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Desarrollo y aplicacion de una rR1-PCR

para la deteccion simultanea de los virus
del dengue, chikungunya y Zika
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Introduccion ke o

Zika

Chikungunya

\»3 7
Poder Ejecutivo

: Ministerio de Salud Piablica y Bienestar Social
Resolucidn 8.G. N°* o0 L -

POR LA CUAL SE DECLARA “ALERTA EPIDEMIOLOGICA POR DENGUE,
ZIKA Y CHIKUNGUNYA", EN TODO EL TERRITORIO DE LA REPUBLICA Y
ST DISPONE TA TMPIEMENTACION V. TJECUCTON DETPTAN DE

CONTINGENCIA PREVISTO EN F.l.. DOCUMENTO “ESTRATEGIA DE
GESTION INTEGRADA (EGI) DE PREVENCION Y CONTROL DE DENGUE EN

EL PARAGUAY™, :

Asuncion, |l deenerode 2016

VISTO:

El incremento de casos de Dengue y otras enfermedades transmitidas por el Aedes
aegypti, (Chikungunya y Zika); y el riesgo de aparicién de casos severos que repercutan
en un aumento de la mortalidad asociada a los mismos;
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DENV y CHIKV

. SE 1 (3/01) hasta SE 49 (10/12)

Probables | Probables Fallecidos

DENV  CHIKV DENV CHIKV Sospechosos | Descartados T

2.542 38 70.203 880 99.886 8.070 16

Casos de Dengue confirmados y probables en el Paraguay.
Periodo SE 1(03/01/16) a la SE 49(10/12/16) Ao 2016.

N de conf=2.542
N de probables= 70.203

Casos

§ 888883838

0 iR
12345678 91091115181 T18102021222324 25202726 203031 32333435383 73839404 1 424344454004 74040

Semanas epidemiologicas
» Confirmados de dengue Probables Dengue
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DGVS, MSPyBS, 45, 2016



Z1KV

e 2015: 6 casos confirmados
e 2016: 1.458 casos “notificados”

* 8 confirmados (autoctonos)

* 555 contintian sospechosos

SE 1 ala SE 49 1 Ani i
(SElala ) e Sindrome congénito asociado

* 70 casos sospechosos
2 casos confirmados por lab

e 57 casos continuan en estudio
e Sindrome de Guillain Barré

77 casos de sospechosos de estar
asociados al virus del Zika

(SE 1 ala SE 49)

DGVS, MSPyBS, 45, 2016
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* Objetivos

* Adquirir capacidades para diseno y desarrollo de rRT-PCR
tipo multiplex

* Adquirir conocimientos para la aplicacion e interpretacion
de resultados de rRT-PCR multiplex para DENV,CHIKV y
ZIKV (optimizacion)

» Transferir los conocimientos adquiridos e implementar la
reaccion (IICS)




Materiales y metodos
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* Primers y Sondas

& BIOSEARCH
= \?TECHNOLOGIES

Advancing Nucleic Acid Technalogy

.
INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES

* Kits One Step * Controles

e Muestras

SuperScript™ Il Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit

Catalog Numbers 11732-020 and 11732-088

* Equipo
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Disenio de primers / sondas

Aplicacion de ZCD en muestras clinicas
Pruebas de nuevos primers y Sondas (BHQ+)
Multiplex vs Monoplex

A A el

Optimizacion de recursos
a) Kit OneStep: Invitrogen y BioRad
b) Volumen de reaccion
6. rRT-PCR para deteccion, tipificacion de DENV

Ademas:
* Desarrollo de rRT-PCR para VEEV
* Triplex: VEEV, MAYV y YFV

Principales actividades




Technical Appendix Table 1.
IDUOI(OGNE  Primers and probe ;
Zika virus |

Forward |
Quasar 705 Reverse 1
Reverse 2

Probe§ ' Ciclado
CHIKV f

Forward
Cal Fluor Reversa 1 ciclo 52°C  15:00

Red 610 Probe§ - 0 .
BENV _ 1 ciclo 94°C 2:00

-1, -2, -3 Forward » 94°C 0:15
-2 Forward C—»T : 45 ciclos 550C%  (0-40
-3 Forward C—»T - .
-4 Forward , 68°C 0:20
-1, 3 Reverse
FAM -2 Reverse : -
-2 Reverse A—>G : Lectura
-4 Reverse :
Probe A
Probe B
Probe C
Probe D

