apr;13(4):230-9.

Miguez-Burbano MJ. In the war of viral infections IgE may play an important role:
Antibody kinetics in Dengue. J Antivir Antiretrovir 2011, 3:4.
(https://www.omicsonline.org/proceedings/in-the-war-of-viral-infections-ige-may-play-

an-important-role-antibody-kinetics-in-dengue-8598.html)

Miguez-Burbano MJ, Jaramillo CA, Palmer CJ, Shor-Posner G, Veldsquez LS, Lai
H, Baum MK. Total immunoglobulin E levels and dengue infection on San Andrés Island,

Colombia. Clin Diagn Lab Immunol. 1999 Jul;6(4):624-6.

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1997. Dengue haemorrhagic fever:
diagnosis, treatment, prevention and control. World Health Organization, 2nd edn. Geneva,

Switzerland

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2009. Dengue: guidelines for diagnosis,

treatment, prevention and control: New Edition. Geneva.

Remoue F, Alix E, Cornelie S, Sokhna C, Cisse B, Doucoure S, Mouchet F,
Boulanger D, Simondon F. IgE and IgG4 antibody responses to Aedes saliva inAfrican
children. Acta Trop. 2007 Nov-Dec;104(2-3):108-15.

Secretaria de Salud (SS), 2017. Panorama epidemiologico de dengue.

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/285237/Pano_dengue sem_52 2017.p

df Acceso en Mayo [Espaiol].
Secretaria de Salud (SS), 2018. Panorama epidemiologico de dengue.

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/178952/Pano_dengue sem_ 52 2016.p
df. Acceso en Mayo [Espafiol].

122



Undurraga EA, Betancourt-Cravioto M, Ramos-Castaneda J, Martinez-Vega R,
Mendez-Galvan J, Gubler DJ, Guzman MG, Halstead SB, Harris E, Kuri-Morales P, Tapia-
Conyer R, Shepard DS, 2015. Economic and disease burden of dengue in Mexico. PLoS
Negl Trop Dis 9: e0003547.

Viazquez S, Pérez AB, Ruiz D, Rodriguez R, Pupo M, Calzada N, Gonzalez L,
Gonzélez D, Castro O, Serrano T, Guzman MG. Serological markers during dengue 3

primary and secondary infections. J Clin Virol. 2005 Jun;33(2):132-7.
Wang T, Wang M, Shu B, Chen XQ, Luo L, Wang JY, Cen YZ, Anderson BD,

Merrill MM, Merrill HR, Lu JH. Evaluation of inapparent dengue infections during an
outbreak in Southern China. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Mar 31;9(3):e0003677.

123



ANEXOS



Anexos

Capitulo I1

PRNT VDEN-1

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo

Figura 1. Formacion de placas por la prueba de neutralizacion en reduccion en placa (PRNT) del VDEN-1 en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 37. B) Muestra de suero 70. C) Muestra de suero 39.
D) Muestra de suero 33. E) Muestra de suero 30. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucion de trabajo como testigo negativo.
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PRNT VDEN-2

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo
TM= Demasiadas placas

Figura 2. Formacion de placas por la prueba de neutralizacion en reduccion en placa (PRNT) del VDEN-2 en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 9. B) Muestra de suero 21. C) Muestra de suero 18.
D) Muestra de suero 16. E) Muestra de suero 14. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucidn de trabajo como testigo negativo.
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PRNT VDEN-3

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo
TM= Demasiadas placas

Figura 3. Formacion de placas por la prueba de neutralizacién en reduccion en placa (PRNT) del VDEN-3 en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 162. B) Muestra de suero 117. C) Muestra de suero
107. D) Muestra de suero 110. E) Muestra de suero 100. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucién de trabajo como testigo negativo.
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PRNT VDEN-4

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo

Figura 4. Formacion de placas por la prueba de neutralizacién en reduccion en placa (PRNT) del VDEN-4 en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 70. B) Muestra de suero 43. C) Muestra de suero 41.
D) Muestra de suero 40. E) Muestra de suero 37. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucidn de trabajo como testigo negativo.
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PRNT-VON

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo

Figura S. Formacion de placas por la prueba de neutralizacion en reduccion en placa (PRNT) de VON en muestras
de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 29. B) Muestra de suero 26 C) Muestra de suero 70. D) Muestra
de suero 34. E) Muestra de suero 32. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo; WD=dilucion de trabajo
como testigo negativo.

128



PRNT-VZIK

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién de trabajo
TM= Demasiadas placas

Figura 6. Formacion de placas por la prueba de neutralizacion en reduccion en placa (PRNT) de VZIK en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 162. B) Muestra de suero 133 C) Muestra de suero
145. D) Muestra de suero 100. E) Muestra de suero 153. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucion de trabajo como testigo negativo.
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PRNT-ESLV

BT= titulacién del virus
WD-= dilucién del trabajo
TM= demasiadas placas

Figura 7. Formacién de placas por la prueba de neutralizacién en reduccion en placa (PRNT) de ESLV en
muestras de suero en diferentes diluciones. A) Muestra de suero 144. B) Muestra de suero 145 C) Muestra de suero
136. D) Muestra de suero 147. E) Muestra de suero 63. F) Testigos; BT=Titulacion del virus, como testigo positivo;
WD=dilucion de trabajo como testigo negativo.
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Genotipificacion del VDEN

1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Figura 8. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacion de VDEN en muestras de suero de la
colonia Nuevo Amanecer en gel de agarosa al 1%. Carril 1: Marcador molecular 100 pb, HyperLadder TM 100 pb
(Bioline, Alexandria, NSW, AU), carril 2: muestra 1969 (VDEN-3), carril 3: muestra 3309 (VDEN-3), carril 4: muestra
58981 (VDEN-3), carril 5: muestra 59623 (VDEN-2), carril 6: muestra 59904 (VDEN-2), carril 7: muestra 60665
(VDEN-2), carril 8: S25CM 1D (VDEN-3), carril 9: D30TM7F (VDEN-2), carril 10: muestra SJAJ (VDEN-1), carril 11:
SJAJ en células Vero SJAJ (VDEN-3), carril 14: testigo positivo VDEN-1 (fragmento esperado 169pb), carril 16: testigo
positivo VDEN-2 (fragmento esperado 362pb), carril 18: testigo positivo VDEN-3 (fragmento esperado 254pb), carril
20: testigo positivo VDEN-4 (426 pb), carril 21: Marcador molecular 100 pb, carril 23: muestra 879L (VDEN-1), carril
24: muestra 927R (VDEN-1), carril 25: STAJ (VDEN-3), carril 29: testigo positivo VDEN-1 (fragmento esperado 169pb),
carril 30: testigo positivo VDEN-2 (fragmento esperado 362pb), carril 31: testigo positivo VDEN-3 (fragmento esperado
254pb), carril 32: testigo positivo VDEN-4 (426 pb), carril 35: testigo negativo.
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Figura 9. Analisis filogenético de la relacién evolutiva de 13 secuencias de VDEN identificados en residentes de
Reynosa. Analisis filogenético (método Neighbor-Joining) (Saitou et al., 1987) se analizaron secuencias aisladas de
VDEN1-4 pertenecientes al gen de la proteina no estructural 3 (NS3). Las secuencias correspondientes a la ciudad de
Reynosa estan denotadas en circulos rojos. El arbol esta a escala, la longitud de las ramas son las mismas que las unidades
para inferir las distancias evolutivas del arbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el
parametro de Kimura 2 (Kimura, 1980). El anélisis involucr6 a 25 secuencias de nucleodtidos, los “gaps” y datos faltantes
fueron elimindaos. Hubo un total de 145 posiciones al final del grupo de datos. El analisis evolutivo fue realizado en
MEGA (Kumar et al., 2016).
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Cuadro 1. Secuencias de VDEN usadas en el estudio de la filogenia

