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A& arquitectura
g del genoma:

Su expresion en

los fenotipos
ARGENTINA 2@19 |y las poblaciones

Herramientas moleculares utilizadas
actualmente para el diagnostico y
caracterizacion molecular de
Arbovirus en Argentina

Simposio: Impacto de las nuevas tecnologias moleculares en el estudio de
las Zoonosis Virales emergentes y reemergentes en América
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Arbovirus

Huésped Dependiendo

Hombre,

equinos, etc

Virus
Flaviviridae
Togaviridae

Bunyaviridae Viral
Reoviridae
Rhabdoviridae

Mosquitos @ Mamiferos
Garrapatas Aves
Simulidos Reptiles

Jejenes Anfibios
Acaros

Reservorio

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



Familia: Flaviviridae,
Género: Flavivirus

Familia: Togaviridae
Género: Alfavirus

Structural

]

Nonstructural
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‘ (-) strand RNA Helicase,
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synthesis, proteinase

synthesis ~ RNA polymerase
RNA polymerase BB capping

Envelope Protease with N528

Helicase
NTPase
Capsid

Envelope
Membrane

Capsid glycoproteins
Methyltransferase

Radius (A)
200 270 340
—

Envelope glycoprotein

—— Red:  DomainI - central structure

Yellow: Domain I - dimerization

—— Blue:  Domain Il - receptor binding

Glycoproteins
—— Green: Fusion peptide

Lipid
ElandE2 g r bilayer

) Dengue , Fiebre Amarilla,
Encefalitis de San Luis,

Chikungunya, Encefalitis Equina
. West Nile, Zika

del Este, Encefalitis Equina del

Oeste, Encefalitis Equina
. . ) Venezolana, Mayaro, Una, Aura
4 Alta reactividad cruzada de anticuerpos
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Cinética de la viremia y de los anticuerpos en
infecciones por virus Zika

La inclusion de la muestra de orina permite ampliar
el periodo de aplicacion de los métodos directos
(idealmente entre los 5-15 dpi)

Viremia/ — < _
—

=—‘-=—‘

1

IgM suero

V

IgG suero

Anticuerpos

3

Inicio sintomas

<

Métodos directos




Amplificacion y deteccion del genoma viral
mediante técnicas de RT-PCR

Diferentes protocolos de RT-PCR

I. RT-PCR convencional o punto final

L c | M | E |

50
ARN viral

Producto - - - Producto
de 400 . de 300 pb
pb ‘

24-48 hs

JournaL o CLINicAL MicroBroLoGY, Mar. 1992, p. 545-551 Vol. 30, No. 3
0095-1137/92/030545-07502.000
Copyright © 1992, American Society for Microbiology

Rapid Detection and Typing of Dengue Viruses from Clinical
Samples by Using Reverse Transcriptase-Polymerase

. . . .. Chain Reaction
’MetOdOS de 2 CIC].OS de ampllﬁCaCIOH ROBERT 8. LANCIOTTI,* CHARLES H. CALISHER, DUANE J. GUBLER,

. . oq e GWONG-JEN CHANG, anp A. VANCE VORNDAM{

( nRT— PC R) t]_e ne mayo r S e nS lb llld ad Division of Vector-Borne Infectious Diseases, National Center for Infectious Diseases,

Centers for Disease Control, P.0. Box 2087, Fort Collins, Colorado 80522
Received 4 September 1991/Accepted 2 December 1991
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Diagnostico molecular de las
infecciones por RT-PCR

VIROLOGY

www elsevier.comlocatejov c o nve n c io n al

JOURNAL OF

Journal of Clinical Virology 43 (2008) %6-101

Short communication
One-step RT-PCR for detection of Zika virus
d . ok . JOURNAL OF VIROLOGY, Jan. 1998, p. 73-83 Vol. 72, No. 1
Oumar Faye®“, Ousmane Faye®, Anne Dupressoir®®, Manfred Weidmann®, S D022-538X/98/504.00+0

