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Resumen

Introduccion: Madariaga (MADV) es un virus de ARN de la familia Togaviridae, género
Alfavirus. MADV es un virus zoondtico endémico en Panama, y se asocia principalmente
con encefalitis en equinos, y una alta letalidad que va desde el 30-50%. Desde su apari-
cion en humanos en el 2010, ha ocasionado brotes de enfermedad febril y neuroldgica,
especialmente en nifios. El diagnostico de este virus, tanto en humanos como en anima-
les, es limitado por la escasez de metodologias disponibles y actualmente no hay un mé-
todo para deteccion de la carga viral. Material y método: Utilizando secuencias
publicadas, se disefié una técnica de RT-qPCR en tiempo real especifica para la cuantifi-
cacion de MADV, que fue validada y estandarizada con aislados de virus panamefios de
diferentes anos. Resultados: La técnica desarrollada es especifica y no detecta otros al-
favirus presentes en Panama, y tiene un limite de deteccion de 100 copias de ARN viral
por mL. Conclusién: Esta metodologia permite evaluar la carga viral en muestras huma-
nas, de animales y de vectores siendo una herramienta que podra ser utilizada para futu-
ros estudios en virulencia, patogénesis y respuesta inmune, y el ciclo de transmision de
este virus en vectores.

Abstract

Introduction: Madariaga (MADV) is an RNA virus of the Togaviridae family, genus Alfavi-
rus. MADV is a zoonotic virus endemic in Panama, and is mainly associated with encep-
halitis in equines, and a high lethality ranging from 30-50%. Since its appearance in
humans in 2010, it has caused outbreaks of febrile and neurological disease, especially in
children. The diagnosis of this virus, both in humans and animals, is limited by the scarcity
of available methodologies and there is currently no method for detection of viral load.
Method: Using published sequences, a specific real-time RT-gPCR technique for MADV
quantification was designed, validated and standardized with Panamanian virus isolates
from different years. Results: The developed technique is specific and does not detect ot-
her alphaviruses present in Panama and has a detection limit of 100 copies of viral RNA
per mL. Conclusion: This methodology allows evaluating the viral load in human, animal
and vector samples being a tool that could be used for future studies on virulence, patho-
genesis and immune response, and the transmission cycle of this virus in vectors.
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INTRODUCCION

El virus Madariaga (MADV) conocido anteriormente
como el virus de la Encefalitis Equina del Este Su-
ramericano (EEEV-SA) pertenece a la familia Toga-
viridae, género Alfavirus, con un genoma ARN de
un tamano aproximado de 10 a 12 kb [1]. MADV es
un arbovirus endémico en Panama asociado con
brotes de encefalitis en caballos y otros equinos
desde aproximadamente 1936 cuando fue docu-
mentado por primera vez en el pais [2].

Estudios epidemioldgicos en Panama y Ameérica
Latina, han intentado establecer asociacion entre la
infeccion de MADV vy la enfermedad en humanos
durante varias décadas, con resultados sugiriendo
la avirulencia de este virus y su limitada capacidad
para causar enfermedad humana. Sin embargo, re-
cientemente en el ano 2010, se ha reportado la
emergencia de MADV como un patégeno humano
en Panama [3].

El ciclo de transmisiéon aun no es completamente
claro, sin embargo, se sospecha que los mosquitos
del género Culex actian como su principal vector
[4], especificamente las especies C. melanoconion,
C. taeniopus, C. pedroi y C. bidens [2,5]. Ademas,
hay evidencia de que los roedores podrian desem-
pefiar un papel como reservorios de este virus,
siendo las especies Zygodontomys brevicauda,
Oryzomys coesi y Transandinomys bolivaris las
mas relevantes [6,7]. Uno de los principales retos
en los paises tropicales es la circulacién simultanea
de diversos arbovirus, muchos de los cuales com-
parten sintomas similares, lo que dificulta su
diagndstico clinico [8].

La deteccion de MADV en humanos se ha dado
principalmente durante brotes de encefalitis en
equinos y en estudios de vigilancia durante epide-
mias de otros arbovirus, como se evidencioé en Haiti
y Brasil [9,10,11]. Ademas, investigaciones de sero-
prevalencia en Peru [12] y Panama [13] han identi-
ficado anticuerpos contra MADV en personas
asintomaticas sugiriendo que podria estar pasando
desapercibido o confundido con otras enfermeda-
des en los sistemas de salud [14].