Identificacion y/o No. Acceso Serotipo Hospedero Localidad Aino
Genbank
KJ189330.1 1 Humano México 2007
KJ189322.1 1 Humano México 2007
GU131962.1 1 Humano México 2007
KY977454 1 2 Humano Panama 2011
KF955384.1 2 Humano Nicaragua 2001
KMAE 2 Humano México 2015
D30TM7F 2 Humano México 2014
1966 2 Humano México 2015
KF955396.1 2 Humano México 2008
M93130.1 3 Humano México 1990
AF317645.1 3 Humano China 2001
1969 3 Humano México 2015
59623 3 Humano México 2015
59904 3 Humano México 2015
60691 3 Humano México 2015
SJAJC636 3 Humano México 2016
S25CM1D 3 Humano México 2014
SJAJ 3 Humano México 2016
60665 3 Humano México 2015
58981 3 Humano México 2015
3309 3 Humano México 2016
KU050695.1 3 Humano Filipinas 1956
KP188566.1 4 Humano Brasil 2013
KP188563.1 4 Humano Brasil 2013
KP188562.1 4 Humano Brasil 2012

Cuadro 2. Secuencia de nucledtidos y posicion de los cebadores (DV1) consenso (rio

arriba) y de (DSP1-4) tipo-especifico rio abajo (Seah et al., 1995)

Cebador (y

orientacion)

DV1 (+)
DSP1 (-
DSP2 (-
DSP3 (-

)
)
)
DSP4 (-)

Secuencia (5°-3°)

GGRACKTCAGGWTCTCC
AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG
CCGGTGTGCTCRGCYCTGAT
TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG
CCTGGTTGATGACAAAAGTCTTG

Region

NS3
NS3
NS3
NS3
NS3

Posicion del

nucleétido

5067-5045
5279-5260
5174-5152
5342-5320

Longuitud
(pb)

169
362
265
426

Tm

(°C)
54.3
54.3
54.3
54.3
54.3

K, GIT; R, AG, W, AT, Y, CIT

Seah CL, Chow VT, Tan HC, Can YC. Rapid, single-step RT-PCR typing of dengue viruses using five
NS3 gene primers. J Virol Methods. 1995 Feb; 51(2-3):193-200.
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Figura 10. Mapa del area metropolitana Reynosa-McAllen mostrando las colonias en la ciudad de Reynosa que presentaron anticuerpos anti-arbovirus detectados por
PRNT durante el estudio. Colonias que presentaron anticuerpos anti-VDEN-1 (denotados en amarillo), anticuerpos anti-VDEN-2 (denotados en azul), anticuerpos anti-VON
(denotado en rojo), infecciones secundarias por arbovirus (denotados en verde) e infecciones indeterminados por arbovirus (denotados en gris).
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México

Figura 11. Mapa del 4rea metropolitana
Reynosa-McAllen mostrando la
circulacion de serotipos de VDEN en
colonias de la ciudad de Reynosa en
2014 durante el estudio. Colonias con
deteccion de VDEN-1 (denotados en
verde), VDEN-2 (denotados en azul), y
deteccion de multiples serotipos en una
solo colonia (denotados en rojo).

Figura 12. Mapa del 4rea metropolitana
Reynosa-McAllen mostrando la
circulacion de serotipos de VDEN en
colonias de la ciudad de Reynosa en
2015 durante el estudio. Colonias con
deteccion de VDEN-1 (denotados en
verde), VDEN-2 (denotados en azul),
VDEN-3 (denotados en amarillo), y
deteccion de multiples serotipos en una
colonia (denotados en rojo).

Figura 13. Mapa del drea
metropolitana Reynosa-McAllen
mostrando la circulacién de serotipos
de VDEN en colonias de la ciudad de
Reynosa en 2016 durante el estudio.
Colonias con deteccion de VDEN-1
(denotados en  verde), VDEN-2
(denotados en azul), VDEN-3 (denotados
en amarillo), y deteccion de multiples
serotipos en una colonia (denotados en
r0j0).
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Capitulo 111

Aislamiento viral de VCHIK

Figura 1. Aislamiento de VCHIK en células Vero. A) muestra CHIKV-R-1972, B) muestra VCHIK-R-1950, C)
Muestra CHIKV-R-2295, D) Testigo negativo de células Vero. Las muestras con VCHIK presentaron un Efecto
Citopatico (ECP) a los tres dias post-infeccion.
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Figura 2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacion del aislamiento CH-R-1950 del VCHIK en gel de agarosa al 1%. A) Genoma de VCHIK. B)
Carril 1: Marcador molecular 100 pb, TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA), carril 3: Region 5-UTR-NSP2 (fragmento esperado 3421 pb);
indicado por la flecha negra, carril 5: aislado de VCHIK del estado de Yucatan (testigo positivo), carril 8: Region NSP2-NSP3 (fragmento esperado 2265 pb); indicado por la flecha
negra, carril 10: testigo positivo, carril 11: Marcador molecular 100 pb, carril 13: Regién NSP3-E3 (fragmento esperado 3285 pb); indicado por la flecha negra, carril 15: testigo
positivo, carril 18: Region C-El(fragmento esperado 3050 pb); indicado por la flecha negra, carril 20: testigo positivo. C) Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Region 5'-
UTR-NSP1 (fragmento esperado 442 pb). D) Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Region E1-3"-UTR (fragmento esperado 1477 pb). E) Carril 1: Marcador molecular 100
pb, carril 2: Regién 3’-UTR (fragmento esperado 789 pb). F) Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Region El (fragmento esperado 370 pb), carril 4: Region E1-3"-UTR
(fragmento esperado 567 pb), carril 6: Region E1-3"-UTR (fragmento esperado 755 pb). G) Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Region 3'-UTR (fragmento esperado 300
pb). H) Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Region 3"-UTR (fragmento esperado 300 pb).
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Figura 3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacién de los aislamientos CH-R-1972 y CH-R-2295 del VCHIK en gel de agarosa al 1%. A) Producto
de PCR del aislamiento de CH-R-1972. Carril 11: Marcador molecular 100 pb, TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA), carril 12: Region NSP3-
E3 (fragmento esperado 3285 pb); indicado por la flecha negra, carril 15: testigo positivo, carril 17: Region C-El(fragmento esperado 3050 pb); indicado por la flecha negra, carril
20: testigo positivo. B) Producto de PCR del aislamiento de CH-R-2295. Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2: Regién C (fragmento esperado 369 pb), carril 3: Region 6K-
El (fragmento esperado 368 pb), carril 4: Marcador molecular 100 pb, carril 5: Region 3'-UTR (fragmento esperado 388 pb).
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Figura 4. Mapa del area metropolitana Reynosa-McAllen mostrando la circulacion de VCHIK en diversas colonias de la ciudad de Reynosa en 2015 durante el estudio.
Deteccion de casos por VCHIK (denotados en rojo).
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Cuadro 1. Cebadores utilizados para el ensayo RT-PCR y secuenciacion del genoma de VCHIK