Mady Ndiaye?, Amadou Alpha Sall**

* Institut Pasteur de Dakar, 36 Avenue Pasteur, BP 220, Dakar, Senegal
b UMRS122 CNRS, Institut Gustave Roussy, 39 rue Camille Desmoulins, Villejuif, France

e ol s e Phylogeny of the Genus Flavivirus

Recshol 12 amary 2008 osvod b et fom 6 Moy 200 aopted 1 Moy 208 GORO KUNO,* GWONG-JEN J. CHANG, K. RICHARD TSUCHIYA, NICK KARABATSOS,

i, anp C. BRUCE CROFP
Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 710(4): 569-572, June 2015 569 Arbovirus Diseases Branch, Division of Vector-Bome Infectious Diseases, National Center for Infectious Diseases,
Centers for Disease Control and Prevention, Fort Collins, Colorado 80522-2087
First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil Received 15 July 1997/Accepted 19 September 1997
Gename Organization of the Flavivirus

Camila Zanluca', Vanessa Campos Andrade de Melo?, Ana Luiza Pamplona Mosimann',
Glauco Igor Viana dos Santos?, Claudia Nunes Duarte dos Santos'/*, Kleber Luz’/* [snclc pom] £ v [soae] weo [nsws| wss [anc

'Laboratério de Virologia Molecular, Instituto Carlos Chagas, Fundagio Oswaldo Cruz, Curitiba, PR, Brasil
Secretaria Estadual de Sadde do Rio Grande do Norte, Natal, RN, Brasil

“Instituto de Medicina Tropical, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, RN, Brasil (FUTPM) (FLAEM) ‘
—r —F —t —
Fal* RN 1] A
ORIGINALES i - - !
o2 (=M cro3
Reliable detection of St. Louis encephalitis virus o croem
by RT-nested PCR — e
a‘ m\l
Viviana Ré®, Lorena Spinsanti®, Adrian Farias®, Adrian Diaz®, Ana Vézquez®, Javier Aguilar®, Antonio Tenorio? and Marta Contigiani®
“Instituto de Virologia Dr. J.M. V: s.uella Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba. Cérdoba. tina. JOUIﬂﬂl of
“Laboratory of Arboviruses and Impa Diseases. Diagnostic Microbiology Service. National Center for Microbiology. ) N
Instituto de Salud Carlos IIL. Majadahnnda Madrid. Spain. Virological
il Methods
g ELSEVIER Journal of Virological Methods 95 (2001) 153161
1 wwwelsevier.com)locate/jviromet

Trapical Medicine and Imernarional Heakh dai 0111413653156 2006 01 696x

VOLIEE 13 %03 PP 1432-1541 SEITEMNIR 2226 % Available online at wwuw.sclencedirect.com
Detection and subtyping of dengue |1-4 and yellow fever viruses| “**V'*™* A oo ot 1240000 101100 - ] A generic nested-RT-PCR followed by sequencing for

by means of a multiplex RT-nested-PCR using degenerated H H H : H
u P B deg Generic RT-nested-PCR for detection of flaviviruses using detection and identification of members of the alpha‘”rus

primers degenerated primers and internal control followed by genus

M. P, Sinchez-Seco'?, D, Rosario’, L Herndngez?, €. Domingo’, K. ¥algés’, M. G, Guzman® and A, Tenorio® sequencing for specific identification

1 Alertand Emergency Uni, Natianal Centes for Micrabia ogy. fuctzara de Sobud Corls 11, Majadshancd. Spain M.P. Sinchez-Seco***, D. Rosario®, C. Domingo®, L. Hernindez*, M. Paz Sanchez-Seco **, Delfina Rosario ®, Evelia Quiroz ¢,

