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1. Resumen en inglés (Summary) 

West Nile virus (WNV) is a positive strand RNA enveloped virus (Flavivirus genus, 

Flaviviridae family), which is maintained in nature in an enzootic cycle that involves 

mosquito vectors and birds as primary hosts, but it can also infect other vertebrates, such as 

humans and horses. Although WNV infection is asymptomatic in the majority of cases, neural 

tropism of the virus can lead to death or leave severe sequelae especially in immune-

suppressed patients.  

First isolated in Uganda in 1937, WNV is endemic in regions of Africa, Europe, Asia, 

Oceania and America and it is therefore the most worldwide distributed flavivirus. Originally 

associated with a flu-like disease (West Nile fever) with sporadic encephalitic cases reported 

in the Mediterranean basin, its epidemiology changed in the 1990´s, when WNV 

neurovirulent strains emerged in Tunisia, Romania, Russia and Israel. In 1999, the virus was 

responsible of an encephalitic outbreak in New York, U.S.A. In a short time, WNV expanded 

its distribution throughout the American continent, mainly spread by infected migratory birds. 

The virus continuous expansion emphasizes the need of more efficient and safe diagnostic 

tools to perform accurate epidemiologic surveillance.  

WNV diagnosis is mostly performed serologically as the viremia is short lasting and 

usually precedes the onset of disease symptoms. Although the reference technique is the 

plaque reduction neutralization test (PRNT), this is laborious, time-consuming, and implies 

working with live virus in biosafety level 3 (BSL-3) facilities; therefore several enzyme-

linked immunosorbent assays (ELISA) have been developed lately. These allow fast high-

throughput results, which can be very helpful to filter off negative samples previous to PRNT 

confirmation. 

In this work, the indirect presence of WNV in horse serum samples collected in the 

Mexican states of Chiapas and Puebla, where no WNV records existed before, was 

determined, thus evidencing the virus spread throughout the country. Survey of anti-WNV 

immunoglobulin in horse sera was achieved by an ELISA based on inactivated virus, PRNT 

and hemagglutination inhibition (HI) tests. The relative high seroprevalence observed is in 

agreement with that previously reported in other regions of Mexico. 

In order to obtain recombinant non-infectious antigens, WNV envelope protein (E) 

and its domain III (DIII) were produced in insect larvae (Trichoplusia ni) with the 

recombinant baculovirus technology. After a single purification step both protein subunits 

were obtained in high yield. An ELISA test based on the recombinant E antigen obtained was 

developed for WNV diagnosis in serum samples. Results were compared to those obtained 

with the ELISA based on inactivated virus, which is the standard antigen in most laboratories, 

and showed a high concordance. The developed assay was further validated to the reference 

PRNT. In contrast, sensitivity of the recombinant DIII based ELISA was low, minimizing its 

possible usefulness as diagnostic antigen. 

Immunization of mice with any of the recombinant proteins obtained elicited high 

neutralizing antibody levels that conferred sterile immunity to all vaccinated animals when 

challenged with a neurovirulent viral strain, in contrast to the morbidity and mortality 

observed in unimmunized control animals.  

Vertical transmission of immunity acquired during pregnancy was also studied, 

concluding that both trans-placental and breast-feeding routes contributed to protect the 

offspring from viral challenge.  
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2. Introducción 

 

2.1 Enfermedades infecciosas emergentes 

 Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos patógenos y afectan 

principalmente a los países en vías de desarrollo, constituyendo la primera causa de muerte en 

el mundo (www.who.int). A pesar de los avances científicos y médicos realizados, la incidencia 

de estas enfermedades en la salud pública sigue siendo muy elevada.  

Según estimaciones de la Oficina Internacional de Epizootías (OIE), más del 60% de las 

enfermedades infecciosas conocidas son zoonosis. Ese porcentaje se eleva hasta el 75% en el 

caso de las enfermedades emergentes, ocasionadas por patógenos no descritos previamente (por 

ejemplo el virus Nipah). El salto entre especies de los patógenos y su posterior expansión en la 

población humana se ven favorecidos por factores como el aumento demográfico, la 

explotación y uso de nuevos territorios, el gran volumen de movimientos de personas y 

mercancías, el comercio con especies silvestres, etc. (Cutler, Fooks y van der Poel, 2010). Esos 

factores favorecen igualmente la re-emergencia de patógenos cuya incidencia previa en la salud 

pública era escasa. En este caso, la propia variabilidad genética de los microorganismos juega 

un papel importante. La capacidad de cambio genético es especialmente relevante en los virus, 

que representan el grupo más numeroso de patógenos re-emergentes. Entre éstos, los virus 

transmitidos por vectores artrópodos, o arbovirus, son responsables de enfermedades de gran 

impacto en la salud pública como el Dengue, la fiebre amarilla o la encefalitis japonesa.  

La expansión de los vectores transmisores favorecida por el calentamiento global 

(Epstein, 2001; Gould y Higgs, 2009), unido a la creciente exposición a las fuentes de 

patógenos y la adaptabilidad intrínseca de éstos, han posibilitado la emergencia de brotes 

epidémicos en regiones donde nunca antes se habían producido (Weaver y Reisen, 2010). Este 

ha sido el caso del virus del Nilo Occidental (VNO), un virus re-emergente que ha atraído gran 

interés científico y mediático desde su entrada en EE.UU. en 1999, debido al número de 

muertes en humanos, equinos y aves que ha ocasionado en este país.  

 

2.2 Virus del Nilo Occidental (VNO): historia  

El VNO fue aislado por primera vez en Uganda en 1937 a partir de una muestra de 

suero de una paciente febril (Smithburn et al., 1940). Los autores de este estudio demostraron 

que se trataba de un agente infeccioso filtrable (virus) que producía gran mortalidad al ser 

inoculado en ratones de laboratorio, en los que las lesiones se localizaban en el sistema 

http://www.who.int/
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nervioso central. Los mismos autores describieron también la producción de anticuerpos 

neutralizantes frente al virus y lo relacionaron con otros agentes neurotrópicos como el virus de 

la encefalitis japonesa (VEJ) y el virus de la encefalitis de San Luis (VESL). 

Trabajos posteriores caracterizaron su ecología al ser aislado en humanos, mosquitos y 

pájaros en Egipto (Hurlbut, 1956; Work, Hurlbut y Taylor, 1955) e Israel (Nir et al., 1968). 

Posteriormente se demostró  que los equinos eran también susceptibles a la infección (Guillon 

et al., 1968; Schmidt y Elmansoury, 1963).  

Hasta mediados de los años 1990 el VNO había causado brotes esporádicos con raros 

casos de encefalitis en humanos en los países de la cuenca mediterránea (Murgue, Zeller y 

Deubel, 2002). La infección cursaba con una sintomatología similar a una gripe suave que se 

denominó fiebre del Nilo. Ese patrón epidemiológico cambió al re-emerger el VNO con 

virulencia en Túnez (Feki et al., 2005), Rumania (Tsai, 1998), Israel (Bin et al., 2001) y Rusia 

(Platonov, 2001), causando docenas de muertes por encefalitis. En 1999 fue detectado por 

primera vez en América como agente etiológico de un brote de encefalitis en la ciudad de 

Nueva York  (Anderson et al., 1999; Lanciotti et al., 1999). La posterior expansión del virus en 

EE.UU. ha ocasionado ya más de 1.100 muertes entre cerca de 30.000 casos diagnosticados 

(www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile).  

 

2.3 Ecología 

2.3.1 Ciclo de transmisión  

El virus se mantiene en un ciclo entre las aves silvestres, que son su principal reservorio 

natural, y los mosquitos vectores (Figura 1). La principal vía de transmisión es a través de la 

picadura de mosquitos infectados, pero también se han descrito otras formas de transmisión 

independientes de vector, de manera que el virus se puede adquirir también esporádicamente 

por: transfusión sanguínea (Pealer et al., 2003); transplante de órganos (Iwamoto et al., 2003; 

Kleinschmidt-DeMasters et al., 2004); amamantamiento (2002c; Blázquez y Sáiz, 2010); vía 

transplacentaria (2002a; Cordoba et al., 2007; Blázquez y Sáiz, 2010); ruta oral (Blázquez y 

Sáiz, 2010; Komar et al., 2003; Odelola y Oduye, 1977); contacto (Banet-Noach, Simanov y 

Malkinson, 2003; Klenk et al., 2004; Komar et al., 2003; Nir, 1959) y exposición accidental en 

el laboratorio (2002b). 

 

http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile
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Figura 1. Ciclo de transmisión. El VNO es transmitido a las aves por mosquitos infectados. Otras 

especies como humanos y equinos son hospedadores accidentales. Adaptada de Dauphin y Zientara 

(2007). 

 

2.3.1.1 Vectores 

Los vectores mayoritarios de propagación del virus son los mosquitos, especialmente 

del género Culex (Goddard et al., 2002), aunque se han descrito otras especies de mosquitos 

que también pueden transmitirlo (Turell et al., 2002). Estudios experimentales estimaron que 

un mosquito infectado puede inocular entre 10
4
 y 10

6
 unidades formadoras de placa (UFP) del 

VNO por picadura, y que pequeñas dosis (10
2
 UFP) son directamente inoculadas en el torrente 

sanguíneo del huésped (Styer et al., 2007).   

Varios trabajos han mostrado que la infección por el VNO en los mosquitos puede ser 

patogénica, lo que podría alterar la capacidad de transmisión viral de los mismos (Girard et al., 

2005; Girard et al., 2007). Por contra, la transmisión viral trans-ovárica descubierta entre 

mosquitos Culex en la naturaleza (Baqar et al., 1993; Miller et al., 2000) contribuiría a 

perpetuar el ciclo de transmisión del VNO. Por otro lado, se ha demostrado otro tipo de 

transmisión entre vectores mosquitos, independiente de la viremia del hospedador y distinta a la 

vía trans-ovárica. Según ésta, mosquitos no infectados que se alimentan en las cercanías de 

otros mosquitos infectados pueden infectarse debido a que los virus vertidos localmente por 
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éstos últimos al picar podrían ser adquiridos por los primeros; incluso a pesar de estar 

alimentándose de un organismo no infectado o con tasas de viremia bajas (Higgs et al., 2005). 

Según los autores de estos trabajos, esta forma de transmisión del virus entre vectores podría 

haber contribuido a la rápida expansión del VNO en Norteamérica (McGee et al., 2007).  

El virus también ha sido aislado de garrapatas (Hubálek y Haluzka, 1999) pero, a pesar 

de que se han realizado infecciones experimentales de varias especies tratando de avalar su 

importancia como vectores en el ciclo de transmisión (Formosinho y Santos-Silva, 2006; 

Lawrie et al., 2004), su competencia en el mismo no ha podido ser demostrada (Reisen et al., 

2007).  

 

2.3.1.2 Hospedadores 

 Las aves silvestres son el principal hospedador y reservorio natural del VNO. También 

se considera que representan una de las principales vías de expansión de la distribución viral 

debido a las largas distancias que pueden cubrir en sus migraciones (Reed et al., 2003). Su 

competencia en el ciclo de transmisión viral se debe a la elevada y duradera viremia que 

pueden alcanzar (Komar, 2003). Hasta la fecha, se han descrito 326 especies de aves 

susceptibles a la infección (www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/birdspecies.htm). La 

susceptibilidad varía de unas familias a otras, siendo los córvidos los más afectados (Komar et 

al., 2003). Además, se ha descrito que las aves infectadas pueden exudar grandes cantidades de 

virus a través de la cloaca y las fosas nasales lo que permite el contagio por contacto en 

ausencia de vector (Dawson et al., 2007; Komar et al., 2002). 

  Cuando mosquitos infectados se alimentan de otros vertebrados, como équidos y 

humanos, estos pueden ser también infectados (Blitvich, 2008). Debido al rango de infección 

múltiple del VNO se han descrito otros muchos hospedadores susceptibles a la infección 

(revisado en van der Meulen, Pensaert y Nauwynck, 2005). En general, en estos hospedadores 

secundarios los niveles de virus que se alcanzan en sangre no son lo suficientemente elevados 

como para que el ciclo de transmisión continúe a partir de ellos.  

 

2.3.2 Distribución 

El VNO es endémico en regiones de África, Asia occidental, Europa, América y 

Oceanía (Figura 2), donde el virus Kunjin es considerado como una cepa del mismo (Hall, 

Scherret y Mackenzie, 2001). Se trata por tanto del arbovirus más ampliamente distribuido a 

nivel mundial (Blitvich, 2008). 

 

http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/birdspecies.htm
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Figura 2. Distribución mundial del VNO. Se observa que salvo en la Antártida (no aparece en la 

imagen) el virus ha sido detectado en regiones de los otros cinco continentes. Figura adaptada de 

www.microbeworld.org.  

 

Un hecho a destacar es la rápida expansión del virus en América desde su primera 

detección en Nueva York en 1999 (Anderson et al., 1999; Lanciotti et al., 1999). En pocos años 

el virus expandió su distribución a Centroamérica y las Antillas (Estrada-Franco et al., 2003; 

Morales-Betoulle et al., 2006; Pupo et al., 2006) y Sudamérica (Bosch et al., 2007; Mattar et 

al., 2005; Morales et al., 2006).  

  En la región mediterránea la circulación del VNO está documentada desde la década de 

los años 1950, pero fue a finales del siglo pasado cuando los brotes en equinos y humanos en la 

región se hicieron más numerosos (Murgue, Zeller y Deubel, 2001). Más recientemente, en 

2008, se describieron casos de fiebre del Nilo en humanos y caballos en Italia, Hungría y 

Rumanía (Calistri et al., 2010), y este mismo año 2010 se están describiendo casos humanos en 

Grecia, Rumanía, Hungría y Turquia, con más de 250 casos confirmados en el laboratorio y, al 

menos, 27 muertes (www.ecdc.europa.eu/). En España, lugar de tránsito de múltiples especies 

de aves en ruta hacia o desde África, lugar de origen y endémico para el VNO, la presencia 

indirecta del mismo se había detectado en habitantes del Noroeste peninsular en la década de 

1970 (Garea González y Filipe, 1977). Estudios más recientes de prevalencia serológica en 

http://www.microbeworld.org/
http://www.ecdc.europa.eu/


Introducción 

 

10 

 

humanos residentes en zonas próximas a las desembocaduras de los ríos Ebro (Bofill et al., 

2006; Lozano y Filipe, 1998) y Guadalquivir (Bernabeu-Wittel et al., 2007) confirmaron esos 

resultados (Figura 3). Recientemente, otros estudios con muestras séricas obtenidas de aves en 

la zona del Parque Nacional de Doñana han demostrado la presencia de anticuerpos 

neutralizantes frente al VNO (Figuerola et al., 2008), cuya introducción y prevalencia en la 

zona dependería de aves infectadas provenientes de África (Lopez et al., 2008). En 2007 se 

describió el que probablemente es el primer caso humano de enfermedad por fiebre del Nilo en 

nuestro país (Kaptoul et al., 2007), pero el virus no pudo ser aislado. Ese mismo año se 

consiguió el primer aislado viral de un águila real (Aquila chrysaetos) en Ciudad Real 

(Jimenez-Clavero et al., 2008).  

 

  

 

Figura 3. Distribución de los brotes epidémicos/epizoóticos por VNO ocurridos en Europa y la 

cuenca Mediterránea desde 1994. Los semicírculos representan el número de casos equinos (relleno 

rayado) y/o humanos (relleno negro) registrados en los distintos países. En la figura también se 

muestran las detecciones del VNO en España: los círculos naranjas indican las regiones con serología 

positiva en humanos y aves; el círculo azul indica el supuesto caso de enfermedad por el VNO en 

humano (2007); el círculo rojo indica el primer aislado viral en águila real (2007). Adaptada de Dauphin 

y Zientara (2007). 
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2.3.3 Taxonomía y filogenia 

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (www.ictvonline.org) clasifica el VNO 

en el género Flavivirus de la familia Flaviviridae, junto a otras 52 especies víricas, muchas de 

ellas patógenos humanos de gran impacto en la salud pública, como el virus de la fiebre 

amarilla (VFA), que da nombre al género y a la familia, los virus Dengue (DEN), el virus de la 

encefalitis transmitida por garrapatas (VETG) y el virus de la encefalitis japonesa (VEJ). 

Estudios antigénicos y moleculares incluyen al VNO en el serocomplejo de este último (Tabla 

I), al que también pertenecen el virus de la encefalitis de San Luis (VESL) y el virus de la 

encefalitis del valle de Murray (VEVM) (Roehrig, 2003).  

 

Tabla I. Serocomplejo del virus de la encefalitis japonesa (VEJ). Adaptada de Blitvich (2008).

Virus Reservorio natural Patógeno humano Patógeno animal Distribución geográfica

Cacipacore Aves Sí No América del Sur

Encefalitis japonesa Aves, cerdos Sí Sí, cerdos y equinos Asia, Australia

Koutango Roedores Sí - África

Encefalitis del valle de Murray Aves Sí ¿Equinos?
1 Australia

Encefalitis de San Luis Aves Sí - Américas y Caribe 

Usutu Aves - Aves África, Europa

Virus del Nilo Occidental Aves Sí Aves y equinos África, Asia, Europa, 

Australia, Américas

Yaoundé Roedores, aves - - África
1
Evidencia anecdótica

V iru s                            R ese rvo rio  n a tu ra l  P a tó gen o  h u m an o  A n im al D is trib u c ió n  geo grá fica

                    

C ac ip aco re         A ves              S í   N o        A m érica  d e l su r

E n cefa litis  jap o n esa         A ves , ce rd o s              S í   S í, ce rd o s  y               A sia , A u stra lia

                                  eq u in o s

K o u tan go         R o ed o res              S í   -        Á frica

E n cefa litis  d e l va lle  d e  M u rray         A ves              S í   ¿E q u in o s?
1  

       A u stra lia

E n cefa litis  d e  S an  L u is         A ves              S í   -        A m éricas  y  C arib e

U su tu         A ves              -   A ves        Á frica , E u ro p a

V iru s  d e l N ilo  O cc id en ta l                   A ves              S í   A ves  y                      Á frica , A sia , E u ro p a ,

  eq u in o s        A u stra lia , A m éricas  y  

        C a rib e

Y ao u n d é                                      R o ed o res , A ves             -   -        Á frica

1
E vid en c ia  an ecd ó tica .

T a b la  I . S ero co m p le jo  d e l v iru s  d e  la  en ce fa litis  ja p o n esa  (V E J ) . A d ap tad a  d e  B litv ich  (2 0 0 8 ).

 
 

Otros dos géneros forman parte de la familia Flaviviridae: Hepacivirus, con el virus de 

la hepatitis C (VHC) como único representante, y Pestivirus, compuesto por cuatro especies 

(p.ej.: virus de la peste porcina clásica, VPPC) (www.ictvonline.org). 

Estudios de secuenciación y filogénesis clasifican las cepas del VNO en dos linajes: I y 

II (Lanciotti et al., 1999). El linaje I incluye aislados distribuidos a nivel mundial, tanto cepas 

atenuadas, como la mayoría de cepas caracterizadas en los brotes de encefalitis humanas y 

equinas de los últimos años. Este linaje ha sido subdividido en tres clados (Lanciotti et al., 

2002). En el clado 1a se encuentran aislados de África, Europa, Asia y América. El 1b consiste 

en los virus Kunjin de Oceanía y el 1c está compuesto por aislados de India. Los aislados de 

linaje II se consideraban tradicionalmente asociados con infecciones asintomáticas y 

restringidos al África sub-sahariana y Madagascar; pero recientemente se han identificado 

aislados virulentos de este linaje en caballos en Sudáfrica (Venter et al., 2009) y en aves en 

Europa (Bakonyi et al., 2006; Erdelyi et al., 2007).  

Los aislados del VNO obtenidos en la República Checa y en la región del Cáucaso han 

sido propuestos como representantes de un tercer y un cuarto linaje (Bakonyi et al., 2005) 
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(Figura 4). En otro estudio se sugiere incluso un quinto linaje formado por aislados de la India 

(Bondre et al., 2007). Recientemente, se ha propuesto que un aislado viral detectado en un pool 

de mosquitos capturados en el sur de España pertenece a un nuevo linaje (Vázquez et al., 

2010). En cualquier caso, la existencia de estos nuevos linajes debe ser aun confirmada. 

 

 

 

Figura 4. Árbol filogenético de VNO establecido a partir de genomas completos. Figura cedida por 

el Dr. A. Tenorio. 

 

2.4 Organización genómica  

 El genoma del VNO está compuesto por una cadena simple de ARN lineal de polaridad 

positiva de aproximadamente 11.000 nucleótidos. En concreto el aislado utilizado en esta Tesis 

tiene 11.029 nt de longitud (ver apartado 4.1). El genoma está compuesto por una región central 

que contiene una única pauta de lectura abierta (del inglés, open reading frame, ORF) de 
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10.301 nt. La región codificante está flanqueada por dos regiones no traducidas en los extremos 

5´ y 3´ que se denominan 5´-UTR y 3´-UTR, del inglés untranslated region, (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5. Organización genómica del VNO. El marco de lectura abierto (ORF) codifica diez proteínas 

virales (representadas en cajas). Las proteínas estructurales se localizan hacia la región 5´ y las no 

estructurales hacia la región 3´. El ORF está flanqueado por dos regiones no codificantes (UTR). En el 

extremo 5´-terminal el genoma tiene una estructura cap. En ambas regiones terminales UTR se indican 

las estructuras terciarias (SL) del ARN.  

 

2.4.1 Regiones no codificantes 

 Ambas regiones UTR presentan estructuras muy conservadas que están implicadas en 

los procesos de traducción y replicación del genoma (Brinton, 2002). La región 5´-UTR tiene 

96 nt de longitud. Posee una estructura cap m
7
GpppAmp en su extremo (Ray et al., 2006) y un 

stem loop (SL1 en la figura 5). La integridad del SL1 es fundamental para la replicación viral 

(Dong, Zhang y Shi, 2008; Li et al., 2009). En la región 3´-UTR, de 631 nt de longitud, se han 

identificado tres estructuras stem loop (Brinton, 2002) (SL2, SL3 y SL4 en la figura 5). 

Secuencias conservadas en los loops de las dos primeras interaccionan de forma terciaria 

(pseudoknot) con secuencias conservadas situadas más hacía el extremo 3´ del genoma, 

plegando la molécula de ARN. Un tercer pseudoknot se formaría justo al comienzo del tallo del 

último y más grande stem loop (SL4), con el que interaccionan varias proteínas celulares 

(Blackwell y Brinton, 1995). En el extremo de la región 3´-UTR se encuentra la secuencia 

CUOH (Brinton, 2002), ya que los Flavivirus carecen de poli(A) (Wengler, 1981). La 

circularización del genoma, necesaria para la traducción y replicación del mismo, se produciría 

mediante interacciones ARN de larga distancia entre secuencias complementarias situadas en 

ambos extremos (Zhang et al., 2008).  
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2.4.2 Región codificante 

 El marco de lectura abierto codifica una poliproteína cuyo procesamiento proteolítico da 

lugar a diez proteínas virales maduras (Brinton, 2002). Las tres proteínas estructurales 

(apartado 2.4.2.1) son codificadas en el tercio 5´ de ORF y las siete no estructurales (apartado 

2.4.2.2) hacia la región 3´ (Figura 5).  

 

2.4.2.1 Proteínas estructurales: estructura y morfología de la partícula viral  

Las tres proteínas estructurales son la proteína de la cápsida (C), la proteína pre-

membrana (prM) y la proteína de la envuelta (E).  

Múltiples copias de la proteína C (~ 14 KDa) rodean el genoma viral protegiéndolo y 

formando la nucleocápsida o core de aproximadamente 25 nm de diámetro (Figura 6A) 

(Mukhopadhyay et al., 2003). La estructura atómica de C se ha determinado mediante 

difracción de rayos X (Dokland et al., 2004). En ella se localiza una de las secuencias 

implicadas en el proceso de circularización del ARN viral (Brinton, 2002). La proteína C es 

necesaria para el ensamblaje de la partícula viral (Brinton, 2002) y durante el proceso 

infeccioso puede inducir apoptosis (Yang et al., 2002; Yang et al., 2008).  

Tanto la proteína prM (~ 19 KDa) como la E (~ 55 KDa) son proteínas integrales de 

membrana que están embebidas en la membrana lipídica que envuelve la nucleocápsida gracias 

a regiones hidrofóbicas en sus extremos C-terminales, mientras que sus dominios hidrofílicos 

quedan expuestos hacia el exterior de la partícula viral. En la partícula viral inmadura la prM y 

la E forman heterodímeros (prM-E). Durante el proceso de maduración de la partícula viral 

pasan a ser homodímeros de E, al ser digerida la prM. Esta proteína estaría implicada en 

prevenir un cambio conformacional temprano de E en el tránsito de la partícula inmadura desde 

el interior celular al exterior (ver más abajo, apartado 2.5), así como en el proceso de 

ensamblaje de la partícula viral (Tan et al., 2009). Mediante microscopía electrónica se ha 

demostrado que la partícula viral madura adquiere una conformación casi icosaédrica de unos 

50 nm de diámetro en la que no sobresalen espículas y donde 180 copias de E forman una balsa 

que rodea la envuelta viral (Figura 6B) (Mukhopadhyay et al., 2003).  
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Figura 6. Estructura del VNO determinada por crio-microscopía electrónica. Figura adaptada de 

Mukhopadahay et al. (2003). 

A) Sección central que muestra las distintas capas de densidad: la membrana lipídica (lipid layer) con 

las proteínas E y M embebidas y el core, formado por repeticiones múltiples de la proteína C. 

B) Vista de la superficie del virus. Se muestran los ejes de simetría.  

