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Resumen

El género Alfavirus incluye virus causantes de encefalitis: Encefalitis Equina del Este, EEE,
Encefalititis Equina Venezolana, EEV 6 de afectacion articular: Chikungunya, Mayaro,
Sindbis, todos potencialmente epidémicos. El objetivo del trabajo fue disefiar protocolos de
PCR Multiplex para deteccion de alfavirus. Para ello, se alinearon 20 secuencias completas
de cepas del complejo de EEV, incluyendo 17 epizodticas aisladas en Venezuela (1969 a
2001), Las cepas Trinidad Donkey y vacunal (TC-83), una Panamefia de 1991 (enzodtica),
usando SE-AL (v 2.0 para iOS). Se seleccion6 una secuencia de 200 pb de la proteina
E2 conteniendo mutaciones no silentes, en las cepas epizodticas y todas ausentes en las
enzoodticas. Se disenaron cebadores usando programas libres y evaluandolos con Mac Vector.
PCR Multiplex: Las secuencias anteriores se alinearon con cepas de alfavirus aisladas en
Venezuela (EEE, Mayaro, Chikungunya), seleccionandose una region cercana a la descrita
previamente, asi como el primer sentido usado por Seymour R (2015) para el disefio de
cebadores anti-sentido usando SE-AL, a fin de amplificar los alfavirus mencionados
por PCR Multiplex Los cebadores se evaluaron usando cepas del banco del Laboratorio
Nacional de Galveston. Resultados y conclusiones. El uso de cebadores obtenidos para
PCR multiplex funcionaron por separado y en combinaciones para la amplificacion de
alfavirus, potencialmente epidémicos.

Palabras clave: Alfavirus, PCR, Encefalitis Equina Venezolana, Mayaro, Chikungunya,
Encefalitis Equina del Este.

Abstract

Alphavirus genera includes viruses causing encephalomyelitis (East equine encephalitis,
EEE, Venezuelan equine encephalitis, VEE), or viruses causing articular pain (Chikungunya,
Mayaro, Sindbis). All of them are epidemic threats. In order to design PCR multiplex protocols
for alphavirus detection, we aligned 20 VEE complex complete sequences, including 17
epizootic sequences isolated in Venezuela from 1969 to 2001, a Trinidad donkey strain,
and an enzootic strain from Panama (1991) using SE-AL (iOS v. 2.0). We selected a 200
bp E2 protein sequence from epizootic strains containing non silent mutations, all absent
in enzootic strain. We designed primers using free programs for primers design and then
using Mac Vector for primers evaluation. PCR multiplex: VEE sequences were aligned with
other sequences belonging to alphaviruses isolated in Venezuela (VEEE, Mayaro, Chikv)
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and we selected a region and sense primer described by Seymour R (2015) for anti-sense
primer design using SE-AL. In order to amplify alphaviruses using multiplex PCR. Primers
were evaluated using strains from Galveston’s National Laboratory bio-bank. Results and
Concluding Remarks: PCR multiplex primers worked separately and in some combinations
to amplifiy potentially epidemic alphaviruses.

Keywords: Alphavirus, PCR, Venezuelan Equine Encephalitis, Mayaro, Chikungunya,
Eastern Equine Encephalitis.

Introduccion

El género Alfavirus (Familia Togaviridae), incluye cerca de 30 virus, casi todos transmitidos
por artropodos, algunos causantes de fiebre y poliartralgias como Mayaro, Sindbis y
Chikungunya y otros causantes de fiebre y encefalitis como Encefalitis Equina del Este
(EEE), Encefalitis Equina del Oeste (EEO) y Encefalitis Equina Venezolana (EEV);
todos causantes potenciales de epidemias. El origen de cepas epizoodémicas virales del
complejo de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV), aun es un misterio. La hipdtesis de
modificaciones genéticas no se descarta, debido a que los virus RNA como el EEV son
propensos a mutaciones y ademas a recombinaciones. Se ha establecido que gran parte de las
mutaciones emergen durante el cambio de hospederos (Greene y col. 2005). Las mutaciones
son encontradas principalmente en la glicoproteina de la envoltura E2 (4aron y col. 2002,
Wang y col. 2003).

Objetivos
1. Estudiar secuencias genomicas completas de alfavirus utilizando programas informaticos
para la alineacion, identificacion de regiones codificantes, regiones no traducidas y analisis

filogenéticos.

2. Seleccionar regiones semiconservadas del genoma de diferentes cepas virales del complejo
de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) e identificar mutaciones en esas regiones.
Seleccionar mutaciones existentes en cepas epizodticas y/o epidémicas y ausentes en cepas

enzoodticas, a fin de determinar la estrategia a seguir para el disefio de los cebadores.

3. Disefiar cebadores para la amplificacion de las regiones especificas de cepas epizooticas
en dos rondas de PCR (protocolo similar a PCR anidada), con la finalidad de detectar de

forma rapida cepas que constituyen amenazas.

4. Seleccionar regiones codificantes de cepas de diferentes alfavirus que circulan o constituyen
amenazas para Venezuela como Mayaro. Chikungunya y Encefalitis Equina del Este (EEE,

variante suramericana), para el disefio de cebadores y sondas de PCR multiplex.