3 Labanatary af Arbavieuses and imparted Vinsl Dissases, Natiana! Centar fae Missbicls uta e Salud Cavla 117, Majad shan K. Valdés©, M.G. Guzman®, A. Tenorio® . . .
Span - - ! ’“ S * Lebommers o rbniaoe ot Ipored Vet Diasn Dingorc Abrobolo S, econs G e Mirobilos Guadalupe Guzmén °. Antonio Tenorio®
3 1::\5:\;\1 Department, PAHINWHO Callgharating Cewter for Viesl Diseases, Ingtitura de Medicig Tropical "Pedva Kaur!”, Ciudad ™ Llort and Emergency U \amal afui“m’w\::'»":‘):’mu‘l‘):’;::f:;masw’; qu‘“"m v 5}'0"' . .
Hahars, Cabe < Timots Deperrson BAG. WHO Coliaboraint Contor ok Vet Diveases atose 3¢ sedicmns Tropeai ot Ko = Servicio de Mierobiologia Diagnistica, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Satud Carlos Ifl, Majadahonda,
el Rk UM Madrid, Spain
B D e e i |y 2003, Wy 1 Sicary 2003, ® Departamento de Virologia, Instituto de Medicina Tropical Pydm Kouri. Ciudad Habana, Cuba
Summary orfEcTIVE Differsntial disgnosis of infections that caves similar diseases and may be active ¢ Departamento de Virologia, Centro Ce Gorgas de i ion en Salud, Panama, Panama
simmulzanzsusly in the sme grgraphical areas is gresly nesded, Dengue and yellow fever viruses
\DENV and YEV) are transmitted by the same species of mosquito and both can cause haemorthagic | AP Received 31 October 2000; received in revised form 6 March 2001; accepted 13 March 2001

fever symprons, These viruses are sstive mainly in regions where expensive and sophisticarsd group of at hatcan llnass in buamass. The contionous and slow spread
; ; . ¢ 2 th 1econt sy 20 psd o S Nl i 1o (e Amrcan <ontina pout 1 e
mchnologies 2= nor available, Our objsctive was 1o develop 2 simple, relisbls and sasy-to-perfamm il e % somiaant;pols 4 (1
method o detect and identify thess virses RTnacted PCR tha = 3 ipaed. The idanification of te datecied vires is
s ; ; i< RT- omed vi carried out by sequenciang. The inroduction of an interaa] coutro] would reduce fhe mumber of filse negative results and could be used o
sETHons We slightly modifid a gensric RT-POR sble to derest the mentionsd viruses and orher Siried ot b miciay, Ton Rivodunion ot 4 el sothnl ol
members of this genus specific primens for sach one of thew viruses wers designed and included in the | ©2005 Elvevier B.V. Al rights reserved
nssred reasrion insvesd of ome of the generic omss, The resction was sptimizsd and viruss are amplifed

giving ris to bands of different sizss distinguishable in agarose gels.

Keywonds: Flaviviews; Cwueric PCR; Detaction; Degenerated prisers
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Amplificacion y deteccion del genoma viral
mediante técnicas de RT-PCR

Diferentes protocolos de RT-PCR

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

Forward G Q
) 5 u 3

=

Reverse

Amplification Plot

v'"Menor probabilidad de contaminacion
v'"Mayor Sensibilidad y Especificidad

v'Sondas de hidroélisis tienen mayor
especificidad que técnicas son SyBR
Green y son utilizadas para el dx

SYBR Green | Hydrolysis probe

Annesaling phase




Amplification Plot

OPEN a ACCESS th’ available online @PLOS | %Egélfcc*rfg'“““ LI Emerging Infectous Disases + wiww.cdc govleid » Vol 14, No. 8, August 2008

. - . [ Genetic and Serologic Properties
Analytical and Clinical Performance of the CDC Real Time 11 o Zlical Wiis Axsoclated with
. . . I Sets de primer y sondas i i
RT-PCR Assay for Detection and Typing of Dengue Virus |, “Sareesy .o A

6856': Alison J. Joh % * and Mark R. Duffy’