 

La proteína E está involucrada en los procesos de reconocimiento celular de la partícula 

viral y en la interacción virus-célula que lleva a la entrada y posterior desencapsidación del 

virus en el citoplasma celular (Brinton, 2002). Dependiendo de qué cepa viral se trate puede o 

no estar glicosilada. Al encontrarse glicosilada en los recientes aislados neurovirulentos de 

linaje I, esta característica se ha considerado un determinante de neurovirulencia (Beasley et 

al., 2005; Shirato et al., 2004). Sin embargo, otros estudios plantean que otros factores pueden 

determinar la neurovirulencia independientemente del estado de glicosilación de E (Chambers 

et al., 1998; Hanna et al., 2005). Además, en otro trabajo se ha propuesto una función 

inmunomoduladora de la proteína E que afectaría a la respuesta innata, sugiriendo que los 

diversos perfiles de glicosilación de la proteína servirían al virus para evadir los mecanismos 

antivirales de los distintos huéspedes durante su ciclo de replicación (Arjona et al., 2007). La 

estructura atómica de la proteína E de dos aislados virales distintos se ha determinado mediante 

cristalografía de rayos X (Kanai et al., 2006; Nybakken et al., 2006). Al igual que en las 

proteínas de la envuelta de otros flavivirus cuya estructura atómica se había definido 

previamente (Modis et al., 2003; Rey et al., 1995), en la del VNO se diferencian tres dominios 

(Nybakken et al., 2006). El dominio I (DI) está formado por un barril-β de 8 láminas y hace de 

“bisagra” articulando los otros dos. El dominio II (DII) formado por 12 cadenas estructuradas 
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en un barril-β, está involucrado en la dimerización de E y contiene un “bolsillo” hidrofóbico 

fundamental en el proceso de fusión de las membranas de la célula y el virus (Nybakken et al., 

2006). El dominio III (DIII) tiene una conformación similar a la de una inmunoglobulina y 

contiene el sitio de reconocimiento y unión al receptor celular específico, por lo que los 

epítopos neutralizantes más potentes se localizan en esta región (Mehlhop y Diamond, 2008). 

La estructura del DIII se ha determinado mediante resonancia magnética nuclear (Volk et al., 

2004) y difracción de rayos X (Nybakken et al., 2005). Dado que es la región de la proteína E 

que más cambia de unos flavivirus a otros se ha planteado su uso como antígeno alternativo 

para elaborar sistemas de serodiagnóstico específicos (Beasley et al., 2004b) (ver apartado 

2.8.2).  

 

2.4.2.2 Proteínas no estructurales 

Las siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) 

están implicadas, en mayor o menor medida, en la replicación del genoma viral y la 

modulación de la respuesta inmune del huésped (Brinton, 2002).  

Las cuatro proteínas “pares” son de pequeño tamaño y ricas en dominios hidrofóbicos. 

La NS2A (~ 25 KDa) es una proteína transmembrana que forma parte del complejo de 

replicación y posee la capacidad de inhibir la respuesta antiviral basada en interferón alfa/beta 

(IFNα/β) (Liu et al., 2006). Está además relacionada con el ensamblaje de la partícula viral al 

inducir la formación de membranas en la célula infectada (Leung et al., 2008). La NS2B (~ 14 

KDa) es un cofactor de la serina-proteasa viral (NS3) a través de un motivo hidrofílico 

(Chappell et al., 2008a; Wengler et al., 1991), mientras que por sus regiones hidrofóbicas 

interacciona con membranas celulares (Brinton, 2002). La NS4A (~ 16 KDa) es también un 

cofactor de la NS3 (Shiryaev et al., 2009). El péptido 2K, que une la NS4A y la NS4B (~ 27.6 

KDa), así como la región C-terminal de la segunda, intervienen en la replicación viral (Mertens 

et al., 2010; Puig-Basagoiti et al., 2007; Zou et al., 2009). Otra función de la NS4B es inhibir la 

señalización intracelular del INFα/β (Muñoz-Jordán et al., 2005).  

 Las proteínas “impares” son de mayor tamaño. La NS1 es una glicoproteína de unos 40 

KDa relacionada con la síntesis de la hebra negativa de ARN en los procesos tempranos de la 

replicación viral (Brinton, 2002). Es secretada durante la fase aguda de la infección por lo que 

podrían establecerse sistemas de diagnóstico basados en su detección en el suero de animales 

infectados (Chung y Diamond, 2008; Macdonald et al., 2005). Al ser una proteína secretada, 

varios estudios han indagado en su posible función moduladora del sistema inmune del huésped 

(Chung et al., 2006; Wilson et al., 2008).  
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Las proteínas NS3 (~ 69 KDa) y NS5 (~ 104 KDa) son las más relevantes en la 

replicación viral. Ambas son enzimas multifuncionales e interaccionan para permitir la 

coordinación entre las actividades enzimáticas que catalizan (Brinton, 2002). En el tercio N-

terminal de la NS3 se localiza la serina-proteasa viral, que sólo es activa unida a su cofactor 

NS2B (Wengler et al., 1991). La importancia de la proteasa en el ciclo replicativo del VNO la 

convierte en una diana frente a la que desarrollar antivirales (revisado en Chappell et al., 

2008b), a lo que contribuye que su estructura atómica haya sido definida (Erbel et al., 2006; 

Robin et al., 2009). La NS3 en su región C-terminal posee también otras dos actividades 

enzimáticas: NTPasa y ARN-helicasa (Borowski et al., 2001; Chernov et al., 2008; Mertens et 

al., 2010). La actividad ATPasa de la helicasa estaría regulada por la NS4A (Shiryaev et al., 

2009). Al igual que la proteína de la cápsida (C, apartado 2.4.2.1), la NS3 está involucrada en 

la inducción de apoptosis (Ramanathan et al., 2006).  

La NS5 está situada en el extremo C-terminal de la poliproteína viral. Posee dos 

actividades catalíticas: metil-transferasa en su porción amino terminal y ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RdRp) en su región carboxilo terminal. La estructura atómica de ambas 

regiones ha sido determinada (Malet et al., 2007; Zhou et al., 2007), lo que podría facilitar el 

desarrollo de moléculas antivirales (Malet et al., 2008). Un trabajo reciente muestra la 

intervención de la NS5 en la inhibición de la respuesta inducida por IFN de tipo I (Laurent-

Rolle et al., 2010). 

 

2.5 Ciclo replicativo viral 

El VNO es capaz de replicar en una gran cantidad de cultivos celulares, pero no causa 

efecto citopático evidente en todos ellos. Se han descrito dos rutas de entrada del virus en la 

célula: endocitosis mediada por receptor (integrina αvβ3) en vesículas revestidas de clatrina 

(Chu y Ng, 2004a; Chu y Ng, 2004b) o independiente de receptor, a través de microdominios 

de membrana ricos en colesterol o lipid-rafts (Medigeshi et al., 2008). La liberación de la 

nucleocápsida en el citoplasma es un proceso dependiente de pH (Stiasny y Heinz, 2006). El 

genoma viral es liberado y traducido en una poliproteína, cuya digestión por la proteasa viral 

NS2B-NS3 y otras proteasas celulares (Gilfoy, Fayzulin y Mason, 2009) rinde las distintas 

proteínas estructurales y no estructurales (apartados 2.4.2.1 y 2.4.2.2). La replicación del ARN 

viral se lleva a cabo en el citoplasma de la célula infectada en complejos de membranas 

inducidos por las proteínas virales (Brinton, 2002), aunque también se ha localizado el 

complejo replicativo formado por NS3-NS5 en el núcleo celular (Uchil, Kumar y 

Satchidanandam, 2006). La RdRp (NS5) junto con otras proteínas no estructurales y proteínas 
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celulares sintetiza la hebra negativa (ARN-) complementaria al genoma viral y, a partir de ésta, 

genera nuevos genomas virales (ARN+). La replicación es semiconservativa y asimétrica, de 

forma que la síntesis de ARN genómico se ve favorecida (Chu y Westaway, 1985). 

Como se ha comentado anteriormente, el ARN genómico actúa como mensajero y es 

traducido a partir de cap. Una vez se han generado suficientes copias de las proteínas 

estructurales se lleva a cabo el ensamblaje de las partículas virales nacientes. Este proceso se 

localiza en membranas del retículo endoplasmático rugoso cuya proliferación se observa en 

células infectadas (Lindenbach y Rice, 2001). Para el ensamblaje son fundamentales las 

proteínas estructurales C y prM (apartado 2.4.2.1). La estructura de las partículas inmaduras es 

muy diferente a la de las maduras (Zhang et al., 2007). Los viriones inmaduros que se 

acumulan en vesículas en la red del trans-Golgi (RTG) contienen heterodímeros prM-E, 

posiblemente para evitar que la proteína E se fusione prematuramente a membranas en su 

tránsito por los compartimentos ácidos de la célula (Heinz et al., 1994a; Heinz et al., 1994b). 

Durante la transición hacia el exterior, la región hidrofílica N-terminal de la prM es digerida 

por una furina (Wengler, 1989) permitiendo que la E adquiera su conformación final y se 

asocie en homodímeros. Los viriones son finalmente liberados al exterior por exocitosis.  

 

2.6 Dinámica de cuasiespecies 

 El VNO, como la mayoría de virus ARN, se caracteriza por presentar poblaciones 

virales con una elevada diversidad genética. Las poblaciones del VNO son distribuciones 

dinámicas complejas de mutantes relacionados entre sí denominadas cuasiespecies virales 

(Domingo et al., 2006). En estas poblaciones existe un complejo equilibrio entre una elevada 

tasa de mutación, inherente a las mutaciones introducidas durante la replicación del ARN, y 

una continua competición reflejada en el mantenimiento de la eficacia biológica (fitness). En el 

caso del VNO esta eficacia está determinada por la naturaleza de los distintos hospedadores del 

ciclo viral.   

Apenas unos pocos trabajos han evaluado la importancia del espectro de mutantes del 

VNO en la adaptación y el fitness viral. Cambios fenotípicos, como la adaptación a distintos 

cultivos celulares implican cambios genéticos mínimos (Ciota et al., 2007), estando relacionado 

el aumento de la capacidad replicativa con un espectro de mutantes más amplio (Ciota et al., 

2007). La estructura de cuasiespecies confiere una gran flexibilidad adaptativa a los virus ARN 

(Domingo y Holland, 1997), lo que podría contribuir a explicar la rápida colonización y 

expansión del virus en América, donde ha tenido que adaptarse a nuevos vectores y 

hospedadores. 
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2.7 Interacción virus-hospedador  

2.7.1 Patogénesis: virus versus células  

Aves, equinos, humanos y otros vertebrados son susceptibles a la infección por el VNO 

(Blitvich, 2008). Entre éstos se encuentran la mayoría de cepas de ratones de laboratorio que 

expresan una forma truncada de la enzima oligoadenilato sintetasa 1b (Oas-1b), implicada en la 

ruta de respuesta antiviral por interferón (Mashimo et al., 2002; Perelygin et al., 2002; Samuel, 

2002). La patología de la infección del sistema nervioso central (SNC) observada en roedores 

es muy parecida a la que se da en humanos, por lo que ratones y hámsteres son buenos modelos 

de experimentación para este virus (Nalca, Fellows y Whitehouse, 2003; Xiao et al., 2001). La 

obtención de ratones knock-out ha ayudado a comprender los mecanismos de patogénesis y 

diseminación viral, así como la interacción entre el virus y los diversos brazos de la respuesta 

inmune (Samuel y Diamond, 2006; Wang y Fikrig, 2004).  

Se ha postulado que el virus replica en el sitio epidérmico de inoculación, en células de 

Langerhans y migra en éstas hacia los nódulos linfáticos (Byrne et al., 2001). Desde los 

nódulos pasa al torrente sanguíneo originando una viremia primaria que causa la infección de 

tejidos periféricos. Entre cuatro y siete días después de la inoculación el virus podría localizarse 

en el SNC (Xiao et al., 2001) (Figura 7), donde causa la destrucción de las neuronas del tallo 

encefálico, hipotálamo y médula espinal por apoptosis (Samuel, Morrey y Diamond, 2007; 

Shrestha, Gottlieb y Diamond, 2003). Aunque el mecanismo por el que los virus neurotrópicos 

atraviesan la barrera sanguínea cerebral es aún motivo de controversia (Daffis et al., 2008; 

Diamond y Klein, 2004; Wang et al., 2004), sí se ha demostrado que una mayor carga viral en 

la sangre acelera la entrada del virus en el SNC (Samuel y Diamond, 2006). 

 

2.7.2 VNO y sistema inmune: virus versus organismo 

En los últimos años se ha avanzado mucho en el conocimiento de la respuesta del 

sistema inmune frente a la infección por el VNO gracias a los trabajos realizados con ratones 

transgénicos (revisado en Samuel y Diamond, 2006), los cuales han puesto de manifiesto la 

necesidad de disponer de un sistema inmune íntegro para afrontarla con garantías (Diamond et 

al., 2003b).  
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Figura 7. Cinética de aparición de la viremia y la respuesta inmune humoral tras la infección por el 

VNO en humanos. Adaptada de Sánchez-Seco y Navarro (2005).  

 

Inicialmente, la respuesta innata ralentizaría la expansión viral concediendo tiempo para 

que la más específica y lenta respuesta adaptativa se desarrollase. La respuesta innata frente al 

VNO está mediada por interferones de tipo I (IFN-α/β) (Samuel y Diamond, 2005), II (IFN-γ) 

(Shrestha et al., 2006) y III (IFN-λ) (Ma et al., 2009), el sistema del complemento (Mehlhop y 

Diamond, 2006) y células inmunitarias (linfocitos Tγδ, macrófagos y células dendríticas), que 

ejercen una acción antiviral directa y/o indirecta modulando la respuesta adaptativa (Samuel y 

Diamond, 2006; Wang y Fikrig, 2004).  

La respuesta adaptativa comprende la respuesta humoral (linfocitos B) y la celular 

(linfocitos TCD8+) engranadas ambas por los linfocitos TCD4+. Apenas unos días después de la 

infección, linfocitos B activados producen inmunoglobulinas M (IgM) anti-VNO específicas, 

cruciales para limitar la viremia e impedir la diseminación del virus al SNC (Figura 7) 

(Diamond et al., 2003c; Tardei et al., 2000). Unas semanas después el patrón de anticuerpos 

cambia a la producción de inmunoglobulinas G (IgG) específicas, más pequeñas, que 

contribuyen también a limitar la diseminación y a “perseguir” los virus en aquellas regiones 

donde las IgM no pueden actuar debido a su tamaño (Figura 7) (Diamond et al., 2003a). Los 
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determinantes antigénicos virales que inducen los anticuerpos más neutralizantes se localizan 

en el DIII de la proteína E (ver apartado 2.4.2.1), pero no son los inmunodominantes (Throsby 

et al., 2007). Estos se localizan en los dominios I y II de la proteína E. A diferencia de lo que 

ocurre con otros flavivirus, el aumento de la infección mediada por anticuerpos (ADE) no se ha 

descrito para el VNO in vivo, aunque hay evidencias aportadas por experimentos in vitro 

(Engle y Diamond, 2003). 

La respuesta humoral por sí sola no elimina completamente la carga viral, por lo que se 

requiere una respuesta celular intacta para una protección completa frente a la infección 

(Shrestha y Diamond, 2004). Por otro lado, estudios realizados con ratones knock-out para 

varios componentes de la respuesta celular indican que ésta podría ser responsable de procesos 

inmunopatológicos a nivel del SNC (Licon Luna et al., 2002; Wang et al., 2003). Los 

determinantes antigénicos que promueven un tipo de respuesta inmune celular se localizan 

mayoritariamente en las proteínas virales no estructurales (Lanteri et al., 2008; Roehrig, 2003). 

 

2.7.3 Epidemiología: virus versus poblaciones 

El patrón epidemiológico del VNO cambió a finales del siglo pasado al ser el agente 

etiológico responsable de brotes estacionales de encefalitis en Túnez, Rumanía, Rusia, Israel y 

Norteamérica (ver apartado 2.2). Hasta entonces había protagonizado brotes esporádicos con 

raros episodios de encefalitis (Murgue, Zeller y Deubel, 2002). La emergencia de cepas más 

virulentas (Is-98 y NY-99) y el impacto causado sobre una población humana y animal 

prácticamente “naif” en EE.UU., el país más afectado, convirtieron este arbovirus en una 

preocupación de primer orden para los sistemas de salud pública norteamericanos (Blitvich, 

2008). Muy recientemente, el virus ha vuelto a emerger en Europa; así, en 2008 se detectó un 

mayor número de casos en humanos y caballos, incluyendo un gran brote en caballos en Italia 

con 794 casos en 251 establos distintos, dando lugar a cinco muertes (Calistri et al., 2010). A lo 

largo de este año 2010 se están registrando nuevos brotes preocupantes con casos humanos en 

Grecia y países limítrofes que han originado ya más de 25 muertes (www.ecdc.europa.eu/).  

 

2.7.3.1 Humanos 

Según estudios de seroprevalencia elaborados a partir del brote de Nueva York se 

calcula que aproximadamente el 80% de las infecciones por el VNO son asintomáticas y que la 

mayoría del 20% restante de infectados desarrolla entre 2-14 días después una sintomatología 

similar a una gripe denominada fiebre del Nilo (Hayes et al., 2005). Los síntomas duran unos 

pocos días y generalmente no se requiere hospitalización (Watson et al., 2004). Debido al 

http://www.ecdc.europa.eu/
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neurotropismo del virus, en aproximadamente 1 de cada 150 individuos infectados se desarrolla 

una enfermedad mucho más grave que se caracteriza por ocasionar cuadros clínicos de 

encefalitis y/o meningitis (Hayes et al., 2005). Las manifestaciones clínicas de la infección del 

SNC son variadas e incluyen desde desorientación y temblores a parálisis aguda y coma (Sejvar 

et al., 2003; Tsai, 1998). Según datos epidemiológicos de EE.UU. (desde 1999 hasta 2009) la 

tasa de mortandad por el VNO (nº de muertes por casos diagnosticados) fue de 

aproximadamente el 3.9%, cifra que llegaría prácticamente al 10% si para su cálculo sólo se 

tuvieran en cuenta los casos neuroinvasivos (www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile); además, 

más del 50% de estos pacientes sufre secuelas neurológicas permanentes (Klee et al., 2004).  

Las personas ancianas e inmunodeprimidas son más vulnerables a sufrir la versión más 

grave de la enfermedad ya que su debilitado sistema inmune no puede impedir la infección del 

SNC (Brien et al., 2009; McElhaney y Effros, 2009; Tsai, 1998). Otros factores de riesgo 

descritos, además de la edad y la integridad del sistema inmune, son las variaciones en el gen 

OAS1 (análogo del OAS1b murino) y en el gen del receptor de la quimioquina 5 (CCR5), 

involucrados respectivamente en la respuesta antiviral mediada por interferón y en el tráfico de 

leucocitos al cerebro (Diamond, 2009b ; Lim et al., 2009; Lim et al., 2010).   

 

2.7.3.2 Equinos 

A pesar de que al igual que en humanos la infección por el VNO es en la mayoría de los 

casos asintomática, la proporción de equinos que llega a desarrollar encefalitis es mayor (~ 

10%; Castillo-Olivares y Wood, 2004). Los signos clínicos de la enfermedad incluyen, entre 

otros, ataxia y parálisis de los cuartos traseros (Ostlund et al., 2001), que se correlacionan con 

afecciones patológicas en la médula espinal (Cantile et al., 2000). Tras una enfermedad de unas 

tres semanas, la mortalidad es de aproximadamente el 40% y no está necesariamente 

relacionada con una mayor edad de los individuos (Castillo-Olivares y Wood, 2004; Salazar et 

al., 2004).  

La disponibilidad de vacunas veterinarias en EE.UU. ha reducido notablemente el 

número de casos de enfermedad causada por el VNO en equinos (Dauphin y Zientara, 2007).  

 

2.7.3.3 Aves 

La susceptibilidad a la infección varía ampliamente de unas familias a otras, siendo los 

córvidos los más afectados (Komar et al., 2003). Los signos clínicos de enfermedad en aves 

son: aletargamiento, ataxia y parálisis, característicos de lesiones multiorgánicas (riñón, 

cerebro, hígado, corazón y bazo), que devienen en meningoencefalitis y miocarditis (Blitvich, 

http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile
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2008). La tasa de mortandad puede ser muy elevada, incluso cercana al 90% en cuervos 

americanos (Yaremich et al., 2004), con una duración de la enfermedad de apenas 24 horas. 

Debido a la elevada mortandad aviar en los brotes ocurridos en Israel, 1997-2000 (Malkinson y 

Banet, 2002) y EE.UU., 1999-2005 (LaDeau, Kilpatrick y Marra, 2007; Rahbek, 2007), los 

sondeos de seroprevalencia y el análisis virológico de las carcasas aviares representan un 

sistema de alerta epidemiológica temprana (Ludwig, Bigras-Poulin y Michel, 2009).  

 

2.8 Diagnóstico 

El diagnóstico específico es fundamental para confirmar los casos clínicos de infección 

por el VNO y para la realización de estudios de vigilancia epidemiológica. El diagnóstico 

puede ser directo o indirecto, según el tipo de muestra de partida, la fase de la infección en que 

fue recolectada, la forma de recolección, el estado de conservación de la muestra, etc. Los 

procedimientos son prácticamente idénticos independientemente de que las muestras sean 

humanas o animales.  

  

2.8.1 Detección directa 

Consiste en la detección del virus o partes del mismo. Las metodologías incluyen el 

cultivo viral en células susceptibles, técnicas de diagnóstico molecular y ensayos serológicos 

(Beaty, Calisher y Shope, 1989).  

El cultivo viral se realiza principalmente a partir de tejidos homogenizados recolectados 

post-mortem o de grupos (pools) de mosquitos (Kauffman et al., 2003). La recuperación de 

virus infecciosos resulta más complicada a partir de líquido cefalorraquídeo (LCR) y/o suero, 

debido a la corta duración y los bajos niveles de viremia, especialmente en muestras equinas o 

humanas. En estos casos, un resultado positivo es indicativo de una infección muy reciente, ya 

que la viremia empieza pocos días después de ésta y es de corta duración (Figura 7). Las 

desventajas de este método son la lentitud, los requerimientos de instalaciones de contención 

(NSB-3, por ser un agente zoonótico sin vacuna) y la exigencia de disponer de muestras de 

buena calidad (Dauphin y Zientara, 2007). A veces, cuando el efecto citopático (ECP) no es 

evidente, se puede recurrir a la inmunofluorescencia (IF) para detectar las partículas virales (ver 

más abajo en este mismo apartado).  

El diagnóstico molecular consiste en la extracción y posterior amplificación del genoma 

viral mediante transcripción inversa-reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando 

parejas de cebadores específicos. Es rápido, preciso y muy sensible (Shi et al., 2001) y puede 

aplicarse a una gran variedad de muestras, desde homogenizados de mosquitos a hisopos 
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aviares (Komar et al., 2002). Además de la RT-PCR convencional, buscando una mayor 

sensibilidad, se han descrito reacciones de RT-PCR anillada (Johnson et al., 2001) y RT-PCR a 

tiempo real (Lanciotti et al., 2000). Esta última técnica aporta además la capacidad de 

cuantificar la cantidad de ARN viral en cada muestra, mostrando los resultados en tiempo real, 

por lo que ahorra la visualización de los mismos mediante electroforesis en geles de agarosa, 

pero tiene el inconveniente de ser una metodología costosa. La RT-PCR a tiempo real asociada 

a sistemas robotizados de extracción del ARN es una herramienta muy eficaz que permite el 

diagnóstico a gran escala (Shi et al., 2001), como el que se realiza en  los bancos de sangre. 

Actualmente se dispone de dos test comerciales para tal efecto (Kleinman et al., 2005). La 

técnica de RT-PCR a tiempo real también se emplea en las campañas de control 

epidemiológico en mosquitos y aves (Kauffman et al., 2003). Al igual que sucedía con el 

cultivo celular, la detección de ARN viral en suero o LCR es un indicador de infección 

reciente, especialmente en muestras equinas o humanas. 

Los ensayos serológicos de detección directa están basados en el reconocimiento de 

antígenos virales por anticuerpos monoclonales específicos que, o bien están marcados con 

fluorocromos o enzimas que catalizan reacciones colorimétricas (inmunoensayo directo), o bien 

son reconocidos a su vez por anti-anticuerpos marcados (inmunoensayo indirecto). Estas 

técnicas ofrecen resultados de forma rápida y son casi igual de sensibles que el diagnóstico 

molecular (Foral et al., 2007; Hunt et al., 2002; Macdonald et al., 2005). Recientemente se han 

desarrollado dos test comerciales para análisis preliminares de carcasas aviares y pools de 

mosquitos, sin necesidad de laboratorios equipados ni personal entrenado, que ofrecen 

resultados de forma rápida y específica, pero con una sensibilidad inferior a los métodos 

descritos anteriormente (Burkhalter et al., 2006; Sutherland y Nasci, 2007). 

 

2.8.2 Detección indirecta 

La detección indirecta de la presencia del VNO plantea dos obstáculos principales a 

sortear: la reactividad cruzada entre flavivirus, que obliga a confirmar el diagnóstico con 

pruebas adicionales, y la disponibilidad de instalaciones de bioseguridad (NSB-3) para realizar 

algunas de estas pruebas.  

El diagnóstico serológico se basa en la medición de los niveles de inmunoglobulinas 

específicas generadas por el sistema inmune del huésped (se encuentran en el suero y el LCR) 

en respuesta a la infección viral. Como se ha comentado anteriormente, la detección de virus 

infecciosos o ARN viral en muestras de LCR y/o suero depende del momento exacto de su 

recolección. Teniendo en cuenta que la viremia precede a la aparición de los síntomas (Figura 
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7), generalmente el diagnóstico directo a partir de este tipo de muestras no es muy eficaz. Por 

lo tanto, y a pesar de la dificultad de elaborar un diagnóstico específico debido a la reactividad 

cruzada de los flavivirus, la detección indirecta mediante técnicas serológicas se ha impuesto en 

el diagnóstico rutinario del VNO (Roehrig, 2003).  