Metodologia

Seleccion, alineacion y andlisis de secuencias genomicas virales

A partir de un listado de cepas virales del complejo EEV circulantes en las Américas,
entregados por el Dpto. de Patologia del Laboratorio Nacional de Galveston, se hizo la
seleccion de 8 cepas epizodticas de virus pertenecientes al complejo EEV, aisladas en
Venezuela entre 1962 y 2000. Se selecciond una cepa de EEV ID aislada en Panama en
2003, como virus enzootico de referencia; una cepa vacunal (virus vacunal TC-83) y la cepa

Trinidad Donkey de 1937; estas dos ultimas como referencias epizooticas.
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Todas las cepas seleccionadas fueron alineadas y analizadas utilizando los programas SE-
AL (Version 10.6 ) para Mac PC, McVector (Version 12.7.5 para PC). Se hizo la separacion
de las regiones codificantes del genoma de todas las cepas alineadas para un analisis por
separado.

Luego del analisis de variabilidad para las diferentes proteinas de los genomas de las cepas
seleccionadas, se escogio la proteina E2, por ser una region Variable, pero en menor grado
que otras regiones estudiadas, como es el caso de nsP3. Por otro lado, la region seleccionada
contiene mutaciones presentes en cepas epizodticas y ausentes en la cepa enzooética de

referencia.

Disefio de cebadores: Se us6 Programas libres (SGD web primer, Mac Vector), con base en
la secuencia de la cepa Panama 2003 publicada en GeneBank y agregando las mutaciones
descritas en la Tabla 1, para el disefio de los cebadores.

Tabla 1. Cepas virales del complejo VEE IC seleccionadas para el estudio. Se muestran 8 cepas epizooticas aisladas en Venezuela

entre 1962 y 2000, una cepa Enzooética ID (Panama 213391) y la cepa Trinidad Donkey (1937), como Referencia Epizootica. Todas

las mutaciones ocurrieron en el ler o segundo nucledtido e involucraron la aparicion de aminoécidos (aa) con carga positiva, en sus-

titucion de aa neutros o con carga negativa de la secuencia consenso.
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Resultados

Utilizando cebadores genéricos para E2 se obtuvo amplificacién de todas las cepas
venezolanas del complejo de EEV (resultados no mostrados). El uso de los cebadores
internos los cuales contenian las mutaciones epizodticas previamente descritas (Aaron y
col. 2002, Beitzel y col. 2002, Wang y col. 2003), no permiti6 la amplificacion especifica de
cepas epizooticas (resultados no mostrados). Utilizando el primer sentido para deteccion de
chikv (Seymour y col. 2015) y los cebadores anti-sentido genéricos para E2, disefiados en la
fase anterior se obtuvo amplificacion para la cepa de EEE; este resultado permiti6 aplicar los
conocimientos adquiridos en el disefio de un protocolo multiplex para la identificacion de
alfavirus con potencial epidémico, alineando el primer sentido mencionado (Seymour y col.
2015) con genomas completos de cepas de alfavirus (Chikv, Mayaro, EEE y EEV) publicadas
en Genebank, a fin de disefiar cebadores anti-sentido flanqueando regiones especificas de
longitudes convenientes, a fin de amplificar cepas disponibles en el Laboratorio Nacional
de Galveston a través de protocolo de PCR multiplex para alfavirus, utilizando el programa

SE-AL. Los resultados se muestran a continuacion.
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Figura 1. Protocolo de PCR multiplex para la deteccion de alfavirus con potencial epidémi-

co. El canal 1 contiene el marcador de PM. Usando los cebadores especificos por separado,
se obtuvo amplificacion de las cepas correspondientes. Las longitudes de los segmentos
fueron: 247 pb para Mayaro (canal2), 585 pb de EEE (Canal 3), 87 Pb de CHIKV (Canal
4) y 426 pb de TC-83 (Canal 5). 6) Mezcla de cebadores de Mayaro y EEE con muestra de
Mayaro: 7) Cebadores de MAY y CHIKV con muestra de CHIKV, 8) Y 9) Mezcla de todos

los cebadores con muestra de TC-83 y EEE, respectivamente.

Discusion

Tomando la secuencia de referencia para este trabajo, del genoma de un virus de EEV subtipo
ID (Cepa Panama 213391) y haciendo modificaciones en la region E2, correspondientes
a las mutaciones encontradas para esa proteina pero en cepas epizooéticas, varias de éstas
reportadas como posibles responsables de incremento de la virulencia ¢ de la adaptabilidad
al vector antropofilico, se obtuvo amplificacion usando cebadores disefiados con mutaciones,
especialmente cerca del extremo 3’ del primer anti-sentido, obteniéndose la amplificacion de
cepas epizooticas, aunque hubo amplificacion de la cepa enzooticas. Es posible que haciendo
variaciones continuas en las temperaturas de hibridacion asi como en la concentracion
de Mg 6 de los cebadores, pudiese obtenerse la especificidad deseada; sin embargo, los
conocimientos adquiridos con el uso de programas informaticos de analisis de secuencias
permitid el disefio de un protocolo de PCR multiplex con el cual se obtuvo amplificacion
especifica de cepas disponibles en el banco de cepas del Laboratorio Nacional de Galveston,

haciendo el disefio de cebadores para cepas disponibles en GeneBank.

Conclusiones
1- Hubo amplificacion de todas las cepas de estudio usando los cebadores genéricos disefiados

para E2 con base en la secuencia Panama 2003.

2- Los cebadores disefiados para amplificar selectivamente cepas epizooticas, amplificaron
la cepa enzodtica de referencia Panama 2003, sin embargo, hubo amplificacion de dos
cepas epizooticas P676 y SH3, pero no hubo amplificacion para la mayoria de las cepas

epizooticas.

3- Los cebadores disefiados para deteccion de alfavirus con potencial epidémico, amplificaron
las regiones del tamafio esperado cuando se usaron por separado y amplificaron EEE y TC-

83 cuando se utilizaron todos los pares mezclados.
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