. . o ) I 6981
Gilberto A. Santiago, Edgardo Vergne, Yashira Quiles, Joan Cosme, Jesus Vazquez, Juan F. Medina, : I 6919?FAM

Freddy Medina, Candimar Colon, Harold Margolis, Jorge L. Muioz-Jordan*

Il .set2 (Asiatico-América)
Centers for Disease Control and Prevention, Division of Vector-Bome Diseases, Dengue Branch, San Juan, Puerto Rico, United States of America I I 3855F

Table 3 Descripfion and haractenisiics of Zika virus real-tme RT-PCR prmer/probe sefs”
39570112 Genome Sensifivity, no.

] Primer positiont Sequence {5’ - 3) copies Specificityf
3996 FAM1 '2 ZIKV 835 835-857 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC

PLOS Neglected Tropical Diseases | wwwplosrtds.org 1 July 2013 | Volume 7 | lssue 7 | e2311

KV 1c 911-890 CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 100 ZIKV

I -Metodologia desarrollada por CDC y aprobada por FDA BB A AT ) UM WL CORRTAORONCAGSTEATICONS

I g - - - . ZIKV 1086 10881102 CCGCTGCCCAACACAAG
: «Amplificacion en distintas regiones del genoma para cada uno ot B N CGCMCTOTTOGOT s
de los serotipos Y,

I *Metodologia multiplex, igual sensibilidad que singleplex

qRT-PCR para virus de la ) _ '
Encefalitis de San Luis qRT-PCR para virus West Nile

Amplificacion del, . *Hull el al., Diagn Microbiol Infect .
genoma en la region Dis, Nov. 2008, p272-279 Vol. *Laniotti et al., Journal of

del gen C 63, N° 3 Clinical Microbiology, Nov.
Diferenciaciéon de cepas - 2000, p. 4066-4071 Vol. 38,
silvestre de vacunal * Confirmacion de un caso N

fatal en 2013 en biopsia Estudio por qRT-PCR en

de cerebro y en muestra muestra de distintas partes
de suero en contacto de del cerebro (cerebelo

caso confirmado de SLE hemisferio y puente) del

Zg lo;ote de Pergamino, equino con sintomatologia




=" Amplificacion y deteccion del genoma viral
mediante técnicas de RT-PCR

Diferentes disenos de RT-PCR

v Especificos: disenados en
regiones que permiten diferenciar
entre los distintos virus (Ejemplo W*’”“’“

gen de la Envoltura para virus = o E"
Zika)

v'Genéricos: disenados en

regiones mas conservadas dentro
del género viral (Ejemplo gen NS5
para Flavivirus) ere

[ 8 fragmentos de ADN |

v'Singleplex o multiplex:

disenados para la utilizacion de
un unico par de oligonucléotidos o | Forwad N
a1 ) 5 3

multiples pares
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Reverse
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gqRT-PCR para virus Dengue

*Amplificacion en distintas regiones del genoma para cada uno de los serotipos
‘La secuencia de sondas y oligonucleotidos fueron disenados en base a
cepas de DENV de circulacion reciente (1998-2012)

OPEN G ACCESS Freely available online ‘G PLOS | s

TROPICAL DISEASES

Analytical and Clinical Performance of the CDC Real Time
RT-PCR Assay for Detection and Typing of Dengue Virus

Gilberto A. Santiago, Edgardo Vergne, Yashira Quiles, Joan Cosme, Jesus Vazquez, Juan F. Medina,
Freddy Medina, Candimar Colon, Harold Margolis, Jorge L. Munoz-Jordan*

Centers for Disease Control and Prevention, Division of Vector-Bome Diseases, Dengue Branch, San Juan, Puerto Rico, United States of America

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org 1 July 2013 | Volume 7 | lssue 7 | e2311