La técnica de referencia en el diagnóstico serológico del VNO es el ensayo de 

neutralización de las placas de lisis (PRNT, Plaque Reduction Neutralization Test) ya que es la 

que permite realizar un mejor diagnóstico serológico diferencial (Beaty, Calisher y Shope, 

1989; Dauphin y Zientara, 2007). La reactividad cruzada, especialmente entre virus del mismo 

serocomplejo (ver Tabla I), es debida a la similitud de sus antígenos estructurales. Si los sueros 

a testar proceden de zonas endémicas en flavivirus el ensayo debe hacerse frente a varios de los 

virus circulantes. Así, un suero positivo específico será aquel capaz de neutralizar uno de los 

flavivirus circulantes con títulos, como mínimo, 4 veces superiores a los obtenidos frente al 

resto de virus ensayados. El inconveniente es que la técnica PRNT es costosa, consume mucho 

tiempo e implica trabajar con virus infectivo, por lo que generalmente se utiliza para confirmar 

los resultados obtenidos mediante otras pruebas serológicas. Recientemente, se ha propuesto el 

uso de un test de micro-neutralización colorimétrico para el diagnóstico y la diferenciación del 

VNO del VESL de forma más rápida y cómoda que el tradicional ensayo de neutralización en 

placas de 6 pocillos (Taketa-Graham et al., 2010). Otros trabajos plantean pruebas 

confirmatorias alternativas, que sean más rápidas y menos exigentes a nivel material y humano, 

como el Western blot (Oceguera et al., 2007) y el ELISA (Choi et al., 2007). 

Los primeros ensayos utilizados para el diagnóstico serológico fueron los de fijación del 

complemento (CF) e inhibición de la hemaglutinación (HI). Aunque el segundo todavía se usa 

en algunos laboratorios, ambos han sido paulatinamente sustituidos por inmunoensayos 

enzimáticos (ELISA) o de fluorescencia (IFA), más sensibles y rápidos. Además, los 

inmunoensayos detectan los distintos tipos de inmunoglobulinas específicas, por lo que 

permiten diferenciar infecciones tempranas (IgM) de tardías (IgG) (Figura 7). Con una 

sensibilidad y especificidad similares (Malan et al., 2003), el ELISA ofrece mejores 

prestaciones (menor coste y análisis de múltiples muestras de forma rápida), por lo que es la 

metodología más utilizada en el diagnóstico y los sondeos serológicos del VNO (Dauphin y 

Zientara, 2007).  

Partiendo de modelos establecidos frente a otros flavivirus (Johnson et al., 2000; Martin 

et al., 2000) se han puesto a punto varios tipos de ELISA para la detección de 

inmunoglobulinas anti-VNO en muestras aviarias, equinas o humanas. Estos ensayos se pueden 

clasificar en: ensayos de competición, de captura de IgM y de detección de IgG.  
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Los ensayos de competición se desarrollaron para diagnosticar la infección en múltiples 

especies aviarias sin necesidad de disponer de anti-anticuerpos específicos de especie (Blitvich 

et al., 2003b). Posteriormente también se ha utilizado esta aproximación para elaborar un 

diagnóstico específico en humanos, utilizando virus entero inactivado como antígeno (Lorono-

Pino et al., 2009), y caballos, utilizando como antígeno la proteína NS1 recombinante (Kitai et 

al., 2007). También existe un ELISA comercial de competición para diagnóstico veterinario (en 

aves y equinos) del VNO (ID Vet, Francia; www.id-vet.com). Sin embargo, a diferencia de los 

ensayos de captura de IgM y de detección de IgG, los ELISAs de competición no distinguen 

entre tipos de inmunoglobulinas. 

El ensayo de captura de IgM, o MAC-ELISA, por su rapidez y especificidad, y dada la 

corta duración de la viremia en humanos y equinos, es el método más utilizado para 

diagnosticar infecciones tempranas (Figura 7) (Holmes et al., 2005). A pesar de que otros 

trabajos sugieren cautela a la hora de considerar la presencia de IgM como un indicador de 

infección temprana ya que ha sido demostrada su persistencia en pacientes (Kapoor et al., 

2004; Roehrig et al., 2003), el MAC-ELISA es el método más utilizado en el diagnóstico 

clínico.  

La detección de IgG permite el diagnóstico de la fase tardía de la infección y facilita la 

elaboración de estudios epidemiológicos ya que las IgG persisten durante varios años (Busch et 

al., 2008). La combinación de los ensayos enzimáticos de detección de IgG e IgM permite 

conocer el perfil de la respuesta humoral del paciente y elaborar un diagnóstico sensitivo y 

específico, especialmente si se dispone de muestras seriadas (Tardei et al., 2000).  

Actualmente existen estuches comerciales para diagnóstico humano de la infección por 

el VNO basados en ensayos de captura de IgM y de detección indirecta de IgG (Focus 

Diagnostics Inc., EE.UU.; PanBio Diagnostics, Australia; Euroimmun AG, Alemania; InBios 

International Inc., EE.UU.). PanBio y Euroimmun disponen además de un ELISA que 

diferencia entre infecciones “primarias” y “secundarias” (Fox et al., 2006; Levett et al., 2005) y 

también comercializan ensayos de detección mediante inmunofluorescencia (IFA).  

En la mayoría de laboratorios de referencia, el antígeno utilizado para el diagnóstico del 

VNO mediante ELISA consiste en virus inactivado, obtenido a partir de cultivos celulares 

infectados o de cerebros de ratones lactantes inoculados con el virus. Este tipo de antígenos es 

también el utilizado en la mayoría de ELISAs comerciales, con los riesgos de escape y de 

manipulación inherentes a su cultivo en grandes cantidades. El desarrollo de antígenos 

recombinantes no infecciosos expresados en células de mamífero (Davis et al., 2001; Muerhoff 

et al., 2004), de insecto (Bonafé et al., 2009; Muerhoff et al., 2004) o bacterias (Wang et al., 
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2002) dota a laboratorios que no pueden manipular el VNO por restricciones de seguridad con 

herramientas útiles para poder elaborar un diagnóstico serológico eficaz. También se han 

empleado antígenos recombinantes en el desarrollo de ELISAs específicos para evitar recurrir a 

la PRNT como prueba confirmatoria (Beasley et al., 2004b; Holbrook, Shope y Barret, 2004; 

Roberson, Crill y Chang, 2007).  

A pesar de la rapidez del ELISA con respecto a la técnica de PRNT, se están 

investigando metodologías diagnósticas alternativas que permitan detectar anticuerpos anti-

VNO de forma más rápida. Estas se basan en inmunosensores asociados a reacciones 

colorimétricas (Herrmann et al., 2005; Ionescu et al., 2007), así como en el uso de micro-

esferas como soportes de reacciones de fluorescencia donde la especificidad la aportaría la 

proteína E viral (Wong et al., 2004) o las proteínas no estructurales NS1, NS3 y/o NS5 (ver 

apartado 2.4.2.2) (Balasuriya et al., 2006; Wong et al., 2003).  

 

2.9 Desarrollo de vacunas y antivirales  

Desde que el VNO se expandió por EE.UU., donde ha ocasionado ya más de 1.100 

muertes, se han invertido numerosos esfuerzos en el desarrollo de vacunas. Sin embargo, la 

baja incidencia de la enfermedad a partir del año 2004 hizo que se cuestionara el coste-

efectividad de una vacunación generalizada de la población (Zohrabian, Hayes y Petersen, 

2006). Si los actuales valores epidemiológicos se mantienen, los candidatos a recibir una 

posible vacuna frente al virus serán únicamente los grupos poblacionales más vulnerables a la 

infección (personas ancianas, inmunodeprimidas o con factores genéticos asociados a una 

mayor susceptibilidad a la infección; ver apartado 2.7.3.1), o aquellos cercanos a brotes graves, 

en los que se utilizaría de forma preventiva (Martina, Koraka y Osterhaus, 2010). La seguridad, 

la capacidad inmunogénica y los costes de desarrollo y producción de una posible vacuna 

deben estar por lo tanto muy bien equilibrados. Persiguiendo estos objetivos, los investigadores 

han cubierto un amplio abanico de estrategias: virus inactivado (Lim et al., 2008; Tesh et al., 

2002) o atenuado (Lustig et al., 2000; Yamshchikov et al., 2004); virus quiméricos 

recombinantes (Coutant et al., 2008; Despres et al., 2005; Minke et al., 2004; Monath et al., 

2006; Pletnev et al., 2003); vacunas basadas en ADN (Davis et al., 2001; Hall et al., 2003), 

para las que nuevos aspectos funcionales han sido propuestos (Chang et al., 2008; Widman et 

al., 2008); subunidades proteicas inmunogénicas producidas en sistemas heterólogos (Bonafé et 

al., 2009; Ledizet et al., 2005; Lieberman et al., 2009; Qiao et al., 2004; Wang et al., 2001b) e 

incluso péptidos virales (Gershoni-Yahalom et al., 2010). Algunas de estas estrategias están en 

fase de ensayo clínico, como las basadas en ADN (Martin et al., 2007), las quimeras 
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recombinantes de VFA-VNO (Hall y Khromykh, 2007) y DEN4-VNO (Pletnev et al., 2006) y 

las subunidades proteicas expresadas en células de insecto S2 (www.clinicaltrials.gov).  

En la actualidad, dadas las condiciones de desarrollo menos restrictivas, ya hay varias 

vacunas disponibles en el mercado estadounidense para uso en equinos que han servido para 

reducir notablemente el número de animales afectados por la infección (Dauphin y Zientara, 

2007). La primera y la última en salir a la venta se basan en virus inactivado (WN-Innovator
®

 

de Fort Dodge Animal Health y Vetera
TM

 de Boerhinger-Ingelheim). Fort Dodge Animal 

Health comercializa también la primera vacuna de ADN (WN-Innovator-DNA
®
) que ha sido 

aprobada. Finalmente, existen otras dos vacunas recombinantes que utilizan respectivamente 

como vector de las proteínas estructurales del VNO un canarypoxvirus (Minke et al., 2004) 

(Recombitek
®

 de Merial) y la tecnología ChimeriVax (Arroyo et al., 2001) (Prevenile
TM

 de 

Intervet). Por otra parte, en Israel se han usado tanto virus inactivado (Samina et al., 2005) 

como variantes atenuadas (Lustig et al., 2000) para inmunizar gansos. 

Actualmente no hay disponible ninguna terapia anti-VNO específica y en caso de 

enfermedad sólo se tratan los síntomas. No obstante, como alternativa al desarrollo de vacunas 

ya hay varios antivirales que están siendo evaluados en ensayos clínicos 

(www.clinicaltrials.gov). Por ejemplo, un derivado de IFN-α que demostró su eficacia antiviral 

frente al VNO in vitro (Anderson y Rahal, 2002) y en pacientes ingresados por infección con el 

VESL (Rahal et al., 2004). Las terapias basadas en anticuerpos neutralizantes han demostrado 

su eficacia en ratones (Engle y Diamond, 2003) y en la recuperación de pacientes aquejados de 

encefalitis causada por el VNO en Israel (Shimoni et al., 2001). Los pacientes fueron tratados 

con un preparado de inmunoglobulinas humanas con un título elevado de inmunoglobulinas 

anti-VNO específicas, cuya concentración y pureza se ha mejorado en trabajos posteriores 

(Ben-Nathan et al., 2009; Haley et al., 2003). En cualquier caso, al ser este producto un 

derivado sanguíneo, el riesgo de transmisión de otras enfermedades es latente. Otros trabajos 

han focalizado sus esfuerzos en el desarrollo y la caracterización de anticuerpos monoclonales 

de origen murino, muy neutralizantes, humanizados (Diamond, 2009a; Oliphant et al., 2005), 

cuya síntesis se ha establecido en plantas en vistas a una producción comercial (Lai et al., 

2010).  

 

 

 

 

http://www.clinicaltrials.gov/
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3. Objetivos 

 

Los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido: 

 

1. Estudiar la prevalencia de anticuerpos específicos frente al VNO en muestras séricas equinas 

procedentes de México. 

 

2. Obtener y caracterizar antígenos recombinantes del VNO empleando el sistema de expresión 

heteróloga de baculovirus recombinantes y larvas de insecto como bio-factorías.  

 

3. Desarrollar y validar un sistema diagnóstico de detección indirecta de la infección con el 

VNO en muestras animales basado en el uso del antígeno no infeccioso recombinante 

generado. 

  

4. Testar la capacidad inmunogénica y protectora de los antígenos generados frente al VNO en 

el sistema murino de experimentación animal.  

  

5. Estudiar las rutas de transmisión vertical de la inmunidad adquirida por ratonas gestantes tras 

la inmunización con las proteínas recombinantes generadas.  
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4. Materiales y métodos 

 

4.1 Virus  

El virus del Nilo Occidental (VNO) utilizado en esta Tesis proviene de una cepa aislada 

durante el brote de Nueva York de 1999 (Lanciotti et al., 1999) que fue amablemente cedido 

por el Dr. H. von Briesen (Georg-Speyer Haus, Frankfurt del Main, Alemania). El stock de uso 

del laboratorio se obtuvo tras cinco pases sucesivos en células BHK-21 hasta alcanzar un título 

de 5x10
8
 UFP/ml. Todas las manipulaciones que implicaron la utilización de virus infectivo se 

realizaron en las instalaciones de bioseguridad de nivel 3 (NSB-3) del INIA.   

  

4.2 Cultivo de células eucariotas 

Se han utilizado tres líneas celulares:  

- Vero y BHK-21: células epiteliales de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops) 

y fibroblastos de riñón de hámster sirio dorado (Mesocricetus aureatus), respectivamente, 

conservadas en nitrógeno líquido como parte de la colección del laboratorio. Los viales de 

células congeladas de 1 ml (90% de SFB y 10% DMSO) se descongelaron a 37º C. Tras una 

centrifugación a 250 x g durante 5 min para eliminar el exceso de SFB y el DMSO, el pellet de 

células resultante fue resuspendido en medio de cultivo Eagle (EMEM, Lonza) al 10% de SFB, 

suplementado con 100 U/ml de penicilina (Lonza), 100 µg/ml de estreptomicina (Lonza) y 

2mM de L-glutamina (Lonza). Las células se distribuyeron en frascos de cultivo celular (Nunc 

o Falcon) en ese mismo medio hasta alcanzar la confluencia. El mantenimiento de los cultivos 

se realizó en medio EMEM completo al 5% de SFB, en una atmósfera al 5% de CO2, 98% de 

humedad y 37º C de temperatura. Las monocapas de células fueron despegadas con tripsina 

(Gibco, Invitrogen) y sembradas en nuevos frascos o placas a la dilución requerida (subcultivo 

o pase). 

- Sf21: células de tejido ovárico de la pupa del lepidóptero Spodoptera frugiperda (Vaughn et 

al., 1977), amablemente cedidas por el Dr. J. M. Escribano (INIA). Se crecieron en frascos de 

cultivo (Falcon) con medio TNM-FH (BD-Biosciences) suplementado con 0.5 mg/ml de 

gentamicina (Sigma) a 27º C de temperatura. Las células se despegaron con medio fresco 

utilizando raspadores (Iwaki). En caso de necesitar una siembra precisa, las células se contaron 

previamente en cámaras de Neubauer.  
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4.3 Infecciones virales  

4.3.1 Amplificación de VNO: infección en medio líquido 

Las infecciones se realizaron sobre células Vero sembradas cercanas a la confluencia 

con virus diluido en medio EMEM completo sin SFB (200 µl/pocillo) a una multiplicidad de 

infección (m.d.i.) aproximada de 0.1. Antes de añadir el virus las células se lavaron con medio 

EMEM sin SFB. Se dejaron adsorber los inóculos por una hora a 37º C, en una atmósfera al 5% 

de CO2 y 98% de humedad, con agitación suave cada 15 min para evitar que se secaran las 

células. Transcurrido el periodo de adsorción, se retiró el virus y se añadió medio de cultivo 

completo al 2.5% de SFB. 

 

4.3.2 Titulación de VNO: infección en medio semisólido 

Se realizó a partir de sobrenadantes de cultivos infectados. Diluciones decimales de los 

mismos en medio EMEM completo sin SFB se añadieron sobre células Vero subconfluentes 

sembradas en placas de 6 pocillos de 35 mm de diámetro. Las infecciones se realizaron igual 

que en 4.3.1. Tras la adsorción se retiraron los inóculos y se añadió medio semisólido 

compuesto por EMEM 2x suplementado con penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) 

y L-glutamina (2 mM), agarosa de bajo punto de fusión al 2% y SFB al 1.8%. Tras permanecer 

durante 72 horas a 37º C, en una atmósfera al 5% de CO2 y 98% de humedad, las células se 

fijaron con una solución salina tamponada con fosfato (PBS) al 10% de formaldehido. Se retiró 

la agarosa y se tiñeron las células con cristal violeta al 0.3%. El exceso de cristal violeta fue 

retirado con agua y una vez secas al aire se contaron las placas de lisis. El título viral se expresó 

como unidades formadoras de placa por ml de sobrenadante (UFP/ml). 

 

4.3.3 Obtención de virus inactivado (antígeno viral) 

Se infectaron células Vero sembradas en frascos de 150 cm
2
 a aproximadamente una 

m.d.i. = 0.1. Entre 40 y 72 horas después se recolectaron y se procesaron como se describe en 

Blitvich et al. (2003b) salvo que se usó el tampón de tapizado (0.015 M Na2CO3, 0.030 M 

NaHCO3, pH 9.6) para resuspender y lavar las células. El antígeno viral se inactivó por 

temperatura durante 1 h a 60º C. La eficacia de la inactivación se comprobó mediante infección 

en medio líquido de monocapas de células Vero en tres pases ciegos sucesivos, verificando la 

total ausencia de efecto citopático. El antígeno negativo (Ir-Vero) se obtuvo procesando de 

igual manera células Vero sin infectar.  
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4.4 Manipulación de ácidos nucleicos 

4.4.1 Extracción de ARN vírico 

El ARN del VNO se extrajo de dos tipos de muestras: 

a) A partir de 140 µl de sobrenadante de cultivo de células Vero infectadas (ver 

apartado 4.3.1) utilizando el estuche comercial QIAmp viral RNA minikit (Qiagen) siguiendo 

las instrucciones del fabricante.  

b) A partir de 100 µl de tejido cerebral homogenizado (ver apartado 4.12.3) utilizando 

un protocolo modificado de BioSprint 15 DNA Blood kit (Qiagen) y el robot BioSprint 15 

(Qiagen). 

En ambos casos el ARN se resuspendió en agua tratada con dietilpirocarbonato (H20-

DEPC) y se almacenó a -80º C hasta su utilización.  

 

4.4.2 Síntesis y amplificación de ADNc  

La transcripción inversa a partir del ARN viral extraído de sobrenadantes de cultivos 

infectados (ver arriba, apartado 4.4.1a) y la posterior amplificación del ADNc específico se 

llevó a cabo en un solo paso (RT-PCR) utilizando la enzima SuperScript One-Step RT-PCR 

Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) con los cebadores EcoRI-WNV-E y BamHI-WNV-

E, siguiendo las recomendaciones de la casa proveedora. Para amplificar el fragmento génico 

que codifica la parte soluble de la proteína E (Es, nt 967-nt 2322 en la secuencia del GenBank 

AF196835) se empleó el ADNc previamente amplificado como molde de una PCR en dos 

tiempos, con la polimerasa Expanded High Fidelity (Roche) y los cebadores específicos 

BamHI-WNV-Es y KpnI-WNV-Es. El fragmento génico específico que codifica la región del 

dominio III de la proteína E fue amplificado a partir del plásmido pFastMel-Es-His (ver 

apartado 4.5.1). En este caso se utilizó la polimerasa Pfx-Safe (Invitrogen) y los cebadores 

BamHI-WNV-DIII y KpnI-WNV-DIII. Para la PCR de rastreo de colonias positivas en el 

proceso de clonaje se utilizó la polimerasa Taq-red de Bioron, que lleva un colorante 

incorporado. La posición y secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos cebadores utilizados 

se indica en la Tabla II.  

El tamaño y pureza de los fragmentos de ADN amplificados se determinó por 

electroforesis en geles de agarosa (Promega): al 1% para fragmentos mayores a 1 Kb y al 2% 

para fragmentos entre 0.1 y 1 Kb. Para resolver la síntesis de fragmentos menores a 0.1 Kb se 

utilizaron geles de agarosa de alta resolución (MS8, Pronadisa) al 3%. 
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Tabla II. Oligonucleótidos cebadores utilizados.

Región
a Cebador Secuencia (5´a 3´)

b 
Orientación

c 
Posición

d

E               FEWU                      CCTTGGAATGAGCAACAGAGACTT s 975

E REWU ATTTGGCAAAGGAAGCATTGACAC a 1287

M EcoRI -WNV-E            GATGGAATTCAGGAAGCAACACAATGC s 890

E-NS1 BamHI -WNV-E         GCACGCTGACACTGGGTGTTAAATGGATCCCAGCCGGCA a 2463

E BamHI -WNV-Es     CCAGCGGATCCCTTCAACTGTTTAGGAATG s 955

E KpnI -WNV-Es                      TTCGGAGGAGCATTCCGCTCAGGTACCGGAGGC a 2302

E WSQF-1 CGTGCTGACCCAGCTTTTGT s 1219

E WSQF-2 CCACGGTCAGGGATTGACAC s 1540

E WSQF-3 AGTGGTGGGCAGAGGAGAAC s 2118

E  KpnI -WNV-E-mut-f CGGAGGAGCATTCCGCTCAGGTACCC s 2304

E  KpnI -WNV-E-mut-r CGGAGGAGCATTCCGCTCAGGTACCC a 2304

    E-DIII         BamHI -WNV-DIII                GGAAAAGGATCCGTTGAAGGGAACA  s 1842

    E-DIII         KpnI -WNV-DIII                   ACAAGTCTGGAAGCGGTACCGGCAA a 2159

pMelBac pFastBac-Rev AATCAGCCATACCACATTTG a 4142

3´ UTR WNV-1F
e CAGACCACGCTACGGCG s 10668

3´ UTR WNV-2R
e CCCACGCGGCCCTAG a 10756

3´ UTR Sonda WNV-FAM
e               TCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGAT s 10691  

a 
Región genómica del VNO a la que corresponde el oligonucleótido. 

b 
Los sitios de restricción aparecen subrayados. 

c 
Orientación del 

oligonucleótido iniciador: s significa sentido (igual polaridad que el genoma viral); a significa antisentido (oligonucleótido iniciador que hibrida en la 

hebra complementaria). 
d 

Posición en el genoma viral de la cepa de VNO 382-99, GenBank AF196835; excepto pFastBac-Rev que hibrida con el 

vector pFastMel. 
e 
Los cebadores y la sonda utilizados en la RT-PCR a tiempo real son los descritos en (Lanciotti et al., 2000).  
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4.4.3 RT-PCR a tiempo real 

Para detectar la presencia de ARN viral en los cerebros de ratón recolectados (ver 

apartado 4.12.3) se utilizó el estuche TaqMan One-Step RT-PCR Mastermix (Applied 

Biosystems) con un juego de cebadores y sonda descritos previamente (Lanciotti et al., 2000) 

(Tabla II). La sonda utilizada se encargó a Eurogentec y estaba marcada en 5´ con la molécula 

emisora de fluorescencia 6-carboxifluoresceina (FAM) y en 3´ con el inhibidor de la misma 6-

carboxi-N,N,N´,N´-tetrametilrodamina (TAMRA). La reacción se llevó a cabo en un aparato 

Rotor Gene Taqman (Rotor Gene). 

 

4.4.4 Cuantificación y purificación de ADN 

 La cuantificación de ADN se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa 

y espectrofotometría UV con el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop).  

La purificación de ADN se realizó con los estuches comerciales de Qiagen, PCR 

Extraction y Gel Extraction, siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando fue necesario, 

el ADN se purificó de gel previa resolución en geles de agarosa de bajo punto de fusión (LM-

Sieve, Pronadisa).   

 

4.4.5 Secuenciación de ADN 

 Los plásmidos generados durante el proceso de clonaje molecular (ver abajo, apartado 

4.5) fueron secuenciados por la empresa Secugen mediante el secuenciador automático 

multicapilar ABI Prism 3730 (Applied Biosystems) y el estuche BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing (Abi Prism, Perkin Elmer).  

 

4.5 Clonaje molecular  

4.5.1 Obtención de pFastMel-Es-His 

El plásmido pFastMel-B2 utilizado en el proceso de clonaje molecular es una 

modificación del vector comercial pFastBac-B1 (Invitrogen) realizada por el Dr. M. Pérez-

Filgueira en nuestro departamento. La modificación consistió en introducir la secuencia 

génica que codifica el péptido señal (PS) de la melitina (Tessier et al., 1991) en el área de 

influencia del promotor de polihedrina utilizando los sitios de restricción disponibles en el 

sitio de clonaje múltiple (SCM) del vector comercial. Los segmentos génicos clonados se 

introjeron en pFastMel-B2 aprovechando las dianas de restricción remanentes en el SCM y 

considerando la pauta de lectura del PS de la melitina. El vector modificado se transformó en 

bacterias electrocompetentes E.coli (DH5α-Electromax, Invitrogen) que fueron 
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posteriormente sembradas en placas de agar con medio LB (Luria y Burrows, 1957) 

suplementadas con ampicilina (150 µg/ml). Las colonias capaces de crecer se picaron y 

crecieron en medio líquido LB o TB (ver apartado 4.15) suplementados con ampicilina (150 

µg/ml) durante toda la noche (O/N) a 37º C en agitación constante a 220 r.p.m. El ADN 

plasmídico (pFastMel-B2) se extrajo siguiendo un protocolo de lisis alcalina (Sambrook y 

Russell, 2001).  

