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Reservorio  

Viral 

 

Vectores 

Mosquitos 

Garrapatas 

Simúlidos 

Jejenes 

Ácaros 

Mamíferos 

Aves 

Reptiles 

Anfibios 

Virus 

Flaviviridae 
Togaviridae 

Bunyaviridae 
Reoviridae 

Rhabdoviridae 

Huésped 

Terminal 

Dependiendo 

del virus: 

Hombre, 

equinos, etc 

Virus 

 

Arbovirus 

Diversas familias virales, pero 3 con mayor relevancia  en salud pública: 
Familia Flaviviridae (Flavivirus: DENV, YFV, WNV, SLEV, ZIKV,ILHV, ROCV) 
Familia Togaviridae (Alfavirus:  MAYV, CHIKV, WEEV, EEEV, VEEV , Aurá, Una) 
Familia Bunyaviridae (OROV, Cache Valley, Kairi, Las Mayolas, Resistencia, 

Barranqueras ) 



Familia: Flaviviridae, 

Género: Flavivirus 

M 

Dengue , Fiebre Amarilla, 

Encefalitis de San Luis, 

West Nile, Zika 

Familia: Togaviridae 

Género: Alfavirus 

Chikungunya, Encefalitis Equina 

del Este, Encefalitis Equina del 

Oeste, Encefalitis Equina 

Venezolana, Mayaro, Una, Aurá 
Alta reactividad cruzada de anticuerpos  



Cinética de la viremia y de los anticuerpos en 

infecciones por virus Zika 

Métodos serológicos Métodos directos 

días 1        3        5         7        9      11       13      15 -5    -4   -3    -2   -1    0 

IgG suero 
IgM suero 

Viremia  

 Inicio síntomas 

 Eliminación de virus en Orina  

Ufp/ml Anticuerpos La inclusión de la muestra de orina permite ampliar 

el período de aplicación de los métodos directos 

 (idealmente entre los 5-15 dpi)  



I. RT-PCR convencional o punto final  

NS1M EC NS5NS2 NS3 NS4

5’ 3’

Membrana

A B

1º Ciclo

2ºCiclo

C D

Cebadores 

A y B 

Cebadores 

internos C y D 

Producto de 

300 pb 

•Métodos de 2 ciclos de amplificación 

(nRT-PCR)  tiene mayor sensibilidad 

24-48 hs 

Amplificación y detección del genoma viral 

mediante técnicas de RT-PCR 

Diferentes protocolos de RT-PCR 

NS1M EC NS5NS2 NS3 NS4

5’ 3’

ARN viral 

Producto 

de 400 

pb 

Producto 

de 300 pb 

http://www.google.com.ar/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjmqpjSg8HNAhWCFJAKHcpiCdAQjRwIBw&url=http://www.equiposylaboratorio.com/sitio/productos_mo.php?it=14320&bvm=bv.125221236,d.Y2I&psig=AFQjCNG-zNtIGn5fUXBgZZLsvaoG6K29gQ&ust=1466870243160831


Diagnóstico molecular de las 

infecciones por RT-PCR 

convencional 



II. RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR) 

Menor probabilidad de contaminación 

Mayor Sensibilidad y Especificidad 

Sondas de hidrólisis tienen mayor 

especificidad que  técnicas son SyBR 

Green y son utilizadas para el dx 

 

2-4 hs 

R Q Forward 

Reverse 

5’ 3’ 

Amplificación y detección del genoma viral 

mediante técnicas de RT-PCR 

Diferentes protocolos de RT-PCR 



Diagnóstico molecular de las infecciones por 

Arbovirus por qRT-PCR 

•Metodología desarrollada por CDC y aprobada por FDA 

•Amplificación en distintas regiones del genoma para cada uno 

de los serotipos 

•Metodología multiplex, igual sensibilidad que singleplex 

qRT-PCR para virus West Nile 

•Laniotti et al., Journal of 

Clinical Microbiology, Nov. 

2000, p. 4066–4071 Vol. 38, 

Nº 1 

Estudio por qRT-PCR en 

muestra de distintas partes 

del cerebro (cerebelo, 

hemisferio y puente) del 

equino con sintomatología 

qRT-PCR YFV 
 

• Amplificación del 

genoma en la región 

del gen C 
• Diferenciación de cepas 

silvestre de vacunal 

•Hull el al., Diagn Microbiol Infect 
Dis, Nov. 2008, p272-279 Vol. 