Marcador de

DENV-1 DENV-2

=

DENV-3 DENV-4

Nombre Regresion lineal para evaluacion de sensibilidad

fluorecencia

DENGUE 1 FAM
DEMNGUE 2 VIC
DEMNGUE 3 ROJO TEXAS
DEMGUE 4

Amplification Plot

Diluticn




Evaluacion de la sensibilidad analitica de las
metodologias usadas

, Semillas virales \ Titulacion Viral bajo

Extraccion de RNA capa de agarosa

'a Yo NANA YA

IRARN

10t 102 10 104 10° 10°

. g

gRT-PCR

COOOO GG

X

®»_ @

Titulo UFP/ml

DEN-1 11,1106

ZIK TRIOPLEX PRIMER DESIGN DEN-2 3,4510°
DEN-3 6,13 10°

DEN-4 9,310°
CHIK  310°¢
ZIK 5,8 106

1000000 |




=% Evaluacion de la sensibilidad analitica de 3 reactivos para
dx de Dengue, Chikungunya y Zika (multiplex kit) vs
protocolos in house
Virus Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad (UFP/mlI)
(UFP/ml) protocolo (UFP/mI) (UFP/ml) Kit Kit Roche o

in house actualmente  TRIOPLEX Primer Design
en uso en la Red CDC

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

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 disminucion en las Se podria seria mas riesgoso de obtener falsos

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

EVALUATION OF MULTIPLEX REAGENTS FOR DETECTION OF DENGUE, CHIKUNGUNYA AND
ZIKA VIRUSES BY REAL-TIME RT-PCR
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Autores Cintia Fabbri 1, Mariel Feroci 1, Victoria Luppo 1, Silvana Levis ', Maria Alejandra Morales
1

https://www eventoexpress.com.br/sia/2018/virologia



qRT-PCR para virus Chikungunya

DISPATCHES - ° o »
Limite de deteccion

Chikunaunva Virus Sets de primer y sondas . :
in U% T¥avelers Sl gt (cepa americana)
Returning from 6856F ® Set 1 (genotipo

India, 2006 | 9981¢ ECSA): 56 ufp/ml

6919-FAM
Robert S. Lanciotti,” Olga L. Kosoy,” Janeen J. o240 P .
Laven,” Amanda J. Panella,” Jason O. Velez,* * Set 2 (ASIatlco'Amerlca) ¢ Set 2 (genotlpo

Amy J. Lambert,” and Grant L. Campbell* 3855F

Chikungunya virus (CHIKV), a mosquitoborne alpha- a81atlco—amerlcano):

virus, is endemic in Africa and Asia. In 2005-2006, CHIKV 39 57C 1 ) 2
epidemics were reported in islands in the Indian Ocean and

in southern India. We present data on laboratory-confirmed 399 6_FAM 1 ) 2 5 ’ 6 1'lfp / ml
CHIKY infections among travelers returning from India to

the United Stales during 2006, » Set 3 (Asiatico-Ameérica)
856F

962c asiatico-americano):

908-FAM 5.6 ufp/ml

¢ Set 3 (genotipo

Emerging nfecfious Diseases + winw.cdc qovieid  Vol. 13, No. 5, May 2007

*Desarrollada por el Dr. Lanciotti (2007)

*Diseno de sonda y primer en base a la cepa prototipo S27, detecta
todos los genotipos West Africa, ECSA y Asia

*Luego de la introduccion de CHIKV al continente americano se han
disenado nuevos sets de sondas y primer (Fort Collins- CDC) para la
deteccion del genotipo asiatico (cepa americana)

*Reacciones singleplex
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Evaluacion de la sensibilidad analitica de
3 protocolos in house para dx de YFV

v' Para comparar los limites de deteccion se procesaron diluciones
seriadas (factor 10) de dos cepas de referencia (silvestre y vacunal)