Los sintomas mas comunes observados en los re-
cientes casos documentados de humanos con

MADV son fiebre, vomitos y convulsiones [15]. No -

todos los casos desarrollan encefalitis; algunos
pueden manifestarse como un sindrome febril indi-
ferenciado [9,11]. Sin embargo, cuando se presenta
la encefalitis, generalmente culmina en enfermedad
neurolégica grave con secuelas permanentes [3].
El diagnéstico de MADV durante el desarrollo de
este estudio, en muestras agudas (0-5 dias) se ba-
saba en reacciéon de cadena de polimerasa (PCR)
en tiempo final genérica y anidada, seguida de se-

cuenciacion por método de Sanger [10, 11]. Re-
cientemente se ha implementado una técnica de
tiempo real que acorta el tiempo de respuesta [16].
Para muestras convalecientes (6 dias en adelante)
se sigue utilizando el ensayo inmunoabsorbente
(ELISA) casero, y para diferenciar anticuerpos es-
pecificos neutralizantes, se aplica la técnica de
Neutralizaciéon en placa (PRNT). Estas técnicas re-
quieren de personal altamente capacitado, tanto en
biologia molecular como en virologia tradicional, asi
como infraestructura especializada y recursos fi-
nancieros. Estos factores, en conjunto, dificultan su
diagnéstico.

La razon de la aparicion de MADV y su afectacion
en humanos desde el 2010 no es clara. Sin embar-
go, desde entonces se han observado casos es-
poradicos en Panama y en otros paises de América
Central, Sudamérica y, mas recientemente, en el
Caribe [3, 17, 9]. Luego de una revision bibliografi-
ca en busca de metodologias moleculares no en-
contramos RT-qPCR especificas para MADV o que
permitan cuantificar la carga viral. Las RT-PCR pu-
blicadas en el momento del estudio solo utilizaban
la variante del norte en su disefio [18-21]. lo cual
podria disminuir la sensibilidad de la deteccién de
MADV ya que existen suficientes diferencias gene-
ticas bien documentadas entre ambos virus que
dieron a lugar ser clasificadas como dos especies
virales distintas [5].

Por otro lado, existe evidencia cientifica que rela-
ciona una alta carga viral con un desarrollo mas
agresivo de la enfermedad, complicaciones graves
y hospitalizaciones prolongadas [22-25]. Dado que
Panama es uno de los principales paises con re-
porte de casos y afectados por este virus, este tra-
bajo tiene como objetivo desarrollar una
herramienta cuantitativa especifica para detectar y
medir las particulas virales de MADV. Esta técnica
contribuira a la investigacion sobre la transmision,
la virulencia, patogénesis y respuesta inmune del
virus, areas poco estudiadas, y permitird compren-
der mejor su tropismo celular, su relaciéon con en-
fermedades graves y la respuesta inmune del
hospedador.

MATERIALES Y METODOS

Este es un estudio de tipo experimental, in vitro que
fue registrado en la plataforma RESEGIS del Minis-
terio de Salud de Panama bajo el nimero 3451 y
fue exento de revision de protocolo por el Comité
de Bioética del Instituto Conmemorativo Gorgas
Estudios de la Salud (ICGES) N°169/CBI/ICGES/19
ya que no se utilizaron muestras o datos humanos.
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Las muestras de este estudio fueron aislados vira-
les de Madariaga, Chikungunya, Encefalitis Equina
Venezolana y Mayaro conservados en el reposito-
rio de cepas virales del Departamento de Investiga-
cion de Virologia y Biotecnologia (DIVB) del
ICGES, preservados en congeladores a -80°C. To-
dos los experimentos en donde se utilizé virus in-
feccioso fueron realizados en las instalaciones del
laboratorio de bioseguridad de riesgo biolégico ni-
vel 3 (BSL-3) del ICGES.

Disefo de oligonucleétidos especificos

Se descargaron 32 secuencias completas del ge-
noma de MADV desde las plataformas GenBank y
la base de recursos de analisis de virus patdgenos
(ViIPR). Estas fueron agrupadas por similitud, dan-
do un subgrupo de 23 secuencias que fueron utili-
zadas para este trabajo (ver Tabla Suplementaria
1). Estas secuencias fueron exportadas al progra-
ma Sequencher® (version 5.4.6), donde se alinea-
ron para generar una secuencia consenso. A partir
de esta secuencia consenso, utilizando el progra-
ma en linea PRIMER 3, se disefaron juegos de ce-
badores y sondas que reconocen las regiones
conservadas del genoma de MADV. Los cebadores
y sondas fueron analizados in silico con el software
Oligo Evaluator (Sigma Aldrich) para evaluar su
composicién y detectar posibles problemas como la
formacion de dimeros o estructuras secundarias,
terciarias o cuaternarias. La especificidad de los
cebadores y sondas fue verificada mediante ali-
neamientos nucleotidicos utilizando la herramienta
BLAST. Finalmente, estos cebadores y sondas fue-
ron sintetizados por la compafia LGC, Biosearch
Technologies, en Estados Unidos.

