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RESUMEN

El diagndstico molecular de arbovirus es
indispensable para identificar agentes etioldgicos,
particularmente en zonas endémicas para al menos uno de
ellos. Estas deben ser validadas con controles positivos,
los cuales estan clasicamente representados por virus
vivos, cuya obtencion puede ser riesgosa, laboriosa y
costosa. El objetivo de este estudio fue producir plasmidos
recombinantes para su uso como controles positivos en la
validacién de la técnica RT-PCR para el diagnéstico de los
virus Chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV). A partir de los
ARN extraidos de los virus [CHIKV (LARD809-GC) y ZIKV
(MR766)] se obtuvieron por RT-PCR fragmentos parciales
de ADN correspondientes a secuencias nucleotidicas
de los genes E1 y NS5 de los virus Chikungunya y
Zika, respectivamente, para serclonados en el plasmido
comercial pGEM®-T Easy. La clonaciéon se confirmé
mediante PCR de colonias y PCR de ADN plasmidicos
extraidos a partir de las colonias recombinantes. Se logro
la produccién de dos plasmidos recombinantes CHIKV-E1/
pGEM®-T Easy y ZIKV-NS5192/pGEM®-T Easy con cada
una de las secuencias especificadas, para su uso en la
validacion y control de las técnicas moleculares descritas
en este reporte, para el diagnostico de agentes virales
CHIKV y ZIKV, evitando la manipulacién de cultivos
celulares y garantizando una fuente confiable de controles
positivos.

Palabras clave: Chikungunya, Zika, ADN recombinante,
Diagnéstico, RT-PCR.

SUMMARY

The use of molecular techniques for the viral
diagnosis requires the use of positive controls.Classically,
the controls are live viruses, whose manipulation may be
risky, laborious and expensive. The objective of this study
was produced recombinant plasmids to obtain cloned
sequences of Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) virus
for their use as controls in the specificdiagnostic by RT-
PCR. DNA fragments were obtained fromRNA [CHIKV
(LARD809-GC) and ZIKV (MR766)] using specific primers
to amplify the nucleotide sequences from fragments of
Envelope 1 protein (E1) of CHIKV and Non Structural 5
protein (NS5) of ZIKV genomes. The 548 bp (CHIKV) and
192 bp(ZIKV) bands were purified from agarose gel and
ligations were performed with the cloning vector pGEM®-T
Easy. The Escherichia coli XL1-Blue MRF" cells were
transformed with the ligation mixture, the recombinant
colonies were identified by colony PCR using the specific
primers to the specific viral agent. One recombinant colony
from CHIKV and six recombinant colonies from ZIKV were
obtained from which plasmidic DNAs was extracted. The
plasmidic DNAs were used as reaction controls in CHIKV
and ZIKV RT-PCR, obtaining the characteristic bands. The
cloning of the sequences was successful to produce the
recombinant plasmids (CHIKV-E1/pGEM®-T Easy y ZIKV-
NS5192/pGEMP®-T Easy) to use in the validation of RT-
PCR techniques.
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INTRODUCCION

El diagnoéstico de infecciones virales es
de especial interés, particularmente de agentes
que causan enfermedades que impactan en la salud
publica, como es el caso de los arbovirus. Entre
estos, se describen los flavivirus y alfavirus, los
cuales hacen estragos en la salud de las poblaciones
donde logran introducirse y en algunos casos
permanecer endémicos (Gubler et al., 2007,
Strauss & Strauss, 1994).

El alfavirus Chikungunya (CHIKV) causa
una infeccidén caracterizada por intensos dolores
articulares de inicio abrupto, fiebre elevada, entre
otros. La poliartralgia es recurrente en 30-40%
de los individuos infectados y puede persistir por
aflos (Schwartz & Albert, 2010), asi como limitar
a las personas para la ejecucion de sus actividades.
En 2013, fue reportada la transmision local de este
virus en la region de las Américas, especificamente
en la isla de San Martin (Fischer et al., 2014). En
Enero de 2015, la infeccion por CHIKV habia sido
identificada en 42 paises o territorios del Caribe,
Centroamérica, Suramérica y Norteamérica (OPS,
2015). Laincidencia de casos se estimo entre 6,9%-
13,8% (Oletta, 2016), mientras que Camacho et al.
(2016) reportaron una positividad mayor (19,2%)
para el estado Aragua, ubicado en la regidon
centro norte de Venezuela. Paises de las Américas
con caracteristicas similares como Republica
Dominicana y Surinam alcanzaron una positividad
de 41 y 68 %; respectivamente (Pimentel ef al.,
2014; Van Genderen et al., 2016), lo que sugiere
que la cantidad de afectados en el pais, pudo ser
mayor. De acuerdo a reportes de los organismos de
salud entre 2018 y hasta la semana epidemioldgica
24 del afio 2020, el nimero de casos acumulados
es de 509 (OPS/OMS, 2020a).