63, Nº 3 

• Confirmación de un caso 

fatal en 2013 en biopsia 

de cerebro y en muestra 

de suero en contacto de 

caso confirmado de SLE 

en brote de Pergamino, 

2015 

qRT-PCR para virus de la 
Encefalitis de San Luis 

qRT-PCR 
CHIKV 

Sets de primer y sondas 

• Set 1 (ECSA) 

6856F 

6981c 

6919-FAM 

 

• Set 2 (Asiático-América) 

3855F 

3957c1,2 

3996-FAM1,2 

 

• Set 3 (Asiático-América) 

856F 

962c 

908-FAM  



 

Específicos: diseñados en 

regiones que permiten diferenciar 

entre los distintos virus (Ejemplo 

gen de la Envoltura para virus 

Zika) 

  

Genéricos: diseñados en 

regiones más conservadas dentro 

del género viral (Ejemplo gen NS5 

para Flavivirus) 

 

Singleplex o multiplex: 

diseñados para la utilización de 

un único par de oligonucléotidos o 

múltiples pares  

Amplificación y detección del genoma viral 

mediante técnicas de RT-PCR 

ARN R

T 5

’ 

3

’ 

 

RT 

Diferentes diseños de RT-PCR 

R Q Forward 

Reverse 

5’ 3’ 



qRT-PCR para virus Dengue 

•Amplificación en distintas regiones del genoma para cada uno de los serotipos 

•La secuencia de sondas y oligonucleótidos fueron diseñados en base a 

cepas de DENV de circulación reciente (1998-2012) 

Regresión lineal para evaluación de sensibilidad  



Semillas virales 
Titulación Viral bajo 

capa de agarosa  Extracción de RNA 

qRT-PCR 
Virus Título UFP/ml 

DEN-1 1,1 106 

DEN-2 3,45 106 

DEN-3 6,13 105 

DEN-4 9,3 105 

CHIK  3 106 

ZIK 5,8 106 

10-1   10-2  10-3  10-4    10-5   10-6 

  Evaluación de la sensibilidad analítica de las 

metodologías usadas 



Virus Sensibilidad  

(UFP/ml) protocolo 

in house actualmente 

en uso en la Red 

Sensibilidad  

(UFP/ml) 

TRIOPLEX 

CDC 

Sensibilidad  

(UFP/ml) Kit 

Primer Design 

 

Sensibilidad  (UFP/ml) 

Kit Roche 

 

 

DEN-1 0,01 0,1 1,1 0,01 

DEN-2 0,03 0.3 3,5 No hecho 

DEN-3 0.01 0.1 6,1 No hecho 

DEN-4 0.01 0.1 0,93 No hecho 

CHIK  3 0.3 3 3 

ZIK 0,06 0.06 5.8 0.6 

Evaluación de la sensibilidad analítica de 3 reactivos para 

dx de Dengue, Chikungunya y Zika (multiplex kit) vs 

protocolos in house 

 La Sensibilidad para CHIKV es similar a la obtenida con protocolo “in 

house” para los métodos evaluados 

 La sensibilidad para DENV y ZIKV es inferior respecto de la del protocolo “in 

house” para los reactivos comerciales evaluados 

 La disminución en las Se podría sería más riesgoso de obtener falsos 

negativos para ZIKV ya que éste agente presenta baja viremia en los 

pacientes. 



•Desarrollada por el Dr. Lanciotti (2007) 

•Diseño de sonda y primer en base a la cepa prototipo S27, detecta 

todos los genotipos West África, ECSA y Asia 

•Luego de la introducción de CHIKV al continente americano se han 

diseñado nuevos sets de sondas y primer (Fort Collins- CDC) para la 

detección del genotipo asiático (cepa americana)  

•Reacciones singleplex 

qRT-PCR para virus Chikungunya 

Sets de primer y sondas 

• Set 1 (ECSA) 

6856F 

6981c 

6919-FAM 

• Set 2 (Asiático-América) 

3855F 

3957c1,2 

3996-FAM1,2 

• Set 3 (Asiático-América) 

856F 

962c 

908-FAM 

Límite de detección 

(cepa americana): 

• Set 1 (genotipo 

ECSA): 56 ufp/ml 

• Set 2 (genotipo 

asiático-americano): 

5,6 ufp/ml 

• Set 3 (genotipo 

asiático-americano): 

5,6 ufp/ml 



 Para comparar los límites de detección se procesaron diluciones 

seriadas (factor 10) de dos cepas de referencia (silvestre y  vacunal) 

realizando extracciones del RNA  y al mismo tiempo, cuantificación viral 

(UFP/ml,  VERO C76).  

 Se compararon 3 protocolos, uno de ellos desarrollado para amplificar 

selectivamente cepa silvestre o vacunal. (Fischer C. y cols, Emerg Infect 

Dis. 2017, Nov; 23:11). 