Cebador Secuencia (5'-3') Region Posicion del Longuitud Tm (°C)
nucleétido* (bp)
SEQ55F CGTGAGACACACGTAGCCTAC 5-UTR 1-21 442 57.2
SEQ56R CGGCCATCACCTCTTGTAAGTC NSP1 420-442 57.6
P1FW AGGCCCTGCAACGTGCGTAC 5'UTR 115-135 3421 63.1
P1RW CCTTTTACTGGGCGGTGTTCGGC NSP2 3513-3536 62.8
P1FW AGGCCCTGCAACGTGCGTAC 5'UTR 115-135 688 63.1
SEQ1R GACCCTACTGAGAACAGCACACGG NSP1 779-803 61.1
SEQ2F GGCGTACTGGGTAGGGTTCGACAC NSP1 584-608 648 63
SEQ3R GCGACCACGGGAAGCAGGTAGTTCT NSP1 1207-1232 64.4
SEQ4F CCGACACGGTAGACGGTGAAAGAGT NSP1 1021-1046 586 62
SEQ5R AGGGGTGGTAGAGCCTCATGAGTC NSP1 1583-1607 61.8
SEQ6F GTAGTACCAGGCCTGTGGTCGTCC NSP1 1419-1443 586 62.7
SEQ7R GTCCGTGCATCGCAATGTGGTGTAAC NSP2 1919-2005 62.2
SEQS8F CGTGTACGCATAGCGGACGAGCA NSP1 1822-1845 518 63.3
SEQ9R CATCACGTCGGTGCTGATTTCTTGGC NSP2 2314-2340 62.1
SEQ10F ACTAATCCGCCCTACCACGAATTCGC NSP2 2142-2168 617 62.4
SEQ11R CCTCTGAAGCACGTTAACACGAGGTC NSP2 2733-2759 61
SEQ12F GACTGCCATTGTGTCGTCGTTGCAT NSP2 2624-2649 622 61.9
SEQ13R GCGCGTGCATATTTCATTCAGGGC NSP2 3222-3246 61.3
P2FW CGGGCATCTGCAGTCACCAAGTGA NSP2 3049-3073 2665 63.4
P2RW GGCAGCACTGACTGGCGTACC NSP3 5693-5714 63
P2FW CGGGCATCTGCAGTCACCAAGTGA NSP2 3049-3073 621 63.4
SEQ14R ATGTATAGTCCGCTCCGCGGACAC NSP2 3646-3670 62.5
SEQ15F CCCTGAGGCAGCGTCCATTCTAGAAA NSP2 3356-3382 477 62.2
SEQ16R CCACCCGGTTTGAGCAGTCTCAGTG NSP2 3808-3833 63.4
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SEQ17F CATCATGTGCTCCTGGTTAGCGGC NSP2 3573-3597 601 62.2
SEQ18R CCTTGCAAACACCGTCACCCGGTAA NSP2 4149-4179 63.4
SEQ19F AACGCAGCCTTTGTAGGACAGGCC NSP2 4029-4053 591 63.7
SEQ20R CAAACTACTGTCAGGGTGCACGCGA NSP3 4595-4620 63
SEQ21F GGAGGGAAAGACAGGCTAACCCAGTC NSP3 4413-4439 659 62.4
SEQ22R CTCACTTCCCGTACAGACTCCTGGG NSP3 5047-5072 62
SEQ23F CGTCACCCGACTTCGCATGAACCAT NSP3 4883-4908 615 63.1
SEQ24R TCCCCAAATGTGATGGGGAACGTCTC NSP3 5472-5498 62.5
SEQ25F CAGCCCTAGAACCGGCCCTAGAC NSP3 5161-5184 658 63.1
SEQ26R GTGGACGCACTCTCCTGGAGTTT NSP3 5796-5820 62.8
P3FW TCGCGCCGCCTAGAAGAAGGAG NSP3 5251-5273 3285 63.3
P3RW TGGTCCTTAATACTGCGCCGCTGG E3 8512-8536 63.2
SEQ27F GGAGACTTCCTACCCGGTGAAGTGG NSP3 5547-5572 599 61.2
SEQ28R GACGGATTGAATGTCGCTCGGTCC NSP4 6122-6146 61.7
SEQ29F CGATTGTCCAATCCCGAGTCCGCA NSP4 5985-6009 512 63.1
SEQ30R TCCATTGGTACATCCTGCAGCGGC NSP4 6473-6497 63.6
SEQ31F TCGCATGCAACCGAGAATACTGGGA NSP4 6337-6362 622 62.2
SEQ32R CAACACCCGGCTAGCGATGGTGATA NSP4 6974-7000 62.5
SEQ33F CACTTGCGCTTACCGCCTTAATGCT NSP4 6790-6815 620 61.9
SEQ34R GGTGGCCATGGACATTACAGCAACT NSP4 7385-7410 61.5
SEQ35F AAACCGTTAGCGGCAGGTGACGAA NSP4 7245-7269 623 63
SEQ36R CATGCACATTCTCTCTCTGCGGCC Cc 7844-7868 62.1
SEQ37F CGTGGTACCTCAACAGAAGCCGCG Cc 7708-7732 650 63.9
SEQ38R GCAGGCACATAACTGGAATGGCCAG Cc 8333-8358 62.3
SEQ39F AGGCCGATTCACCATCCCTACAGGTG Cc 8140-8166 646 63.9
SEQ40R TGACGTTCTTACAAATAGCCCGGCCC E2 8760-8786 62.7
P4FW CGTCACGAAAATCACCCCTGAGGGG Cc 8293-8318 3050 63.3
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P4RW TATGCGGTGTGTCTCTTTAGGGACGC E1 11320-11346 62.1
SEQ41F GTCCCGTAGCGCTAGAACGCATCA E3 8610-8634 594 62.8
SEQ42R CGGCATGGCATTGATCGACCTTGC E2 9180-9204 63
SEQ43F CCCAGACACCCCAGATCGCACATTA E2 9037-9062 611 62.5
SEQ44R ACGAGGCCACTGACAAAACTACCGC E2 9623-9648 63.1
SEQ45F GAGATCAGGTTAACCGTGCCGACTGA E2 9467-9493 605 61.9
SEQ46R AGCTCCATCTCCAATACCATGGGGC 6K 10047-10072 62.6
SEQ47F TATTCCGCTGGCAGCCCTGATTGTC E2 9859-9884 630 63.1
SEQ48R GGTGTCCAGGCTGAAGACATTGGC E1 10465-10489 62.2
SEQ49F CATCAGCATACAGGGCTCATACCGCA E1 10329-10355 582 62.4
SEQ50R CAAAGTCTGAGGAATGGGTGCAGGCT E1 10885-10911 62.8
SEQ51F TTGGCTAAAAGAACGAGGGGCGTCG E1 10699-10724 485 63.1
SEQ52R CGGAAATGTCTTGGACCCCGAGGG 3'UTR 11160-11184 63.5
SEQ53F AACGCCGTCACTATTCGGGAAGCT E1 10976-11000 567 62.5
SEQ54R GGGGTTGTTCAGCCCTTTGATCTATGC 3'UTR 11516-11543 61.5
SEQ57F GTATAGATCTAAGGGCTGAACAACCCC 3'UTR 11367-11394 364 58.3
SEQ58R GTTATTATTCAGGGGTTGTTCAGCCC 3'UTR 11705-11731 57.8
SEQ59F GTCCCCTAAGAGACACACCAT 3'UTR 11648-11669 508 56.1
SEQ60R CCTACGTCCCTATGGGTACG 3'UTR 12136-12156 56.3
SEQ59F GTCCCCTAAGAGACACACCAT 3'UTR 11648-11669 528 56.1

SEQG61EXR TTAAAAACAAAATAACATCTCCTACGTC 3'UTR 12148-12176 52.4
CH-222F GAAGAGATGTAGGTACTTAAG 3'UTR 11864-11885 300 47.0
3RACE-PCRR GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3'UTR 12156-12176 61.6
CH-222F GAAGAGATGTAGGTACTTAAG 3'UTR 11864-11885 300 47.0
CH-444R GAAATATTAAAAACAAAATAACATC 3'UTR 12151-12176 44.2
100PCRF GACCATCGATAACGCGGACCTGG 3'UTR 10081-10103 369 61.7
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100PCRR CGAAGAGTGGAGTCTGGCCAT 3'UTR 8320-8341 59.0
200PCRF CACCTTGGAACCAACGCTATCG 3'UTR 7972-7995 368 58.3
200PCRR CGTCCTTAACTGTGACGGCATG 3'UTR 10427-10449 58.2
300PCRF ATCTCCATCGACATACCGGACG 3'UTR 10805-10827 388 61.6
3000PCRR TCGCCGTAG CGGAAATGTCTTGG 3'UTR 11170-11193 58.3
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Secuencia del genoma completo del aislado CH-R-1950

GenBank: MG921596.1 (12160 pb)