Por su parte, la infeccion que causa el
flavivirus Zika (ZIKV), puede tornarse un gran
problema de relevancia médica, considerando el
potencial que posee para causar complicaciones
en algunos de los individuos infectados, durante
el embarazopuede causar microcefalia y otras
malformaciones congénitas, que constituyen el
sindrome congénito por el ZIKV (WHO, 2018). La
infeccidon también se asocia a otras complicaciones
como el parto prematuro y aborto espontaneo. En
niflos y adultos, la infeccion se asocia a un aumento
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del riesgo de complicaciones neuroldgicas, como
el sindrome de Guillain-Barré, la neuropatia y
la mielitis (WHO, 2018; Kraueret al., 2017),
particularmente en grupos vulnerables como las
mujeres en edad reproductiva. En Venezuela, desde
la confirmacién de su introduccion en 2015 (OMS,
2015) se reportd el siguiente nimero de casos
acumulados por afo, 17 (2015), 61691 (2016), 0
(2017), 209 (2018), 76 (2019), en 2020 hasta la
semana epidemiologica 23, el numero ascendia a
11 (OPS/OMS, 2020b). Esta enfermedad, como
otras notificables se detecta en gran medida
a través de sistemas de vigilancia pasiva. Sin
embargo, dada la alta proporcion de personas
asintomaticas entre las personas infectadas con el
ZIKYV, la falta de especificidad de la presentacion
clinica entre los casos y la complejidad del
diagnostico de laboratorio en un contexto de
circulacion simultanea de virus estrechamente
relacionados, la deteccion viral representan un
gran reto, ya que la ausencia de confirmacion de
casos no garantiza que no esté en circulacion o
que la transmision local haya sido interrumpida
(OPS/OMS, 2020b), lo que implica la necesidad
de optimizar metodologias que favorezcan el
diagndstico, control y prevencion de las mismas.

Por la emergencia que causaron la
introducciéon de CHIKV y ZIKV en el pais, se
consider6 la implementacion de las técnicas RT-
PCR para amplificacion de un fragmento parcial
del gen que codifica la proteina Envoltura 1 (E1)
para CHIKV (Collao et al., 2010) y la proteina no
estructural NS5 para ZIKV (Balmet al., 2012).
Para la validacion de estas metodologias se
necesitan controles positivos, convencionalmente
representados por sueros positivos que en el
tiempo pueden agotarse o semillas virales, cuya
obtencion demanda el uso de técnicas laboriosas
de cultivo celular, y en algunos casos elevados
requerimientos de bioseguridad (Camacho et
al., 2016) que implican equipamiento y personal
altamente calificado, lo cual no siempre es
posible. Una alternativa para la obtencion de
controles positivos permanente, es la tecnologia
de ADN recombinante para clonar secuencias
especificas del genoma del agente viral de interés.
El objetivo de este trabajo fue producir plasmidos
recombinantes con secuencias nucleotidicas de
fragmentos parciales de los genes E1 de CHIKV y
NS5 del ZIKYV, utilizando los cebadores descritos
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por Collao et al. (2010) y Balm et al., (2012) para
su uso como controles positivos en la validacion
especifica de estas metodologias.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas

Se empled como fuente de ARN viral la
cepa del CHIKV [genotipo asiatico LARDS809-
GC)] aislada a partir de una muestra de suero
diagnostico positivo a CHIKV Collao et al. (2010),
el suero fue inoculado en monocapa confluente de
células Vero [DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium), Suero de Ternera Fetal 2%)] e incubadas
durante 10 dias a 37°C, CO25%. Transcurrido
este tiempo, las células fueron cosechadas y
centrifugadas a 3310 x g, el sobrenadante fue
distribuido en alicuotas y almacenado a -70°C
hasta suuso. EI ARN de ZIKV fue obtenido a partir
de la cepa MR766 (Uganda, 1947, N° acceso:
AY632545) gentilmente donado por la Dra. M. J.
Alves (Instituto Ricardo Jorge de Aguas de Moura,
Portugal).