Ensayo 2CD

Waggoner, J, Emerg Infect Dis, 2016



1. Diseno de primers / sondas

* Evaluacion de primers

DENYV:

B <40
|

20

-———IGTTGTTGITITGTGTGIITII(

F

5'UTR. Aquino y col. 2006 m=p

W 40-50 50-80 M 80-200 M >=200
1 | | | |
- 8 12 16 20

----BGTTGTTGATETGTGTGARTEAC
L - TGTTGETGAETEAC
----AGTTGTTAETGTTGETGABTEAC

----- GTTGTTGATETGTGTGARTERC

C
__________________ crcHETERC

Zika virus isolate Zika virus/H. saplens-wUBRA/2016/F C-DO4201-URI polyprotein

Beguence 10: KYD14320.1 Length: 10846 Number of Matches: 2

Range 1: 3309 19 2230 Gende ¥ Nox: Mans
1dentities Ga

12/12(100%) O

Score Lepect Serama

24.3 bs{12) 1.3 2{0%)

F: 12/23

e/ Minus

Query 10 TCTACCTCCACE 21
11 | |

31320 TCTACGTOGACC 13309

Sbjot

50-80

Analisis reaccion
cruzada ZIKV

* No interfieren
target ZIKV
» Reverse ®

R W< W40-50 M 80-200 W >=200
i | [r—— | |
{ ZIKAV America... X 1 4 8 12 16 20
140 160
| )
GRATTERGCGATY Wclc Zika virus isolate CIENISS51, complete genome
equence KY120348 4 Langt B umber ches: 16
SGATTEECCATTCTEAATATC Eccid ° - SRS WL )
,GI?'IIICCIT‘ICTIIITITGITIIIIICICCIC Range 1: 125 1o 142 GenBank Graghic ¥ Ness Mscen
AR ER sl AL - ol rlA g Expect 1dentities Gaps Strang
28.2 bits{14) 0.066 17/18(54%) 0/18(0%) Plus/Minus
Query 1 COCOTTTCAICATATTCA 18
e 1 oot s Ko 17/21 (1IMM)




* Diseno de sondas Sonda para primers SUTR

1. Busqueda de
secuencias

conservadas

Alineamiento
region interés
DENV-1: 712
DENV-2: 868
DENV-3: 420
DENV-4: 128

;GATTEECGCRTT:
;GATTEECCATT
GATTEEGCATT!

roolewBB rBew.

Opcidn:
Sonda a (DENV-1-3)
Sonda b (DENV-4)

Mejor: 1 Sonda
(DENV-1-4)
region de Reverse




* Diseno de sondas Sonda para primers SUTR

2. Analisis contra

virus misma flia.

Zika virus isolate 1_0015_PF polyprotein gemn
Sequence 10: KX447511.1 Length: 105685 Number of |

Range 1: 2954 10 29603 GenBank Graps

Score f£xpect Identities

20.3 bits(10) 14 10/10(100%)
Query 11 CTCTGATGAA 20
|

Sbjct 2963 CICTGATGAA 2954

Range 2: 3317 to 3324 Genbank D

Score Expect Identities
16.4 bits(8) 222 8/6(100%)
Query 9 ATCTCTGA 16

| |
Sbjct 3317 ATCTCTOA 3324

No se observa
alineamiento

completo con
ZIKV




* Diseno de sondas Sonda para primers SUTR

3. Analisis de

dimeros de
primers

PriDimerCheck

Checking the possible primer dimers for mulliplex PCR

Paste source primer saquenceas balow (5->3°) FASTA

>s0nde
GAGAGCAGATCTCTGATGAA
sptmeor F
AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGA
sprmer R
COCGTTTCAGCATATTGAAAG