>MG921596.1 Chikungunya virus isolate CH-R-1950, complete genome

CGTGAGACACACGTAGCCTACCAGTTTCTTACTGCTCTACTCTGCAAAGCAAGAGATTAATAACCCATCA
TGGATTCTGTGTACGTGGATATAGACGCTGACAGCGCCTTTTTGAAGGCCCTGCAACGTGCGTACCCCAT
GTTTGAGGTGGAACCTAGGCAGGTCACATCAAATGACCATGCTAATGCTAGAGCGTTCTCGCATCTAGCC
ATAAAACTAATAGAGCAGGAAATTGATCCCGACTCAACCATCCTGGATATAGGTAGTGCGCCAGCAAGGA
GGATGATGTCGGACAGGAAGTACCACTGCGTTTGCCCGATGCGCAGCGCAGAAGATCCCGAGAGACTCGC
TAATTATGCGAGAAAGCTCGCATCTGCCGCAGGAAAAGTCCTGGACAGAAACATTTCTGGAAAGATCGGG
GACTTACAAGAGGTGATGGCCGTGCCAGACACGGAGACGCCAACATTTTGCCTACACACAGATGTCTCAT
GTAGACAGAGAGCAGACGTCGCGATATACCAAGACGTCTATGCTGTACATGCACCCACGTCGCTATATCA
CCAGGCGATTAAAGGAGTCCGAGTGGCGTACTGGGTAGGGTTCGACACAACCCCGTTCATGTACAACGCT
ATGGCGGGTGCCTACCCCTCATACTCGACAAATTGGGCGGATGAGCAGGTACTGAAGGCTAAGAACATAG
GATTATGTTCAACAGACCTGACAGAAGGTAGACGAGGCAAATTGTCTATCATGAGAGGGAAAAAGCTAAA
ACCGTGCGACCGTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACGCTTTACCCGGAAAGCCGCATGCTACTTAAGAGC
TGGCACCTACCATCGGTGTTCCATCTAAAGGGCAAGCTTAGCTTCACATGCCGCTGTGACACAGTGGTTT
CGTGTGAGGGCTACGTCGTTAAGAGAATAACGATGAGCCCAGGCCTTTATGGAAAAACCACGGGGTATGC
GGTAACCCACCACGCAGACGGATTCTTGATGTGCAAGACTACCGACACGGTAGACGGTGAAAGAGTGTCA
TTCTCGGTGTGCACGTACGTGCCGGCGACCATTTGTGATCAAATGACCGGCATCCTTGCTACAGAAGTCA
CGCCGGAGGATGCACAGAAGCTGTTGGTGGGGCTGAACCAGAGAATAGTGGTTAACGGCAGAACGCAACG
GAACACGAACACCATGAAGAACTACCTGCTTCCCGTGGTCGCCCAGGCCTTCAGTAAGTGGGCGAAGGAG
TGCCGGAAGGACATGGAAGATGAGAAGCTTTTGGGGGTCAGAGAAAGAACACTGACCTGCTGCTGTCTGT
GGGCATTTAAGAAGCAGAAAACACACACGGTCTACAAGAGGCCTGATACCCAGTCAATCCAGAAGGTTCA
GGCCGAATTCGACAGCTTTGTAGTACCAGGCCTGTGGTCGTCCGGGTTGTCAATCCCGTTGAGGACTAGA
ATCAAGTGGCTGTTACGCAAGGTGCCGAAAGCAGACCTGATCCCATATAGCGGAAATGCCCAAGAAGCCC
AGGATGCTGAAAAAGAAGCAGAGGAAGAACGAGAAGCAGAACTGACTCATGAGGCTCTACCACCCCTACA
GGCAGCACAGGAAGATGTCCAGGTCGAAATCGACGTGGAACAACTTGAGGATAGAGCTGGTGCTGGAATA
ATAGAGACTCCGAGAGGCGCTATTAAAGTTACTGCCCAACTAACGGACCACGTCGTGGGGGAGTACCTGG
TACTTTCCCCGCAGACCGTATTACGCAGCCAGAAGCTCAGCCTGATCCACGCTTTAGCGGAGCAAGTGAA
GACGTGTACGCATAGCGGACGAGCAGGGAGGTATGCGGTCGAAGCGTACGATGGCCGAGTCCTAGTGCCC
TCAGGCTATGCAATTTCGCCCGAAGACTTCCAGAGTCTAAGCGAAAGCGCAACGATGGTGTACAACGAAA
GAGAGTTCGTAAACAGAAAGTTACACCACATTGCGATGCACGGACCAGCTCTGAACACTGACGAAGAGTC
GTATGAGCTTGTGAGGGCAGAGAGGACAGAACACGAGTACGTCTACGACGTGGACCAGAGAAGATGCTGC
AAGAAGGAAGAAGCTGCAGGATTGGTACTGGTGGGCGACTTGACTAATCCGCCCTACCACGAATTCGCAT
ACGAAGGGCTAAAAATTCGCCCCGCTTGTCCATATAAAATTGCAGTCATAGGAGTCTTCGGGGTACCAGG
ATCTGGTAAGTCAGCCATTATCAAGAACCTAGTTACCAGGCAAGACCTGGTGACTAGCGGAAAGAAAGAA
AACTGCCAAGAAATCAGCACCGACGTGATGAGACAGAGAGGTCTAGAAATATCTGCACGTACGGTTGATT
CGCTGCTCTTGAATGGATGCAATAGACCAGTCGACGTGTTGTACGTAGACGAGGCGTTTGCGTGCCACTC
TGGAACGTTACTTGCCTTGATCGCCTTGGTGAGACCAAGACTGAAAGTTGTACTTTGTGGTGACCCGAAG
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CAGTGCGGCTTCTTCAATATGATGCAGATGAAAGTCAACTACAATCATAACATCTGCACTCAAGTGTACC
ACAAAAGTATTTCCAGGCGGTGTACACTGCCTGTGACTGCCATTGTGTCGTCGTTGCATTACGAAGGCAA
AATGCGCACTACGAATGAGTACAACATGCCGATTGTAGTGGACACTACGGGCTCAACAAAACCTGACCCT
GGAGACCTCGTGTTAACGTGCTTCAGAGGGTGGGTTAAACAACTGCAAATTGACTATCGTGGACACGAGG
TCATGACAGCAGCCGCATCCCAAGGGTTAACCAGAAAAGGAGTTTACGCAGTTAGGCAAAAAGTTAACGA
AAACCCACTCTATGCATCAACATCAGAGCACGTCAACGTACTCCTAACGCGTACGGAAGGTAAACTGGTA
TGGAAGACACTCTCTGGTGACCCGTGGATAAAGACGCTGCAGAACCCACCGAAAGGAAACTTCAAGGCAA
CTATTAAGGAGTGGGAGGTGGAGCACGCATCGATAATGGCGGGCATCTGCAGTCACCAAGTGACCTTTGA
CACGTTCCAAAACAAAGCCAACGTTTGCTGGGCTAAGAGCTTGGTCCCTATCCTTGAAACAGCGGGGATA
AAACTAAATGATAGGCAGTGGTCCCAGATAATTCAAGCTTTCAAAGAAGACAAAGCATACTCACCCGAAG
TAGCCCTGAATGAAATATGCACGCGCATGTATGGGGTGGATCTAGACAGCGGGCTATTCTCTAAACCGTT
GGTATCTGTGTATTACGCGGATAACCACTGGGATAATAGGCCGGGAGGAAAGATGTTCGGATTCAACCCT
GAGGCAGCGTCCATTCTAGAAAGAAAGTACCCGTTTACAAAAGGAAAGTGGAACATCAACAAGCAGATCT
GCGTGACTACCAGGAGGATAGAAGACTTCAACCCTACCACCAACATTATACCGGCCAACAGGAGACTACC
ACACTCATTAGTGGCCGAACACCGCCCAGTAAAAGGGGAAAGAATGGAATGGCTGGTTAACAAGATAAAC
GGACATCATGTGCTCCTGGTTAGCGGCTATAACCTTGCACTGCCTACTAAGAGAGTCACCTGGGTAGCGC
CACTAGGTGTCCGCGGAGCGGACTATACATACAACCTAGAGCTGGGTCTACCGGCAACACTTGGTAGGTA
TGACCTAGTGGTCATAAACATCCACACACCTTTTCGCATACACCATTACCAACAGTGCGTAGATCACGCA
ATGAAACTGCAAATGCTAGGAGGTGACTCACTGAGACTGCTCAAACCGGGTGGCTCTCTATTGATCAGAG
CATACGGTTACGCAGATAGAACCAGTGAACGAGTAATCTGCGTACTGGGACGTAAGTTTAGATCGTCCAG
AGCATTGAAACCACCATGTATCACCAGTAATACTGAGATGTTCTTCCTATTTAGCAGTTTTGACAACGGC
AGAAGGAATTTTACAACGCATGTTATGAACAATCAACTGAACGCAGCCTTTGTAGGACAGGCCACCCGAG
CAGGATGTGCACCATCATACCGGGTAAAGCGCATGGACATCGCGAAGAACGATGAAGAGTGCGTGGTCAA