Estandarizacion de la PCR en tiempo real para
MADV

Produccioén de controles

Los aislados panamenos utilizados fueron
MADV1962 (GenBank KJ469565), MADV1984
(GenBank GU001936) y MADV2017 (GenBank
OR644805), de los cuales se realizé una produc-
cion a gran escala.

Para esto se utilizaron células VERO (células de
riién de mono verde africano, ATCC-CCL-81) que
fueron infectadas con cada aislado de MADV en el
laboratorio de bioseguridad nivel 3 (BSL3) del IC-
GES. La infeccion se realizé con una hora de ab-
sorcion a 37°C y 5% de CO2, utilizando Medio
Esencial Minimo (MEM) suplementado con 2% de
Suero Fetal Bovino (SFB), 0.5% de Anfotericina y
1% de Penicilina/Estreptomicina. Las células se
monitorearon cada 24 horas bajo un microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS100, objetivo 10x 0.25
Ph1ADL) hasta que se observo un efecto citopatico
(CPE). Cuando aproximadamente el 75% de las

células mostraron CPE, se procedié a cosechar la
producciéon de cada virus. Posteriormente, se ex-
trajo el ARN viral de cada aislado utilizando el kit
QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen, catalogo
52906), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Determinaciéon de la concentracién 6ptima de
cebadores y sonda

Utilizando el kit SuperScript™ Il First-Strand Synt-
hesis System (Invitrogen, catalogo 18080051) se
sintentizé ADN complementario de primera cadena
a partir del ARN de MADV. Se procedidé a probar
distintas concentraciones de los cebadores (250,
500 y 1000 nM) con el kit de SYBR Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, catalo-
go 4309155) utilizando el ADNc. De igual manera,
para la sonda se probaron las concentraciones de
100, 150, 200, 300 y 400 mM con el kit SuperS-
cript™ 1l Platinum™ One-Step qRT-PCR (Invitro-
gen, catalogo 11732088) directamente a partir del
ARN viral. Estas pruebas fueron llevadas a cabo
con los ARNs de los aislados controles de MADV,
en un volumen final de reaccion de 25 uL en el
equipo Applied Biosystems 7500Fast (Thermo Fis-
her Scientific).

Prueba de especificidad

Una vez encontrada la mejor concentracion tanto
de sondas como cebadores, se realizé6 un ensayo
para comprobar su especificidad, utilizando ARN
viral de los virus MADV, Encefalitis Equina Venezo-
lana (VEEV) (ICGES_A001877), Chikungunya
(CHIKV) (ICGES_256137) y Mayaro (MAYV)
(AVR0565), todos del género Alfavirus, en el equi-
po Quant Studio 5 (Applied Biosystems).

Construccion de plasmido MADV para cuantifi-
cacion

Para la construccion del plasmido MADV se utilizd
el vector comercial pGEM TEasy-Vector (Promega,
catalogo A1360) en el cual se insert6 el fragmento
amplificado de la PCR obtenido con el aislado
MADV1984 (Figura suplementaria 1). El plasmido
final fue verificado por medio de digestion enzimati-
ca, utilizando la enzima ECORI (NEB R0101s) y
por medio de secuenciacion de Sanger utilizando
los cebadores M13.

Limite de deteccion de la técnica de RT-qPCR

El ADN del plasmido construido se cuantificd en el
NanoDrop 200c (Thermo Scientific) y se determino
el numero de copias por mL. Para conocer el limite
de deteccién (LOD por sus siglas en inglés limite
de deteccion) de la técnica RT-gPCR disefiada, se
procedid a hacer diluciones seriadas del plasmido
con un fragmento de MADV desde la concentracién
10° hasta 10 copias/mL. Cada dilucion se hizo en
duplicado y se afiadié un pocillo de control negati-
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vo y otro positivo en el termociclador de tiempo real
QuantStudio5 (Applied Biosystems™) con las con-
diciones previamente estandarizadas.

