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MOLECULAR DETECTION OF THE YELLOW FEVER VIRUS GENOME IN AEDES AEGYPT!
MOSQUITOES

Detection of Yellow Fever infected mosquitoes allows the implementation of field-
surveillance studies and analytical laboratory approaches. This paper reports an optimized
method for detection of the Yellow Fever virus genome in Aedes aegypti mosquitoes
samples. An initial RNA extraction step, followed by a silica particle purification, produced
suitable samples. A distinctive 281 bp fragment from the NS1 viral gene was amplified by
seminested RT-PCR. The sensitivity limit of the assay was estimated at 2.1 x 10* PFU/ml and
the maximum mosquitoes number per sample was 15.
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La deteccion de mosquitos infectados con el virus de la Fiebre Amarilla permite estable-
cer estudios de vigilancia temprana en campo y diversos analisis en el laboratorio. En este
trabajo se desarrolla y optimiza un protocolo para la deteccion del genoma del virus de la
Fiebre Amarilla en mosquitos Aedes aegypti. En la extraccion de ARN total se utilizo un
protocolo convencional combinado con una purificacidn con microparticulas de silica. Para
la deteccion, se amplificd por RT-PCR seminested una region de 281 pb del gen NS1,
lograndose una sensibilidad limite de 2,1 x 10*PFU/ ml y un nimero maximo admitido de
15 mosquitos por muestra.
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INTRODUCCION

El virus de la Fiebre Amarilla (FA) posee envoltura
lipoproteica, genoma de ARN de 10,8 kb de cadena sim-
ple con polaridad positiva, y junto a otras especies virales
como Dengue, Encefalitis de San Luis y West Nile, per-
tenece al género Flavivirus. FA es un arbovirus distinti-
vo, prototipo de la familia Flaviviridae, la que también
incluye a los géneros Pestivirus y Hepacivirus [1].

Los arbovirus (del inglés arthropod-borne virus) son
una agrupacion ecologica de virus de diversas taxa, que
se replican en los tejidos de vertebrados generando
viremia, y son mantenidos en la naturaleza mediante la
transmision bioldgica entre vertebrados susceptibles y
vectores artropodos hematofagos. Cuando un artrépodo
susceptible se alimenta de un vertebrado con viremia,
resulta infectado y se torna, de por vida, capaz de trans-
mitir el virus a otro hospedador susceptible. Estos even-
tos se conocen como ciclo clasico de transmisién de un
arbovirus, o ciclo epidemiolégico, en donde existe una
interaccion dindmica entre agente viral, hospedador y
vector [2].

El FA esta presente en gran parte de la region Etiope
y en el Neotropico, pero no en la region Asiatica, y posee
dos ciclos de transmisiéon denominados selvatico y urba-
no [3].

En América predomina el ciclo selvatico, participan-
do como vectores y reservorio mosquitos primatofilicos
de los géneros Haemagogus 'y Sabethes, mientras que
diversas especies de monos actiian como hospedadores.
En este ciclo, el humano es un elemento casual. Por el
contrario, el ciclo urbano involucra a mosquitos Aedes
aegypti como vectores y reservorio, siendo el humano el
unico hospedador [4].

La Fiebre Amarilla es una virosis emergente. El au-
mento de la densidad poblacional de A. aegypti, particu-
larmente en América [5], combinado con factores socio-
ecologicos, como el crecimiento demografico humano
descontrolado y la falta de servicios acordes, potencian la
posibilidad de nuevos brotes urbanos, como el ocurrido
en Bolivia durante 1998 [6]. Los tltimos casos oficiales
en humanos de Fiebre Amarilla en Argentina datan de
fines de la década de 1960, y ocurriendo en la provincia
de Misiones. Recientemente (julio de 2001) fuentes del
Ministerio de Salud de la Nacion (SINAVE, Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica), informaron la
existencia de un brote zoonotico al sur del Estado de Rio
Grande do Sul (Brazil), junto a la frontera con Argentina,
a la altura de las provincias de Misiones y Corrientes
(datos no publicados). Se debe recalcar que la totalidad
de las poblaciones urbanas de riesgo de las provincias de

Misiones y Corrientes poseen densidades de mosquitos
A. aegypti superiores al minimo propuesto para mantener
un ciclo de transmision viral urbano; y dado esto, las or-
ganizaciones de salud publica intervinientes impulsaron
distintas medidas preventivas habituales, como vacuna-
ciones y vigilancia viral en mosquitos y hospedadores na-
turales.