CGCCGCCAACCCTCGCGGGTTACCGGGTGACGGTGTTTGCAAGGCAGTATATAAAAAATGGCCGGAGTCC
TTTAAAAATAGTGCAACACCAGTAGGAACCGCAAAAACAGTTATGTGCGGTACATATCCAGTAATCCATG
CCGTAGGACCAAACTTCTCAAATTACACGGAGTCCGAAGGGGACCGGGAATTGGCGGCTGCCTATCGAGA
AGTCGCAAAGGAAGTAACTAGACTGGGAGTAAATAGCGTAGCTATACCTCTCCTCTCCACAGGTGTATAC
TCAGGAGGGAAAGACAGGCTAACCCAGTCACTGAACCACCTCTTTACAGCCATGGACTCGACGGATGCAG
ACGTGGTCATCTACTGCCGAGACAAGGAATGGGAGAAGAAAATATCTGAGGCCATACAGATGCGGACCCA
AGTGGAGCTGCTGGATGAGCACATCTCCATAGACTGCGATGTCATTCGCGTGCACCCTGACAGTAGTTTG
GCAGGTAGAAAAGGATACAGCACCACGGAAGGCGCACTGTATTCATATCTAGAAGGGACACGTTTTCACC
AGACGGCAGTGGATGTGGCAGAGATACATACTATGTGGCCAAAGCAAATAGAGGCCAATGAGCAAGTCTG
CCTATATGCCCTGGGGGAAAGTATTGAGTCAATCAGGCAGAAATGCCCGGTGGATGATGCAGATGCATCA
TCTCCCCCGAAAACCGTCCCGTGCCTTTGCCGTTATGCCATGACTCCTGAACGCGTCACCCGACTTCGCA
TGAACCATGTCACAAATATAATTGTGTGTTCTTCATTTCCCCTTCCAAAGTACAAGATAGAAGGAGTGCA
AAAAGTCAAATGCTCCAAGGTAATGTTATTTGATCACAATGTGCCATCGCGCGTAAGTCCAAGGGAATAC
AGATCTTCCCAGGAGTCTGTACGGGAAGTGAGTATGACAACGTCATCGACGCATAGTCAGTTTGATCTAA
GCGCCGATGGCGAGACACTGCCCGTCCCGTCAGACCTGGATGCTGACGCCCCAGCCCTAGAACCGGCCCT
AGACGACGGGGCGATACATACGACCGGAAACCTTGCGGCCGTGTCTGACTGGGTAATGAGCACCGTACCC
GTCGCGCCGCCTAGAAGAAGGAGAGGGAGAAACCTGACCGTGATATGTGACGAGAGAGAAGGGAATATAA
CACCCATGGCTAGCGTCCGATTCTTTAGAGCAGAGCAGTGTCCGACCGTACAAGAAACAGCGGAGACGCG
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TGACACAGCTATTTCCTTTCGGGCACCGCCAAGTATCACCGTGGAATTGAGCCATCCACCGATCTCCTTC
GGAGCACCAAGCGAGACGTTCCCCATCACATTTGGGGACTTCAACGATGGAGAAATCGAAAGCTTGTCTT
CTGAGCTACTAACTTTCGGAGACTTCCTACCCGGTGAAGTGGATGATTTGACAGATAGCGACTGGTCCAC
GTGCTCAGACACGGACGACGAGTTATGACTAGACAGGGCAGGTGGGTATATATTCTCGTCGGACACTGGT
CCAGGCCATTTACAACAGAAGTCGGTACGCCAGTCAGTGCTGCCGGTAAACACCCTGGAGGAAGTTCACG
AGGAGAAGTGTTACCCACCTAAGCTGGATGAATTAAAGGAGCAACTACTACTTAAGAAACTCCAGGAGAG
TGCGTCCACGGCCAATAGAAGCAGGTATCAATCACGCAAAGTGGAAAATATGAAAGCAACAATCATCCAG
AGACTAAAGAGAGGCTGTAAACTGTATTTAATGGCAGAGACCCCGAAAGTCCCGACTTATCGGACCGTAT
ACCCGGCGCCTGTGTACTCGCCTCCGATCAACGTCCGATTGTCCAATCCCGAATCCGCAGTGGCAGCATG
TAATGAGTTCTTAGCTAGAAACTACCCAACTGTTTCATCATACCAAATCACCGATGAGTATGATGCATAT
CTAGACATGGTGGACGGGTCGGAGAGTTGCTTGGACCGAGCGACATTCAATCCGTCAAAACTTAGGAGCT
ACCCGAAACAACATGCTTATCACGCGCCCTCTATCAGAAGCGCTGTACCTTCCCCATTCCAGAACACACT
ACAGAATGTACTGGCAGCAGCCACGAAAAGGAACTGCAACGTCACACAGATGAGGGAATTACCCACTTTG
GACTCAGCAGTATTCAACGTGGAGTGTTTTAAAAAATTCGCATGCAACCGAGAATACTGGGAAGAATTTG
CTGCCAGCCCTATCAGGATAACGACTGAGAACCTAACAACCTATGTCACTAAATTAAAGGGGCCAAAAGC
AGCAGCGTTGCTTGCAAGAACCCATAATCTGCTGCCGCTGCAGGATGTACCAATGGATAGGTTCACAGTA
GATATGAAAAGGGACGTGAAGGTAACTCCTGGCACAAAGCATACAGAGGAAAGGCCTAAGGTGCAGGTTA
TACAGGCGGCTGAACCCTTGGCAACAGCGTACCTATGTGGAATTCACAGAGAATTGGTTAGGAGATTGAA
CGCCGTCCTCCTACCCAACGTGCATACACTATTTGACATGTCTGCCGAGGACTTCGATGCCATTATAGCC
GCACACTTTAAGCCAGGAGACGCCGTTTTAGAAACGGACATAGCCTCCTTTGATAAGAGCCAGGATGATT
CACTTGCGCTTACCGCCTTAATGCTGTTAGAAGATTTGGGAGTGGATCACTCCTTGTTGGACCTGATAGA
GGCTGCTTTTGGAGAGATTTCCAGCTGTCACCTGCCGACAGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCGCTATGATG
AAATCCGGTATGTTCCTAACTCTGTTCGTCAACACATTGTTAAATATCACCATCGCTAGCCGGGTGTTGG
AAGATCGTCTGACAAAATCTGCATGCGCGGCCTTCATCGGCGACGACAACATAATACATGGTGTCGTCTC
CGATGAATTGATGGCAGCCAGATGCGCTACTTGGATGAACATGGAAGTGAAGATCATAGATGCAGTTGTA
TCCCAGAAAGCTCCCTACTTTTGTGGAGGGTTTATACTGCATGATACTGTGACAGGAACAGCTTGCAGGG
TGGCGGACCCGCTAAAAAGGTTATTTAAACTGGGCAAACCGTTAGCGGCAGGTGACGAACAAGACGAAGA
CAGAAGGCGGGCGCTGGCTGATGAAGTAATCAGATGGCAACGAACAGGGCTAATAGATGAGCTGGAGAAA
GCGGTGTACTCTAGGTACGAAGTGCAGGGTATATCAGTTGCTGTAATGTCCATGGCCACCTTTGCAAGCT
CCAGATCCAACTTCGAGAAGCTCAGAGGACCCGTCATAACCTTGTACGGCGGTCCTAAATAGGTACGCAC
TACAGCTACCTATTTTGCAAAAGCCGACAGCAGGTACCTAAATACCAATCAGCCATAATGGAGTTTATCC
CAACCCAAACTTTCTACAATAGGAGGTACCAGCCTCGACCTTGGACTCCGCGCCCTACTATCCAAGTCAT
CAGACCCAGACCGCGTCCGCAAAGGAAGGCCGGGCAACTTGCCCAGCTGATCTCAGCAGTTAATAAACTG
ACAATGCGCGTGGTACCTCAACAGAAGCCGCGCAAGAATCGGAAGAATAAGAAGCAAAAGCAAAAGCAGC
AGGCGCCACGAAACAATACGAATCAAAAGAAGCAGCCCCCCAAAAAGAAACCGGTTCAAAAGAAAAAGAA
GCCGGGCCGCAGAGAGAGAATGTGCATGAAAATCGAAAATGATTGCATCTTCGAAGTCAAGCATGAAGGT
AAGGTAACAGGTTACGCGTGCTTGGTAGGGGACAAAGTAATGAAGCCAGCACACGTAAAGGGGACCATCG
ATAACGCGGACCTGGCCAAATTGGCCTTCAAGCGGTCATCTAAGTACGACCTTGAATGCGCGCAGATACC
CGTGCACATGAAGTCCGACGCTTCGAAGTTCACCCATGAGAAACCGGAGGGGTACTACAACTGGCACCAC
GGAGCAGTACAGTACTCAGGAGGCCGATTCACCATCCCTACAGGTGCGGGCAAACCAGGGGATAGTGGTA
GACCGATCTTCGACAACAAGGGGCGCGTGGTGGCCATAGTTTTAGGAGGAGCTAATGAAGGAGCCCGTAC