Probabilidad baja




* Diseno de sondas Sonda para primers SUTR

4. Analisis de Tm,

hairpins, primers

OligoAnalyzer 3.1

Secuence

Primer3web vesion 400 -

Tm ligeramente
baja




* Equipo
5. Eleccion de * Target
fluordforos

* Numero de targets
* Control interno

* Combinaciones recomendadas por el fabricante

Abi 7500 o CFX96:
FAM, Cal Fluor Red 610 y Quasar 670

3 ——RCTORIT Con

ART Bt Lt § Loy Dersen W Bovn b Watietsy 2 ANt NCE DN dew et OF Conentn Pagete 22 devge ) Oniny oy 10 e

R e T Bha * Otra alternativa:
uucllvommn TIME ORI TRUMENT BPECTRAL OVIIGAY CHANTS FAM, Texas Red y Cy5
. - { = 2\ / |

ey s . e Si1 se necesitara 4to:

C Fiuar fad 600 " - a1 _S J 4’4 = 4 \ !

L o = :‘: ; f

— et

Yo Rl 418 Gumser 673
| /\
a4 |
-~ .
G LN 503 | T !
as / =
N e S =
woTES o pr o po ou -
P

http.://www.gpcrdesien.com/spectral-overlay




2. Aplicacion de ZCD en muestras clinicas

Muestra Ct
Deteccion de ZIKV ZIKV 4.0 26.7
~————  Suero 1 36.3
—— Suero 2 38.2
Suero 11 785 Placenta
Suero 13 34.3 Semen
Suero 16 294
Cultivo 18.8
| Cultivo
ZIKV 4.0
Suero 16
Suero 11
Suero 13
Suero 1
Suero 2
" [reshod
075 _— // : Agua




3. Pruebas de nuevos primers y sondas

y419% v" Mejorar sensibilidad con nuevos primers/sondas

Multiplex

primers ZCD ZCD ZCD nuevos nuevos nuevos
sondas ZCD ZCD larga larga  larga RC BHQ+®
Conc.nM  300/100 300/200

Controles

ZIKV 10%copias/uL
ZIKV 10%copias/uL



3. Pruebas de nuevos primers y sondas

y419% v" Mejorar sensibilidad con nuevos primers/sondas

Multiplex

primers ZCD ZCD ZCD nuevos  Nuevos nuevos
sondas ZCD ZCD larga larga  larga RC BHQ+®
ZCD
2\
4A\

Nuevos/larga

0,0 A Threshold

10 15 2 % % % 40
Oyck

1) Primers/sonda ZCD: bien o mejor

Controle6s : 2) Nuevos primers | no mejoran
ZIKV 10°copias/pL 3) Sonda larga

ZIKV 10%copias/pL



3. Pruebas de nuevos primers y sondas

y419% v" Mejorar sensibilidad con nuevos primers/sondas

Muliplex

primers ZCD 7CD ZCD nuevos nuevos nuevos
sondas ZCD 7CD larga larga  larga RC BHQ+® *
Controles  Primers/sonda Nuevos/ BHQ-+® buena senal pero Ct lig. mas tardios
ZIKV 7CD BHQ+®
10%copias/pL 3RS 35,5 v" Evaluar primers ZCD con

102copias/uL 18,8 20,4 sonda: BHO+Y
p




y419% v Evaluar mejora de sensibilidad con nueva sonda BHQ+®y

primers ZCD

a) monoplex
1. Primers ZCD/sonda ZCD ZIKV 10%c/uL

2. Primers ZCD/sonda BHQ+® b) Multiplex ZIKV 10* ¢/uL

Controles

Sonda ZCD

 Valores de Ct similares
e (Curvas similares...
e Sonda ZCD: Wcosto -

* Mayor disponibilidad ; ’ : ’

 Mas proveedores (ademas »| Sonda BHQ+
de Biosearch Technologies)

v" Se mantiene la sonda ZCD




v ' - , ,
CHIKV Nueva sonda para evitar Rx.Cz. con virus O nyon N yon

a) Monoplex
Chik D Probe2 Primer ZCD/sonda ZCD
GCGGTGTACACTGCCTGTGACYGC Primer ZCD/Sonda corta
et e GTGTACACTGCCTGTGACYG..
CHIKYV_PrShort*
: Sonda corta > —
b) Multiplex .
ZCD /
| ‘ /
y  Threshold B / -