El inserto génico correspondiente a la parte soluble de la proteína E y el vector 

(pFastMel-B2) fueron digeridos asimétricamente de forma secuencial con BamHI y KpnI, 

purificados y cuantificados. Los extremos cohesivos permitieron la ligación de ambos con la 

ligasa T4 (Roche) para dar lugar al plásmido pFastMel-Es. Se comprobó la integridad del 

inserto y su correcta inserción en el vector mediante digestión diferencial con enzimas de 

restricción y secuenciación. Una deleción introducida de forma inesperada por el cebador 

antisentido utilizado en la síntesis del inserto fue revertida gracias al estuche Quickchange 

Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) y el juego de oligonucleótidos KpnI-WNV-E-mut-f y 

KpnI-WNV-E-mut-r (Tabla II).  

 Un fragmento génico que codifica la síntesis de un epítopo de seis histidinas se clonó 

en el extremo 3´ terminal del inserto en pFastMel-Es. El fragmento fue generado por ligación 

inducida (92º C durante 5 min y posterior descenso lento de la temperatura) de los 

oligonucleótidos KpnI-His-EcoRI-f 5´-CCATCATCACCATCACCATTGAG-3´ y KpnI-His-

EcoRI-r 5´-AATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGGGTAC-3´. Se digirió el vector con 

KpnI y EcoRI. Inserto y vector fueron purificados y ligados. El resultado fue el plásmido 

pFastMel-Es-His (Figura 8A), que fue secuenciado.  

 

4.5.2 Obtención de pFastMel-DIII-His 

El fragmento génico amplificado que codifica el dominio III (DIII) de E (nt 1854-nt 

2172 de la secuencia  GenBank AF196835) y el vector pFastMel-Es-His fueron digeridos con 

BamHI y KpnI, purificados y ligados por la enzima ADN ligasa T4. La integridad del 

plásmido resultante pFastMel-DIII-His (Figura 8B) fue comprobada mediante digestión 

diferencial y secuenciación. No se encontró ninguna diferencia con respecto a la cepa original.  
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Figura 8. Plásmidos derivados del vector comercial pFastBac-1
TM

 al que se le ha añadido la secuencia 

del péptido señal de la melitina (en rojo). La transcripción de ésta y de los insertos génicos 

introducidos (A: Es; B: DIII) queda regulada por el promotor tardío de polihedrina (PPH). La secuencia 

que codifica el epítopo de 6 histidinas (naranja claro) se clonó posteriormente mediante digestión 

asimétrica con las enzimas KpnI y EcoRI.   

 

4.6 Generación de los baculovirus recombinantes 

Los baculovirus recombinantes rBac-Es y rBac-DIII se obtuvieron utilizando la 

tecnología Bac-to-Bac (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 

ésta consiste en una recombinación homóloga entre un plásmido donador (pFastMel-Es-His o 

pFastMel-DIII-His) que contiene la secuencia recombinante y un bácmido (ADN circular que 

codifica el genoma completo del baculovirus AcNPV), que porta la cepa de E.coli DH10-Bac 

(Invitrogen). La recombinación es mediada por una transposasa codificada por un plásmido 

auxiliar de esa misma cepa. La recombinación inserta el fragmento recombinante en fase con 

el promotor tardío de la polihedrina (PPH), con la particularidad en nuestro caso, de que el 

péptido señal de la melitina precede al gen de interés (ver apartado 4.5.1). Los bácmidos 

recombinantes se purificaron por medio de un estuche comercial (Large-Construct kit, 

Qiagen) y se comprobó el éxito de la recombinación mediante PCR. Los bácmidos se 

transfectaron  en células de insecto Sf21, susceptibles a la infección con baculovirus, por 

medio del reactivo Cellfectin (Invitrogen). La expresión de los bácmidos recombinantes en las 

células dio lugar a baculovirus recombinantes infecciosos en el sobrenadante de cultivo 72 

A B 
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horas después de la transfección. Los sobrenadantes se clarificaron tras una centrifugación a 

250 x g durante 5 min. Se obtuvo de esta manera el primer pase de los baculovirus 

recombinantes infecciosos. 

 

4.6.1 Amplificación de baculovirus recombinantes  

Con los sobrenadantes recolectados se infectaron células Sf21 sembradas al 80% de 

confluencia. Los inóculos se dejaron adsorber una hora a 27º C. Sin retirarlos, se 

complementaron los cultivos con el volumen correspondiente de medio de crecimiento 

(TNM-FH, BD-Biosciences) según la superficie de cultivo utilizada y se observaron 

diariamente los signos de infección. Cuando el cultivo mostró signos evidentes de efecto 

citopático (generalmente a las 72 h.p.i), caracterizado por células de diámetro aumentado, 

aspecto granular y comenzando a despegarse del soporte plástico, se recolectó el sobrenadante 

que fue clarificado tras una centrifugación a 250 x g durante 5 min a 4º C. Parte de los 

sobrenadantes se conservó a 4º C para su uso inmediato. Para un almacenamiento prolongado, 

el resto se congeló a -80º C. Se dieron hasta cinco pases sucesivos de amplificación en 

superficies de cultivo crecientes para generar una reserva de baculovirus recombinantes.  

 

4.6.2 Titulación de baculovirus recombinantes 

Se realizó por duplicado infectando células Sf21 sembradas en placas de 6 pocillos de 

35 mm (Nunc; aproximadamente 10
6
 células/pocillo). Se realizaron diluciones decimales 

seriadas de los virus en medio TNM-FH (inóculos de 500 µl), que fueron añadidas sobre las 

células tras un lavado con el mismo medio. Después de una hora de adsorción se retiraron los 

inóculos y se añadió medio semisólido (mezcla homogénea de agarosa de bajo punto de 

fusión al 2% y TNM-FH); cuando solidificó, se añadieron 2 ml de medio de cultivo sobre la 

agarosa. Las infecciones se dejaron progresar a 27º C durante siete días protegidas de la luz. 

Transcurrido ese tiempo se tiñeron las células con una solución de rojo neutro al 0.03% 

(peso/volumen) en PBS durante 3 horas a 27º C. Se retiró la tinción y las placas se dejaron 

durante unas horas a 4º C protegidas de la luz para que fuera más fácil contar las calvas. Éstas 

se contaron sin retirar la agarosa (Figura 9).  
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        Figura 9. Titulación en células Sf21 del tercer pase de amplificación de rBac-Es. 

 

4.7 Inoculación de larvas 

Larvas del lepidóptero Trichoplusia ni se inocularon como se ha descrito previamente  

(Pérez-Filgueira et al., 2006) con aproximadamente 10
5
 UFP/larva del baculovirus 

recombinante correspondiente (rBac-Es o rBac-DIII) o con la misma cantidad de un 

baculovirus salvaje irrelevante (Bac-wt), que fue amablemente cedido por el Dr. J. M. 

Escribano (INIA) y se utilizó como baculovirus control. La infección se dejó progresar por 72 

horas, momento en que se congelaron las larvas a -20º C hasta su uso, o a -80º C en caso de 

un almacenamiento prolongado (de más de 3 meses).  

 

4.7.1 Procesamiento de larvas  

 Consistió en realizar un homogenizado de las larvas por medios físicos, bien con una 

batidora de laboratorio (Lab Blender, Waring Commercial) o con un triturador BagMixer 

(Interscience). El homogenizado obtenido se solubilizó en dos tampones distintos, según se 

quisiera disponer de extracto de larvas crudo (a) o proseguir con la purificación de las 

proteínas recombinantes (b). En los dos casos, 10 larvas se homogenizaron en 20 ml de 

solución. Cada una de éstas estaba compuesta por: 
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a) PBS 1x (pH 7.4), 1% de Triton x-100 (Sigma-Aldrich); 25 mM de DTT (Sigma-

Aldrich), 1x de inhibidor de proteasas Complete EDTA-free (Roche) y H2O hasta completar 

volumen.  

b) Imidazol 10 mM (Merck), 1% de Triton x-100, 10 mM de tampón fosfato (pH 7.4; ver 

apartado 4.15), 1 mM de DTT, 1x de inhibidor de proteasas Complete y H2O hasta completar 

volumen.  

Los homogenizados se centrifugaron a 3.000 x g durante 15 min a 4º C (rotor JA-20 de 

Beckman Coulter) para descartar los restos larvarios más gruesos. El sobrenadante obtenido 

se filtró por papel Miracloth (Calbiochem) y se ultrasonicó 3 veces a máxima amplitud con un 

ultrasonicador de tip UP200S (Hielscher) y se centrifugó de nuevo a 14.600 x g durante 15 

min a 4º C. Si el homogenizado de larvas se solubilizó con la solución (a) el sobrenadante que 

se recogió después de esta centrifugación se denominó extracto crudo. Si se solubilizaron las 

larvas en la solución (b), este sobrenadante se cargaría en columnas pre-empaquetadas de 

resinas ricas en Ni
2+ 

(His GraviTrap, GE-Healthcare) para purificar las proteínas 

recombinantes en base a su epítopo de 6 histidinas, tal y como se describe a continuación.  

 

4.8 Purificación de proteínas 

Las proteínas recombinantes (rE y rDIII) fueron purificadas parcialmente mediante 

cromatografía de afinidad con columnas comerciales His Gravitrap (Ge-Healthcare). Las 

columnas se equilibraron previamente con una solución compuesta por imidazol (10 mM) y 

tampón fosfato (ver apartado 4.15). Se cargaron los sobrenadantes procesados en las 

columnas. Tras haber pasado éstos, se realizaron dos lavados con la solución de equilibrado 

de las columnas y con la misma solución aumentando la concentración de imidazol a 20 mM. 

Las proteínas recombinantes adheridas a la resina se desprendieron pasando por la columna 

una solución tamponada de fosfato con imidazol a 500 mM e inhibidor de proteasas 1x. Las 

proteínas rE y rDIII se recolectaron en diferentes fracciones. La concentración de proteínas en 

las mismas se cuantificó mediante reactivo de Bradford (BioRad) (Bradford, 1976). 

Alternativamente, la concentración proteica de las muestras se resolvió mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (apartado 4.9.1) y tinción 

con azul de Coommassie con respecto a cantidades conocidas de seroalbúmina bovina (BSA, 

Sigma). Las mismas condiciones se aplicaron para procesar y cuantificar un homogenizado de 

larvas inoculadas con un baculovirus irrelevante (Bac-wt) para obtener Ir-Bac, que sería 

utilizado como control negativo de especificidad en las pruebas de inmunodetección 

posteriores.  
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4.8.1 Dialización y liofilización de proteínas  

 Las fracciones eluidas que contenían mayores concentraciones de proteínas 

recombinantes se dializaron frente a concentraciones decrecientes de imidazol utilizando 

membranas Dialysis Tubing Visking 8/32 de 6 mm (MWCO 12.000-14.000 Da; Serva 

Electrophoresis), hasta quedar finalmente solubilizadas en tampón PBS 1x (pH = 7.4). Este 

tratamiento fue requisito previo a la liofilización de las subunidades purificadas debido a que 

el imidazol interfiere con dicho proceso.   

 La liofilización se llevó a cabo O/N en un liofilizador 2K VirTis con una bomba de 

vacío Trivac E2.  

 

4.9 Ensayos de inmunodetección 

 Los anticuerpos primarios empleados se muestran en la Tabla III. Los anticuerpos 

secundarios acoplados a peroxidasa utilizados fueron: anti-IgG de ratón (Sigma), proteína-G 

(Invitrogen) y anti-Ig de conejo (Dako). 

 

Tabla III. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en esta Tesis.

Anticuerpo Antígeno Especie Tipo Referencia/Compañía

3.67G VNO-E Ratón AcM (Blitvich et al. , 2003b)/Millipore

3.112 VNO-NS1 Ratón AcM (Blitvich et al. , 2003b)/Millipore

6B6C1 VESL Ratón AcM (Blitvich et al. , 2003b)/Millipore

HMAF
1 VNO Ratón AcP (Despres et al. , 2005)

E24
2 VNO-DIII Ratón AcM (Oliphant et al. , 2007)

Anti-VNO +15 VNO Conejo AcP 3

Anti-VNO +49 VNO Conejo AcP 3

Anti-VNO VNO Ratón AcP (Cordoba et al. , 2007)

Anti-IgG-PO IgG murina Cabra AcP Sigma-Aldrich

Proteína G-PO IgG
4 - AcM Invitrogen

Anti-conejo-PO Ig de conejo Rata AcP Dako Immunolon  
a 
AcM: anticuerpo monoclonal; AcP: anticuerpo policlonal. 

1 
Cedidos por el Dr. P. Dèspres (Instituto Pasteur, Paris, Francia). 

2 
Cedido por el Dr. M. S. Diamond (Washington University School of Medicine, San Luis, EE.UU.). 

3 
Cedidos por el Dr. M. A. Jiménez Clavero (CISA, Madrid). 

4 
Reactiva frente a IgG de varias especies animales entre las que se encuentran los équidos. 
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4.9.1 Western blot 

Se utilizó con lisados de células Sf21 y extractos, crudos y purificados, de larvas 

infectadas con los baculovirus recombinantes. En el primer caso, las células infectadas fueron 

despegadas en medio fresco con un raspador, centrifugadas a 250 x g durante 5 min a 4º C y 

resuspendidas en tampón de lisis (50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM β-

mercaptoetanol, 1% NP-40, 0.1% SDS, 1x cocktail inhibidor de proteasas). Tras 30 min en 

hielo con el tampón de lisis, se centrifugaron a 7.000 x g y se recolectaron los sobrenadantes.  

La obtención de los extractos larvarios crudos y purificados se ha descrito previamente 

en los apartados 4.7.1 y 4.8, respectivamente. Cuando fue necesario cargar la misma 

concentración de proteínas, esta se determinó previamente para cada muestra por el método 

de Bradford (Bradford, 1976). Todas las muestras se mezclaron con tampón de carga de 

Laemmli (Laemmli, 1970). A no ser que se indique lo contrario, el marcador de peso 

molecular de proteínas utilizado en todos los casos fue el Prestained de Bio-Rad. Las 

proteínas se separaron electroforéticamente en condiciones reductoras desnaturalizantes en 

presencia de dodecil sulfato sódico (SDS). Se utilizaron geles discontinuos de poliacrilamida 

formados por un gel concentrador al 5% de poliacrilamida (Protogel, Conda) y un gel 

separador a continuación. Este segundo gel contenía 10% o 17% de poliacrilamida, según se 

quisiera resolver la proteína E (~ 50 KDa) o el más pequeño DIII (~ 12.5 KDa). Tras la 

electroforesis las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) que 

fueron bloqueadas durante 45 min a temperatura ambiente (TA) con tampón salino fosfato 

que contenía 0.05% Tween 20 (PBST) y 5% de leche desnatada (Nestlé). Las membranas se 

lavaron dos veces con PBST y se incubaron toda la noche a 4º C con el anticuerpo primario 

correspondiente (Tabla III) disuelto en PBST al 1% de leche desnatada. Tras dos lavados de 

15 min a TA se añadió por 1 h a TA el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a 

peroxidasa, diluido en PBST-1% leche. Se retiró el secundario y se realizaron 5 lavados más 

de 15 min. Finalmente, las membranas se revelaron en películas de autorradiografía (Agfa) 

con una solución 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 2.5 mM luminol, 0.4 mM ácido p-cumárico y 

0.018% H2O2. 

   

4.9.2 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

 El método de ELISA utilizado ha sido el de detección indirecta de inmunoglobulinas 

de tipo G (IgG). Se realizó en placas de 96 pocillos (Nunc-Immunosorb) que fueron tapizadas 

(50 µl por pocillo) durante toda la noche a 4º C o durante 1 h a 37º C con las cantidades 

correspondientes de cada antígeno, diluidas en tampón de tapizado (0.015 M Na2CO3, 0.030 
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M NaHCO3, pH 9.6). Los antígenos positivos utilizados fueron: virus inactivado (VNOi; 

apartado 4.3.3) y ambas construcciones recombinantes parcialmente purificadas (rE y rDIII; 

apartado 4.8). Como control de especificidad se utilizaron antígenos negativos: un lisado de 

células Vero sin infectar (Ir-Vero; ver 4.3.3) y un procesado de larvas inoculadas con un 

baculovirus irrelevante (Ir-Bac; ver 4.8). Todas las incubaciones posteriores se llevaron a 

cabo durante 1 h a 37º C. Las placas fueron bloqueadas con 100 µl por pocillo de solución de 

bloqueo (SB) que contenía 3% leche en PBST (0.05% Tween 20 en PBS). Se realizaron dos 

lavados con PBST antes de añadir los sueros (50 µl/pocillo) diluidos en SB. Se retiraron éstos 

y después de cuatro lavados con PBST se incubaron las placas con los anticuerpos 

secundarios correspondientes (50 µl/pocillo) diluidos en SB. Se lavaron las placas cuatro 

veces antes de revelar el resultado con 50 µl por pocillo de tampón fosfato-citrato con 0.5 

mg/ml de ortofenilendiamina (OPD; Sigma) y 0.056% H2O2. La reacción se incubó durante 

10 min protegida de la luz y se paró con H2SO4 3N (50 µl/pocillo). La lectura de las placas se 

realizó en un espectrofotómetro TECAN Genios a una longitud de onda de 492 nm.  

 

4.9.2.1 Criterio de valoración del ELISA 

El criterio para determinar la positividad de una muestra fue el descrito por Martin et 

al. (2000). Para que una muestra fuera considerada positiva la absorbancia de ésta sobre el 

antígeno positivo (VNOi, rE ó rDIII) debía ser al menos 2 veces mayor (>2x) que la 

absorbancia de un pool de sueros negativos sobre el mismo antígeno y, además, la 

absorbancia sobre el antígeno positivo debía ser al menos el doble de la absorbancia de esa 

misma muestra sobre el correspondiente antígeno irrelevante (Ir-Vero e Ir-Bac). 

 

4.10 Ensayos de inhibición de la hemaglutinación (HI) 

 La capacidad de aglutinar los eritrocitos es característica de muchos flavivirus, entre 

los que se encuentra el VNO (Clarke y Casals, 1958). Se basa en la interacción entre 

antígenos virales y proteínas de membrana de las células sanguíneas, de manera que se 

obtiene una malla aglutinante que impide que precipiten los eritrocitos. El antígeno utilizado 

consiste en virus obtenido al inocular cerebros de ratones neonatos, purificado mediante 

gradientes de sacarosa e inactivado por temperatura (Beaty, Calisher y Shope, 1989). Los 

sueros específicos frente a los antígenos virales reconocen estos antígenos impidiendo la 

interacción con las proteínas celulares e inhibiendo de esta forma la aglutinación (Beaty, 

Calisher y Shope, 1989). La inhibición de la hemaglutinación se observa por medio del 

“botón” de células precipitadas, considerándose el título de HI como el recíproco de la 
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dilución más alta capaz de inhibir totalmente la hemaglutinación de 4 a 8 unidades de 

antígeno (Clarke y Casals, 1958). Los resultados de HI mostrados en esta Tesis fueron 

obtenidos por nuestros colaboradores de la University of Texas Medical Branch (UTMB, 

Texas, EE.UU.).  

  

4.11 Ensayos de neutralización de la actividad viral 

4.11.1 Ensayos de neutralización in vitro (PRNT) 

Se realizaron con sueros murinos y equinos. Los sueros de ratones inmunizados con 

las construcciones recombinantes (ver apartado 4.12.2) se testaron en pools, que se 

establecieron mezclando volúmenes iguales de muestras pertenecientes a animales del mismo 

grupo de inmunización obtenidas el mismo día. Los sueros equinos de la colección de México 

se testaron de manera individualizada.  

Las muestras se diluyeron en un volumen final de 100 µl en EMEM completo sin SFB, 

desde una dilución inicial 1:10 (suero en medio) a 1:320, siguiendo un patrón de dilución 1:2. 

Las diluciones de suero se mezclaron con aproximadamente 100 UFP de VNO diluido en 100 

µl de EMEM (las diluciones finales fueron 1:20 a 1:640). Las mezclas se incubaron durante 

una hora a 37º C. Células Vero sembradas cercanas a la confluencia en placas de 6 pocillos 

(35 mm de diámetro, Nunc) fueron inoculadas con las mezclas (200 µl/pocillo) para testar su 

infectividad. En todos los casos se incluyeron controles negativos (medio EMEM) y positivos 

(mezcla 1:1 de medio EMEM + VNO 1 UFP/µl; 200 µl/pocillo). Los pasos siguientes son los 

ya descritos en el apartado 4.3.2. El título de anticuerpos neutralizantes se estableció como el 

inverso de la dilución sérica capaz de inhibir la formación de placas en un 90% (PRNT90). 

Estos experimentos se realizaron como mínimo por triplicado. 

 

4.11.2 Ensayos de neutralización in vivo 

 Se realizaron con pools de los sueros recolectados antes del desafío de cada grupo de 

animales inmunizados y de cada grupo control (ver apartado 4.12.2). Estos pools fueron 

incubados durante 1 hora a 37º C puros (1:1), y diluidos (1:100) en PBS estéril, con 100 UFP 

de VNO (diluciones finales 1:2 y 1:200). Tras la incubación se inyectó la mezcla (10 

µl/animal) por vía intracraneal (i.c.) en ratones neonatos Swiss de 4 días de edad, con una 

jeringa de repetición Stepper
TM

 Tridak (Indicon Inc.). El grupo de control de buena práctica 

recibió por vía i.c. suero de ratones pre-inmunes diluido en PBS estéril sin virus. Los animales 

fueron controlados a diario y aquellos que presentaron síntomas neurológicos evidentes 

fueron sacrificados.  
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4.12 Experimentos con ratones 

La capacidad inmunogénica y protectora de los antígenos recombinantes generados se 

evaluó en el modelo murino. Todas las cepas clásicas de ratones de laboratorio son 

susceptibles a la infección por el VNO y el curso de ésta y los signos de enfermedad que 

presentan son, en ciertos aspectos, similares a los de la infección en humanos (Nalca, Fellows 

y Whitehouse, 2003). Las inmunizaciones se realizaron en las instalaciones de nuestro 

animalario y los desafíos en las instalaciones de NSB-3. Todos los experimentos con ratones 

se realizaron de acuerdo a la legislación vigente (Real Decreto 1201/2005) siguiendo las 

directrices sobre experimentación animal del Comité de Seguridad Animal del INIA.  

Se realizaron dos experimentos:  

- Experimento 1: con el objetivo de testar la capacidad inmunogénica y protectora de los 

antígenos recombinantes parcialmente purificados (rE y rDIII) en ratonas adultas.  

- Experimento 2: con el objetivo de evaluar la inmunidad adquirida por ratonas 

gestantes y la transmisión de ésta a su descendencia. 

 

4.12.1 Animales 

Se utilizaron hembras de 8 semanas de edad de la cepa Swiss (no consanguínea, 

outbred) de pelaje blanco (Harlan Ibérica), ratones neonatos de esa misma cepa (ver apartado 

4.12.2) y ratonas C57BL/6 x DBA2-F1 de pelaje negro, en adelante denominadas B6D2, de 8 

semanas (cedidas amablemente por el Dr. A. Gutiérrez, Departamento de Reproducción 

Animal, INIA). La generación F1 del cruce de dos cepas consanguíneas (inbred) C57BL/6 y 

DBA2 se considera también consanguínea. Se eligieron hembras porque son más dóciles, 

conviven de manera no violenta, y presentan una morbilidad y mortalidad tras la infección por 

el VNO similar a la de los machos (Cordoba et al., 2007). Los animales recibieron agua y 

comida ad libitum y se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y humedad en 

un fotoperiodo constante 12-12 regulado automáticamente. 

 

4.12.2 Inmunizaciones y desafío 

4.12.2.1 Experimento 1: vacunación de ratonas adultas  

Grupos de seis o siete animales fueron inmunizados por vía intraperitoneal (i.p.) tres 

veces en intervalos de dos semanas con 2, 10 ó 30 µg de antígeno purificado (rE o rDIII; 

apartado 4.8) diluidos en PBS estéril (pH 7.4) y mezclados 1:1 con adyuvante de Freund 

(Freund, Casals y Hosmer, 1937) (Sigma-Aldrich). Se utilizó adyuvante de Freund completo 

en la primera inmunización e incompleto en las dos siguientes. La mezcla homogénea de 
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inmunógeno-adyuvante se hizo en dos jeringas de vidrio unidas por un émbolo. Además, se 

establecieron dos grupos control de seis animales. Los animales del primer grupo control 

fueron inoculados por vía i.p. con una mezcla de PBS (estéril)-adyuvante y los del segundo 

grupo sólo con PBS (estéril). El desafío viral se realizó por vía i.p. diez días después de la 

última inmunización con 10
6
 UFP/animal de la cepa neurovirulenta del VNO utilizada a lo 

largo de la Tesis. Tras el desafío los animales fueron controlados a diario y en caso de 

presentar signos evidentes de enfermedad fueron sacrificados. Los signos de la enfermedad 

causada por VNO en ratones incluyen: pérdida de peso, pelo erizado, posición encorvada, 

pérdida de movimientos y parálisis trasera, correlacionados con infección del sistema 

nervioso central, que es finalmente lo que acaba causando la muerte de los mismos (Shrestha, 

Gottlieb y Diamond, 2003).   

 

4.12.2.2 Experimento 2: estudio de la transmisión pasiva de la inmunidad 

 Cuatro hembras Swiss fueron inmunizadas i.p. por tres veces con la dosis más elevada 

de cada antígeno recombinante (30 µg/ratona), rE (n = 2) y rDIII (n = 2), en paralelo a las 

inmunizaciones del experimento 1. Días después estas hembras Swiss y hembras B6D2 

(pelaje negro) no inmunizadas se cruzaron con machos reproductores de manera que sus 

partos se produjeran de manera simultánea. En el momento del parto la mitad de las camadas 

nacidas de hembras Swiss inmunizadas y las nacidas de su correspondiente hembra B6D2 

asignada fueron intercambiadas, de forma que cada hembra criara parte de su propia camada y 

parte de una camada de la otra cepa. En ausencia de pelo las crías de una cepa u otra podían 

ser diferenciadas por el color de los ojos, oscuros en las crías B6D2. Todas las crías fueron 

desafiadas i.p. con 10
6
 UFP/animal entre 13 y 16 días post-parto, mientras que las madres 

fueron desafiadas i.p. con la misma dosis 14 días después, momento en el que ya se había 

producido el destete. Los animales fueron observados a diario y aquellos que mostraron 

signos neurológicos evidentes fueron sacrificados.     