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AGCCCTCTCGGTGGTGACCTGGAACAAAGACATCGTCACGAAAATCACCCCTGAGGGGGCCGAAGAGTGG
AGTCTGGCCATTCCAGTTATGTGCCTGCTGGCAAATACCACGTTCCCCTGCTCCCGGCCCCCTTGCACAC
CCTGCTGCTACGAAAAAGAGCCGGAGAAAACCTTGCGCATGCTTGAAGACAATGTCATGAGCTCCGGGTA
CTATCAGCTGCTACAAGCATCCTTAACATGTTCTCCCCGACGCCAGCGGCGCAGTATTAAGGACCACTTC
AATGTTTATAAAGCCACAAGACCGTACCTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGAGAAGGGCACTCGTGCCATA
GTCCCGTAGCGCTAGAACGCATCAGAAACGAAGCGACAGACGGGACGTTGAAAATCCAGGTTTCCTTGCA
AATCGGAATAAAGACGGATGATAGCCACGATTGGACCAAGCTGCGTTATATGGACAATCACATGCCAGCA
GACGCAGAGCGGGCCGGGCTATTTGTAAGAACGTCAGCACCGTGCACGATTACTGGAACAATGGGACACT
TCATTCTGGCCCGATGTCCGAAAGGAGAAACTCTGACGGTGGGGTTCACTGACGGTAGGAAGATCAGTCA
CTCATGTACGCACCCATTTCACCATGACCCTCCTGTGATAGGCCGGGAAAAATTCCATTCCCGACCGCAG
CACGGTAGGGAACTACCTTGCAGCACGTACGCGCAGAGCACCGCTGCAACTGCCGAGGAGATAGAGGTAC
ACATGCCCCCAGACACCCCAGATCGCACATTAATGTCACAACAGTCCGGCAATGTAAAGATCACAGTCAA
TAGTCAGACGGTGCGGTACAAGTGCAATTGTGGTGACTCAAGTGAAGGATTAACCACTACAGATAAAGTG
ATTAATAACTGCAAGGTCGATCAATGCCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAAAATGGCAGTATAATTCCC
CTCTGGTCCCGCGTAATGCTGAATTCGGGGACCGGAAAGGAAAAGTTCACATTCCATTTCCTCTGGCAAA
TGTGACATGCAGGGTGCCTAAAGCAAGAAACCCCACCGTGACGTACGGAAAAAACCAAGTCATCATGTTG
CTGTATCCTGACCACCCAACGCTCCTGTCCTACAGGAATATGGGAGAAGAACCAAACTATCAAGAAGAGT
GGGTGACGCATAAGAAGGAGATCAGGTTAACCGTGCCGACTGAGGGGCTCGAGGTCACGTGGGGTAACAA
TGAGCCGTACAAGTATTGGCCGCAGTTATCCACAAACGGTACAGCCCACGGCCACCCGCATGAGATAATT
CTGTATTATTATGAGCTGTACCCAACTATGACTGCGGTAGTTTTGTCAGTGGCCTCGTTCATACTCCTGT
CGATGGTGGGTGTGGCAGTGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATTACACCGTACGAACTGAC
ACCAGGAGCTACCGTCCCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATTAGAACAGCTAAAGCGGCCACATAC
CAGGAGGCCGCGGTATACCTGTGGAACGAGCAGCAGCCTTTATTTTGGATGCAAGCCCTTATTCCGCTGG
CAGCCCTGATTGTCCTATGTAACTGTCTGAGACTCTTACCATGCTGTTGTAAAATGTTGACTTTTTTAGC
CGTACTGAGCGTCGGTGCCCACACTGTGAGCGCGTACGAACACGTAACAGTGATCCCGAACACGGTGGGA
GTACCGTATAAGACTCTAGTCAACAGACCGGGCTACAGCCCCATGGTATTGGAGATGGAGCTTCTGTCTG
TCACCTTGGAACCAACGCTATCGCTTGATTACATCACGTGCGAGTATAAAACCGTTATCCCGTCTCCGTA
CGTGAAATGCTGCGGTACAGCAGAGTGTAAGGACAAGAGCCTACCTGATTACAGCTGTAAGGTCTTCACC
GGCGTCTACCCATTCATGTGGGGCGGCGCCTACTGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAG
CACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGC
ATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTGGCTGCTTATGCAAACGGCGACCAT
GCCGTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAATA
AAATCGTGGTGTACAAAGGCGACGTCTACAACATGGACTACCCGCCCTTCGGCGCAGGAAGACCAGGACA
ATTTGGCGACATCCAAAGTCGCACGCCTGAGAGCGAAGACGTCTATGCTAATACACAACTGGTACTGCAG
AGACCGTCCGCGGGTACGGTGCACGTGCCGTACTCTCAGGCACCATCTGGCTTCAAGTATTGGCTAAAAG
AACGGGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATTTGGCTGTCAAATAGCAACAAACCCGGTAAGAGCGAT
GAACTGCGCCGTAGGGAACATGCCTATCTCCATCGACATACCGGACGCGGCCTTTACCAGGGTCGTCGAC
GCGCCATCTTTAACGGACATGTCGTGTGAGGTATCAGCCTGCACCCATTCCTCAGACTTTGGGGGCGTAG
CCATCATTAAATATGCAGCCAGTAAGAAAGGCAAGTGTGCAGTGCACTCGATGACTAACGCCGTCACTAT
TCGGGAAGCTGAAATAGAAGTAGAAGGGAACTCTCAGTTGCAAATCTCTTTTTCGACGGCCCTAGCCAGC
GCCGAATTTCGCGTACAAGTCTGTTCTACACAAGTACACTGTGCAGCCGAGTGCCATCCACCGAAAGACC
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ATATAGTCAATTACCCGGCGTCACACACCACCCTCGGGGTCCAAGACATTTCCGCTACGGCGATGTCATG
GGTGCAGAAGATCACGGGAGGTGTGGGACTGGTTGTCGCTGTTGCAGCACTGATCCTAATCGTGGTGCTA
TGCGTGTCGTTTAGCAGGCACTAACTTGACAACTAGGTATGAAGGCATACGCGTCCCTAAAGAGACACAC
CGCATATAGCTAGGAATCAACAGATAAGTATAGATCTAAGGGCTGAACAACCCCTGAATAACAAAATATA
AAAATCAACAAAAATCATAAAATAGAAAACTAGAAATAGAAGTAGGTAAGAAGGTATATGTGTCCCCTAA
GAGACACACCATATATAGATAAGCATAGATCAAAGGGCTGAACAACCCCTGAATAATAACAAAATATAAA
AACCAATAAAAATCATAAAATAGAAAATCAACAAAAATCATAAAATAGAAAACTAGAAATAGAAGTAGGT
AAGAAGGTATATGTGTCCCCTAAGAGACACACCATATATAGCTAAGAATCAATAGATAAGCATAGATCAA
AGGGCTGAACAACCCCTGAATAATAACAAAATATAAAAACCAATAAAAATCATAAAATAGAAAACCACAA
ATAGAAGTAGTTCAAAGGGCTATAAAACCCCTGAATAGTAACAAAATATAAAACTAATAAAAATCAAACG
AATACCATAATTGGCAATCGGAAGAGATGTAGGTACTTAAGCTTCTTAAAAGCAGCCGAACTCGCTTTGA
GATGTAGGCGTAGCACACCGAACTCTTCCATAATTCTCCGAACCCACAGGGACGTAGGAGATGTTCAAAG
TGACTATAAAACCCTGAACAGTAATAAAATATAAAATTAATAATGAGTACCATAATTGGCAAATGGAAGA
GACGTAGGTACTAGCATACCGAACTCTTCCACAATTCTCCGTACCCATAGGGACGTAGGAGATGTTATTT
TGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA
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Secuencia de las proteinas estructurales del aislado CH-R-1972