Cepa Vacunal 17D 

Dilución UFP ( 5 ul) Protocolo Domingo Protocolo Fisher Protocolo Johnson 

Ct Ct Ct 

-1 2.2 10
3
 15.4 13.6 16.3 

-2 2.2 10
2
 19.5 17.2 20.3 

-3 2.2 10
1
 22.5 20.4 24.5 

-4 2.2 25.9 23.6 28.4 

-5 2.2 10
-1
 30 28.5 31.6 

-6 2.2 10
-2
 34.3 31.9 35.0 

-7 2.2 10
-4
 36.8 36.2 37.8 

-8 2.2 10
-5
 37.5 NEG NEG 

          

Cepa silvestre 2008 

Dilución UFP ( 5 ul) Protocolo Domingo Protocolo Fisher Protocolo Johnson 

Ct Ct Ct 

-1 1,75 10 
3
 14.3 16.7 12.1 

-2 1,75 10 
2
 17.8 20.8 15.8 

-3 1,75 10 
1
 20.0 22.1 20.0 

-4 1.75 25.2 27.3 24.0 

-5 1,75 10
 -1

 28.5 30.7 28.4 

-6 1,75 10 
-2
 33.2 35.0 31.3 

-7 1,75 10 
-3
 35.0 NEG 34.2 

-8 1,75 10 
-4
 NEG NEG NEG 

Evaluación de la sensibilidad analítica de 

3 protocolos in house para dx de YFV 

Fortalecimiento de la vigilancia 

laboratorial del virus de la fiebre 

amarilla y detección de casos humanos 

importados en Argentina, 2018.     

Morales et al.  

Congreso Argentino de Zoonosis 2018 



¿Que estrategia es mejor? 
 

 Dependerá de la situación 

epidemiológica 

 De los resultados que se 

obtengan 

 De la disponibilidad de 

metodologías en el laboratorio 

 

RT-PCR 

convencional 

qRT-PCR 

Aunque tienen muchas ventajas las técnicas en 

tiempo real, las metodologías de RT-PCR 

convencional son aún sumamente útiles 

(caracterización genética) y tienen menor costo 



RNA 

DNA 

Muestra  
SOBRENADANTES DE CULTIVOS 

CELULARES/MUESTRAS 
ORIGINALES 

Secuenciación del 
DNA (Sanger) 

1.Las secuencias fueron alineadas con otras disponibles en Genbank  
2.El alineamiento fue realizado empleando el método de Clustal-W 
implementado en el programa BioEdit.  
3.Se realizó análisis filogenético por el método de Neighbour Joining y 
Análisis Bayesiano para la caracterización del genotipo/identificación 
del agente. 

Análisis filogenéticos/Genotipificación/Identificación del agente 

Extracción del RNA 

RT-PCR  
convencional 

 YF17D

 YFASIBI

 AVD2791

 YFfVS

 YF17DBrz

 YFFNS

 YFTrini

 YFIC99

 71192

 71191

 71042

 PA3644

 PA3650

 PA3675

 PA5175

 YFUg48a

 BSQBeAn4073

 ILHorig

 WNArg06

 SLEMSI-7

 den4814669

 den2Jam

 den1Ar00

 den3H87

 cfa

78

45

50

70

77

45

100

71

67

100

100

100

96

57

80

57

0.000.050.100.150.20

Caracterización 

Molecular 



Células VERO – C6/36 

Muestras de Hígado, 
riñón,  cerebro y 

suero (-70ºC) 

Extracción de RNA 

nRT-PCR 

Bandas específicas para YFV 

ECP 

nRT-PCR virus Dengue y Fiebre Amarilla 

 YF17D

 YFASIBI

 AVD2791

 YFfVS

 YF17DBrz

 YFFNS

 YFTrini

 YFIC99

 71192

 71191

 71042

 PA3644

 PA3650

 PA3675

 PA5175

 YFUg48a

 BSQBeAn4073

 ILHorig

 WNArg06

 SLEMSI-7

 den4814669

 den2Jam

 den1Ar00

 den3H87

 cfa

78

45

50

70

77

45

100

71

67

100

100

100

96

57

80

57

0.000.050.100.150.20

Humanos y 
Alouatta 
caraya, 
Argentina,    
2007-2008 

Identificación de aislamientos 

virales, sueros, órganos de 

animales y humanos  de casos 

YF silvestre (emergencia en 

Argentina2008-2009) 



Utilidad de la caracterización molecular para diferenciación 

de cepas silvestres y vacunale de Fiebre amarilla 

Cepas de Fiebre 

amarilla silvestres  

Genotipo I 

Cepas de Fiebre 

amarilla vacunales  ArgVis 



Análisis de fragmento 

de 600 pb unión de los 

genes prM-E 

América 

del sur 

genotipo I 

América 

del sur 

genotipo II 

Brasil 2017 

Aislamiento y genotipificación del virus de 

la Fiebre amarilla en casos importados 

detectados en Argentina, 2018. 