   

4.12.3 Recolección y procesamiento de muestras  

 Sólo se recolectó sangre de animales adultos. Fueron sangrados a través de la vena 

mandibular dos veces: antes del desafío (21 días después de la primera inmunización, 7 

después de la primera inmunización de recuerdo, boost), y catorce días después de éste. Las 

hembras gestantes se sangraron una vez antes del parto, en el mismo punto que el sangrado 

pre-desafío del resto de ratonas (21 días después de la primera inmunización, 7 después del 

primer boost). La sangre se dejó coagular durante toda la noche a 4º C y el día siguiente se 



Materiales y métodos 

53 

 

separó el plasma del suero mediante centrifugación a 2.000 x g durante 10 min. Los sueros se 

conservaron a -20º C hasta su uso.  

 Se recolectaron los cerebros de todos los animales y se homogenizaron en PBS estéril 

(700 µl) utilizando bolas metálicas y el TissueLyser II de Qiagen. Tras la homogenización, se 

clarificaron las muestras con una centrifugación a 300 x g durante 10 min. A partir de los 

sobrenadantes se extrajo directamente el ARN (ver apartado 4.4.1b) o se congelaron a -80º C 

para un uso posterior.   

 Tanto la sangre como los cerebros se recolectaron y procesaron en condiciones de 

esterilidad en cabina de flujo utilizando material estéril. 

 

4.13 Aplicaciones y programas bioinformáticos 

 En esta Tesis se utilizaron diversas aplicaciones bioinformáticas de acceso libre 

obtenidas en las webs www.expasy.ch y www.cbs.dtu.dk. Para el análisis de las secuencias y 

diseño de los clonajes se utilizaron los programas Chromas (versión 1.43), Genedoc y 

pDraw32.  

 

4.14 Métodos estadísticos y análisis de los datos 

 Los valores representados en las gráficas corresponden a la media de los datos ± el 

valor de la desviación estándar de la muestra. Para los análisis estadísticos se utilizó el 

programa informático SPSS versión 17 (SPSS Inc.). Aquellas variables que siguieron una 

distribución normal (Kolmogorov-Smirnov) fueron sometidas a análisis de la varianza 

(ANOVA) aplicando la corrección de Bonferroni. Las diferencias entre grupos fueron 

consideradas significativas estadísticamente cuando el valor de p fue menor de 0.05. Las 

variables que no siguieron necesariamente una distribución normal fueron sometidas al test U 

de Mann-Withney al que se aplicó la corrección de Bonferroni. Fueron consideradas 

significativas las diferencias entre grupos cuando el valor de p fue menor de 0.002. Las 

variables cualitativas se analizaron según una distribución Χ
2 

o mediante el test exacto de 

Fisher-Snedecor. 

  

4.15 Medios, disoluciones y tampones 

- Tripsina: 100 ml de tripsina 10x (Gibco, Invitrogen), 100 ml de PBS estéril 10x, diluidos en 

H2O miliQ estéril hasta un volumen final de 1000 ml. Conservada en fracciones a -20º C hasta 

su uso. 

http://www.expasy.ch/
http://www.cbs.dtu.dk/
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- Medio Terrific Broth (TB): se obtiene de mezclar las soluciones A y B después de ser 

autoclavadas. Solución A: 12 gr de bactotriptona, 24 gr de extracto de levadura y 4 ml de 

glicerol diluidos en 900 ml de H2O destilada. Solución B: 2.31 gr KH2PO4, 12.54 gr K2HPO4 

diluidos en 100 ml de H2O destilada. 

- Tampón TAE: 40 mM Tris-acetato sódico pH 8.0, 1 mM EDTA.  

- PBS: 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl. Ajustar pH a 7.4. 

Solución autoclavada en caso de precisarse estéril.  

- Tampón fosfato: 7.1 gr de Na2HPO4 x 2H2O, 5.55 gr de NaH2PO4 x H2O y 116.9 gr de 

NaCl se diluyen en 500 ml de H2O hasta obtener una solución homogénea. Después se filtra 

por filtros de 0.45 µm. Se obtiene así un tampón fosfato 0.08 M con NaCl 4 M. Ajustar pH a 

7.4.  

- Azul de Coommassie: 0.25% de azul de Coommassie (Sigma-Aldrich), 45% de metanol 

(Merck) y 10% de ácido acético (Merck) en H2O destilada. La solución se filtra por papel de 

filtro para eliminar impurezas. 

- Tampón de electroforesis de proteínas: 192 mM glicina, 25 mM Tris-HCl pH 8.8, 1% 

SDS. 

- Tampón de transferencia de proteínas: 192 mM glicina, 25 mM Tris-HCl pH 6.3, 20% 

metanol. 

- Tampón fosfato-citrato: 0.054 M ácido cítrico, 0.1 M Na2HPO4 x 12 H2O. 
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5. Resultados 

 

5.1 Caracterización de una colección de sueros equinos 

 La colección de sueros equinos (n = 288) procedente de México nos fue facilitada por 

nuestra colaboradora la Dra. E. Loza-Rubio (INIFAP, México D.F., México). Las muestras se 

recolectaron entre los meses de marzo y abril de 2006 en los estados mexicanos de Puebla (n 

= 138) y Chiapas (n = 150). Estos estados se localizan respectivamente en las regiones central 

y meridional del país (Figura 10). Los sueros fueron recolectados en las municipalidades de 

Pichucalco (17º 30´ N, 93º 07´ W) y Juárez (17º 36´ N, 93º 10´ W) del estado de Chiapas y en 

Hueytamalco (19º 56´ N, 97º 17´ W), Ayotoxco (20º 05´ N, 97º 24´ W) y San José Acateno 

(20º 07´ N, 97º 12´ W) del estado de Puebla. Las condiciones climáticas son similares en 

todas las municipalidades, con temperaturas medias entre 22º C y 27º C y tasas de 

pluviometría media entre 2.500 y 3.000 mm
3
 por año. Todas las localizaciones se encuentran 

entre 120 y 300 m sobre el nivel del mar, excepto Hueytamalco que se encuentra a 914 m de 

altitud (www.earth.google.com).  

 

 
 

Figura 10. Mapa de México. Se muestran las localizaciones donde la actividad del VNO había sido 

detectada previamente (círculos rojos) en el momento de recolección de las muestras. Las 

municipalidades de Puebla y Chiapas muestreadas se marcan con puntos azules y negros, 

respectivamente.  
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 La caracterización serológica de la colección se llevó a cabo mediante ELISA y 

ensayos de neutralización en placa (PRNT) frente al VNO. La presencia de inmunoglobulinas 

IgG anti-VNO fue analizada en todas las muestras siguiendo un protocolo de ELISA indirecto 

utilizando virus inactivado, VNOi, como antígeno (ver apartado 4.3.3). Este es el antígeno de 

uso más habitual en los laboratorios. Los títulos de ELISA se expresan como P/N que es la 

relación entre la absorbancia del suero problema sobre el antígeno positivo (antígeno 

inactivado, VNOi en este caso) con respecto a la absorbancia de un pool de sueros negativos 

sobre el mismo antígeno. Las condiciones óptimas de concentración del antígeno (VNOi ~ 0.5 

µg/pocillo) y de dilución de los sueros (Figura 11) se determinaron utilizando sueros equinos 

previamente caracterizados, cedidos amablemente por el Dr. J. G. Estrada-Franco (UTMB, 

Texas, EE.UU.) y por el Dr. A. Garmendia (Storrs University, Connecticut, EE.UU.).    

Los sueros se testaron en duplicado sobre VNOi y sobre antígeno irrelevante (Ir-Vero) 

para demostrar la especificidad de la reacción. Los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

 
 

Figura 11. Determinación de la dilución óptima de sueros equinos utilizando como antígeno 

VNOi (0.5 µg/pocillo). La línea y rombos azules indican los valores de absorbancia de los sueros 

positivos (Ss+) y la línea y cuadros rojos los de los sueros negativos (Ss-). 
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La capacidad neutralizante de los sueros se confirmó mediante PRNT. Los títulos de 

neutralización se calcularon como el recíproco de la dilución de suero, diluido al menos 1/40, 

que reducía la formación de placas virales en un porcentaje ≥ 90% (PRNT90) respecto de un 

control establecido.  

Los resultados de ELISA y PRNT obtenidos se resumen en la Tabla IV. El 31.6% 

(91/288) de los sueros ensayados resultó positivo en ELISA. La seroprevalencia fue más alta 

en Chiapas (53.3%, 80/150; valor P/N promedio 3.6, rango 2.03-9.8) que en Puebla (8%, 

11/138; valor P/N promedio 3.6, rango 2.5-7.3). No se observaron diferencias de 

seroprevalencia entre las municipalidades dentro de cada estado.  

Todas las muestras IgG-positivas de Chiapas, excepto una, fueron también positivas 

cuando se ensayaron mediante PRNT (promedio PRNT90 435; rango 40 a ≥ 1250). Por su 

parte, todas las muestras IgG-positivas de Puebla fueron positivas mediante PRNT (promedio 

PRNT90 430; rango 130 a ≥ 1250). Una muestra de Puebla que era PRNT90-positiva resultó 

ser IgG-negativa. Hecho que también se observó en quince muestras de Chiapas. En cualquier 

caso, la concordancia observada entre ambas pruebas (ELISA y PRNT90) fue buena (κ = 

0.87).  

 

Tabla IV. Comparativa de resultados obtenidos al testar los sueros equinos mediante ELISA 

(VNOi como antígeno) y PRNT. 

 

Localización     

(nº animales)  

IgG(+)/PRNT(+)  

       (%) 

IgG(-)/PRNT(+)  

      (%) 

IgG(+)/PRNT(-) 

       (%) 

IgG(-)/PRNT(-) 

      (%) 

Chiapas (150)   79 (52.6%)     1 (0.7%)      15 (10%)     55 (36.7%) 

Puebla (138)   11 (8.0%)     0 (0%)        1 (0.7%)   126 (91.3%) 

Total (288)   90 (31.3%)     1 (0.3%)      16 (5.6%)   181 (62.8%) 

 

Tomando la PRNT como la prueba diagnóstica de referencia, la sensibilidad y 

especificidad del ELISA basado en VNOi fue del 84.9% y del 99.5%, respectivamente. 

Aunque la seroprevalencia fue ligeramente inferior en animales de menos de 2 meses de edad 

(16%), no se observaron diferencias estadísticamente significativas en relación a la edad o el 

sexo de los animales. 

En el momento del muestreo (primavera 2006), aunque existía constancia de las 

actividad de otros flavivirus (Ulloa et al., 2003; www.dgepi.salud.gob.mx/sinave), la 

presencia de VNO no había sido detectada en estas regiones. Debido a la reactividad cruzada 

que pueden presentar los sueros frente a los diversos flavivirus circulantes en la zona, se 

http://www.dgepi.salud.gob.mx/sinave
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analizó un subgrupo de 138 muestras (82 IgG y/o PRNT positivas y 56 negativas) mediante 

ensayo de inhibición de la hemaglutinación (HI, ver apartado 4.10) frente al VNO, el VESL y 

el virus Ilheus (VILH) (Tabla V). La presencia de VESL y de VILH había sido descrita 

previamente en México y se sabe que al menos el primero de éstos es capaz de infectar 

equinos (Sabattini, Avilés y Monath, 1998; Ulloa et al., 2003). Los ensayos fueron realizados 

por nuestros colaboradores en la UTMB (Texas, EE.UU.). Los resultados obtenidos 

concluyeron que el 31.9% (44/138) de los sueros analizados eran VNO específicos, bien 

porque sólo reaccionaron frente a éste, o bien porque los títulos de HI para el VNO fueron al 

menos 4 veces superiores a los obtenidos frente al VESL o al VESL y al VILH. La 

especificidad del 28.3% (39/138) de los sueros no pudo ser definida, ya que mostraron títulos 

de HI similares para el VNO y el VESL o para el VNO, el VESL y el VILH. Dos de estos 

sueros presentaron títulos bajos (1/40) únicamente frente al VESL. Por otro lado, en el 39.8% 

(55/138) de los sueros restante no se detectó ninguna reactividad, ni tampoco en un suero que 

había resultado IgG-positivo en ELISA pero PRNT-negativo (Tabla V). 

De los datos obtenidos se deduce que de las 68 muestras IgG y PRNT-positivas, 29  

reconocieron también a otros flavivirus, mientras que 39 de ellas pudieron ser definidas como 

VNO-específicas. De igual manera, de las 13 muestras que habían resultado sólo positivas por 

PRNT, 8 reconocieron flavivirus inespecíficamente y 5 fueron VNO-específicas. En 

definitiva, tras analizar los resultados obtenidos con las tres pruebas diagnósticas se pudo 

establecer que 44 muestras eran VNO-específicas y 54 muestras no presentaban reactividad 

frente a ninguno de los flavivirus analizados. 
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Tabla V. Resultados cruzados obtenidos mediante ELISA, PRNT y HI. 

 

 

VNO, virus del Nilo Occidental; VESL, virus de la encefalitis de San Luis; VILH, virus de Ilheus; ELISA, inmunoensayo enzimático; PRNT, ensayo de neutralización 

de la infectividad en placa; HI, ensayo de inhibición de la hemaglutinación. Los datos se expresan como números de muestras positivas/total de muestras, con los 

porcentajes correspondientes dados entre paréntesis.   

 

 

 

 

 

          

 
VNO específicos (44/138, 31.9%) 

 
Flavivirus inespecífico (39/138, 28.3%) 

   

           

 

VNO       

(23/44, 

52.3%) 

VNO + VESL             

(16/44, 

36.4%) 

VNO + VESL + 

VILH 

(5/44, 11.3%) 
Total 

VNO + VESL             

(24/39, 

61.6%) 

VNO + VESL + 

VILH             

(13/39, 33.3%) 

VESL          

(2/39, 5.1%) 
Total 

Negativos                 
(55/138, 

39.8%) 

IgG(+)/PRNT(+) 

(68/138, 49.3%) 

20/68 

(29.4%) 

14/68 

(20.6%) 

5/68 

(7.4%) 

39/68 

(57.4%) 

16/68 

(23.5%) 

13/68 

(19.1%) 
0 

29/68 

(42.6%) 
0 

 

 

IgG(+)/PRNT(-)  

(1/138, 0.7%) 

0 0 0 0 0 0 0 0 1/1 (100%) 
 

 

IgG(-)/PRNT(+) 

(13/138, 9.4%) 

3/13 (23.1%) 2/13 (15.4%) 0 5/13 (38.5%) 8/13 (61.5%) 0 0 
8/13 

(61.5%) 
0 

 

 

IgG(-)/PRNT(-) 

(56/138, 40.6%) 

0 0 0 0 0 0 2/56 (3.6%) 2/56 (3.6%) 
54/56 

(96.4%)  
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5.2 Generación de los baculovirus recombinantes 

5.2.1 Predicciones de secuencia  

Las secuencias nucleotídicas del fragmento soluble de la proteína E y del dominio III 

de la misma se tradujeron a secuencias aminoacídicas con la aplicación disponible en el 

ExPASy Proteomics Server (www.expasy.ch/tools) y se determinaron el peso molecular (Pm) 

y el punto isoeléctrico (pI) aproximados de cada una de las construcciones recombinantes 

(Tabla VI). Empleando otras aplicaciones informáticas de acceso libre 

(www.cbs.dtu.dk/services) se obtuvieron las predicciones de péptidos señal (SignalP 3.0) 

(Bendtsen et al., 2004) y de dominios trans-membrana hidrofóbicos (TMHMM Server 2.0) 

que pudieran afectar al posterior proceso de expresión de las proteínas recombinantes.  

 

Tabla VI. Peso molecular y punto isoeléctrico teórico de las proteínas recombinantes obtenidas.  

 

 Subunidad  Peso molecular ~ (KDa) Punto isoeléctrico ~ (pI) 

     rE   49.6    7.7 

          rDIII   12.4    6.9 

Los datos se obtuvieron utilizando la aplicación Compute pI/Mw (www.expasy.org/tools). 

 

Las predicciones de secuencia reconocieron el péptido señal de la melitina (22 

primeros aminoácidos de cada construcción) y no definieron ninguna región hidrofóbica 

transmembrana en el resto de las secuencias aminoacídicas de cada recombinante (Figura 12). 

En el proceso de generación de los bácmidos recombinantes (rBac-Es y rBac-DIII) el 

gen responsable de la expresión de la polihedrina baculoviral se sustituyó por las secuencias 

recombinantes correspondientes, conservándose la secuencia promotora del mismo (PPH; ver 

apartado 4.6). El material génico regulado por este promotor se transcribe en gran cantidad en 

la fase final del ciclo de replicación de baculovirus (Kelly, King y Possee, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.expasy.ch/tools
http://www.cbs.dtu.dk/
http://www.expasy.org/tools
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Figura 12. Predicción de  dominios  hidrofóbicos transmembrana en las secuencias aminoacídicas de rE 

(A) y rDIII (B). 

 

5.2.2 Titulación de los baculovirus recombinantes 

Los bácmidos recombinantes transfectados en células Sf21 confluentes en un 80% se 

expresaron generando los baculovirus infecciosos recombinantes que se recuperaron en los 

A 

B 
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sobrenadantes de los cultivos. Como era de esperar, el título inicial de estos baculovirus fue 

bajo y hubo de ser amplificado mediante pases sucesivos en células Sf21 hasta alcanzar títulos 

de 10
7
 UFP/ml y 5 x 10

7
 UFP/ml para rBac-Es y rBac-DIII, respectivamente.  

 

5.3 Expresión de las proteínas recombinantes en células de insecto 

Los baculovirus recombinantes se utilizaron para infectar (m.d.i. 0.1) células de 

insecto Sf21. La correcta expresión de las dos construcciones recombinantes en los lisados de 

células infectadas recolectados 72 h.p.i. se confirmó mediante Western blot con un anticuerpo 

monoclonal anti-His (αHis) y un anticuerpo policlonal de ratón anti-VNO específico (αVNOr) 

(Figura 13), tal y como se describe en el apartado 4.9.1 de esta Tesis.  

 

 

 

Figura 13. Detección de la expresión de las proteínas recombinantes rE (A) y rDIII (B) en células de 

insecto. Los anticuerpos αHis y αVNO de ratón se añadieron diluidos 1/5.000 y 1/300, respectivamente. El 

anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa se incubó a 1/5.000. Mk, marcador de peso molecular de 

proteínas; rE, lisado de células infectadas con rBac-Es; rDIII, lisado de células infectadas con rBac-DIII; C-

lisado de células Sf21 sin infectar. 

 

El anticuerpo policlonal (AcP) anti-VNO detectó específicamente ambas subunidades 

con los tamaños esperados. Igual sucedió con el AcM anti-His, indicando que el epítopo de 6 

histidinas que se había insertado en el extremo C-terminal de cada construcción se expresaba 

correctamente en células junto al resto de la secuencia aminoacídica correspondiente. 

La cantidad de proteína recombinante presente en los extractos de células Sf21 

infectadas no fue suficiente como para poder ser detectada mediante tinción con azul de 

Coomasie tras la electroforesis en geles de poliacrilamida (datos no mostrados). 

 

A B 

αHis 
αHis 

 
αVNOr 

αVNOr 
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5.4 Expresión de las proteínas recombinantes en larvas  

Tras comprobar la presencia de los productos recombinantes expresados en células se 

procedió a inocular larvas del lepidóptero Trichoplusia ni con cada uno de los baculovirus 

recombinantes generados. Las larvas se inocularon en grupos de 10 con aproximadamente 10
5
 

UFP/larva de rBac-Es o rBac-DIII. Las infecciones se dejaron progresar durante 72 horas, 

momento en el que se procesaron las larvas (ver apartado 4.7.1a). La expresión de rE y rDIII 

se detectó mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-His y 

anticuerpos policlonales anti-VNO de ratón (αVNOr) y caballo (αVNOc) previamente 

caracterizados (Figura 14). Ambas construcciones recombinantes se detectaron a los tamaños 

esperados y conservaron los epítopos de His al ser expresadas en las larvas. La cantidad de 

proteína total en los extractos crudos se cuantificó mediante reacción de Bradford en ~ 10 

µg/µl. 

 

 

 

Figura 14. Detección de rE (A) y rDIII (B) en extractos crudos de larvas. El AcM αHis se incubó diluido 

1/5.000 y el AcP de ratón (αVNOr) o caballo (αVNOc) diluido 1/300. El anticuerpo secundario correspondiente 

acoplado a peroxidasa se incubó a 1/5.000. Mk, marcador de peso molecular; rE-L, extracto crudo de larvas 

inoculadas con rBac-Es; rDIII, extracto crudo de larvas inoculadas con rBac-DIII; Ir-L, extracto crudo de larvas 

inoculadas con un baculovirus silvestre (Bac-wt), que se utilizó como control negativo. 

 

5.5 Determinación de la capacidad antigénica de los extractos crudos de larvas 

infectadas con los baculovirus recombinantes 

Dado que los extractos crudos contenían proteínas inespecíficas, con el fin de 

determinar la concentración óptima de proteínas a utilizar se tapizaron placas de ELISA con 

diluciones decrecientes de los extractos, desde sin diluir  (~ 500 µg/pocillo) hasta una dilución 

1/600 (~ 0,8 µg/pocillo) en solución carbonato-bicarbonato. Para la puesta a punto del ensayo 

A B 

αHis 

αHis 

 

αVNO 

αHis αVNOc αVNOr 
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se utilizaron 5 sueros negativos y 5 positivos previamente caracterizados seleccionados 

aleatoriamente de la colección de sueros murinos del laboratorio (Cordoba et al., 2007; 

Blázquez y Saiz, 2010) y 5 sueros positivos y 5 negativos de équidos provenientes de la 

batería de sueros mexicanos caracterizados previamente (ver apartado 5.1). Los ensayos se 

revelaron, respectivamente, con un anticuerpo anti-IgG de ratón y con proteína G, asociados a 

peroxidasa, diluidos 1/3.000 y 1/5.000 (apartado 4.9.2). Tal y como se muestra en la Figura 

15, con los sueros murinos los mejores resultados se obtuvieron utilizando en extracto sin 

diluir, (rango 8.5 ≤ P/N ≤ 13.0), mientras que la dilución óptima para testar sueros equinos fue 

de 1/25 (rango 6.0 ≤ P/N ≤ 7.8). Dado que el fondo experimental obtenido con los sueros 

equinos era elevado (datos no mostrados), estos se pre-incubaron con extracto de larvas sin 

inocular (Ir-L) a una dilución 1/25 antes de ser añadidos a las placas.  

El extracto crudo de larvas inoculadas con rBac-DIII no funcionó adecuadamente 

como antígeno en ELISA (datos no mostrados).  

 

 
 

 
 

Figura 15. Determinación de la dilución óptima de rE-L con sueros de ratón (A) y con sueros 

equinos (B). Los sueros de ratón se testaron diluidos 1/50 y los de caballo 1/100. En cada caso las 

líneas y rombos azules indican los valores de absorbancia (Abs) sobre rE-L de los sueros positivos 

(Ss+) y las líneas y cuadros rojos las de los sueros negativos (Ss-). 

 

 

 

A B 
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Tras determinar la cantidad óptima de rE-L en ELISA se procedió a optimizar la 

dilución de los sueros en el ensayo. Para ello se incubaron los sueros de ratón y caballo 

diluidos desde 1/25 a 1/200 sobre placas tapizadas con rE-L a la dilución óptima previamente 

establecida, 1/1 ó 1/25, respectivamente.  

 

 
 

Figura 16. Optimización de la dilución de sueros murinos (A) y equinos (B) sobre rE-L. En cada 

caso la línea y rombos azules indican los valores de Abs de los sueros positivos (Ss+) a las distintas 

diluciones testadas; la línea y cuadros rojos representan los de sueros negativos (Ss-).  

 

La reactividad de los sueros positivos de ratón a cualquiera de las cuatro diluciones 

analizadas (1/25 a 1/200) fue elevada (Figura 16A; Abs. ≥ 1.0; respecto a la Abs. de los 

sueros negativos ≤ 0.1). Los sueros equinos negativos incubados a la dilución más baja (1/25) 

reaccionaron de manera inespecífica (0.25 ≤ Abs. ≤ 0.34), a pesar de pre-incubarlos con Ir-L 

antes de ser añadidos. Al diluir los sueros los fondos se redujeron, de manera que se 

estableció que la dilución óptima era de 1/50 (Figura 16B). Así pues, se determinó que las 

diluciones séricas óptimas eran de 1/200 para los sueros murinos y de 1/50 para los sueros 

equinos.  

Para comparar la antigenicidad del extracto rE-L con el antígeno de uso habitual 

(VNOi) los sueros se testaron en paralelo sobre ambos antígenos. Para definir la especificidad 

de la reacción se incluyeron los correspondientes antígenos control (Ir-L e Ir-Vero). La 

reactividad de los sueros, murinos y equinos, fue siempre superior cuando se utilizó VNOi. En 

cualquier caso, tanto los sueros positivos murinos (Figura 17A) como equinos (Figura 17C) 

reaccionaron con el componente VNO-específico de rE-L.  
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Figura 17. Comparativa de la reactividad sobre rE-L y VNOi. Valores de Abs obtenidos utilizando 

extracto crudo rE-L y VNOi como antígenos (A y B, sueros de ratón; C y D, sueros equinos). Los 

sueros de ratón se testaron a una dilución 1/200 y los sueros equinos a 1/50. Estos últimos se pre-

incubaron con Ir-L antes de ser añadidos sobre la placa (ver apartado 5.5). Los sueros positivos (Ss+) 

y los sueros negativos (Ss-) aparecen indicados en las figuras.  