GenBank: MG822707.1 (3747 pb)

>MG822707.1 Chikungunya virus isolate CH-R-1972 structural polyprotein
gene, complete cds

ATGGAGTTTATCCCAACCCAAACTTTCTACAATAGGAGGTACCAGCCTCGACCTTGGACTCCGCGCCCTA
CTATCCAAGTCATCAGACCCAGACCGCGTCCGCAAAGGAAGGCCGGGCAACTTGCCCAGCTGATCTCAGC
AGTTAATAAACTGACAATGCGCGTGGTACCTCAACAGAAGCCGCGCAAGAATCGGAAGAATAAGAAGCAA
AAGCAAAAGCAGCAGGCGCCACGAAACAATACGAATCAAAAGAAGCAGCCCCCCAAAAAGAAACCGGTTC
AAAAGAAAAAGAAGCCGGGCCGCAGAGAGAGAATGTGCATGAAAATCGAAAATGATTGCATCTTCGAAGT
CAAGCATGAAGGTAAGGTAACAGGTTACGCGTGCTTGGTAGGGGACAAAGTAATGAAGCCAGCACACGTA
AAGGGGACCATCGATAACGCGGACCTGGCCAAATTGGCCTTCAAGCGGTCATCTAAGTACGACCTTGAAT
GCGCGCAGATACCCGTGCACATGAAGTCCGACGCTTCGAAGTTCACCCATGAGAAACCGGAGGGGTACTA
CAACTGGCACCACGGAGCAGTACAGTACTCAGGAGGCCGATTCACCATCCCTACAGGTGCGGGCAAACCA
GGGGATAGTGGTAGACCGATCTTCGACAACAAGGGGCGCGTGGTGGCCATAGTTTTAGGAGGAGCTAATG
AAGGAGCCCGTACAGCCCTCTCGGTGGTGACCTGGAACAAAGACATCGTCACGAARAATCACCCCTGAGGG
GGCCGAAGAGTGGAGTCTGGCCATTCCAGTTATGTGCCTGCTGGCAAATACCACGTTCCCCTGCTCCCGG
CCCCCTTGCACACCCTGCTGCTACGAAAAAGAGCCGGAGAAAACCTTGCGCATGCTTGAAGACAATGTCA
TGAGCTCCGGGTACTATCAGCTGCTACAAGCATCCTTAACATGTTCTCCCCGACGCCAGCGGCGCAGTAT
TAAGGACCACTTCAATGTTTATAAAGCCACAAGACCGTACCTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGAGAAGGG
CACTCGTGCCATAGTCCCGTAGCGCTAGAACGCATCAGAAACGAAGCGACAGACGGGACGTTGAAAATCC
AGGTTTCCTTGCAAATCGGAATAAAGACGGATGATAGCCACGATTGGACCAAGCTGCGTTATATGGACAA
TCACATGCCAGCAGACGCAGAGCGGGCCGGGCTATTTGTAAGAACGTCAGCACCGTGCACGATTACTGGA
ACAATGGGACACTTCATTCTGGCCCGATGTCCGAAAGGAGAAACTCTGACGGTGGGGTTCACTGACGGTA
GGAAGATCAGTCACTCATGTACGCACCCATTTCACCATGACCCTCCTGTGATAGGCCGGGAARAAATTCCA
TTCCCGACCGCAGCACGGTAGGGAACTACCTTGCAGCACGTACGCGCAGAGCACCGCTGCAACTGCCGAG
GAGATAGAGGTACACATGCCCCCAGACACCCCAGATCGCACATTAATGTCACAACAGTCCGGCAATGTAA
AGATCACAGTCAATAGTCAGACGGTGCGGTACAAGTGCAATTGTGGTGACTCAAGTGAAGGATTAACCAC
TACAGATAAAGTGATTAATAACTGCAAGGTCGATCAATGCCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAAAATGG
CAGTATAATTCCCCTCTGGTCCCGCGTAATGCTGAATTCGGGGACCGGAAAGGAAAAGTTCACATTCCAT
TTCCTCTGGCAAATGTGACATGCAGGGTGCCTAAAGCAAGAAACCCCACCGTGACGTACGGAAAAAACCA
AGTCATCATGTTGCTGTATCCTGACCACCCAACGCTCCTGTCCTACAGGAATATGGGAGAAGAACCAAAC
TATCAAGAAGAGTGGGTGACGCATAAGAAGGAGATCAGGTTAACCGTGCCGACTGAGGGGCTCGAGGTCA
CGTGGGGTAACAATGAGCCGTACAAGTATTGGCCGCAGTTATCCACAAACGGTACAGCCCACGGCCACCC
GCATGAGATAATTCTGTATTATTATGAGCTGTACCCAACTATGACTGCGGTAGTTTTGTCAGTGGCCTCG
TTCATACTCCTGTCGATGGTGGGTGTGGCAGTGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATTACAC
CGTACGAACTGACACCAGGAGCTACCGTCCCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATTAGAACAGCTAA
AGCGGCCACATACCAGGAGGCCGCGGTATACCTGTGGAACGAGCAGCAGCCTTTATTTTGGATGCAAGCC
CTTATTCCGCTGGCAGCCCTGATTGTCCTATGTAACTGTCTGAGACTCTTACCATGCTGTTGTAAAATGT
TGACTTTTTTAGCCGTACTGAGCGTCGGTGCCCACACTGTGAGCGCGTACGAACACGTAACAGTGATCCC
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GAACACGGTGGGAGTACCGTATAAGACTCTAGTCAACAGACCGGGCTACAGCCCCATGGTATTGGAGATG
GAGCTTCTGTCTGTCACCTTGGAACCAACGCTATCGCTTGATTACATCACGTGCGAGTATAAAACCGTTA
TCCCGTCTCCGTACGTGAAATGCTGCGGTACAGCAGAGTGTAAGGACAAGAGCCTACCTGATTACAGCTG
TAAGGTCTTCACCGGCGTCTACCCATTCATGTGGGGCGGCGCCTACTGCTTCTGCGACACCGAAAATACG
CAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTC
ATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTGGCTGCTTATGC
AAACGGCGACCATGCCGTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACA
CCTTTCGACAATAAAATCGTGGTGTACAAAGGCGACGTCTACAACATGGACTACCCGCCCTTCGGCGCAG
GAAGACCAGGACAATTTGGCGACATCCAAAGTCGCACGCCTGAGAGCGAAGACGTCTATGCTAATACACA
ACTGGTACTGCAGAGACCGTCCGCGGGTACGGTGCACGTGCCGTACTCTCAGGCACCATCTGGCTTCAAG
TATTGGCTAAAAGAACGGGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATTTGGCTGTCAAATAGCAACAAACC
CGGTAAGAGCGATGAACTGCGCCGTAGGGAACATGCCTATCTCCATCGACATACCGGACGCGGCCTTTAC
CAGGGTCGTCGACGCGCCATCTTTAACGGACATGTCGTGTGAGGTATCAGCCTGCACCCATTCCTCAGAC
TTTGGGGGCGTAGCCATCATTAAATATGCAGCCAGTAAGAAAGGCAAGTGTGCAGTGCACTCGATGACTA
ACGCCGTCACTATTCGGGAAGCTGAAATAGAAGTAGAAGGGAACTCTCAGTTGCAAATCTCTTTTTCGAC
GGCCCTAGCCAGCGCCGAATTTCGCGTACAAGTCTGTTCTACACAAGTACACTGTGCAGCCGAGTGCCAT
CCACCGAAAGACCATATAGTCAATTACCCGGCGTCACACACCACCCTCGGGGTCCAAGACATTTCCGCTA
CGGCGATGTCATGGGTGCAGAAGATCACGGGAGGTGTGGGACTGGTTGTCGCTGTTGCAGCACTGATCCT
AATCGTGGTGCTATGCGTGTCGTTTAGCAGGCACTAA
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Secuencia de las proteinas estructurales del aislado CH-R-2295