RESULTADOS

Para detectar especificamente a MADV, se disefio
un set de cebadores y sonda que detectan la re-
gion 3'UTR, amplificando un fragmento de 111 nu-
cledtidos (nt) (Ver Figura 1). Para estandarizar la
metodologia se utilizé como matriz el ARN viral del
aislado de MADV del 2010. Los resultados se vi-
sualizaron por las curvas de fusion, curva de ampli-
ficacion y los valores de corte (Cts.). Se consideré
la mejor concentracion para cebadores y sonda,
aquella que permitié obtener una buena senal de
fluorescencia asociada a una buena sensibilidad y
a su vez permite optimizar el uso de reactivos. Se
escogio la concentracion de 500 nM para los ceba-
dores, tanto delantero como reverso, y la concen-
tracion de 200 nM para la sonda (Tabla 1).

Para el anadlisis de la especificidad, se obtuvo am-
plificacion para el aislado de MADV, con los para-
metros de los cebadores y sonda seleccionados
durante la implementaciéon de la técnica, pero no
para los virus VEEV, CHIKV o MAYV que son virus
del mismo género Alfavirus (Ver Tabla 2). Como no
se contaba con el virus de la Encefalitis Equina del
Este (EEEV-NA) que es el Alfavirus con genoma
con mayor similitud a MADV, y no fue posible im-
portarlo debido a regulaciones de bioseguridad y
biocustodia por su clasificacion como agente selec-
to en Estados Unidos que es donde mayormente
circula; se realizaron pruebas de amplificaciéon in
silico con el programa Genius Prime utilizando una

secuencia de referencia de EEEV-NA (NC_003899)
con los oligonucledticos y sondas disefiados para
MADV. En esta simulacion in silico de especifici-
dad, no hubo amplificacion.

Para determinar el limite de deteccién (LOD) de la
prueba, se realizé una curva de dilucion del plasmi-
do que contiene el fragmento de MADV, y se logro
cuantificar hasta 100 copias/mL(ver Figura 2), con
un corte de positividad de Ct de 38 (ver Tabla 3).

DISCUSION

En este estudio, se desarrolld y estandarizé una
RT-gPCR cuantitativa en tiempo real para la detec-
cion de MADV, un virus emergente en Panama y
otras regiones de las Américas. Esta técnica reco-
noce la regién 3'UTR del genoma viral, que contie-
ne elementos cruciales para la replicacién viral y
sitios de unién para los microARN celulares, los
cuales son clave en la determinacion del tropismo
celular, el rango de huéspedes y la patogénesis del
virus [26].

A pesar de que la regidén escogida es altamente
conservada, no tuvimos reaccién cruzada con virus
del mismo género como VEEV, CHIKV o MAYV ya
que poseen diferencias suficientes entre nucledti-
dos para no amplificar la region seleccionada du-
rante el disefio de la prueba. Una de nuestras
limitaciones fue que no pudimos probar esta técni-
ca in vitro con el EEEV-NA, sin embargo, la prueba
in silico realizada con el programa Genius Prime no
obtuvo amplificaciéon, mostrando una gran especifi-
cidad de la prueba hacia MADV.

Figura 1. Localizacion y secuencias de cebadores disefiados en el genoma ARN de MADV.

5°UTR

3 °UTR

Proteinas No Estructurales

>> Proteinas Estructural@ >

Genoma MADV >
Secuencia Localizacion
Delantero GTACTTCCGAGCAGCGGTAA
Reverso TGGTAGTAAGCTACCTGTAGTGTGA 3'UTR
Sonda Quasar 670 CAGTGCATAATGCTGCGAAT BHQ- 2

Esquema del genoma de MADV, mostrando organizacion de poliproteinas estructurales, no estructurales, y zonas 3'UTR y 5°'UTR.
Asi como cuadro con secuencias de los cebadores y la sonda disefiados en la zona 3'UTR del genoma de MADV. Elaborado por

Maria Chen, basado en ICTV Taxonomy:Toagviridae ".
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Figura 2. Curva de LOD de plasmido MADV.
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Curva de amplificacion del plasmido de MADV para conocer el limite de deteccion. En el eje de las y mostramos las
diferentes concentraciones partiendo de 10° copias/mL hasta 10 copias/mL utilizando diluciones seriadas 1:10 (a=10°,
b=108, c=107, d=10, e=10%, f=10%, g=10%, h=102,i=10") y en el eje de las x el valos Cts. Obtenido (Threshold significa punto

de corte)

Tabla 1. Concentraciones de cebadores probados.