  

Dado el rendimiento obtenido y las concentraciones de extracto óptimas establecidas 

los datos indican que los extractos crudos provenientes de 10 larvas inoculadas con rBac-Es 

permitían analizar unas 4.500-5.000 muestras equinas de forma  individualizada.  

   

5.6 Purificación de las proteínas recombinantes 

Con el fin de mejorar los resultados obtenidos con los extractos crudos, se procedió a 

purificar las proteínas recombinantes mediante cromatografía de afinidad por medio del 

epítopo de 6-His que portaban en sus extremos C-terminales. Para ello, el primer paso 

consistió en comprobar que los extractos homogenizados de ambas construcciones eran 
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solubles en imidazol, lo que facilitó el proceso de purificación ya que este compuesto no 

desnaturaliza las proteínas. El protocolo de purificación aplicado a ambos extractos larvarios 

es el descrito en el apartado 4.8 de esta Tesis. Para seguir el proceso de purificación se 

recolectaron muestras en cada etapa del mismo y la presencia o no de las proteínas 

recombinantes en cada una de éstas se determinó mediante Western blot utilizando un 

anticuerpo monoclonal anti-His y un anticuerpo policlonal de ratón anti-VNO específico 

(Figuras 18 y 19). 

 

 
 

Figura 18. Seguimiento del proceso de purificación de rE utilizando un anticuerpo αHis (A) y 

uno αVNO de ratón (B). Mk, marcadores de masa molecular; P1, sedimento 1; P2, sedimento 2; SN, 

sobrenadante que se carga en la columna; No U., fase no unida; L 10, lavado con solución 10 mM de 

imidazol; 1-5, fracciones eluidas.  

  

A pesar de haber clonado sólo el fragmento soluble de la proteína E, y de que su 

síntesis estuviera regulada por un péptido señal de secreción, se observó que durante el 

procesamiento para su purificación (ver apartado 4.8) gran parte de ésta quedaba retenida en 

aglomerados celulares. Los intentos de solubilizar los sedimentos originados durante el 

protocolo de purificación (P1 y P2) con diversos detergentes no mejoraron el rendimiento del 

proceso (datos no mostrados).  

En contraste, cuando se purificó el rDIII, de menor tamaño y no glicosilado, éste 

apenas quedó retenido en los sedimentos originados y pudo ser recuperado en mayor cantidad 

que rE (Figura 19). 
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Figura 19. Seguimiento del proceso de purificación de rDIII detectado con un anitcuerpo αHis 

(A) y un αVNO de caballo (B). Mk, marker de proteínas; P1, sedimento 1; P2, sedimento 2; SN, fase 

sobrenadante que se carga en la columna; No U., fase no unida; L 10, lavado con solución 10 mM de 

imidazol; L 20, lavado 20 mM imidazol; 1+2, fracciones eluidas 1 y 2 unidas; 3-5, resto de fracciones 

eluidas. 

 

La cantidad de proteína específica purificada, estimada mediante el método de 

Bradford, en las 2 primeras fracciones (3 ml totales) eluidas con 500 mM de imidazol fue de 1 

mg/ml y > 2 mg/ml de rE y rDIII, respectivamente, de modo que el rendimiento fue de 

aproximadamente 0.5 mg (rE) y 1 mg (rDIII) por larva inoculada con el baculovirus 

correspondiente. 

En cualquier caso, la purificación fue parcial, tal y como demuestra la presencia de 

especies no específicas observadas tras el análisis mediante SDS-PAGE y tinción con azul de 

Coomassie de las distintas fracciones obtenidas durante el proceso de purificación de rDIII 

(Figura 20).  
 

 
 

Figura 20. Tinción con azul de Coomassie de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificación 

de rDIII. Se analizaron 20 µl/carril de cada fracción. Mk, marcador de peso molecular de proteínas; P1, 

sedimento 1; P2, sedimento 2; SN, fase sobrenadante aplicada a la columna; No U., fase no unida; L 10, lavado 

con solución 10 mM de imidazol; L 20, lavado 20 mM imidazol; 1+2, fracciones eluidas 1 y 2 unidas; 3-9, resto 

de fracciones eluidas.   
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El rendimiento siempre fue mayor en el caso de rDIII, tal y como se observa en la 

Figura 21. La concentración aproximada de proteína parcialmente purificada se determinó por 

comparación con patrones de concentración conocida de BSA.  

 

 

 

Figura 21. Comparativa de la concentración de las dos primeras fracciones eluidas durante el 

proceso de purificación de rE (A) y de rDIII (B) con respecto a concentraciones conocidas de 

BSA (µg/carril). Las flechas negras indican la posición de las proteínas recombinantes. Mk, marcador 

de peso molecular de proteínas; Ir-Bac, fracción 500-1 de un purificado procedente de 10 larvas 

inoculadas con un baculovirus irrelevante (Bac-wt) procesadas siguiendo el mismo protocolo que las 

proteínas purificadas.  
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5.6.1 Detección de las proteínas purificadas 

 La detección de las proteínas recombinantes generadas se llevó a cabo mediante 

Western blot con una serie de anticuerpos monoclonales y con un líquido ascítico anti-VNO 

(Figura 22) como se describe en el apartado 4.9.1. Como control negativo se utilizó un  suero 

policlonal de ratones no infectados (SNR) y como controles de especificidad se incluyeron 

extractos de larvas infectadas con un baculovirus irrelevante y procesadas de igual modo (Ir-

Bac). Tanto el anticuerpo anti-His como los anticuerpos VNO-específicos reconocieron 

ambas proteínas recombinantes rE y rDIII a los tamaños esperados (50 KDa y 12 KDa, 

respectivamente). Cuando se utilizaron anticuerpos anti-VNO se observó la presencia de  una 

doble banda en el caso de rE, la cual ya se intuía en la tinción Coomassie (ver Figura 21).  

 

 

 

Figura 22. Detección de rE (A) y rDIII (B) utilizando una serie de anticuerpos monoclonales 

(αHis, 3.67G y E24) y policlonales (αVNO-HMAF, fluido hiper-inmune anti-VNO de ratón; SNR 

suero negativo de ratón). Mk, marcador de proteínas; rE, proteína E purificada (fracciones eluidas 1-

2); rDIII, subunidad rDIII purificada (fracciones eluidas 1-2); C-, extracto purificado de larvas 

inoculadas con un Bac-wt irrelevante (fracción eluida 1). 
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5.7 Determinación de la capacidad antigénica de las subunidades purificadas 

 La capacidad antigénica de ambas construcciones recombinantes se evaluó mediante 

ensayos de inmuno-detección enzimática (ELISA). Placas inmuno-absorbentes se tapizaron 

con rE ó rDIII (0.5 μg/pocillo) y se incubaron con varios anticuerpos anti-VNO específicos 

(Tabla III, en Materiales y Métodos). En todos los casos, excepto con el anticuerpo 

monoclonal E24, que es DIII-específico y reconoce la región lateral de éste (Oliphant et al., 

2005), la reactividad de rE fue mayor (Figura 23), muy probablemente debido al mayor 

número de epítopos susceptibles de ser reconocidos que alberga. Los sueros se incubaron a 

1/1.000, excepto 3.67G y SNR que se incubaron a 1/100. Estas diluciones fueron previamente 

establecidas como las óptimas para este tipo de análisis (datos no mostrados).  

 

 
 

Figura 23. Antigenicidad de rE (columnas azules) y rDIII (columnas rojas). Las placas se 

tapizaron con 0.5 µg/pocillo de cada una de las recombinantes. αVNO-SIC, suero inmune de conejo 

inoculado con el VNO; αVNO-HMAF, fluido hiper-inmune anti-VNO de ratón; E24, AcM DIII-

específico; 3.67G, AcM comercial anti-E; SNR, suero negativo de ratón.  

 

5.8 Optimización de la concentración de rE y rDIII en ELISA 

Una vez demostrada la viabilidad antigénica de ambas subunidades parcialmente 

purificadas, se tapizaron placas con cantidades decrecientes de las mismas (desde 2 µg/pocillo 

hasta 0.0625 µg/pocillo) para estandarizar su uso con sueros de ratón y con sueros equinos 

diluidos 1/100. Se utilizaron sueros de ratón positivos (n = 5) y negativos (n = 5) de la 

colección del laboratorio (Cordoba et al., 2007; Blázquez y Saiz, 2010), y sueros equinos 

positivos (n = 5) y negativos (n = 5) de la colección procedente de México previamente 

caracterizada (ver apartado 5.1). Los sueros murinos procedían de infecciones de ratones de 
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experimentación (cepas BALB/c o Swiss) y los equinos de infecciones naturales. En todos los 

casos las reactividades fueron mayores y los fondos inespecíficos menores con los sueros de 

ratón.  

La reactividad de los sueros positivos murinos y equinos sobre rE fue ≥ 1.0 hasta 0.5 

µg rE/pocillo (Figuras 24 A y B, respectivamente). Mientras que los resultados obtenidos con 

los sueros murinos y equinos utilizando rE como antígeno fueron similares, la reactividad de 

los sueros equinos con rDIII fue menor que la mostrada por los sueros murinos. Además, en 

ambos casos se observó unas mayor variabilidad, tal y como muestran las desviaciones 

estándar de los experimentos (Figura 24 C y D). 

 

 

 

 

 

Figura 24. Optimización de la concentración de antígeno purificado rE y rDIII para uso en 

ELISA. Valores de Absorbancia usando rE como antígeno con los sueros murinos (A) y equinos (B). 

Valores de Absorbancia usando rDIII como antígeno con los sueros murinos (C) y equinos (D). En 

todos los casos las reactividades de los sueros positivos (Ss+) aparecen indicados con líneas y puntos 

azules y las de los sueros negativos con líneas y puntos rojos (Ss-). 
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  De los resultados obtenidos se estableció que la concentración óptima de antígeno rE 

era de 0.5 µg/pocillo para ensayar sueros de ambas especies (Figura 25A). A esta 

concentración los valores de P/N de los sueros positivos y negativos presentaron las mayores 

diferencias (sueros murinos: 13.2 ≤ P/N ≤ 20.6; sueros equinos: 5.4 ≤ P/N ≤ 7.8). Dado el 

rendimiento alcanzado en los procesos de producción y purificación, los datos indican que se 

podrían testar hasta 1.000 muestras individuales por cada larva inoculada. En el caso del 

antígeno rDIII, la concentración óptima se estableció en 1 µg/pocillo (Figura 25B). Los 

valores de P/N a esta concentración fueron de 6.6 ≤ P/N ≤ 20.4 para los sueros murinos y de 

3.2 ≤ P/N ≤ 6.0 para los equinos.  

 

 

 
 

Figura 25. Relación entre los valores de Absorbancia de los sueros positivos y los negativos (P/N) 

utilizando como antígenos rE (A) y rDIII (B). En ambos casos las líneas y puntos azules representan 

los valores P/N de los sueros murinos y las líneas y puntos rojos los valores P/N de los sueros equinos, 

testados sobre cantidades decrecientes de antígeno. La línea horizontal discontinua indica el umbral de 

positividad del ensayo (P/N > 2). 

 

5.9 Optimización de la dilución de sueros equinos 

 Una vez establecidas las concentraciones óptimas de los antígenos recombinantes se 

determinó la dilución óptima de los sueros equinos mediante el ensayo de distintas diluciones 

de mezclas de sueros previamente caracterizadas, desde 1/50 a 1/1.600. Las diluciones 

óptimas resultaron ser de 1/100 y 1/50 para rE y rDIII, respectivamente (Figura 26).  
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Igual que se observó previamente, la reactividad fue menor con rDIII que con rE, 

probablemente por la presencia de un mayor número de epítopos en la última.  

 

  

 
 

Figura 26. Determinación de la dilución óptima de los sueros equinos sobre rE (A) y rDIII (B). 

En cada caso, las líneas y rombos azules indican los valores de Abs de los sueros positivos (Ss+) y las 

líneas y cuadrados rojos los de los sueros negativos (Ss-).  

 

5.10 Validación de las subunidades proteicas recombinantes obtenidas como antígenos 

de ELISA  

 Con el objetivo de validar la utilidad de las proteínas recombinantes generadas como 

antígenos se compararon los resultados obtenidos con los ELISA desarrollados y optimizados 

en este trabajo con los del ELISA basado en el uso de VNOi. Se testaron un total de 60 

sueros, 18 de los cuales eran negativos (IgG-/PRNT-). En estos ensayos las placas se 

tapizaron como se ha descrito previamente (Ebel et al., 2002), de manera que cada muestra se 

testó en duplicado sobre los antígenos específicos e individualmente sobre una cantidad 

equivalente del antígeno control correspondiente (Ir-Bac o Ir-Vero, según se tratara de 

antígenos recombinantes o VNOi). Aquellos sueros cuya absorbancia con el antígeno positivo 

no fuera de al menos 2 veces la absorbancia obtenida con el antígeno control fueron 

considerados inespecíficos (ver apartado 4.9.2.1). Los ensayos se realizaron por triplicado. 

 Tomando como referencia el ensayo PRNT (Beaty, Calisher y Shope, 1989), los 

resultados de ELISA obtenidos con cada antígeno se compararon con los obtenidos con esta 

prueba para calcular su especificidad y sensibilidad. La especificidad está determinada por el 

número de sueros que son a la vez IgG-negativos y PRNT-negativos respecto del total de 

sueros negativos (definidos éstos como PRNT-negativos al ser PRNT la prueba de referencia). 

La sensibilidad está determinada por el número de sueros que son a la vez IgG-positivos y 
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PRNT-positivos respecto del total de sueros PRNT-positivos (definidos éstos como PRNT-

positivos al ser PRNT la prueba de referencia).   

 

5.10.1 Antígeno VNOi 

 El ELISA basado en antígeno viral inactivado (VNOi) reconoció 40 de los 42 sueros 

positivos, mostrando un 95.2% de sensibilidad con respecto a PRNT90 y un 94.4% de 

especificidad, ya que un suero positivo en ELISA fue negativo por PRNT. La concordancia 

entre ambas pruebas fue del 95% (Tabla VII).   

 

Tabla VII. Comparación de los resultados del ELISA-VNOi y PRNT90. 

 

     Reactividad por PRNT90  

 Positivo Negativo TOTAL ELISA 

Resultados según 

ELISA con VNOi 

             Positivo 40 1 41 

             Negativo 2 17 19 

                             TOTAL PRNT90 42 18 60 

Concordancia 95% (kappa = 0.88) 

 

5.10.2 Antígeno rE 

Con respecto a la prueba de referencia (PRNT), la concordancia del ELISA basado en 

rE fue del 90% (kappa = 0.78), con una especificidad del 94.4% (igual a la de VNOi), ya que 

sólo un suero positivo en ELISA fue negativo por PRNT (Tabla VIII). Por su parte, la 

sensibilidad fue del 88.1%; sin embargo, cabe resaltar que los valores P/N  de los sueros 

discordantes (P/N promedio = 1.9; d.e. = 0.12) fueron ligeramente inferiores al valor umbral 

del ensayo (P/N > 2) y que tres de ellos presentaron, además, títulos de neutralización muy 

bajos (PRNT90 = 40).   

Al comparar ambos ensayos de ELISA, y considerando el ensayo basado en VNOi 

como referente, la especificidad y la sensibilidad de rE como antígeno fueron del 100% y del 

92.5%, respectivamente (concordancia 95%; kappa = 0.89). Además, los tres únicos sueros 

discordantes entre ambos ensayos presentaron valores de P/N cercanos al umbral del ensayo 

(P/N > 2; Figura 27).  
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Tabla VIII. Comparación de los resultados del ELISA-rE-y PRNT90. 

 

 

 

  Reactividad por PRNT90  

Positivo Negativo TOTAL ELISA 

Resultados según 

ELISA con rE 

           Positivo 37 1 38 

           Negativo 5 17 22 

                              TOTAL PRNT90 42 18 60 

           Concordancia 90% (kappa = 0.78) 

 

 

 

Figura 27. Valores de P/N con VNOi y rE. Sueros negativos, rombos azules; sueros positivos, 

triángulos verdes; sueros positivos sólo con VNOi, cuadrados rojos. Las líneas discontinuas horizontal 

y vertical marcan, respectivamente, el umbral del ensayo (P/N > 2) con rE y con VNOi.  

 

5.10.3 Antígeno rDIII 

A diferencia de los dos antígenos anteriores, la especificidad del ELISA basado en 

rDIII fue del 100%, pero apenas rindió un 45.2% de sensibilidad, ya que sólo fue capaz de 

detectar 19/42 sueros positivos. La concordancia entre rDIII-ELISA y PRNT fue del 62% 

(kappa = 0.33) (Tabla IX).   
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Tabla IX. Comparación de los resultados del ELISA-rDIII y PRNT90. 

 

    Reactividad por PRNT90  

 Positivo Negativo TOTAL ELISA 

Resultados según 

ELISA con rDIII 

            Positivo 19 0 19 

            Negativo 23 18 41 

                                  TOTAL PRNT90 42 18 60 

            Concordancia 62% (kappa = 0.33) 

 

La reactividad de los sueros positivos con rDIII (P/N promedio = 3.0; d.e. = 0.65) fue 

menor que con rE (P/N promedio = 4.4; d.e. = 1.1) o VNOi (P/N promedio = 3.8; d.e. = 0.95). 

En la Figura 28 se observa la menor sensibilidad de detección usando rDIII en comparación 

con la obtenida con VNOi (A) o con rE (B). 

 

 
 

Figura 28. Valores de P/N con rDIII en comparación con los obtenidos con VNOi (A) o con rE (B). Sueros 

negativos, rombos azules; sueros positivos, triángulos verdes; sueros positivos sólo con VNOi o rE, pero no con 

rDIII, cuadrados rojos. La línea horizontal discontinua marca el umbral del ensayo (P/N > 2) con VNOi (A) y rE 

(B) y la vertical el umbral con rDIII. En cada caso (*) indica un suero no específico sobre rDIII, dado que su 

reactividad no fue 2 veces mayor que la obtenida con el control negativo (Ir-Bac). 

* 

A 

B 
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5.11 Conservación de rE 

La proteína rE purificada mantenida a 4º C fue funcional durante al menos 6 meses. 

Para almacenamientos más prolongados la proteína se congeló (-20º C) o liofilizó y conservó 

a temperatura ambiente. En este último caso, la proteína se dializó antes de ser liofilizada para 

eliminar el imidazol. La proteína demostró ser funcional al solubilizarla de nuevo en tampón 

de tapizado (datos no mostrados).  

Por otro lado, la capacidad antigénica de rE se mantuvo cuando con ella se tapizaron 

placas de ELISA que, tras ser bloqueadas, se congelaron durante al menos 6 meses antes de 

ser utilizadas.    

 

5.12 Capacidad inmunogénica y protectora en el modelo murino de los antígenos 

recombinantes generados  

 Por su fácil manejo, bajo coste y disponibilidad de reactivos, los ratones son los 

animales más utilizados en experimentación. Además, la mayoría de cepas de laboratorio son 

portadoras de una mutación en la ruta de respuesta por interferón que las hace sensibles a la 

infección con el VNO (Samuel, 2002). Este hecho, unido a que la patogénesis y el curso de la 

misma se asemejan en algunos aspectos a la infección en humanos, ha hecho que el modelo 

murino sea ampliamente utilizado en las investigaciones sobre el VNO (Nalca, Fellows y 

Whitehouse, 2003). 

 Los animales se inmunizaron por vía intraperitoneal (i.p.) con rE o rDIII a tres dosis 

distintas (2, 10 ó 30 µg/animal) por tres veces en intervalos de dos semanas. Las 

inmunizaciones se realizaron con adyuvante de Freund en una relación 1:1 (antígeno-

adyuvante). La primera inmunización se hizo con adyuvante de Freund completo y las dos 

siguientes con adyuvante de Freund incompleto. Los animales en cada uno de los dos grupos 

control recibieron PBS-adyuvante y PBS solo, respectivamente (Tabla X). 

 

Tabla X. Grupos de ratonas Swiss inmunizadas y controles sin inmunizar (experimento 1). 

Nº grupo Nº de animales             Antígeno
a
          Dosis (µg/ratona)

b
  

       1              7      rE          2 

       2              6      rE        10 

       3              7      rE        30 

       4              6    rDIII          2 

       5              6    rDIII        10 

       6              6    rDIII        30 

       7              6    PBS          -  

       8              6                         PBS sin ady         - 
a 

Los antígenos fueron inoculados (100 µl) i.p. tras ser mezclados de forma homogénea (1:1) con adyuvante de 

Freund, excepto aquellos del grupo 8 que no recibieron adyuvante.  
b 

Los animales del grupo 7 recibieron 50 µl de PBS estéril + 50 µl de adyuvante por ratona. Los animales del 

grupo 8 fueron inoculados con 100 µl de PBS estéril solo por ratona.  
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A lo largo del experimento se realizaron dos sangrados, antes y después del desafío. 

Éste se realizó por vía i.p. con 10
6
 UFP/animal de la cepa neurovirulenta del VNO utilizada a 

lo largo de la Tesis (Figura 29). La presencia de inmunoglobulinas anti-VNO y su capacidad 

neutralizante en los sueros se testó mediante ELISA y PRNT, respectivamente. Con las 

muestras séricas obtenidas pre-desafío se realizó además un ensayo de neutralización in vivo 

en ratones neonatos.  

 

 

 

Figura 29. Desarrollo temporal de eventos de los experimentos con animales. Experimento 1 

(protección); experimento 2 (transmisión vertical de la inmunidad adquirida). 

 

5.12.1 Detección de IgG anti-VNO mediante ELISA 

Se utilizó el ELISA basado en rE desarrollado previamente (ver apartado 5.10) para 

testar las muestras pre- y post-desafío. Los sueros pre-desafío se recolectaron 21 días post 1ª 

inmunización y 7 días post 2ª inmunización y se incubaron sobre rE diluidos 1/100. La 

reactividad en ELISA de los sueros de animales inmunizados con rE fue superior a la de 

aquellos inmunizados con rDIII a cualquiera de las dosis inoculadas (Figura 30A). La 

reactividad de los sueros de los grupos control fue en todos los casos < 0.1. Posteriormente, 

las muestras se titularon de forma individualizada desde la dilución 1/50 hasta la 1/1.600 

(Figura 30B). Todos los animales que fueron inmunizados con rE presentaron valores de P/N 

superiores al valor umbral hasta una dilución 1/800, independientemente de la dosis de 

antígeno recibida. En cambio, aquellos animales inmunizados con rDIII mostraron unos 

valores de P/N superiores al valor umbral hasta una dilución 1/200. Para el cálculo de los 
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valores P/N se consideró el promedio de las reactividades de los sueros de los dos grupos 

control como valor N.  

 

 

 
 

Figura 30. (A) Reactividad con rE de los sueros pre-desafío. Las diferencias con respecto a los 

animales de los grupos control fueron significativas en todos los grupos inmunizados, excepto rDIII-

30 donde sólo se dispuso de 5 de las 6 muestras séricas (*, p ≤ 0.001; **, p < 0.002). (B) Titulación 

de los sueros pre-desafío. La línea horizontal discontinua marca el umbral del ensayo (P/N > 2). Las 

diferencias estadísticas entre grupos fueron las mismas que las mencionadas para A.  

  

Los sueros obtenidos 14 días post-desafío se testaron a una dilución 1/100. En todos 

los animales previamente inmunizados con rE o rDIII se observó un incremento de  

reactividad con respecto a los datos de ELISA pre-desafío (Figura 31 y Tabla XI). Por otra 

parte, los animales del grupo control que sobrevivieron al desafío (Tabla X, grupo 7) también 

presentaron anticuerpos específicos tras la infección.  

 

A B 
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Figura 31. Reactividad de los sueros post-desafío con rE. Las diferencias entre los animales de los 

grupos inmunizados y los del grupo control que sobrevivieron a la infección no fueron 

estadísticamente significativas. 

 

5.12.2 Detección de anticuerpos neutralizantes 

En el desarrollo de vacunas frente a flavivirus, la respuesta de anticuerpos 

neutralizantes es generalmente considerada como el mejor parámetro de eficacia vacunal 

(Mehlhop y Diamond, 2008). La capacidad neutralizante de los sueros murinos se testó 

mediante ensayos de neutralización in vitro (PRNT), y en el caso de las muestras pre-desafío 

se realizó también un ensayo de neutralización in vivo. Se hicieron mezclas (pools) con los 

sueros de los animales de un mismo grupo y se incubaron con ~ 100 UFP de VNO NY-99 tras 

lo que se inoculó la mezcla sobre células (in vitro) o intracranealmente (i.c.) en ratones 

neonatos (in vivo).  

En general, los títulos de PRNT90 pre-desafío fueron dosis dependientes y los sueros 

de los animales control no mostraron actividad neutralizante alguna (Figura 32A; Tabla XI). 

La capacidad neutralizante de los sueros de los animales vacunados tras dos inmunizaciones 

fue similar independientemente de haber recibido rE o rDIII, a diferencia de lo que sucedía 

con la reactividad en el ELISA. Respecto a los sueros post-desafío, al igual que sucedía con 

las reactividades de ELISA, los títulos de PRNT90 de los sueros obtenidos tras la infección se 

homogenizaron. En este caso el efecto anamnéstico fue más elevado que con los valores de 

ELISA (Figura 32B), llegando a aumentar cuatro veces los títulos PRNT90 obtenidos antes del 
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desafío (Tablas XI y XII). Los sueros de los animales del grupo control supervivientes a la 

infección mostraron títulos bajos de neutralización.   

 

 

 
 

Figura 32. Títulos de PRNT90 de los sueros de los animales de los grupos 1 a 7 obtenidos pre- (A) 

y post-desafío (B). Las líneas y puntos de colores indican los títulos de PRNT90 de los pools de cada 

grupo de animales inmunizados y del grupo control inoculado con PBS-adyuvante. La línea horizontal 

discontinua marca en cada caso el valor umbral del ensayo (reducción  ≥ 90% formación de placas de 

lisis). Las diferencias entre los animales de los grupos inmunizados y los del grupo control fueron 

significativas cuando se testaron los sueros pre-desafío (*, p valor ≤ 0.001; **, p valor < 0.002). Estas 

diferencias dejaron de ser estadísticamente significativas al testar los sueros post-desafío. 