®  realizando extracciones del RNA y al mismo tiempo, cuantificacion viral
(UFP/ml, VERO C76).
® Se compararon 3 protocolos, uno de ellos desarrollado para amplificar
L9 selectivamente cepa silvestre o vacunal. (Fischer C. y cols, Emerg Infect
Dis. 2017, Nov; 23:11).
Cepa Vacunal 17D
Dilucion UFP (5 ul) Proj6colo Domiago Protocolo Fisher Prgtocolo Johnsdp
= ] 7 o\ Ct 7 o\
-1 2.210° [/ 154 \ 13.6 /[ 163 \
. -2 2.210° / 19.5 \ 17.2 / 20.3
-3 2.210° | 22.5 \ 20.4 | 24.5
-4 2.2 | 25.9 \ 23.6 | 28.4
. -5 2210 30 28.5 | 31.6
-6 2.210° 34.3 31.9 35.0
.. -7 2210" 36.8 36.2 37.8
-8 2.210° 37.5 NEG NEG
: . Cepa silvestre 2008
Dilucion UFP (5 ul) Protocolo Domingo Protocolo Fisher Protocolo Johnson
- B ct Ct Ct }
-1 1,7510° 14.3 16.7 | 12.1
. 2 1,7510 ° 17.8 20.8 \ 15.8
i -3 1,7510 \ 20.0 | 22.1 \ 20.0
-4 1.75 \ 25.2 / 27.3 \ 24.0 } Fortalecimiento de la vigilancia
. . -5 1,7510 \ 28.5 / 30.7 \ 28.4 / laboratorial del virus de la fiebre
0 1.7510 - \ 33.2 / 35.0 \ 313 / ama.rilla y deteccion de casos humanos
. . = 1.7510 =3 \ 35.0 / NEG \ 340 1mportadol\:;:leAsr§::lt.1na, 2018.
-8 1,7510 \ NEG / NEG \NEG / Congreso Argentino de Zoonosis 2018



¢ Que estrategia es mejor?
9
| o Dependera de la situacion
epidemioldgica
v" De los resultados que se
obtengan
v" De la disponibilidad de
metodologias en el laboratorio

*

Aunque tienen muchas ventajas las técnicas en
tiempo real, las metodologias de RT-PCR
convencional son aun sumamente utiles

(caracterizacion genetica) y tienen menor costo
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=® Caracterizacion
' SOBRENADANTES DE CULTIVOS |
Molecular CELULARES/MUESTRAS |

ORIGINALES

1.Las secuencias fueron alineadas con otras disponibles en Genbank
D.El alineamiento fue realizado empleando el método de Clustal-W
implementado en el programa BioEdit. |
3.Se realizd andlisis filogenético por el método de Neighbour Joining y| E=
Andlisis Bayesiano para la caracterizacion del genotipo/identificacion
del agente.
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Muestras de Higado,
rinon, cerebroy

suero (-70°C) B |
Células VERO — C6/36

Identificacion de aislamientos 57| YFAS [5 )
YFASIBI » ECP

virales, sueros, organos de g0 AVD270L

YFVS

animales y humanos de casos YF17DBrz
YF silvestre (emergencia en YFENS

Argentina2008-2009) Extraccion de RNA

YFIC99

71192 / Humanosy

71101

1oua Alouatta
PA3644 caraya,
PA3650 Argentina,

PA3675 2007-2008
PA5175

YFUg48a
BSQBeANn4073
ILHorig
WNArg06
SLEMSI-7
den4814669

den2Jam

denl1Ar00
den3H87

cfa .
MUSE79~1.JPG

Bandas especificas para YFV

SO000 06




@Utilidad de la caracterizacion molecular para diferenciacion
® de cepas silvestres y vacunale de Fiebre amarilla

VECTOR S0mNe A0 200NOTIC DISE/SEs, ORIGINAL RESEARCH

© Mary Ann Lisbert, Inc.
DO: 10.10894b2.2011.0730

Isolation of Yellow Fever Virus from Mosquitoes
in Misiones Province, Argentina

Silvina Goenaga!' Cintia Fabbri! Juan Climaco Rondan Duenas? Cristina Noemi Gardenal
Gustavo Carlos Rossi* Gladys Calderon! Maria Alejandra Morales!
Jorge Braulio Garcia, Delia Alcira Enria) and Silvana Levis'

The Baqi-_(;sia.r\ analysis of the nucleotide sequence of a 670-
bp fragment of a genomic region prM/E (Fig. 2), and a 595-bp
fragment of the NS5/3'NCR (data not shown), demonstrated
that the YFV strain isolated from Sa. albiprivus is positioned
together with other YFV strains isolated from Argentina and
Brazil in 2008.