La infeccién de humanos con FA debuta con una pri-
mera etapa de sintomas febriles indiferenciados, facil-
mente confundidos con otras dolencias comunes tropica-
les, como ser Dengue, continuandose con una segunda
etapa mas grave de mortalidad elevada (20 al 50% [7]).

La posibilidad de detectar mosquitos infectados con
FA permite establecer sistemas de deteccion temprana a
campo y estudios de vectores en laboratorio. E1 moni-
toreo de mosquitos infectados admite el desarrollo es-
tructurado de estrategias de vigilancia y control de bro-
tes, como se ha comprobado con el flavivirus dengue,
produciendo un impacto muy positivo en salud publica
[8].

Para este fin se han propuesto diversas metodologias:
a) las clasicas consistentes en la deteccion de particulas
virales viables (aislamiento viral), empleando distintos
sistemas bioldgicos, como las lineas celulares C6/36,
APG61, o ratones y mosquitos para inoculacion; b) las
inmunoldgicas, en donde los antigenos virales pueden ser
detectados en el insecto por inmunofluorescencia direc-
ta o indirecta (IFI e IF), o por ensayos ELISA (Enzyme
Linked Immunoassay) de captura de antigenos; y c) las
moleculares, en donde la presencia del virus se evidencia
demostrando la presencia inequivoca de sus acidos
nucleicos en las muestras de artrépodos. En este contex-
to, la aplicacion de técnicas moleculares, en especial RT-
PCR (Transcripcion reversa asociada a la reaccion en
cadena de la polimerasa), se destacan por su rapidez,
sensibilidad y alta especificidad.

Sin embargo, para minimizar los efectos de inhibi-
dores enzimaticos intrinsecos de insectos se requieren
sistemas efectivos de aislamiento y purificacion de geno-
ma viral; como en diversos estudios con virus Dengue, en
donde se empled la captura de ARN blanco a través de
sondas [8,9, 10y 11].

En los ultimos diez afios se han publicado diversos
protocolos para la deteccion molecular de FA en mues-
tras clinicas [12; 10; 13; 14; 15]. Pero, a diferencia de lo
que ocurre con los virus Dengue o West Nyle [16], la
aplicacion de las mismas a muestras de artropodos esta
poco desarrollada y difundida.

En este trabajo se desarrolla un protocolo optimizado
para la deteccion del genoma de FA en muestras de mos-
quitos Aedes aegypti por RT-PCR.
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MATERIALES Y METODOS

Controles

Como control positivo viral se utilizo la cepa atenua-
da vacunal 17 D (“Stamaril Pasteur”, Pasteur Mérieux,
Lyon, France). El titulo viral provisto por el fabricante se
utilizé como referencia control (una dosis= 4,8 x 10*
PFU —Plaque Forming Units- [17]).

El control de mosquitos A. aegypti positivos para FA
consistio en cabezas de insectos emergidos en el labora-
torio con virus patron agregado previamente a la extrac-
cion de ARN total. Se utilizaron cabezas debido a que
durante la infeccion natural el virus se aloja en distintos
organos del mosquito, como ser glandulas salivales y el
sistema nervioso.

Como mosquitos control negativo para FA, se em-
plearon ejemplares emergidos en el laboratorio de larvas
colectadas en el campo, teniendo en cuenta la tasa de
transmision vertical no significativa en poblaciones natu-
rales [18].