GenBank: MG822708.1 (3747 pb)

>MG822708.1 Chikungunya virus isolate CH-R-2295 structural polyprotein
gene, complete cds

ATGGAGTTTATCCCAACCCAAACTTTCTACAATAGGAGGTACCAGCCTCGACCTTGGACTCCGCGCCCTA
CTATCCAAGTCATCAGACCCAGACCGCGTCCGCAAAGGAAGGCCGGGCAACTTGCCCAGCTGATCTCAGC
AGTTAATAAACTGACAATGCGCGTGGTACCTCAACAGAAGCCGCGCAAGAATCGGAAGAATAAGAAGCAA
AAGCAAAAGCAGCAGGCGCCACGAAACAATACGAATCAAAAGAAGCAGCCCCCCAAAAAGAAACCGGTTC
AAAAGAAAAAGAAGCCGGGCCGCAGAGAGAGAATGTGCATGAAAATCGAAAATGATTGCATCTTCGAAGT
CAAGCATGAAGGTAAGGTAACAGGTTACGCGTGCTTGGTAGGGGACAAAGTAATGAAGCCAGCACACGTA
AAGGGGACCATCGATAACGCGGACCTGGCCAAATTGGCCTTCAAGCGGTCATCTAAGTACGACCTTGAAT
GCGCGCAGATACCCGTGCACATGAAGTCCGACGCTTCGAAGTTCACCCATGAGAAACCGGAGGGGTACTA
CAACTGGCACCACGGAGCAGTACAGTACTCAGGAGGCCGATTCACCATCCCTACAGGTGCGGGCAAACCA
GGGGATAGTGGTAGACCGATCTTCGACAACAAGGGGCGCGTGGTGGCCATAGTTTTAGGAGGAGCTAATG
AAGGAGCCCGTACAGCCCTCTCGGTGGTGACCTGGAACAAAGACATCGTCACGAARAATCACCCCTGAGGG
GGCCGAAGAGTGGAGTCTGGCCATTCCAGTTATGTGCCTGCTGGCAAATACCACGTTCCCCTGCTCCCGG
CCCCCTTGCACACCCTGCTGCTACGAAAAAGAGCCGGAGAAAACCTTGCGCATGCTTGAAGACAATGTCA
TGAGCCCCGGGTACTATCAGCTGCTACAAGCATCCTTAACATGTTCTCCCCGACGCCAGCGGCGCAGTAT
TAAGGACCACTTCAATGTTTATAAAGCCACAAGACCGTACCTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGAGAAGGG
CACTCGTGCCATAGTCCCGTAGCGCTAGAACGCATCAGAAACGAAGCGACAGACGGGACGTTGAAAATCC
AGGTTTCCTTGCAAATCGGAATAAAGACGGATGATAGCCACGATTGGACCAAGCTGCGTTATATGGACAA
TCACATGCCAGCAGACGCAGAGCGGGCCGGGCTATTTGTAAGAACGTCAGCACCGTGCACGATTACTGGA
ACAATGGGACACTTCATTCTGGCCCGATGTCCGAAAGGAGAAACTCTGACGGTGGGGTTCACTGACGGTA
GGAAGATCAGTCACTCATGTACGCACCCATTTCACCATGACCCTCCTGTGATAGGCCGGGARAAAATTCCA
TTCCCGACCGCAGCACGGTAGGGAACTACCTTGCAGCACGTACGCGCAGAGCACCGCTGCAACTGCCGAG
GAGATAGAGGTACACATGCCCCCAGACACCCCAGATCGCACATTAATGTCACAACAGTCCGGCAATGTAA
AGATCACAGTCAATAGTCAGACGGTGCGGTACAAGTGCAATTGTGGTGACTCAAGTGAAGGATTAACCAC
TACAGATAAAGTGATTAATAACTGCAAGGTCGATCAATGCCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAAAATGG
CAGTATAATTCCCCTCTGGTCCCGCGTAATGCTGAATTCGGGGACCGGAAAGGAAAAGTTCACATTCCAT
TTCCTCTGGCAAATGTGACATGCAGGGTGCCTAAAGCAAGAAACCCCACCGTGACGTACGGAAAAAACCA
AGTCATCATGTTGCTGTATCCTGACCACCCAACGCTCCTGTCCTACAGGAATATGGGAGAAGAACCAAAC
TATCAAGAAGAGTGGGTGACGCATAAGAAGGAGATCAGGTTAACCGTGCCGACTGAGGGGCTCGAGGTCA
CGTGGGGTAACAATGAGCCGTACAAGTATTGGCCGCAGTTATCCACAAACGGTACAGCCCACGGCCACCC
GCATGAGATAATTCTGTATTATTATGAGCTGTACCCAACTATGACTGCGGTAGTTTTGTCAGTGGCCTCG
TTCATACTCCTGTCGATGGTGGGTGTGGCAGTGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATTACAC
CGTACGAACTGACACCAGGAGCTACCGTCCCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATTAGAACAGCTAA
AGCGGCCACATACCAGGAGGCCGCGGTATACCTGTGGAACGAGCAGCAGCCTTTATTTTGGATGCAAGCC
CTTATTCCGCTGGCAGCCCTGATTGTCCTATGTAACTGTCTGAGACTCTTACCATGCTGTTGTAAAATGT
TGACTTTTTTAGCCGTACTGAGCGTCGGTGCCCACACTGTGAGCGCGTACGAACACGTAACAGTGATCCC
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GAACACGGTGGGAGTACCGTATAAGACTCTAGTCAACAGACCGGGCTACAGCCCCATGGTATTGGAGATG
GAGCTTCTGTCTGTCACCTTGGAACCAACGCTATCGCTTGATTACATCACGTGCGAGTATAAAACCGTTA
TCCCGTCTCCGTACGTGAAATGCTGCGGTACAGCAGAGTGTAAGGACAAGAGCCTACCTGATTACAGCTG
TAAGGTCTTCACCGGCGTCTACCCATTCATGTGGGGCGGCGCCTACTGCTTCTGCGACACCGAAAATACG
CAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTC
ATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTGGCTGCTTATGC
AAACGGCGACCATGCCGTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAACCTGGACA
CCTTTCGACAATAAAATCGTGGTGTACAAAGGCGACGTCTACAACATGGACTACCCGCCCTTCGGCGCAG
GAAGACCAGGACAATTTGGCGACATCCAAAGTCGCACGCCTGAGAGCGAAGACGTCTATGCTAATACACA
ACTGGTACTGCAGAGACCGTCCGCGGGTACGGTGCACGTGCCGTACTCTCAGGCACCATCTGGCTTCAAG
TATTGGCTAAAAGAACGGGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATTTGGCTGTCAAATAGCAACAAACC
CGGTAAGAGCGATGAACTGCGCCGTAGGGAACATGCCTATCTCCATCGACATACCGGACGCGGCCTTTAC
CAGGGTCGTCGACGCGCCATCTTTAACGGACATGTCGTGTGAGGTATCAGCCTGCACCCATTCCTCAGAC
TTTGGGGGCGTAGCCATCATTAAATATGCAGCCAGTAAGAAAGGCAAGTGTGCAGTGCACTCGATGACCA
ACGCCGTCACTATTCGGGAAGCTGAAATAGAAGTAGAAGGGAACTCTCAGTTGCAAATCTCTTTTTCGAC
GGCCCTAGCCAGCGCCGAATTTCGCGTACAAGTCTGTTCTACACAAGTACACTGTGCAGCCGAGTGCCAT
CCACCGAAAGACCATATAGTCAATTACCCGGCGTCACACACCACCCTCGGGGTCCAAGACATTTCCGCTA
CGGCGATGTCATGGGTGCAGAAGATCACGGGAGGTGTGGGACTGGTTGTCGCTGTTGCAGCACTGATCCT
AATCGTGGTGCTATGCGTGTCGTTTAGCAGGCACTAA
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