YFTrini
YFFNS

ArgVis

den1Ar00

den3H87

den4814669

den2Jam

BSQBeANn4073

ILHorig

WNArg06
SLEMSI-7

*
.
2
>
?
-
*
e
>

cfa

sabettes albiprivus Misones 2009

man3 San Vicente Misones 2008

A.caraya P.Pinalito S.Pedro Misones 200

A.caraya P.lguazu Misones 2008 CepaS de FiEbre
A.caraya El Soberbio Misiones 2009 amari”a Si |Vestre
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Yellow fever vaccine-associated adverse events following extensive
immunization in Argentina

Cristidn Biscayart®*, Maria Eugenia Pérez Carrega“, Sandra Sagradini®, Angela Gentile®,
Daniel Stecher®, Tomas Orduna?, Silvia Bentancourt®, Salvador Garcia Jiménez!,

Luis Pedro Flynn*¥, Gabriel Pirdn Arce", Maria Andrea Uboldi', Laura Bugna',

Maria Alejandra Morales!, Clara Digilio/, Cintia Fabbri/, Delia Enria’,

Maéximo Diosque?, Carla Vizzotti®




RMA 3574 orina CABA

RMA 3572 orina CABA

RMA B5E1 plasma CABA

| “fellow fever wirus strain E5-504 complete genome. Brasil 2017

Analisis de fragmento |:|‘-Elm\' fewer virus sirain SPH258505 polyprotein gens partial cds.

de 600 pb unlén de ].OS ellow fever wines strain PHT1 191 polyprotein gene partial cds.
L elow fever vinus strain BeHE55417 complete genomse.

genes prM_E Yellow fever vines strain BeAnS2B124 polyprotein gene partial cds.
‘ellow fever vinus strain TVP11787 polyprotein gene complete cds.
Wellow fever virus strain CARECBS 15207 pelyprotein gene partial ¥

' ellow fever virus strain CARECA91257 polyprotein gene partial Amenca

Yellow fever virus strain CARECA21254 polyprotein gene partal del sur

‘fellow fever vinus strain BeAr250307 polyprotein gene partial ods. genotipo |

d ‘elbow fever vines Trnidad 54 core pre-membrane membrane and

Yellow fever vinus strain BeArS13282 polyprotein gene partial cds.
Yellow fever virus strain BeAr5442TH polyprotein gene partial cds.

L]
— "fellow fewervires Panamar4 core pre-membrane membrane and

‘Yellow fewer wirus strain BeH233383 polyprotein gene partial cds.
% I Yellow fever virus strain BeAr233436 polyprotein gene partial cds.
Y eliow fever vines strain BeHS26722 complate genome.
_‘H[ Yelbow fever virus strain BeArS2T547 polyprotein gene partial cds.
| ellow fewer wirus strain BeAr162 polyprotein gene partial cds. j
100 L ellow fever virus strain BeAr1g0 pofyprotein gene partial cds.
Y'ellow fewer wirus strain BeH413820 polyprotein gene partial cds. Aménca
Y ellow fever wirus strain OBS7937 polyprotein gene partial cds.
ED Yellow fever wirus strain HEB424 8 polyprotein gene partial cds. del Su_r
100! ellow fever virus strain HEB4240 polyprotein gene partial cds. genotipo Il
YF strain lwory Coast 1998
YF Trinidad 794
¥F French neurctropic strain
¥F ASIBI
vFFrenchviseeratropic - Ajslamiento y genotipificacion del virus de
"‘iff_f@' "“’:“ la Fiebre amarilla en casos importados
vaccine stra 2
o IR, detectados en Argentina, 2018.
Fabbri et. al.