Vector de clonacién y células bacterianas: se
emplearon el plasmido comercial pGEM®-T Easy
(Promega) disenado para clonar productos de PCR
y las células bacterianas Escherichiacoli XL1-Blue
MRF" (Stratagene®) [genotipo: supE44, hsdR17,
recAl, endAl, gyrA46, thirclAl, lacf (proAB+
lacllacZ AM15, Tnl0, Tetr] para multiplicar y
amplificar los plasmidos.

Extraccion _de ARN: para obtener el ARN de
CHIKYV se utilizaron140 uL del sobrenadante de
cultivos virales empleando el estuche comercial
QIAamp QIAGEN® (QIAGEN Inc.; California,
E.U.A), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ARN de ZIKV que habia sido mantenido
entampdén AVL fue extraido siguiendo igualmente
las instrucciones del mencionado estuche
comercial.

Ensayos de RT-PCR

RT-PCR semi-anidada para identificacion
de CHIKV: se realizo de acuerdo a la metodologia
descrita por Collao et al. (2010) empleando
cebadores para amplificar un fragmento del
gen El de CHIKV. Se realizd una primera
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reaccion (RT-PCR) para obtener un productos
gendémico de 548 pb, para ello se utilizdé un par
de cebadores, especificamente el cebador directo
Sequppl+: 5'-TTACCCNTTYATGTGGGG-3’
y el cebador reverso Seqlow 1-: 5
"“TRAAGCCAGATGGTGCC-3’(Degeneraciones:
Y: T/C, R: A/G), mientras que para la segunda
reaccioncon la cual se obtendria un producto de 469
pb, se emplearon los cebadores Sequpp1+y Seqchik
nested 1-:5- TRAAGCCAGATGGTGCC-3’
(Degeneraciones: Y: T/C, R: A/G). Brevemente,
se agregaron 5 pL del ARN extraido a mezclas
de reaccién que contenian: tampon de reaccidon
AMV/TAI(5X), dNTP’s (0,2 mM), MgSO4 (1
mM), cebador directo Sequppl+ (0,4 mM),
cebador reverso Seqlowl- (0,4 mM), AMV-RT (1
U), Tflpolymerase (1 U). Las reacciones fueron
sometidas a condiciones de tiempo y temperatura
(38°C por 45 min, 30 ciclos de 94°C por 2 min,
94°C por 30 seg, 62°C por 3 min y extension final
68°C por 5 min) en un termociclador PTC-100
(MJ Research, Inc., Watertown, MA). La segunda
reaccion se realizd agregando 1 pldel producto
de la primera reaccion de reverso transcripcion
y amplificacion a una mezcla que contenia los
reactivos:tampon de reaccion GoTaq® Flexi
(5X), dNTP’s (0,1mM), MgCI2 (1 mM), cebador
directo Sequppl+ (0,4 mM), cebador reverso
Seqchik nestedl- (0,4 mM), Tagpolymerase
(1 U). La mezcla de reaccién se colocd en
termocicladorPTC-100 (MJ Research, Watertown,
MA) bajo las siguientes condiciones de tiempo y
temperatura (94°C por 2 min, 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 30
segundos y una extension final 72°C por 5 min)
en un termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.,
Watertown, MA).

RT-PCR  para  identificacion de  ZIKV:
para amplificar un fragmento de 192 pb
correspondiente a un fragmento parcial del
gen NS5 del genoma de ZIKV se siguid la
metodologia descrita por Balm er al., (2012).
Los cebadores empleados fueron ZIKVF90271+:
5’-CCTTGGATTCTTGAACGAGGA-3’ y
ZIKVRI91971-: 5’-AGAGCTTCATTCTCCA
GATCAA-3’. Se agregaron 5 pL del ARN extraido
a mezclas de reaccion contentivas detampon de
reaccion AMV/Tfl (5X), dNTP’s (0,2mM), MgSO4
(1 mM), cebador directo ZIKVF90271+ (0,4 mM),
cebador reverso ZIKVR91971- (0,4 mM), AMV

Bol. Mal. Salud Amb.