Extraccion de ARN total de Aedes aegypti

El material crudo (lotes de 1 a 25 cabezas de mosqui-
tos, o particulas virales) se resuspendio en 100 iL de PBS
frio y se agreg6 100 iL de Buffer de Lisis (Tiocianato de
Guanidinio 6 M -Promega, Ma, USA-, Citrato de Sodio
50 mM, Sarkosil 1%, ARNt 20 ig/ml y a-Mercaptoetanol
100 mM, en agua libre de ARNasas). Se homogenizo el
material en un mortero de vidrio estéril, incubandose el
homogenado por 10 min. a temperatura ambiente. Se hi-
cieron dos extracciones con 200 iL. de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico 25: 24: 1 (pH 8 o pH 5,5), y se agre-
garon 7 iL de particulas de silica tratadas segun Boom

[19] (Sigma, St. Louis, USA). Se mezcl6 suavemente y
se incubd por 7 min. a temperatura ambiente. Se centri-
fugd por 5 seg. a 12000 RPM descartandose el sobrena-
dante. Se hicieron dos lavados sucesivos del pellet con
200 iL de Buffer de Lavado frio (Tris-CIH 10 mM, CINa
1 M, Etanol 50% en agua libre de ARNasas) y se centri-
fugd 5 seg. a 12000 RPM para eliminar el sobrenadante.
El ARN total se resuspendio en 15 il de Solucion de
Resuspension (Agua libre de ARNasas, DTT 100mM,
inhibidor de ARNasas RNAse OUTq 40 U/iL-GBCO,
BRL, USA-). Se incubd durante 5 a 7 min. a 50-55 °C,
agitando cada 2 min., y se centrifugoé por 2 min. a 12000
RPM. El sobrenadante con el ARN total se transfiri6 a
otro tubo y se lo conservo —20 °C.

RT-PCR seminested para la amplificacion de una
region del gen NS1 del genoma del virus de la
Fiebre amarilla

Empleando los cebadores publicados por Kuno [14],
YF1945R (down): CAC TTT CAC CTG CAT CAC
AAC A, YF-S10 (up): GTAACA GTT ACA TCG CTG
AG y YF-C10 (down nested): AGC AAG AAA CAT
GTC CAC CA, se amplifico un fragmento de 281 pares
de bases (pb) de la region NS1 del genoma de FA. En la
Figura 1 se detalla esquematicamente la reaccion.

RT y primera ronda de PCR: la RT y primera ron-
da de PCR se realizaron en un solo tubo, con una sola en-
zima. Para la RT se utilizaron 4,3 iL del ARN total ex-
traido (indistintamente del numero de cabezas de mos-
quitos inicial de la muestra, como es forma habitual en
este tipo de metodologia [8, 9, 10y 11]), con la siguiente
mezcla de reaccion: 1X de Buffer de transcripcion
reversa (10 mM Tris-CIH pH 8,3 y 90 mM CIK ), ImM
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FIGURA 1: esquema de RT-PCR seminested 1: ADNc producto de la retro-transcripcion a partir del cebador YF1945R. 2: primera ronda de PCR, aplicando
los cebadores YF-S10 e YF1945R. 3: segunda ronda de PCR (seminested) aplicando los cebadores YF-S10 e YF-C10. Los nlimeros entre paréntesis mues-

tran la posicion de hibridacion de cada cebador en el genoma viral.
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de C1,Mn, 200 iM de cada ANTP, SmM de DTT, 20 U de
inhibidor de ARNasas, 1,25 iM del cebador YF1945R,
0,25 U/iL de la Transcriptasa reversa 7th (Promega, Ma,
USA) y agua libre de nucleasas hasta completar 10iL. El
perfil térmico empleado comprendio: tres min. a 85°C, y
RT de tres segmentos, 10 min. a 50°C, 10 min. a 55°Cy
20 min. a 60°C. A continuacion, se agregaron a cada tubo
de reaccion: Buffer Quelante 1x (10 mM Tris-CIH pH
8,3, 100mM CIK, 0,75 mM EGTA 0,05% Tween q 20,
5% Glicerol), 1 mM de Cl, Mg, 200 iM de cada dNTP,
1iM del cebador YF-S10, 1iM del cebador YF1945R, y
agua miliQ a volumen final de 50 iL. Cada tubo se
centrifugé a velocidad méxima 30 seg., y se desnaturali-
76 el hibrido ADNc:ARN 3 min. a 92°C. El perfil térmi-
co consistio en 30 ciclos de 40 seg. a 92°C, 45 seg. a
50°Cy 45 seg. a 70°C.