Concentracion

La RT-gPCR disefiada logré detectar hasta 100 co-
pias de ADN plasmidico conteniendo un fragmento
de MADV/mL, lo que representa una LOD 10 veces

Concentracion Valor mayor a la PCR anidada en tiempo final que fue
cebador L . < "
Delantero cebador Reverso Ct. utilizada durante varios afios como metodologia
diagnéstica y posee un LOD de 1000 copias en su
1 MADV 250nM MADV 250nM 16.43  PCR inicial [27].
2 MADV 250nM MADYV 500nM 16.08 . o L
Teniendo en cuenta que el objetivo principal de es-
3 MADV 250nM MADV 1000nM 16.67 te estudio era obtener una metodologia rapida y
cuantitativa para estudios de investigacion en viro-
4 MADV 500nM MADV 250nM 16.29  |ogia e inmunologia de MADV, es importante sefia-
5 MADV 500nM MADV 500nM 1593 lar que la estandarizacién fue realizada con ARN
viral procedente de aislados producidos en cultivos
6 MADV 500nM MADV 1000nM 15.87  de células de primates no humanos infectadas, no
7 MADV 1000nM MADV 250nM 15.91 se probaron ni con mosquitos ni con muestras ve-
terinarias ni con muestras clinicas y por esta razon
8 MADYV 1000nM MADV 500nM 15.89 podria haber variabilidad en la sensibilidad de esta
técnicas con diferentes tipo de muestras prove-
9 MADV 1000nM MADV 1000nM 15.65

Diferentes concentraciones probadas para estandarizar RT-qPCR
con el valor Ct obtenido. Se resalta en negrita las concentraciones
de cebadores seleccionadas para las pruebas de especificidad y
sensibilidad.

nientes de diferentes especies.

A pesar de que, al inicio de este estudio, no
existian técnicas moleculares especificas para la
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Tabla 2. Valores Cts. obtenidos en prueba de
Especificidad realizada en equipo Quant Studio 5.

Tabla 3. Valores CT obtenidos en prueba de
Sensibilidad realizada en equipo Quant Studio 5.

POCILLO MUESTRA CT. VALOR VALOR CANTIDAD DE
Ct1 Ct2 COPIAS/ML
|
[ |

A1 MADV 158 A 22.41 2227 109
A2 MADV 15.8 B 25.68 25.59 108
B1 VEEV UND. c 28.69 29.17 107
B2 VEEV UND. D 31.93 32.13 106
c1 MAY UND. E 34.95 34.92 10°
Cc2 MAY UND. F 35.95 34.67 10%
D1 CHIK UND. G 36.22 36.92 103

D2 CHIK UND.
H 37.85 36.17 102

HA1 NTC ND.
v | 38.80 Undetermined 101

H2 NTC UND.

NTC= CoNTROL NEGATIVO, UND. = INDETERMINADO CNEG Undetermined
CPOS 10.27 8.E+15

Resultados obtenidos en Cts. Para prueba de especificidad,

probando la misma cantidad de ARN para los virus MADV, VEEV,
CHIKV y MAYV. En esta prueba solo obtuvimos amplificacién para

MADV.

deteccion de MADV, en 2023 se optimizé una RT-
qPCR multiplex validada tanto para mosquitos co-
mo para muestras humanas, la cual permite dife-
renciar entre el virus de Encefalitis Equina
Venezolana (VEEV) y MADV [16]. Esta nueva téc-
nica ha reducido el tiempo de respuesta en el
diagnéstico diferencial de las encefalitis. Sin em-
bargo, la RT-gPCR de MADV desarrollada en este
estudio ofrece, ademas de la identificacion del vi-
rus, la capacidad de cuantificar cargas virales por
medio del plasmido construido.

CONCLUSIONES

La técnica de RT-qPCR en tiempo real desarrollada
permite la cuantificacion especifica del MADV con
un limite de deteccion de 100 copias de ARN viral
por mL. Este trabajo abre la puerta a futuros estu-
dios en biomedicina, como la caracterizacion de la
respuesta inmune a nivel celular, la busqueda de
antivirales o posibles blancos terapéuticos en los
cuales sera crucial poder cuantificar la replicacion
viral.

Valores Cts. de diluciones 1:10 del plasmido de MADV,
logrando una deteccion de hasta 100 copias/mLcon valor de
corte de Ct. de 38.
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