RT (1 U), Tflpolymerase (1 U), Las reacciones
fueron sometidas a las siguientes condiciones de
tiempo y temperatura un ciclo inicial de 50°C por
30 min, 94°C por 15min, 30 ciclos de 94° C de
30 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por
1 minuto y extension final de 72°C por 5 minen

termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.,
Watertown, MA).
Los productos de reaccion fueron

analizados mediante geles de agarosa al 2% en
tampon de electroforesis TAE (Tris Base 0,9 M,
Acido Boérico 0,9 M, EDTA 0,01 M, pH: 8.,5) a
100 V por 30 min. Los productos de reaccion se
colocaron en los pozos dispuestos en el gel con
tampon de muestra (Xilencianol 0,02%, Azul de
Bromofenol 0,02%, Glicerol al 50%) y Bromuro
de etidio(1 pg/mL). Los geles fueron analizados
en equipo de fotodocumentacion (Gel Doc™ 2000
Gel Documentation Systems, Bio-Rad) empleando
el programa bioinformatico Quantity One®. Las
bandas observadas fueron comparadas con un
marcador comercial de tamafio molecular (100 bp
DNA step ladder Axygen®). Los tamafios de banda
esperados fueronpara CHIKV 548 pb y 469 pb para
la primera y segunda reaccion, respectivamente.
En el caso de ZIKV, el tamafo de banda esperado
fue de 192 pb.

Purificacion de los productos de amplificacion

Las bandas observadas en los geles
para la primera reaccion de amplificacion para
CHIKV y ZIKV fueron cortadas a partir del gel
correspondiente a cada agente viral y purificadas
empleando el estuche comercial Wizard ® SV Gel
and PCR Clean-Up System (PromegaCorporation,
Madison, Wisconsin, USA) de acuerdo a las
instrucciones descritas por el fabricante.

Construccion de los ADN recombinantes

Para ligar los fragmentos de ADN
amplificados y el vector comercial pPGEM®-T Easy
se empleo la enzima T4 ADN ligasa. La mezcla de
reaccion se realizd en una relacion molar vector-
inserto 1:5y se llevd a cabo en condiciones idnicas
adecuadas (Tris-HCI 30 mM (pH 7,8), MgCI2 10
mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM). La incubacién se
realizé a 4°C durante 12 h.
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Preparacion y  transformacion de células

competentes (E. coli XLIBLUE MRF")

Inicialmente, se cultivaron las células
bacterianas E. coli XLIBLUE MRF" en 5 mL de
medio LB [Luria Bertani (Triptona 10 g/L, extracto
de Levadura 5g/L, NaCl 5 g/L, pH:7.0)] a 37°C
y agitacién constante (200 rpm) durante toda la
noche, transcurrido este tiempo se agregé 1 mL del
cultivo en 50 mL del medio LB, se incub6a37°Cy
se mantuvo en agitacion constante (200 rpm) hasta
obtener una absorbancia a 600nm entre 0,4-0,6.
Transcurrido el tiempo de incubacidn las células
fueron centrifugadas durante 15 min a 1500 g 4°C,
el sedimento obtenido fue resuspendido en 10 mL
de una solucion de CaCl, (100 mM) y nuevamente
centrifugadas en las condiciones previamente
mencionadas, el sedimento fue resuspendido en 4
mL de solucion (CaCl, 100 mM, Glicerol 15%) a
4°C para ser almacenadas a -80°C en alicuotas de
200 pL hasta su uso.

Las  células  competentes  fueron
transformadas con las mezclas de ligacion
mediante choque térmico (30 min 4°C, 90 seg
42°C, 2 min 4°C). A cada tubo se agregaron 800
puL de medio LB precalentado (42°C), luego fueron
incubados a 37°C en agitacion constante (200
rpm) durante 1 hora. Con espatula de Drigalski se
esparcieron 200 pL de las preparaciones en placas
con agar LB-Ampicilina 100 pg/mL pre-tratadas
(X-Gal 2,4 mg/mL,IPTG 0,08 M). Se incubaron a
37°C durante 12 horas para observar la presencia
de colonias azules (no recombinantes) y blancas
(recombinantes).