 Fabbri et. al. 

Congreso Argemtino de Zoonosisi, 2018 



Oligonucleótidos 

degenerados en la región 

nsp4 (195pb) 

nsP

1 

nsP

2 

nsP

3 

nsP

4 

C E2 E1 

AAAAAAAAAAA 

No estructural estructural 

Detección de EEE, WEE, VEE, CHIK, 

Ross River, Sinbis, Semiliki Forest  

 Para identificar el Alphavirus se 

requiere la secuenciación genómica 

CHIKV: Secuenciación genómica parcial gen 

nsP4 amplificado con el protocolo genérico  

Identificación del 

Genotipo Asiático-

americano  en viajeros 



 Las muestras 

analizadas agrupan 

en el mismo cluster 

con cepas 

correspondientes al 

genotipo Asiático 

de ZIKV que se 

encuentra 

actualmente 

circulando en el 

continente 

Americano. 

 Se observó 99,8-

100 % de identidad 

nucleotídica entre 

las cepas de 

circulación 

autóctona en el 

fragamento 

analizado.  

Caracterización genética de cepas de 

virus Zika circulantes en argentina, 2016  

Genotipo   

Este de 

África 

Genotipo   

Oeste de 

África 

Genotipo   

Asiático-

Americano 

Figura. Árbol filogenético obtenido por análisis 
bayesiano con las cepas incluidas en el estudio. En 
rojo se indican las cepas autóctonas de Tucumán y 
en azul la cepa importada de Venezuela 
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Genotipo V 

Genotipo I 

Genotipo III 
Genotipo II 

2008-2011 
2016-2018 

2000-2003 

2010 -2011 
2016-2017 

Genotipo VI 

• Se ha detectado el 

genotipo V de DENV-1 

en todas las cepas 

estudiadas.  

• La dinámica de DENV-

1 en Argentina se ha 

caracterizado por 

introducciones, 

expansión geográfica y 

desplazamientos de 

distintos linajes 

reflejando, 

fundamentalmente, lo 

que sucede en el resto 

de los países de 

Latinoamérica 

Genotipificación de DENV-1 (fragmento de 1500 pb, gen ENV) 



Genotipo II 

Genotipo III 

Genotipo I 

Genotipificación de DENV-4 

(fragmento de 1500 pb, gen ENV) 

Se ha detectado el genotipo II de 

DENV-4 en todas las cepas 

estudiadas desde su introducción 

en Argentina en 2010 



Transbound Emerg Dis. 2018 Oct 14. West Nile virus associated with equid encephalitis in Brazil, 2018. 

Silva ASG1, Matos ACD1, da Cunha MACR2, Rehfeld IS1, Galinari GCF1, Marcelino SAC1, Saraiva 

LHG1, Martins NRDS1, Maranhão RPA1, Lobato ZIP1, Pierezan F1, Guedes MIMC1, Costa EA1. 

 

WNV detectado en Brasil en 2018 

• Utilizaron el protocolo de RT-PCR genérico (Fulop et al., 1993 y 

Bronzoni et al., 2005 (NS5)) 

• Identificaron 4 animales positivos 

• Abril 2018, Estado de Epiritu Santo, Brasil  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva ASG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matos ACD[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da Cunha MACR[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rehfeld IS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galinari GCF[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marcelino SAC[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saraiva LHG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saraiva LHG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins NRDS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maranh%C3%A3o RPA[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lobato ZIP[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pierezan F[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guedes MIMC[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa EA[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30318735


§ El diagnóstico molecular es una herramienta útil  para 

el diagnóstico de Arbovirus aplicando las metodologías 

en el período agudo de la enfermedad. 

§ Pueden existir variantes virales que no son detectadas 

por los métodos ya establecidos, por lo tanto el diseño 

de oligonucleótidos y sondas es crítico, así como 

también la evaluación de la Se y Sp de las 

metodologías empleadas 

§ Las técnicas de RT-PCR en tiempo real tienen muchas 

ventajas en comparación con las metodologías de RT-

PCR convencional, pero estas últimas son aún 

sumamente útiles ya que permiten la caracterización 

genética 

§ Los protocolos genéricos son útiles para vigilar 

agentes emergentes   

 

 

Conclusiones 



…..MUCHAS 

GRACIAS POR 

SU ATENCIÓN!! 