 

Tabla XI. Media de los títulos de PRNT90 de los animales de los distintos grupos de animales inmunizados 

y del grupo control inoculado con PBS-adyuvante, analizados pre- y post-desafío. 

Grupo Antígeno 
Dosis 

(µg/ratona) 

        PRNT90 

(Sueros pre-desafío) 
  

         PRNT90 

(Sueros post-desafío) 

    1      rE      2           44.3 
 

           697.3 

    2      rE     10         105.7 
 

           631.7 

    3      rE    30         179.2 
 

           771.0 

    4    rDIII     2         115.6 
 

         1021.3 

    5    rDIII    10           96.6 
 

           950.4 

    6    rDIII    30         174.2 
 

           463.0 

    7  PBS-ady     -             0                58.3 

 

La capacidad protectora de los sueros pre-desafío se confirmó mediante el ensayo de 

neutralización in vivo. Los sueros de ratones inmunes, independientemente de la dosis de 

antígeno utilizada (Tabla X, grupos 1 a 6), confirieron una protección prácticamente total 

A B 
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frente a la inoculación i.c. de crías neonatas con una dosis de 100 UFP del VNO, que había 

sido previamente incubada con diluciones (1/1 y 1/100) de los sueros (Figura 33). Sólo el 

5.2% (4/78) de las crías neonatas que fueron inoculadas i.c. con las mezclas de sueros 

inmunes y virus murieron, en contraste con el 100% de mortandad registrado (entre 8 y 13 

días post-inoculación) en el grupo de crías que fue inyectada con la mezcla de sueros de 

animales inmunizados con PBS-adyuvante y virus. No se registró ninguna muerte en el grupo 

de control de buena práctica que recibió suero murino pre-inmune diluido en PBS estéril sin 

virus.  

 

 
 

Figura 33. Capacidad protectora de los sueros pre-desafío (grupos 1 a 7) testados en ratones neonatos. Las 

columnas blancas representan los sueros incubados 1/1 con el virus (100 UFP), y las columnas negras los sueros 

incubados 1/100 con el virus (100 UFP). Las diferencias entre los grupos de animales inmunizados y el grupo de 

buena práctica con respecto del grupo que recibió la mezcla de sueros del grupo control (PBS-ady) y virus (100 

UFP) fueron estadísticamente significativas (*, p < 0.05; ** p < 0.005, respectivamente). 

  

5.12.3 Eficacia protectora de las subunidades recombinantes 

 Los anticuerpos anti-VNO desarrollados por las inmunizaciones con rE o rDIII 

protegieron a todos los animales vacunados frente al desafío i.p. con 10
6
 UFP de VNO. La 

protección conferida fue estéril ya que ninguno presentó signos de infección. En contraste, el 

67% (8/12) de los animales control presentaron morbilidad evidente (pelo erizado, pérdida de 

actividad, posición encorvada) a día 7 post-desafío. Esta morbilidad resultó en porcentajes de 

mortalidad del 50% (3/6) y 17% (1/6), respectivamente en los grupos control PBS y PBS-

adyuvante (Tabla XII).  
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Tabla XII. Datos de ELISA y PRNT de los sueros pre- y post-desafío por grupos, así como los resultados de morbilidad y mortalidad obtenidos.  

 

 
  

ELISA IgG anti-VNO 

(P/N. promedio ± d.e.)
1
 

Título PRNT90
2
 

  Grupo 

(nº animales) 

Antígeno 

(µg/dosis/ratona) 
Pre-desafío Post-desafío Pre-desafío Post-desafío Morbilidad (%)

4,6
 Mortalidad (%)

5,6
 

1 (7) rE (2) 8,25 ± 0,97 10,31 ± 0,29 44,2 697,3 0 (0/7) 0 (0/7) 

2 (6) rE (10) 9,04 ± 0,42 10,37 ± 0,19 105,7 631,7 0 (0/6) 0 (0/6) 

3 (7) rE (30) 10,25 ± 0,29 10,89 ± 0,18 179,2 771,0 0 (0/7) 0 (0/7) 

4 (6) rDIII (2) 8,45 ± 1,25 10,51 ± 0,24 115,6 1021,3 0 (0/6) 0 (0/6) 

5 (6) rDIII (10) 6,10 ± 1,02 10,15 ± 0,85 96,6 950,4 0 (0/6) 0 (0/6) 

6 (6) rDIII (30) 7,22 ± 1,13 10,07 ± 0,59 174,2 463,0 0 (0/6) 0 (0/6) 

7 (6) -
7
 0,88 ± 0,07 5,53 ± 1,33 0 58,3 50 (3/6) 17 (1/6) 

8 (6) -
8
 0,72 ± 0,03 N.T.

3
 0 N.T.

3
 83 (5/6) 50 (3/6) 

 

1 
Datos de ELISA mostrados como valores de P/N ± la desviación estándar (d.e.).  

2 
Títulos PRNT90 expresados como el recíproco de la dilución capaz de neutralizar ≥ 90% la formación de placas de lisis respecto del control positivo del 

experimento. 

3 
N.T., no testado. 

4 
Las diferencias entre los grupos inmunizados y los controles fueron significativas (p < 0.05; Χ

2
 respecto grupo 8, p < 0.005). 

5 
Las diferencias entre los grupos inmunizados y el grupo 8 fueron significativas (p < 0.05).  

6 
Las diferencias estadísticas no fueron significativas entre los grupos 7 y 8. 

7 
Los animales del grupo 7 recibieron 50 µl de PBS estéril + 50 µl de adyuvante por ratona.  

8 
Los animales del grupo 8 fueron inoculados con 100 µl de PBS estéril solo por ratona.  

  

 



  Resultados 

89 

 

5.13 Estudio de las rutas de transmisión de anticuerpos específicos de madres 

inmunizadas a crías  

 Al tiempo que los animales del anterior experimento, y en iguales condiciones de 

adyuvante y ruta de inoculación, se inmunizaron 4 ratonas Swiss (pelaje blanco) con la dosis 

más alta (30 µg/animal) de rE (n = 2) y rDIII (n = 2). Entre la 1ª y la 2ª inmunización estas 

hembras inmunizadas y un grupo de hembras B6D2 (pelaje negro) sin inmunizar se cruzaron 

con machos fomentando que los partos fueran a producirse lo más sincronizados posibles. La 

preñez se confirmó por la presencia de tapones vaginales. Los partos se produjeron entre la 2ª 

y 3ª inmunización en un intervalo de 4 días (Figura 29). En ese momento las crías Swiss y las 

B6D2 fueron intercambiadas, de forma que cada madre inmunizada criara parte de su 

progenie original así como parte de crías negras B6D2. De igual forma, cada madre B6D2, no 

inmunizada, criaría parte de su progenie original y parte de crías Swiss nacidas de madres 

inmunizadas (dos inmunizaciones durante la gestación; Figura 29). A la vista de los resultados 

obtenidos, la transmisión pasiva de la inmunidad materna se produjo tanto a través de la 

placenta durante la gestación (vía transplacentaria), como posteriormente a través de la 

lactancia. Las crías Swiss criadas por sus madres inmunizadas dispusieron de la oportunidad 

de inmunizarse a través de ambas rutas.  

 

5.13.1 Inmunización de las madres 

 La presencia de anticuerpos anti-VNO neutralizantes en los sueros de las madres 

inmunizadas recolectados pre-desafío se testó mediante ensayos de neutralización en placa 

(Figura 34). Los títulos de neutralización (PRNT90) que se obtuvieron fueron de 109 y 93, 

cuando se testaron los sueros de las madres Swiss inmunizadas con rE (30 µg/animal) y rDIII 

(30 µg/animal), respectivamente. Los títulos de neutralización en placas obtenidos al analizar 

los sueros de las ratonas del experimento 1 (no cruzadas), inmunizadas con las mismas 

cantidades de rE ó rDIII, igual número de veces, fueron de 179 y 174, respectivamente (ver 

Tabla XII).  
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Figura 34. Titulación de anticuerpos neutralizantes (PRNT90) de las madres inmunizadas con 30 

µg/ratona de rE (línea y rombos azules) o rDIII (línea y cuadrados rojos). La línea horizontal 

representa el umbral  del ensayo (reducción  ≥ 90% formación de placas de lisis). 

 

5.13.2 Efecto protector de rE y rDIII 

 Las cuatro madres inmunizadas sobrevivieron al desafío i.p. con 10
6
 UFP/ratona del 

VNO realizado 24 días después de la última dosis de recuerdo (de 27 a 30 días después del 

parto y de 5 a 8 días después del destete de sus crías; Figura 29). Las crías fueron desafiadas 

entre 13 y 16 días post parto. Dos de las cuatro madres no inmunizadas B6D2 murieron, 

respectivamente, 11 y 13 días después del desafío de las crías tras ingerir crías infectadas. La 

transmisión del VNO por ingesta en ratones de experimentación ha sido descrita previamente 

(Blázquez y Saiz, 2010). Las dos madres B6D2 restantes murieron respectivamente 4 y 6 días 

después de ser desafiadas. En el 75% (3/4) de los cerebros de estos animales se detectó ARN 

del VNO mediante RT-PCR a tiempo real (ver Tabla XIV).  

Todas las crías amamantadas por madres Swiss inmunizadas con rE (n = 27) 

sobrevivieron al desafío (Tabla XIII), ya fuesen crías Swiss propias (que podrían haberse 

inmunizado por ambas vías: transplacentaria, t.p.; y lactancia, l.) o crías B6D2 “adoptadas” 

nacidas de madres no inmunizadas (cuya única vía pasiva de transmisión inmune específica 

fue a través de la lactancia). Igualmente, las crías nacidas de madres inmunizadas con rE pero 

criadas por madres B6D2 no inmunes (n = 13) también registraron un 100% de supervivencia 

al desafío, mientras que esa tasa fue del 50% respecto a las crías de madres inmunizadas con 

rDIII y “adoptadas” por madres B6D2. Por lo tanto la inmunidad trans-placentaria conferida 

por las ratonas Swiss inmunizadas con rE fue más eficiente que la de las inmunizadas con 

rDIII. Aquellas crías que fueron criadas por las madres rDIII-inmunizadas, propias y 
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“adoptadas”, mostraron una tasa de supervivencia del 89.5% (17/19) (Tabla XIII). De las crías 

que recibieron la inmunidad exclusivamente por lactancia sobrevivieron al desafío el 95.8% 

(23/24). En contraste con estos datos, sólo el 9.1% (2/22) de las crías B6D2 criadas por 

madres B6D2 no inmunizadas sobrevivieron al desafío, muriendo entre 4 y 7 días después de 

éste. El ARN viral se detectó mediante RT-PCR a tiempo real en los cerebros del 81.8% 

(18/22) de estas crías y en el 75% (3/4) de los de las madres no inmunizadas (Tabla XIV).   

 

Tabla XIII. Tasas de supervivencia de las crías inmunizadas verticalmente. Se muestran las vías 

de transmisión posibles: trans-placentaria (crías Swiss criadas por madres B6D2-no inmunes), por 

lactancia (crías B6D2 criadas por madres Swiss-inmunizadas), y ambas, transplacentaria y lactancia 

(crías Swiss criadas por madres Swiss-inmunes); así como el porcentaje de supervivencia de las crías 

sin inmunizar (crías B6D2 criadas por madres B6D2-no inmunes). 

 

Madres Ruta de transmisión % de supervivencia (nº de ratones/total) 

No vacunadas Ninguna  9% (2/22)   

    
 

  

    Inmunógeno   

    rE rDIII 

  Transplacentaria 100% (13/13) 50% (4/8) 

Vacunadas Lactancia 100% (12/12) 91.7% (11/12) 

  Transplacentaria y lactancia 100% (15/15) 85.7% (6/7)* 

 

*Muerte producida 19 días post-desafío probablemente por razones distintas a la infección con el 

virus; de hecho, no se detectó VNO en su cerebro (ver Tabla XIV). 
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Tabla XIV. Detección de ARN viral en el cerebro de las madres y crías de las camadas que perdieron 

animales tras el desafío. 
 

 

 

 

Datos obtenidos mediante RT-PCR a tiempo real. Los valores CT de los controles negativos de extracción fueron 

en todos los casos ≥ 35. Valores 30 ≤ CT ≤ 35 fueron considerados dudosos (resaltados en azul); valores CT < 30 

fueron considerados positivos (en rojo). 
1 

CT (cycle threshold), ciclo de amplificación a partir del cual se produce 

un incremento significativo de la fluorescencia respecto de la señal de fondo. 
2 

RT-PCR a tiempo real: pos, 

positivo; neg, negativo; d, dudoso. 
3 

Resultado tras el desafío: M, muerte; S, superviviente. 
4 

N.T., no testado. * 

Madres B6D2 que murieron tras ingerir crías infectadas. ** Cría Swiss que murió 19 días post-desafío. 

 Muestra CT
1 rtRT-PCR2 Resultado3 

Madre B6D2-rE-1 26,01 pos M 

Crías B6D2 1 >40 neg M 

 2 14,84 pos M 

 3 19,12 pos M 

 4 N.T.4 N.T.4 M 

 5 18,02 pos M 

 6 39,8 neg S 

Madre  B6D2-rE-2* 17,61 pos M 

Crías B6D2 1 35,72 neg M 

 2 15,92 pos M 

 3 22,95 pos M 

 4 19,18 pos M 

 5 26,66 pos M 

 6 22,48 pos M 

Madre  B6D2-rDIII-1* 18,98 pos M 

Crías Swiss 1 23,53 pos M 

 2 27,61 pos M 

 3 29,51 pos M 

 4 35,74 neg S 

 5 31,74 neg S 

Crías B6D2 1 15,39 pos M 

 2 10,28 pos M 

 3 14,66 pos M 

 4 11,76 pos M 

 5 17,56 pos M 

 6 37,54 neg S 

Madre B6D2-rDIII-2 39,97 neg M 

Cría Swiss 1 31,35 d M 

 2 >40 neg S 

 3 >40 neg S 

Crias B6D2 1 28,23 pos M 

 2 26,95 pos M 

 3 23,62 pos M 

 4 13,22 pos M 

Madre Swiss-rDIII-2 >40 neg S 

Cría Swiss 1** 30,76 d M 
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6. Discusión 

 

6.1 Caracterización de una colección de sueros equinos de México 

6.1.1 La reactividad cruzada de flavivirus: hándicap en el diagnóstico serológico 

El ensayo habitual y más cómodo en términos de tiempo y costes para el diagnóstico 

serológico del VNO es el ELISA (ver apartado 2.7.2), el cual se basa en la detección de 

inmunoglobulinas (principalmente IgM e IgG) frente a las proteínas estructurales del virus, 

que son las que concentran la mayor parte de los determinantes antigénicos virales por ser 

las más expuestas al reconocimiento inmune (Shi y Wong, 2003). Debido a las semejanzas 

entre las proteínas estructurales de flavivirus (Roehrig, 2003), las pruebas de ELISA no son 

específicas. Estas semejanzas antigénicas de los flavivirus se deben a que sus ciclos de 

transmisión precisan de dos hospedadores distintos: vectores artrópodos como transmisores 

y vertebrados como hospedadores amplificadores (Burke y Monath, 2001), lo que implica 

que  las proteínas estructurales (prM-E) deben servir para entrar en células muy distintas. 

Las restricciones intrínsecas a sus ciclos de replicación conllevan la búsqueda de soluciones 

similares y, consecuentemente, el que sus proteínas estructurales se parezcan, de manera que  

la respuesta inmune humoral generada frente a las mismas es, en algunos casos, similar. 

El problema de realizar un diagnóstico serológico específico es especialmente 

relevante si las muestras proceden de regiones donde circulan diversos flavivirus. Estas 

regiones se denominan entonces endémicas para flavivirus; término que en Virología no 

posee el mismo significado que en Ecología, donde hace referencia a la exclusividad de una 

especie en una región geográfica concreta. Al ser México un país endémico en flavivirus 

(www.dgepi.salud.gov.mx), para determinar la especificidad de las muestras equinas 

obtenidas en los estados mexicanos de Chiapas y Puebla, estas se analizaron tanto frente al 

VNO como frente a otros dos flavivirus (VESL y VILH) circulantes en el país y que 

pertenecen al mismo serocomplejo que el VNO. Para ello se utilizó el ensayo de inhibición 

de la hemaglutinación, HI (Beaty, Calisher y Shope, 1989), de manera que para definir un 

suero como VNO-específico el título de HI debió ser al menos cuatro veces mayor frente a 

éste que respecto a los otros dos virus incluidos en los ensayos. La elección de estos dos 

flavivirus se debió a que su presencia en México había sido descrita previamente (Goldsmith 

et al., 1979). De hecho, un estudio anterior había reportado evidencias de infección equina 

por VESL en Chiapas (Ulloa et al., 2003). Aunque la prueba idónea en el diagnóstico 

serológico diferencial para flavivirus es la PRNT (Beaty, Calisher y Shope, 1989), la 

aceptable especificidad del ensayo de HI, su mayor rapidez en la obtención de resultados y 
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el hecho de que use antígenos inactivados no infecciosos hacen que esta prueba sea una 

buena alternativa (Dauphin y Zientara, 2007).  

 

6.1.2 Seroprevalencia del VNO en México: expansión de la distribución viral  

Las muestras equinas (n = 288) caracterizadas en esta Tesis fueron recolectadas en la 

primavera de 2006 en los estados de Chiapas y Puebla. Hasta ese momento la presencia del 

VNO había sido descrita en otras regiones de México pero no en esos estados (Blitvich et 

al., 2003a; Estrada-Franco et al., 2003; Lorono-Pino et al., 2003). En el momento de la 

recolección de las muestras los animales no habían mostrado signos neurológicos, no habían 

realizado viajes de larga distancia, ni habían sido vacunados frente al VNO. Todas las 

muestras se analizaron en Madrid mediante ELISA y PRNT. Posteriormente, y merced a 

nuestra colaboración con el grupo de la UTMB (EE.UU.), parte de la colección (n = 138) fue 

analizada en sus instalaciones frente al VESL, al VILH y al VNO mediante ensayos de HI.  

La concordancia entre los resultados de ELISA y PRNT fue buena. Las pocas 

divergencias observadas podrían deberse a diversas razones. Así, la capacidad neutralizante 

de 16 muestras que resultaron IgG-negativas podría deberse a la presencia de 

inmunoglobulinas neutralizantes IgM, no analizadas en el estudio al no haberse detectado en 

los animales signos neurológicos, ni ninguna otra enfermedad reciente. En cualquier caso, 

excepto dos, todas estas muestras presentaron títulos PRNT90 bajos, y cuando parte de ellas 

(13/16) fue analizada mediante HI, sólo el 38.5% (5/13) resultó ser VNO-específica. Por 

otro lado, la única muestra definida como IgG-positiva y PRNT-negativa podría reflejar una 

infección con otro flavivirus distinto del VNO, el VESL o el VILH, circulante en la región y 

que no fue incluido en el estudio.  

Los valores de seroprevalencia frente al VNO detectados fueron relativamente 

elevados (31.9%). En un estudio previo sobre la presencia del VNO en México se sugería 

que la alta seroprevalencia detectada en equinos podría deberse a la sintomatología de 

afección neurológica del grupo de animales analizados (Estrada-Franco et al., 2003). 

Resultados posteriores de otro estudio epidemiológico realizado en una región distinta del 

país (Yucatán) definieron una seroprevalencia frente al VNO aún más elevada (>50%) en 

animales asintomáticos (Farfan-Ale et al., 2006). Los datos presentados en esta Tesis, fruto 

del análisis serológico de equinos asintomáticos, coinciden con el trabajo anteriormente 

referido, al mostrar una seroprevalencia elevada frente al VNO en México.  

En cualquier caso, las prevalencias observadas en las dos regiones estudiadas fueron 

distintas, 53.3% en Chiapas y 8% en Puebla. Esta diferencia muy probablemente sea un 
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reflejo de una menor actividad del VNO en Puebla, donde el virus habría llegado más 

recientemente. De hecho, la presencia del VNO había sido ya descrita en regiones cercanas a 

las localizaciones muestreadas en Chiapas (Figura 10) (Estrada-Franco et al., 2003), hacia 

donde podría haberse expandido con antelación, tal y como se había sugerido en otro trabajo 

que indicaba una posible introducción del VNO en la región nororiental de ese estado (Ulloa 

et al., 2003), cerca de las municipalidades analizadas en esta Tesis. Aunque las condiciones 

climáticas de las localizaciones muestreadas son muy similares, otros factores, como la 

ecología de los vectores, podrían también jugar un papel importante en las diferencias de 

seroprevalencia observadas entre ambas regiones. En cualquier caso, los resultados 

obtenidos demuestran la continua expansión de la distribución del VNO en el país. 

 

6.1.3 Elevada prevalencia, baja incidencia: el VNO en México 

 Las diferencias clínicas, en número y gravedad de casos, entre EE.UU. y los países 

centroamericanos y del Caribe son llamativas (Blitvich, 2008). Desde que fue descrita por 

primera vez su presencia en México hace siete años sólo se han reportado siete casos de 

encefalitis en humanos (www.portal.salud.gob.mx), con un único caso fatal que ha sido 

descrito recientemente, siendo el primer caso fatal en toda América Central, el Caribe y 

América del Sur (Rios-Ibarra et al., 2010). De modo similar, los registros de muertes de aves 

y/o equinos infectados por el VNO han sido anecdóticos. Entonces, ¿cómo se explica una 

elevada presencia del virus con una baja incidencia de la enfermedad tanto en humanos, 

como en équidos y aves?  

De acuerdo con Blitvich (2008), es posible que la menor disponibilidad de recursos 

por parte de los sistemas de salud pública de algunas de estas regiones, donde además se dan 

otras enfermedades de mayor impacto, haya contribuido a que infecciones por el VNO 

pasaran desapercibidas. En cualquier caso, no se han producido brotes epidémicos como los 

ocurridos en EE.UU. (Blitvich, 2008), con miles de afectados y elevadas tasas de mortandad 

en aves y équidos, que indudablemente no hubieran pasado desapercibidos. Así pues, es más 

probable que la disparidad observada se deba a la amplia distribución de otros flavivirus 

relacionados, y potencialmente cros-reactivos con el VNO, en la región (VDEN, VESL, 

VILH, Bussuquara, Rocio, Cacipacore,...). Siguiendo esta hipótesis, los individuos que 

hubieran estado previamente en contacto con alguno de estos flavivirus habrían podido 

adquirir inmunidad de forma natural frente al VNO. De hecho, en un trabajo reciente se 

sugiere que la limitada incidencia del mismo en el norte de México, una de las rutas de 

entrada del virus en el país (Deardorff et al., 2006), puede ser debida a la alta prevalencia de 

http://www.portal.salud.gob.mx/
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anticuerpos frente al VDEN en la población de la zona (Rodríguez Mde et al., 2010). Sin 

embargo, los équidos y las aves no son infectados por el VDEN lo que, unido a la baja 

prevalencia de los otros flavivirus en la región, hace improbable que la inmunidad adquirida 

frente a ellos contribuya a la resistencia frente al VNO en esta zona geográfica concreta 

(Blitvich, 2008). Otra posible alternativa sería el hecho de que, aparentemente, los aislados 

del VNO detectados en Centroamérica tienen una menor virulencia (Beasley et al., 2004a), 

aunque este es un tema controvertido ya que en la mayoría de éstos las diferencias en sus 

genomas con respecto a los aislados estadounidenses son mínimas (Deardorff et al., 2006). 

Con posterioridad a estos trabajos, las investigaciones de Brault et al. (2007) definieron un 

residuo en la proteína NS3 de los aislados norteamericanos (NS3-249Pro) como 

determinante crítico de virulencia en aves (cuervos americanos) que sería interesante 

determinar en los aislados mexicanos. A diferencia de cepas no virulentas, ese residuo 

también se encuentra en los aislados responsables de los brotes de encefalitis en Europa del 

Este de finales de los ´90 (Brault et al., 2007). Sin embargo, un trabajo recientemente 

publicado con las primeras cepas aisladas en España no ha encontrado relación entre la 

mutación NS3-249Pro y su virulencia en ratones (Sotelo et al., 2009).  

 

6.2 Selección de las secuencias del VNO a expresar 

 Puesto que uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral era el desarrollo de un sistema 

diagnóstico tipo ELISA basado en antígenos no infecciosos, se decidió producir la proteína 

E de la envuelta viral por ser la que contiene la mayoría de los determinantes antigénicos del 

virus (Roehrig, 2003; Wang et al., 2001a). El VNO es un virus con envuelta lipídica 

adquirida durante el proceso de salida de la célula infectada. En esta envuelta se embeben, a 

través de sus regiones hidrofóbicas C-terminales, dos proteínas estructurales sintetizadas por 

el virus: la prM y la E (Brinton, 2002). Las regiones hidrofílicas de ambas se sitúan hacia el 

exterior de la partícula viral y es a través de éstas que el virus interacciona con los receptores 

celulares, tanto para su adsorción a la membrana plasmática celular como, una vez dentro de 

la célula, para fusionar su membrana de la envuelta con las membranas endosomales 

celulares, y así verter la nucleocápsida al citoplasma (Burke y Monath, 2001). Por tanto, la 

prM y la E son las proteínas virales más expuestas contra las que el sistema inmune del 

huésped desarrolla el mayor número de anticuerpos. A pesar de que la prM acompaña a la E 

durante el proceso de maduración de la partícula viral, también se ha descrito que la E puede 

adquirir su conformación nativa al ser expresada sin su región transmembrana y en ausencia 

de prM (Ledizet et al., 2005).       
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 Respecto al dominio III, es la región de la proteína E involucrada en la interacción 

directa entre la partícula viral y su supuesto receptor celular (Chu et al., 2005) y en él se 

localizan los epítopos neutralizantes más potentes (Mehlhop y Diamond, 2008), lo que le 

convierte en un buen candidato vacunal (Chu, Chiang y Ng, 2007). Además, se trata de la 

región de la E que presenta mayores diferencias de secuencia entre flavivirus, por lo que 

podría ser utilizado para generar sistemas de detección serológica específicos (Beasley et al., 

2004b; Holbrook, Shope y Barrett, 2004).  