¥F Ugandadda
Congreso Argemtino de Zoonosisi, 2018




=® CHIKV: Secuenciacién genémica parcial gen

Journal of
Virological
Methods

www.clsevier.com/locate/jviromet

v Oligonucle6tidos At Sl deniihieation of memicre ol the alphavirs
degenerados en la region “’
nsp4 (195ph)

genotipo ECSA
linaje Océano Indico

v Deteccion de EEE, WEE, VEE, CHIK,
Ross River, Sinbis, Semiliki Forest

Nested

MW EEE VEE WEEVero H,0MW RR Sin SF CHKH,0 MW @h
120120 genotipo Asiatico-Americano

Phil3

( Plgn
220 o Bt
200 3 <€ 195 T3tAg

ot Identificacion del
4841Arg . PR
| Genotipo Asiatico-
5450Ag

v' Para identificar el Alphavirus se &, | | Americano en viajeros

Mex14

BrRetd

requiere la secuenciacion genomica )

Cdng1 " -
[ it genotipo oeste Africa
10 Seng3




Caracterizacion genética de cepas de
virus Zika circulantes en argentina, 2016
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¥ Genotipificacion de DENV-1 (fragmento de 1500 pb, gen ENV)
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Se ha detectado el
genotipo V de DENV-1
en todas las cepas
estudiadas.

La dinamica de DENV-
1 en Argentina se ha
caracterizado por
introducciones,
expansion geografica y
desplazamientos de
distintos linajes
reflejando,
fundamentalmente, lo
que sucede en el resto
de los paises de
Latinoameérica
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=® Genotipificaciéon de DENV-4
(fragmento de 1500 pb, gen ENV)
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WNYV 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

an (- MHA80666|{Horse/BRAINY40/2018) 7
+ MH480667|{(Equid/BRAIBG43/2018)

AF260967|(strain NY99/Horse)

- AFA81864|(strain 1S-98/Stork)

F JFO20306](US/EID-V4597/2003)

AF206518|(USAM 999 Cx pipiens)

{ GQ3AT160|(strain ArEQOO01/Horse)
GQ379161|(strain ArEgD03/Horse)

L DQ080069|(Mexico/2003/Harse)

L—— AYT01413|(Morocco/2003/Horse)

E DO0Z246|(Kunjin virus)
100 JNBET3S2|(Australial2011/Horse)

AYB88948|(strain Sarafend) -
Lineage 2

Lineage 1

T JN293308)(South Africa/2008Horse)
—90|——KM052152|(80uth Africal1977/Horse)
AYTB5264)|(strain Rabensburg) |Lineage 3

GUO478T5|(Spain/2006/Cx pipiens)
AY2TT251|(Russial1 998/D marginatus)

:|Lineage 4

Transbound Emerg Dis. 2018 Oct 14. West Nile virus associated with equid encephalitis in Brazil, 2018.
Silva ASG1, Matos ACD1, da Cunha MACR?2, Rehfeld 1S1, Galinari GCF1, Marcelino SAC1, Saraiva

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

El diagnostico molecular es una herramienta util para
el diagnostico de Arbovirus aplicando las metodologias
en el periodo agudo de la enfermedad.

Pueden existir variantes virales que no son detectadas
por los métodos ya establecidos, por lo tanto el diseno
de oligonucleotidos y sondas es critico, asi como
también la evaluacion de la Se y Sp de las
metodologias empleadas

Las técnicas de RT-PCR en tiempo real tienen muchas
ventajas en comparacion con las metodologias de RT-
PCR convencional, pero estas ultimas son aun
sumamente Utiles ya que permiten la caracterizacion
genética

Los protocolos genéricos son utiles para vigilar
agentes emergentes
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