Controles

20

CHIKV 102c/uL
CHIKV 106c/uL

v Mejor respuesta (A\sensibilidad)
con sonda corta




4. Multiplex vs. monoplex

081 e

08 ol
£
N / monoplex
02 / P
| A S Multiplex

Thres| _=_,J-~‘“"- B A

0 15 2 % 3 3 4 &
Cycle

=1
=1

Control CtZCD Ct
Multiplex monoplex
ZIKV 105copias/uL 20,1 19,8 —
. * Resultados similares M vs. m
ZIKV 10%copias/pL 36,6 — 34,5 —, monoplex un poco mejor (102)
e Multiplex puede W sensibilidad
(“quenching”)

* Hay excepciones !




5. Optimizacion de recursos

a) Kit OneStep: Invitrogen y BioRad
b) Volumen de reaccion

& s
a) Kit OneStep: Comparar 2 kits: SSIII (Invitrogen) y 1Taq (BioRad) (2X) g

Kit 100 rx | Invitrogen BioRad

Control Ct SSI1IT Ctilaq
Py (US 750 362
- (Invitrogen) | (BioRad) i)

DENV 10%/ul. 12.29 12.13

CHIKVI0Sc/uL 951 10.56

ZIKV 108¢/uL 10.24 10.57 tTaq O~ o | ——
ZIKV 10%/ul 17.02 17.52 | |

ZIKV 10%c/ul. 23.80 2419 || uis= =
ZIKV 102¢/uL, 30.72 31.19

v" Sefial de fluorescencia
menor para 1Taq

v" Pero.. S6lo pequefias
diferencias en Ct ©




5. Optimizacion de recursos

a) Kit OneStep: Invitrogen y BioRad
b) Volumen de reaccion

a) Kit OneStep: Comparar 2 kits: SSIII (Invitrogen) y 1Taq (BioRad) (2X) £

Control Ct SSI1IT Ctilaq
(Invitrogen) | (BioRad)

DENV 108¢/ul. 1229 - |® —
CHIKVIOSc/uL 9.5 1056 | QS

ZIKV 108¢/uL 10.24 057

ZIKV 106¢/uL. 17.02 1752 .

ZIKV 10%/pL 23.80 24.19

ZIKV 10%c/ul 30.72 31.19

v" Sefial de fluorescencia
menor para 1Taq

v" Pero.. S6lo pequefias
diferencias en Ct ©




5. Optimizacion de recursos

a) Kit OneStep: Invitrogen y BioRad
b) Volumen de reaccion

a) Kit OneStep: Comparar 2 kits: SSIII (Invitrogen) y 1Taq (BioRad) (2X) £

Control Ct SSI1IT Ctilaq
(Invitrogen) | (BioRad)

DENV 10%c/ul.  12.29 12.13

CHIKVI0Sc/uL 951 10.56

ZIKV 10%¢/ul 10.24 10.57

ZIKV 105¢/uL 17.02 17.52

ZIKV 10%/ul. 23.80 24.19 =

ZIKV 102¢/uL, 30.72 31.19

v" Sefial de fluorescencia
menor para 1Taq

v" Pero.. S6lo pequefias
diferencias en Ct ©




b) Volumen de reaccion 1. Prueba de ZCD Y4 férmula: 12,5 uL.
SSIII (Invitrogen)
Vol (uL.)
Kit: 50
2x Mix buffer 6,25 JW: 25
Primers/sondas 1 Py:12,5?
Mix Enzimas 0,25
Subtotal 7,5
Template* 5 | Control Ct SSIII Ct SSIII Dif
Total 12,5 25 L D[l
ZIKV 10° 17.02 16.16 0.86
ZIKV 10* 23.80 23.27 0.53
ZIKV 102 30.72 30.03 0.69

9

* Ctsimilar, lig. mas “temprano”
Resultados similares con: * Debido AATemplate*

2. Prueba de ZCD 1/2 formula: 10 puL
1Taq (BioRad)




6. rRT-PCR para deteccion, tipificacion de DENV

Controles:
DENV-1 al DENV-4
108 10 10* 10? copias/uL e

DENV-1

DENYV Multiplex Primers
Denl1-2-3 F-long ,
Denl 5' New Down L - /
Den2 F-long Cto T ) I | |
Den2 R2 ; : : ;;de