Identificacion de las colonias recombinantes

Analisis de las colonias recombinantes mediante
la técnica PCR de colonias

Se seleccionaron colonias blancas que
fueron colocadas en un volumen final de 25 pL
de mezclas de reaccion para PCR [tampon de
reaccion (GoTaq® Flexi Buffer Colorless 5X),
MgCl12 (1 mM), dNTP’s (0,2 mM), cebadores
especificos previamente descritos para la primera
PCR segun agente viral (CHIKV o ZIKV) (0,2
mM), Tagpolimerasa (GoTaq® Flexi, Promega)
(1U)]. Las mezclas de reaccion fueron sometidas
a desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min,
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seguidas de 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C
por 30 seg, 72°C por 2 min y extension final de
72°C por 7 min en un termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc., Watertown, MA). Se incluy6 una
colonia azul como control negativo. El resultado
de la amplificacion se verificd en gel de agarosa
al 2%, el tamafio de las bandas fue comparado
con el marcador de tamafio molecular 100
bpDNAstepladder (Axygen).

Extraccion de ADN plasmidico

Verificada la recombinaciéon de los
insertos en el vector comercial pGEM®-T Easy,
se incubaron en agitacion constante (200 rpm)
durante toda la noche a 37°C 50 uL de las células
transformadas en 5 mL de medio LB liquido con
ampicilina (100 pg/mL). Los cultivos fueron
centrifugadosa 6000 rpm (Rotor FA-45-24-11
Eppendorf®)y el sedimento resuspendido en
300 pL tampon TE (Tris-HCI 50 mM, pH: 8.0,
EDTA 10 mM, RNAsa 100 pg/mL) e incubadas a
temperatura ambiente por 15 min. Se adicionaron
300 pL de NaOH (200 mM), SDS (1%) y se
mantuvieron a temperatura ambiente por 5 min,
se agreg6 acetato de potasio (3 M, pH: 5.5), la
suspension se mantuvo incubada a 4°C por 5 min.
Posteriormente, las suspensiones se centrifugaron
amaxima velocidad y precipitaron con isopropanol
y acetato de potasio (3 M, pH: 5.5). Finalmente, la
suspension se centrifugé durante 30 min a 14000
rpm6000 rpm (Rotor FA-45-24-11 Eppendorf®),
al sedimento se agrego etanol 70% para su lavado
y posterior centrifugacion, se resuspendio en 50
puL de agua libre de nucleasas y fue conservado a
-20°C hasta su posterior uso. Cada ADNp obtenido
fue cuantificado mediante la lectura de densidad
optica (D.O) en espectrofotometro de luz UV a
una longitud de onda de 260 nm (A, ), asimismo
se calcul¢ la relacién A, /A, . como indicador de
pureza de las preparaciones de ADNp (Sambrook
& Russell, 2001).

Los ADNp obtenidos fueron analizados
mediante PCR empleando los cebadores vy
condiciones mencionadas previamente segin
agente viral (Collao et al., 2010; Balm et al., 2012)
empleando 1 pL de cada ADNp obtenido. Ambas
reacciones fueron analizadas posteriormente en
gel de agarosa al 2% donde se observaron bandas
de tamafo correspondiente a cada fragmento
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genomico, segun agente viral, una vez que fuera
comparado con el marcador de tamafio molecular
100 bp DNA step ladder (Axygen).

RESULTADOS

Seobtuvieronlosplasmidosrecombinantes
que fueron denominados CHIKV-E1/pGEM®-T
Easy y ZIKV-NS5192/pGEM®-T, los cuales
contienen las secuenciasparciales de los fragmentos
gendémicos E1 y NS5 correspondientes a CHIKV
y ZIKV; respectivamente. Los resultadosde
transformacion de células competentes con las
mezclas de ligacion especificas para cada virus,
permitieron la identificacion de una colonia
blanca (recombinantes) para CHIKV y seis para
ZIKV, las cuales al ser evaluadas por PCR de
colonias evidenciaron amplificaciéon de bandas
correspondientes a los tamafios esperados
para la primera y segunda PCR de CHIKY,
especificamente 548 pby 469 pb (Fig. 1); mientras
que para ZIKV el tamafio esperado fue de 192
pb (Fig. 2). Se realiz6 la extraccion de ADNp a
partir de colonias positivas, los mismos fueron
cuantificados por espectrofotometria donde se
verificd una concentracion de 125 pg/mL para
CHIKV y de 1300 pg/mL para ZIKV, con una
relacion A260/280 de 1,9 indicando pureza de los

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los
fragmentos genémicos correspondientes algen E1
del alfavirus CHIKV obtenidos a partir de la colonia
recombinante producto de la transformaciéon de
las células Escherichia coli XL1-Blue MRF" con
la mezcla de ligacion inserto (CHIKV-E1) vector
(pGEM®-T Easy). A. 1. Fragmento de 548 pb de
la primera reaccion de PCR, M. Marcador (100 pb
DNA step ladder, Axygen). B. 1 y 2. Fragmento de
469 pb correspondiente a la segunda reaccién
(PCR semianidada), M. Marcador (100 pb DNA
step ladder, Axygen).