PCR de segunda ronda (seminested): se emplearon
2,5 iL del producto de la primer ronda. La mezcla de re-
accion consistio en: 1X Buffer de PCR (10 mM Tris-CIH
pH 9, 50 mM CIK, 0,1% Tritonq X-100) 1,5 mM de
Cl,Mg, 200 iM de cada dNTP, 1iM de los cebadores YF-
S10 e YF-C10, 1 U de Taq pol (Promega, Ma, USA), y
agua miliQ hasta completar 25 iL. Para la amplificacion
se realizo una desnaturalizacion inicial de 2 min. a 92 °C,
y 30 ciclos posteriores de: 45 seg. a 92°C por, 45 seg. a
45°Cy 45 seg. a 72°C.

La deteccién de los productos amplificados se reali-
z6 mediante electroforesis en gel de agarosa (Promega,
Ma, USA) al 1,5% tefiido con Bromuro de Etidio. Se uti-
lizaron 15 iL de cada reaccion, y se aplico 5 V/cm duran-
te 90 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ARN total

El proceso de extraccion de ARN total es uno de los
determinantes de la sensibilidad del sistema [14]. El
ARN resultante debe ser de maxima pureza para evitar la
presencia de interferentes y ARNasas en las reacciones
subsiguientes.

Para la extraccion de ARN total de muestras de mos-
quitos se combind un paso inicial de lisis por tiocianato
de guanidinio con una doble extraccién orgénica con
fenol y cloroformo [20]. La lisis por tiocianato de guani-
dinio se adopto6 debido a su efectividad en la desacti-
vacion de ARNasas [21]. La extraccion organica tuvo el
fin de separar el ARN total de los demas elementos de
mosquitos, entre los cuales se encuentra su ADN y otras
sustancias capaces de actuar como inhibidores enzima-
ticos o como generadores de productos no especificos.
Se ensayaron soluciones de fenol: cloroformo: alcohol

isoamilico con pH 8 y 5, resultando la tltima condicion
mas efectiva en la purificacion del ARN.

Para el paso de purificacion y concentracion del ARN
total se empled la técnica propuesta por Boom, emplean-
do microparticulas de silicio [19].

El rendimiento medio de la extraccion para las mues-
tras de cinco cabezas de mosquitos fue de 22 ig de ARN
total.

Parametros de las reacciones de RT-PCR Y
amplificacion de controles virales 17D

Para la RT y primer PCR se opto por la enzima 7th
pol dada su funcionalidad dual, esto es, de acuerdo con
las condiciones salinas del medio actia como retrotrans-
criptasa (en presencia de Mn*? o ADN polimerasa (en
presencia de Mg*™"). Esto permitio la realizacion de las
reacciones de RT y primer PCR en un mismo tubo, mini-
mizando asi los riesgos potenciales de contaminacion que
afectan a las técnicas moleculares amplificativas.

La implementacion de un ensayo tipo seminested,
permitio incrementar la especificidad y sensibilidad de la
amplificacion inicial [9, 20]. Ademas, el sistema de
cebadores utilizados fue seleccionado sobre la base de
los pequefios amplicones que produce (403 pb y 281 pb).
Esto facilita la reaccion general necesitando un ARN ini-
cial de menor longitud, como es posible encontrar en
muestras biologicas complejas o parcialmente degradadas.

La puesta a punto del protocolo definitivo de detec-
cion del genoma viral requirié diversos ensayos sobre un
método preliminar, empleando controles y variando di-
versos parametros de reaccion.

En un primer experimento se establecieron: la efecti-
vidad de los cebadores seleccionados para generar el
producto esperado, el perfil térmico de RT propuesto, y
las concentraciones a emplear de las enzimas Tth y Tag
pol. La concentracion 6ptima de Cl Mg para la segunda
ronda se establecié empleando cantidades variables de ARN
viral de 17D por reaccion (4,8 x 104, 4,8 x 10°y 4,8 x 10?
PFU totales), diversas concentraciones de CLMg (1,5 mM,
2,5 mMy 3,5 mM), aplicandose 1,25 U de Taq pol.