Den2 R2A to G
Den3 F-long Cto T DEN V—2

Den4d F1 1% —————— ——
Dend R1 _

DENV Multiplex Probes |5' Fluor
Denl Alternate FAM

Den2 Multiplex Cal Fluor 560
Den3 March Cal Fluor 610 o ,. )
Den4 March Quasar 670  [Tesra] /

Morm . Fluoro

Norm . Fluoro

Cycle

PLoS Negl Trop Dis. 2013 Apr; 7(4): e2116. PMCID: PMC3630
Published online 2013 Apr 18. doi: 10.1371/joumnal.pntd.0002116 |

Single-Reaction, Multiplex, Real-Time RT-PCR for the Detection,
Quantitation, and Serotyping of Dengue Viruses

Jesse J. Wagqoner.1 Janaki Abeynayake,2 Malaya K. Sahoo,? Lionel Gresh,3 Yolanda TeIIez,4 Karla Gonzalez,*
Gabriela Ballesteros,* Anna M. Pierro,® Paolo Gaibani,% Frances P. Guo,? Vittorio Sambri,> Angel Balmaseda,“
Kumudu Karunaratne,® Eva Harris,” and Benjamin A. Pinsky1-2-°







Redesigned
MA assay

DENV-1-2-3 DegFor

DENV-4 Forward

DENV-1-3 Reverse

DENV-2 Reverse

DENV-4 Reverse

Zika F1

Zika R1 TC

Zika R1 CT

ZIKV Prl

Chik D F2Y

Chik D R2

CHIKYV PrShort

Diseno final*

IDENVIPARPEODCINN==p Quasar 670

) FAM

Cal fluor Red 610

Diferencias con Z.CD
WV primers DENV
Vsondas DENV
Sonda corta CHIKV
Diferentes Fluordforos







I
rRT-PCR para VEEV

‘ Prueba diferentes concentraciones de

primers y sondas

* Control VEEV: Secuencia consenso (IDT)

061

-
on
i

=)
r

i
A

=
[ %)
i

Morm. Fluoro.

106 ¢/uL. 102c/ul _—

=
~o

=]
—

‘2# J
iT
1

l'.

ey
L=
-
Sl
~
o
o
on
[ %)
(=1

0%

Cycle

Re-disefio para mejorar:
102 ¢/uL y Multiplex... Mejor respuesta:
Primers 400 nM / sonda 200 nM




Triplex VEEV, MAYV, YFV

Prueba con MAYV
10 104 102 ¢/uL

09
038

07

S05-
04
03

02

04 7 /

Threshold = 7

0.0 =

Triplex: VEEV-MAY V-YFV
exes: VEEV-MAYV y MAYV-YFV
Monoplex: MAYV

30 3% 40 45

v" Cambio de fluoroforo de

MAYV
v" Tal vez... Dejar en Duplex
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Aim 1. Optimize and implement multiplex arboviral assays with reduced test costs in Asun-
cion, Paraguay. “Triplex” real-time reverse transcription PCRs (rRT-PCRs) for 1) ZIKV, CHIKV, and
DENV and 2) VEEV, MAYV, and YFV will be optimized to decrease test costs. Assays will be evalu-
ated using archived clinical samples and compared to published rRT-PCRs. Optimized assays will be
implemented in Asuncién, Paraguay for this study and to improve local testing capacity.

Aim 2. Characterize arboviral infections among acutely ill patients. Patients who present with an
acute systemic iliness will be enrolled in a prospective study to characterize arboviral infections in
Asuncion. For each virus identified, we will study the detection rate over time; describe associated

clinical manifestations and epidemiologic factors; and evaluate qualitative and quantitative antibody
responses in relation to viral load at presentation.

Aim 3. Identify phylogenetic relationships and points of introduction for Paraguayan arboviral
strains. Whole genomes of detected viral strains will be sequenced using culture-independent meth-
ods to evaluate associations between strains and clinical manifestations; determine phylogenetic rela-
tionships between strains; and estimate the number and route of introduction events for arboviruses.