548 ph»
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Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del
fragmento genémico correspondiente al gen NS5
del flavivirus ZIKV obtenido a partir de la colonia
recombinante producto de la transformacion de
las células Escherichia coli XL1-Blue MRF" con
la mezcla de ligacién inserto (ZIKV-NS5) vector
(pGEM®-T Easy). 1. Fragmento de 192 pb de la
primera reaccién de PCR, M. Marcador (100 pb
DNA step ladder, Axygen).

1T 2 M

500 pb

132pb »

productos. Los ADNp fueron empleados como
ADN molde para analisis por PCR empleando los
cebadores especificos para cada virus, el resultado
permitio6 evidenciar amplificacion de los productos
mediante la presencia de bandas de acuerdo al
tamafio de banda esperado.

DISCUSION

Las técnicas de laboratorio requieren
el uso de controles positivos para su validacion
¢ interpretacion (Navarrete-Castro et al., 2004;
Acevedo et al., 2009, Camacho et al., 2016),
este requerimiento incluye las metodologias
moleculares, como la PCR. En este estudio se
reporta la produccion de plasmidos empleando
la tecnologia de ADN recombinante para su uso
como controles positivosespecificamenteen las
metodologias descritas por Collao ef al. (2010) y
Balm et al.(2012), para el diagnéstico de CHIKV y
ZIKV; respectivamente. La estrategia de clonacion
realizada en el presente estudio ha sido reportada
para otros genomas virales (Camacho et al., 2016)
resultando eficaz. Sin embargo, es importante
destacar que la produccion de controles siguiendo
esta estrategia molecular es aplicable a otras
técnicas de PCR diagndsticas, con la limitante de
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que debe ser desarrollada para cada metodologia
en particular.

Con la introduccion de CHIKYV en 2014
y de ZIKV en 2015 en Venezuela, se pusieron
en marchalas técnicas descritas por Collao et al.
(2010) y Balm et al. (2012) a fin de fortalecer
el diagnostico oportuno y certero de las mismas,
considerando que estas infeccionesno pueden ser
diagnosticadas de manera especifica solo con las
manifestaciones clinicas, debido a que son muy
similares a las producidas por otros arbovirus
de comportamiento endémico (e.g. Dengue) en
regiones geograficas como Venezuela. De alli, la
importancia de contar con técnicas de laboratorio
sensibles y especificas, como la PCR, considerada
una buena elecciénpara los laboratorios de
diagndstico e investigacion (Sanchez-Seco et
al., 2001; Lanciottiet al., 1992), ya que ademas
de ofrecer buenos indices de sensibilidad y
especificidad, los resultados se obtienen en menor
tiempo favoreciendo el diagnéstico, control vy
prevencion.

Una vez producidos los plasmidos
recombinantes de interés, y especificos para la
metodologia molecular que el laboratorio decida
poner en marcha, cada laboratorio puedeasegurar
un banco de controles positivos permanente,
evitando la dependencia tecnoldgica de otros
paises y/o casas comercialespara la adquisicion
de los controles y minimizando la ejecucion de
procedimientos laboriosos para obtener cepas
virales mediante cultivos celulares y/o inoculacion
en otros sistemas de multiplicacién viral, como
ratones lactantes (Guzman & Kouri, 1996). Los
resultados obtenidos demostraron la clonacion
de productos de PCR amplificados con el uso de
los cebadores reportados por Collao et al. (2010)
y Balmet al. (2012), lo que asegura la validacion
de estas técnicas garantizando la reproducibilidad
de los resultados, ademas de la multiplicacion
permanente de los plasmidos recombinantes
asegurando un suministro de controles positivos,
acorde a las necesidades del laboratorioy que
podrian eventualmente ser donados a otros
laboratorios que empleen como metodologias
diagnodsticas para CHIKV y ZIKV, las PCRs
reportadas por Collao et al. (2010) y Balm et al.
(2012). La estrategia desarrollada es aplicable
para la obtencion de controles positivos de las
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metodologias mencionadas y para cualquier otra
técnica de PCR empleada para el diagnoéstico viral
y de cualquier otro agente infeccioso.
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