En todas las muestras conteniendo 4,8 x 10*y 4,8 x
103 PFU se obtuvo el producto esperado de 281 pb. Se
establecié que 1,5 mM de C1, Mg fue la concentracion
optima para la segunda ronda. Las muestras con 4,8 x 10?
PFU/reaccion presentaron en esta primera experiencia
solo bandas inespecificas.

Amplificacion de controles de mosquitos

Se analiz6 la capacidad de los métodos de purifica-
cion de ARN total y RT-PCR, propuestos originalmente,
para la deteccion de ARN viral en muestras de mosquito.
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Se comprobé el pH 6ptimo de la soluciéon de fenol: clo-
roformo: alcohol isoamilico, el rango de numeros de ca-
bezas de mosquito en que el protocolo se desempeiid
aceptablemente, y se investigo la presencia de productos
de RT-PCR inespecificos en muestras de mosquitos ne-
gativos.

Las muestras analizadas consistieron en lotes con di-
versos numeros de cabezas de mosquitos control Aedes
aegypti (5 a 25 cabezas), a los que se les agregd 4,8 x 10°
PFU de virus control 17D, previo a la purificacion de
ARN total. Los resultados se presentan en la Figura 2.

En la muestra de mosquitos sin agregado de ARN
viral, se observo amplificacion inespecifica (Figura 2, calle
1), con bandas de aproximadamente 380 pb y 300 pb.

En las muestras de mosquitos con virus agregado se
obtuvo el amplicén especifico de 281 pb, en conjunto
con productos inespecificos de peso molecular cercano,
atribuibles a amplificacion de secuencias de mosquito
(Figura 2, calle 2y 3).

Marcador molecular
3 4 5

FIGURA 2: RT-PCR de muestras de mosquitos con agregado de virus FA
control 17D. Calle 1: muestra de 5 cabezas sin agregado de virus. Calle 2:
muestra de 5 cabezas con agregado de 4,8 x 10° PFU/reaccion. Calle 3:
muestra de 25 cabezas con 4,8 x 103 PFU/reaccion. Calle 4: marcador 100
pb. Calle 5: 4,8 x 10°PFU de 17D. Calle 6: ARN viral de 4,8 x 10>PFU de 17D.
Calle 7: control negativo, agua como blanco.

En las muestras con mayor ntimero de cabezas (Figu-
ra 2, calle 3) se observo una pérdida en la calidad de la
reaccion, denotada por la disminucién de la intensidad de
los productos, probablemente debido a interferentes en la
muestra.

La complejidad de la muestra bajo analisis, conte-
niendo acidos nucleicos de mosquitos y otras sustancias
copurificadas con estos, podrian ser la causa de los pro-
ductos inespecificos e interferencia en la RT-PCR; en
coincidencia con los resultados obtenidos por otros auto-
res al intentar detectar Dengue en A. aegypti y A.
albopictus 8, 9y 22].
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Dado que el principal problema encontrado fue la
generacion de productos inespecificos que dificultaron la
interpretacion de los datos, y no una inhibicién de reac-
cion como se esperaba en un primer momento, como pri-
mera hipotesis de trabajo se plante6 que el ADN de mos-
quito remanente en las muestras podria estar sirviendo
como blanco no especifico en la reaccion de amplifica-
cion. Para minimizar esta posibilidad se incorpor6 al pro-
tocolo definitivo un paso de extraccidon organica a pH
acido (pH 5), propiciando la purificacion diferencial de
ARN total. Esto favorecio la disminucion sustancial de
los productos inespecificos, lograndose distinguir inequi-
vocamente el amplicén viral.

Efectividad de la técnica con muestras de
mosquitos

La efectividad del protocolo definitivo para detectar
el genoma viral en muestras de mosquitos se analizd
mediante un ensayo con lotes de 4. aegypti adultos cap-
turados a campo, y mosquitos control emergidos de lar-
vas en laboratorio con particulas virales adicionadas.

Los resultados se presentan en la Figura 3. Todos los
lotes de mosquitos de campo fueron negativos para Fie-
bre Amarilla y presentaron los patrones de amplificacion
inespecifica distintiva de las muestras negativas (Figura
3, calles 3 a 6). La muestra control positivo presentd la
banda viral esperada de 281 pb, y solo esbozos de pro-
ductos inespecificos, comprobandose la efectividad del
paso de extraccion fendlica acida incorporada (Figura 3,
calle 2).

Marcador molecular
1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 3: RT-PCR para FA con material extraido a partir de lotes de mos-
quitos capturados a campo y controles. Calle 1: muestra de 5 cabezas de
mosquitos negativa. Calle 2: muestra de 5 cabezas negativas mas 4,8 x 10°
PFU de 17D (aprox. 4,3 x 10°PFU en reaccién). Calle 3 a 6: muestras de
mosquitos de campo, con 2, 4, 2 'y 9 cabezas respectivamente. Calle 7:
marcador de 100 pb. Calle 8: control negativo, agua como blanco.

Sensibilidad de la técnica
Se determind la sensibilidad del método mediante un
ensayo de diluciones de ARN viral en homogenado de 5



cabezas de mosquito. Se logré detectar hasta 4,8 x 10?
PFU 17D/reaccidn, significando esto 2,1 x 10* PFU/ml
de control de 17 D (Figura 4). Esta sensibilidad es seme-
jante a la lograda por Lanciotti [23] en un ensayo analo-
go de deteccion en mosquitos del flavivirus West Nyle,
donde se aplico extraccion de ARN con un kit comercial
y RT-PCR clésica, y se reporta una sensibilidad mayor a
102 PFU/reaccion.

Teniendo en cuenta que los niveles de viremia de FA
(cepa Asibi), en infecciones experimentales a monos del
género Cynomologus, se ubicaron entre 107° y 10*” PFU/
ml [12], y que los titulos virales de lotes de 4. aegypti
infectados con el flavivirus Dengue 2 se encontrarian
entre 10° y 10° PFU/ml [24], la sensibilidad del protocolo
presentado en este trabajo resultaria satisfactoria.

Marcador molecular
1 2 3 4 5 6
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FIGURA 4: sensibilidad del método de RT-PCR para FA en muestras de
cinco cabezas de mosquitos A. aegypti. Calle 1: 4,8 x 10? PFU de 17D. Calle
2:4,8 x 10° PFU de 17D. Calle 3: 4,8 x 10* PFU de 17D. Calle 4: marcador de
peso molecular 100 pb. Calle 5: control de ARN viral puro, 4,8 x 10* PFU de
17D. Calle 6: control negativo, agua como blanco.

CONCLUSIONES

Se propuso y se demostré la efectividad de un proto-
colo optimizado para la deteccion del genoma de FA en
muestras de mosquitos A. aegypti por RT-PCR semi-
nested. El mismo admitié un méaximo de 15 cabezas de
mosquitos, sin presentarse inhibicion de amplificacion y
exhibio sensibilidad adecuada para el tipo de espécimen.
La purificacion del ARN viral de las muestras de insec-
tos aplicando un paso de extraccion organica acida fue
imprescindible, ya que permitié mejorar la calidad de la
amplificacion reduciéndose sustancialmente los produc-
tos inespecificos.

De esta manera se contaria con una herramienta de
monitoreo viroldgico temprano para mosquitos de cam-
po infectados con un arbovirus patogeno para el hombre.
Esto facilitaria el desarrollo estructurado de estrategias
para la vigilancia de la circulacion viral y control de bro-

tes, aportando concretamente a la prevencion de la trans-
mision y enfermedad en humanos.

Es de esperar que este mismo protocolo se desempe-
fie satisfactoriamente con otras especies de mosquitos,
como ser los vectores selvaticos de la Fiebre Amarilla
(Haemagogus sp. y Sabethes sp.). °
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