 

6.3 Producción proteica en el sistema de baculovirus  

El sistema de expresión heteróloga basado en baculovirus está en uso desde hace más 

de veinticinco años y ha sido utilizado para la producción de múltiples moléculas de variado 

origen y aplicación (Kost, Condreay y Jarvis, 2005). Su mayor ventaja con respecto a otros 

sistemas de expresión eucariotas es el elevado rendimiento obtenido (Condreay y Kost, 

2007). Respecto a los también muy productivos sistemas de expresión procariotas, la 

principal ventaja del sistema de expresión baculoviral consiste en ser capaz de realizar 

modificaciones post-traducción de los productos expresados.  

La expresión de proteínas recombinantes del VNO ha sido descrita previamente en 

bacterias (Beasley et al., 2004b; Wang et al., 2001b; Wang et al., 2002), células de 

mamífero (Davis et al., 2001; Muerhoff et al., 2004), células de Drosophila S2 (Ledizet et 

al., 2005; Lieberman et al., 2007; Muerhoff et al., 2004) y células de insecto infectadas con 

baculovirus recombinantes (Qiao et al., 2004). Esta última metodología de expresión 

permitió determinar la estructura cristalográfica de la proteína E del virus (Nybakken et al., 

2006). Sin embargo, la producción de proteínas recombinantes del VNO en larvas de insecto 

no ha sido descrita con anterioridad al desarrollo de esta Tesis.  

Las larvas como plataforma de biosíntesis ofrecen una serie de ventajas frente a las 

células de insecto que, básicamente, tienen que ver con la manipulación y los costes de 

producción; de manera que su manejo es más sencillo y se reducen las posibilidades de 

contaminación, manteniéndose los elevados niveles de producción de proteínas 

recombinantes. Los costes de producción se reducen con respecto a la expresión en cultivos 

celulares puesto que el mantenimiento de las larvas no precisa de medios de cultivo caros, ni 

de equipamientos complejos (van Oers, 2006). Otra ventaja de la expresión en larvas es la 

facilidad de escalar la producción en caso de precisar grandes cantidades de proteínas 

recombinantes. De todos modos, estas bio-factorías también presentan inconvenientes, 
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principalmente el hecho de que la purificación de las proteínas recombinantes es más 

compleja que cuando se usan sobrenadantes de cultivo de células infectadas.  

 

6.3.1 Expresión en células: secreción de los productos recombinantes  

El vector de clonaje utilizado en esta Tesis se basa en el plásmido comercial pFast-

Bac-1 de Invitrogen, que fue modificado de manera que bajo control del promotor muy 

tardío de la polihedrina (que regula la síntesis del producto recombinante insertado) se 

introdujo la secuencia del péptido señal de la melitina, el componente más abundante del 

veneno de la abeja europea, Apis melífera (Raghuraman, 2007). La melitina es un péptido de 

naturaleza anfipática cuya secuencia señal ya ha sido utilizada para mejorar la secreción de 

proteínas expresadas en células de insecto (Bielefeldt-Ohmann et al., 1997; Sisk et al., 1994; 

Tessier et al., 1991; Wang et al., 2001). En cambio, en el caso de las dos subunidades 

proteicas (rE y rDIII) obtenidas en esta Tesis, cuando los cultivos celulares se infectaron con 

el correspondiente baculovirus recombinante la secreción al medio sobrenadante de las 

proteínas no fue muy eficiente. Ambas construcciones fueron detectadas mayoritariamente 

en los sedimentos celulares, indicando que quedaban retenidas en el interior de las células 

durante el proceso de síntesis. Esto sucedió tanto con la proteína E, a pesar de que se 

seleccionó sólo su fragmento soluble (E1-452, ~ 50 KDa), como con el dominio III (E297-

406, ~ 12 KDa), de menor tamaño y no glicosilado. Dado que no se analizaron las 

secuencias N-terminales de las proteínas recombinantes obtenidas, no disponemos de datos 

sobre el posible procesamiento post-traducción de la señal de melitina. En cualquier caso, la 

retención intracelular de proteínas recombinantes expresadas con el péptido señal de 

melitina ya ha sido descrita previamente (Johansson et al., 1996; Reavy et al., 2000). 

Además, la ausencia de secreción podría también deberse a un proceso de agregación 

intracelular de los productos sintetizados por un exceso de expresión (Bozon et al., 1995).  

 

6.3.2 Expresión en larvas de insecto: purificación parcial de las subunidades 

 Como se ha comentado anteriormente, una posible desventaja del sistema de 

expresión en larvas es la recuperación de los productos recombinantes, ya que su extracción 

se debe realizar mediante homogenización de las larvas, exponiendo al alcance de las 

proteasas celulares los productos recombinantes. A pesar de esto, el análisis por Western 

blot de las construcciones recombinantes obtenidas a partir de extractos crudos de larvas no 

mostró degradación apreciable de las construcciones recombinantes, puesto que en todos los 

casos se detectó una banda única del tamaño esperado.  



Discusión 

103 

 

Durante el proceso de purificación de las proteínas recombinantes se observó, 

especialmente con la rE, que una parte importante de ésta quedaba retenida junto a 

membranas y deshechos celulares (Figura 18). Este hecho no se observó con el rDIII, cuatro 

veces más pequeño y no glicosilado, lo que hace suponer que la pérdida de eficacia al 

solubilizar la rE probablemente se deba al estado de glicosilación de la molécula. En estos 

momentos se están planificando experimentos específicos para abordar este punto. Los 

intentos de solubilizar los extractos larvarios con detergentes o la purificación de los 

sedimentos por las columnas de resina-Ni
2+

 no mejoraron el rendimiento. El rendimiento de 

la purificación del rDIII siempre fue mayor que el de rE.  

Tras la purificación parcial de las proteínas, los anticuerpos anti-VNO específicos 

detectaron dos bandas en la rE, una equivalente a la banda única detectada por el AcM anti-

His y la otra, de menor tamaño. Esta segunda banda detectada probablemente sea el 

resultado de la pérdida de un fragmento del extremo C-terminal de la proteína, que incluye 

el epítopo de 6 hisitidinas, durante los procesos de producción y/o purificación de la misma.  

 

6.4 Desarrollo de un sistema ELISA para detectar IgG anti-VNO 

El diagnóstico del VNO se realiza rutinariamente mediante ensayos serológicos 

(Dauphin y Zientara, 2007), ya que los síntomas clínicos de la enfermedad aparecen cuando 

la viremia ha pasado y generalmente no es posible la detección molecular del genoma viral 

(Sanchez-Seco y Navarro, 2005). Como se ha comentado anteriormente, y debido a la 

reactividad cruzada de los flavivirus, hay que recurrir a otras técnicas diagnósticas para 

conseguir un resultado específico, generalmente mediante el ensayo de neutralización en 

placa, PRNT (Beaty, Calisher y Shope, 1989). Esta es una técnica laboriosa que implica el 

uso de virus infectivo, con el consiguiente riesgo para el personal que lo maneja. Por su 

parte, la técnica de ELISA es más sencilla, permite el análisis de un elevado número de 

muestras en un tiempo reducido y ayuda a excluir las muestras negativas de los ensayos de 

neutralización confirmatorios. A raíz de la expansión viral en Norteamérica, en los últimos 

años se han desarrollado varios ELISAs para la detección de inmunoglobulinas anti-VNO en 

muestras humanas (Lorono-Pino et al., 2009; Malan et al., 2004; Tardei et al., 2000) y 

animales (Blitvich et al., 2003b; Davis et al., 2001; Ebel et al., 2002). 

El antígeno habitual utilizado en las pruebas de ELISA en la mayoría de laboratorios 

es virus inactivado obtenido a partir de cultivos celulares infectados o cerebros de ratones 

neonatos inoculados con el virus (Blitvich et al., 2003b; Ebel et al., 2002; Malan et al., 

2004; Tardei et al., 2000), al igual que ocurre con los ELISAs comerciales desarrollados, de 
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los que sólo uno utiliza antígeno recombinante no infeccioso (Hogrefe et al., 2004). Debido 

a las características zoonóticas de este patógeno, su manipulación debe realizarse en 

instalaciones con elevados niveles de contención biológica (NSB-3), dado que entraña 

riesgos inherentes para el personal expuesto al mismo (2002b) y siempre cabe la posibilidad 

de que se produzcan fugas durante su producción a gran escala. Por todo ello, resulta de gran 

relevancia disponer de un sistema de diagnóstico basado en antígenos no infecciosos que 

puedan ser utilizados sin ningún riesgo y de forma cómoda y sencilla. Además, la 

disponibilidad de antígenos no infecciosos puede dotar a grupos que carecen de las 

instalaciones para el manejo del virus infectivo de herramientas adecuadas para realizar un 

primer diagnóstico serológico del VNO de forma rápida, segura y fiable. 

 

6.4.1 Los extractos crudos larvarios como antígenos 

Los extractos crudos de las homogenizaciones de las larvas inoculadas, debido a la 

cantidad y variedad de proteínas que contienen, presentaron problemas de reactividad 

inespecífica, especialmente al ser testadas con sueros equinos. Aunque la transcripción de 

las construcciones recombinantes esté regulada por el promotor muy tardío de la polihedrina 

baculoviral y la expresión de éstas se vea favorecida (Friesen y Miller, 2001), en las 

homogenizaciones larvarias las proteínas recombinantes se encuentran diluidas junto a otras 

proteínas baculovirales y, sobre todo, junto a gran cantidad de proteínas de las larvas. En el 

caso del extracto rE-L, la inespecificidad se solventó pre-incubando las muestras con 

antígeno irrelevante (extracto de larvas sin inocular), de forma que el componente 

inespecífico del extracto quedaba mayoritariamente bloqueado y los sueros reconocían el 

componente viral cuando se añadían a las placas. Una vez optimizadas las condiciones del 

ensayo basado en rE-L con una pequeña serie de sueros seleccionados, se comprobó que 

gran parte del resto de sueros equinos de la colección procedente de México, los cuales 

habían sido previamente caracterizados como positivos en virtud a su reactividad en ELISA 

usando virus inactivado como antígeno, resultaron negativos con este sistema, de modo que 

se desestimó su uso.  

 Por su parte, los intentos de utilizar el extracto rDIII-L como antígeno nunca dieron 

resultados aceptables, ya que cuando se incubaron los sueros equinos (previamente 

caracterizados) sobre este antígeno, en general, no se observaron diferencias de reactividad 

entre los positivos y los negativos. Tampoco cuando se incubaron sueros murinos, que en 

todos los casos presentaban menos problemas de reactividad inespecífica. 
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6.4.2 Las proteínas purificadas rE y rDIII como antígenos: validación de los ELISAs 

basados en subunidades proteicas recombinantes  

La purificación parcial de las subunidades recombinantes a partir de los extractos 

larvarios permitió mejorar los sistemas de detección, de forma que el rDIII fue capaz de ser 

reconocido específicamente por los sueros positivos. Además, la reactividad de los sueros 

negativos sobre ambos antígenos recombinantes (rE y rDIII) se redujo ostensiblemente, 

mientras que la reactividad de los sueros positivos se mantuvo. En cualquier caso, la 

reactividad observada fue siempre mayor sobre la rE que sobre el rDIII, tal y como 

evidenció la evaluación antigénica de las proteínas recombinantes con una serie de 

anticuerpos monoclonales y policlonales de reactividad conocida. Salvo en un caso, siempre 

presentaron una mayor reactividad frente a la proteína E, de mayor tamaño y que alberga un 

mayor número de epítopos susceptibles de ser reconocidos. El único anticuerpo testado que 

mostró una reactividad mayor sobre el rDIII fue E24, que es un AcM DIII-específico 

(Oliphant et al., 2007).  

La validez de las proteínas recombinantes purificadas rE y rDIII como antígenos 

diagnósticos se confirmó por comparación con los resultados obtenidos, utilizando como 

antígeno el virus inactivado (VNOi), con la colección de sueros equinos de México. Los 

resultados de los ensayos de ELISA fueron posteriormente confirmados mediante su 

comparación con los resultados obtenidos con el test serológico de referencia, PRNT (Beaty, 

Calisher y Shope, 1989). Los valores de concordancia (90%), especificidad (94.4%) y 

sensibilidad (88.1%) obtenidos con el ELISA basado en la rE con respecto a la prueba de 

referencia fueron buenos. Entre los 60 sueros analizados, sólo cinco fueron IgG-negativos y 

PRNT-positivos. Tres de esos cinco sueros resultaron positivos sobre el VNOi, por lo que la 

capacidad neutralizante de los otros dos pudo deberse a la presencia de otro tipo de 

inmunoglobulinas anti-VNO (por ejemplo, IgM) no testadas. Las únicas tres muestras 

divergentes entre el ensayo basado en el VNOi y el basado en la rE, dieron valores de P/N 

muy cercanos al umbral del ELISA: ligeramente positivos sobre VNOi y ligeramente 

negativos sobre rE, y además todas presentaron títulos de neutralización bajos (PRNT90 = 

40), justo en el valor umbral del ensayo de neutralización. La única muestra que resultó IgG-

positiva y PRNT-negativa, tanto sobre el VNOi como sobre el rE, podría ser a consecuencia 

de que presentara reactividad cruzada con otro flavivirus presente en la zona en el momento 

del muestreo. 

Por otro lado, la sensibilidad del rDIII (45.2%) fue muy inferior a la mostrada por los 

otros antígenos (rE o VNOi), ya que apenas reconoció la mitad de las muestras PRNT-
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positivas. A diferencia de lo reportado por Beasley et al. (2004), al testar especímenes 

diagnósticos sobre el rDIII, la correlación obtenida con la prueba de referencia PRNT no fue 

buena (concordancia 62.5%, κ = 0.33), como tampoco lo fue con respecto a los ensayos 

basados en la rE (68.3%, κ = 0.42) o el VNOi (63.3%, κ = 0.35). En resumen, los resultados 

obtenidos desestiman la utilización del rDIII como antígeno diagnóstico, lo que tiene sentido 

si se considera que la caracterización de repertorios naturales de anticuerpos monoclonales 

anti-VNO humanos (Oliphant et al., 2007; Throsby et al., 2006) y equinos (Sánchez et al., 

2007), así como la generación de repertorios de anticuerpos monoclonales murinos 

(Oliphant et al., 2005) demuestran la inmunodominancia de los dominios I y II de la 

proteína E. Aunque los anticuerpos más neutralizantes se hayan localizado en epítopos del 

dominio III (Beasley y Barrett, 2002; Oliphant et al., 2005), esto no significa que sean los 

más abundantes. De hecho, podría ser una estrategia de “supervivencia viral” al dirigir la 

respuesta inmune humoral, componente fundamental de la respuesta del hospedador frente a 

la infección (Diamond et al., 2003a), hacia determinantes antigénicos no neutralizantes o 

débilmente neutralizantes (Oliphant et al., 2006). En contraste, el ELISA basado en el rE 

mostró unos parámetros de sensibilidad y especificidad buenos cuando se compararon con 

los del VNOi y el PRNT, lo que demuestra su utilidad para el análisis de la presencia de 

anticuerpos anti-VNO en muestras de suero equinas y murinas. Es más, datos recientes 

obtenidos en el laboratorio han confirmado su utilidad cuando se ha ensayado con muestras 

séricas de aves infectadas tanto experimentalmente como de forma natural. 

La importancia de la vigilancia epidemiológica en muestras aviarias, equinas, y 

humanas está fuera de duda. Poseer datos fiables y consistentes sobre la incidencia y 

prospectiva de aparición del virus en una región ayuda de forma indudable a la prevención y 

preparación de los sistemas de salud ante un posible episodio epidemiológico (Blitvich, 

2008). Aunque su impacto en la población haya sido relativamente bajo hasta ahora, la 

enfermedad causada por el VNO puede ser mortal o dejar secuelas neurológicas severas, 

especialmente en pacientes inmuno-senescentes (ancianos y personas inmuno-

comprometidas) (Sejvar, 2007). Además, tal y como puso de manifiesto su aparición en el 

continente americano, conlleva una gran alarma social, sin olvidar que, dada la gran 

plasticidad de los virus ARN, la posibilidad de la aparición de cepas más virulentas y 

patogénicas siempre está presente. Por todo ello, la vigilancia epidemiológica del virus es 

importante para detectar brotes epidémicos estacionales y poder desarrollar de manera 

eficiente las tareas de prevención y control de la enfermedad (Lindsey et al., 2010).  
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6.5 Eficacia protectora de los antígenos recombinantes en el modelo murino  

 Las vacunas que utilizan subunidades proteicas como inmunógenos se basan en la 

inoculación de las proteínas virales más inmunogénicas (generalmente las proteínas 

estructurales), junto a compuestos adyuvantes que colaboran en el desarrollo de respuestas 

inmunes potentes, cuya especificidad sería aportada por las subunidades inoculadas. La 

mayoría de los determinantes antigénicos descritos en las proteínas estructurales de los 

flavivirus están involucrados en el reconocimiento por anticuerpos (respuesta humoral) 

(Roehrig, 2003). Aunque la inmunidad celular es importante durante la infección por el 

VNO (Shrestha y Diamond, 2004), la respuesta humoral neutralizante es generalmente 

considerada como el mejor parámetro para medir la eficacia de los candidatos vacunales.  

Las dos desventajas principales que se achacan a la inmunización con subunidades 

proteicas son: su incapacidad, en ciertas circunstancias, de generar una respuesta inmune 

eficiente y el requerimiento de inmunizaciones múltiples para mantener los niveles de ésta 

(Dauphin y Zientara, 2007). La capacidad inmunogénica y protectora de las subunidades 

proteicas administradas con adyuvantes ha sido demostrada en diversos modelos animales 

(Bonafé et al., 2009; Lieberman et al., 2007; Lieberman et al., 2009); además, la longevidad 

de la respuesta neutralizante inducida, considerada el parámetro de eficacia de las vacunas 

frente al VNO, también ha sido demostrada ya en hámsteres (Watts et al., 2007) y caballos 

(Ledizet et al., 2005). Así mismo, se ha descrito la existencia de epítopos de células T en el 

DIII del VEJ, necesarios para asegurar una protección duradera (Verma et al., 2009; Wu et 

al., 2003). De hecho, actualmente hay un candidato a vacuna anti-VNO humana de este tipo 

en fase I de ensayos clínicos (www.clinicaltrials.gov). 

Las subunidades proteicas obtenidas en esta Tesis a partir de larvas inoculadas con 

baculovirus recombinantes y parcialmente purificadas fueron capaces de originar inmunidad 

estéril en todos los animales inoculados con las mismas, independientemente de la dosis 

utilizada (2, 10 ó 30 µg/animal), y originaron una protección eficaz, tal y como demuestran 

los resultados del ensayo de neutralización in vivo con ratones neonatos (apartado 5.12.2). 

Los niveles de anticuerpos neutralizantes inducidos con sólo dos inoculaciones fueron 

suficientes para proteger el 95% de éstos de un desafío intracraneal letal con una cepa 

neurovirulenta del VNO.  

A pesar de que los animales inoculados con el rDIII presentaron títulos de ELISA 

más bajos, no hubo diferencias entre los títulos de neutralización y la capacidad protectora 

de ambas subunidades. Es más, las ratonas inmunizadas con apenas 2 µg del rDIII/animal 

presentaron mejor capacidad neutralizante in vitro que el grupo de ratonas que recibió la 
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misma cantidad del rE. Las reactividades más altas en ELISA obtenidas con los sueros de 

los animales inoculados con el rE eran esperables, al contener ésta un mayor número de 

epítopos reconocibles y haberse usado el ELISA basado en ella para la detección de IgG 

anti-VNO.  

Los mayores brotes epidémicos del VNO se han producido en EE.UU. (Blitvich, 

2008). Sin embargo, tras el pico de infecciones en 2003, el número de casos diagnosticados 

ha descendido paulatinamente en años posteriores (www.cdc.gov/westnile). Considerando la 

relativa baja incidencia de la enfermedad y los elevados costes de desarrollo, la utilidad 

(coste-efectividad) de un programa de vacunación generalizado es incierto (Zohrabian, 

Hayes y Petersen, 2006). Aún así, las autoridades sanitarias no descartan el desarrollo de 

programas de vacunación, especialmente los dirigidos a los sectores poblacionales que se 

encuentran en mayor riesgo de padecer los cuadros clínicos más graves de la enfermedad 

(encefalitis y meningoencefalitis), es decir, ancianos y pacientes inmunodeprimidos. Se 

trataría pues de desarrollar una vacuna de bajos costes, eficaz y muy segura. Hasta la fecha, 

se han desarrollado numerosos candidatos vacunales frente a la infección por el VNO 

basados en diversas estrategias (ver apartado 2.9). Si se tienen en cuenta las características 

concretas del sector poblacional (inmunológicamente débil) receptáculo de las posibles 

vacunas, la seguridad de éstas debe ser máxima y, a su vez y por el mismo motivo, su 

capacidad inmunogénica elevada. Ambos requisitos son eficientemente alcanzados por una 

estrategia de inmunización con subunidades adyuvadas, donde la capacidad inmune del 

hospedador es amplificada y dirigida hacia los epítopos de neutralización viral más potentes. 

Frente a otros sistemas de producción de proteínas heterólogas (ver apartado 6.3) utilizar 

larvas como bio-factoría garantizaría unos costes de producción más bajos.  

En concordancia con algunos trabajos publicados durante el desarrollo de esta Tesis 

(Chu, Chiang y Ng, 2007; Martina et al., 2008; McDonald et al., 2007), los resultados 

obtenidos aquí indican que ambas proteínas recombinantes (rE y rDIII) son buenos 

candidatos vacunales frente al VNO, dado que las dos protegen completamente y por igual 

frente a la infección con el virus. En relación con otros flavivirus, como por ejemplo el 

VDEN, se ha descrito que este tipo de inmunizaciones con subunidades podría dar lugar a un 

proceso de aumento de la infección mediada por anticuerpos (antibody-dependent 

enhancement of infection, ADE) (Thomas et al., 2006). A pesar de que en el caso del VNO 

este fenómeno sólo ha podido ser demostrado in vitro con cantidades sub-neutralizantes de 

algunos anticuerpos dirigidos frente a los dominios I y II de la proteína E (Klasse y Burton, 

2007), su efecto in vivo no se puede descartar completamente. La inmunización 

http://www.cdc.gov/westnile
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convenientemente adyuvada con una región tan vulnerable para el virus como el DIII, y que 

ofrece la seguridad de no conllevar ningún riesgo de ADE, sería por tanto un candidato 

vacunal muy idóneo (Throsby et al., 2007). 

 

6.5.1 Vías de transmisión vertical de la inmunidad: intrauterina y transplacentaria  

La transmisión pasiva de la inmunidad frente al VNO ha sido previamente descrita 

en aves (Baitchman, Tlusty y Murphy, 2007; Gibbs et al., 2005). En mamíferos, la 

inmunidad materna, principalmente inmunoglobulinas IgG e IgA, puede ser transferida a las 

crías a través de la placenta y durante la lactancia (Hasselquist y Nilsson, 2009). En esta 

Tesis se ha demostrado que la transmisión de la inmunidad adquirida por las ratonas 

inmunizadas con las proteínas rE o rDIII se produce por ambas rutas, de las cuales, la 

inmunidad adquirida por lactancia protegió a un porcentaje mayor de crías; si bien hay que 

tener en cuenta que al producirse los partos entre la segunda y tercera inmunizaciones 

(Figura 29), los niveles de inmunidad adquiridos por vía transplacentaria se debieron tan 

sólo a dos inmunizaciones. En contraste, las crías que lactaron de madres inmunizadas 

pudieron adquirir de forma pasiva una inmunidad inducida por tres inmunizaciones 

sucesivas. Para que la inmunización materna proteja a las crías, los niveles protectores de 

IgG específica deben encontrarse en la madre en el momento de la transmisión, dependiendo 

ésta del periodo de tiempo en el que la inmunización materna es efectiva (Simister, 2003). Si 

se considera que la respuesta IgG se desarrolla entre 5 y 7 días post-inmunización, las crías 

que fueron inmunizadas por vía uterina dispusieron de un intervalo de tiempo menor en el 

que los niveles de IgG anti-VNO en las madres sería máximo (Figura 29) en comparación 

con el tiempo del que dispusieron las lactantes. 

La capacidad neutralizante in vitro de los sueros de madres inmunizadas fue menor 

que la de las ratonas no cruzadas inmunizadas con las mismas cantidades de rE o rDIII, por 

lo que la gestación podría estar alterando su capacidad de respuesta inmunitaria tal y como 

ha sido observado previamente (Córdoba et al., 2007). En cualquier caso, todas las madres 

inmunizadas sobrevivieron al desafío realizado 30 días después del parto, en contraste con el 

100% de mortandad observado entre las ratonas cruzadas no inmunizadas (cepa B6D2), 

desafiadas en el mismo momento. La menor capacidad protectora conferida por las ratonas 

que fueron inmunizadas con el rDIII podría deberse al menor título de anticuerpos 

neutralizantes que alcanzaron, y que afectó principalmente a las crías inmunizadas por vía 

transplacentaria. 
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7. Conclusiones 

 

1. La infección con el VNO continúa expandiéndose por México, tal y como confirma la 

detección, por primera vez, de anticuerpos específicos frente al mismo en muestras séricas de 

caballos procedentes de los estados mexicanos de Chiapas y Puebla, donde la actividad del 

virus no se había reportado con anterioridad.  

 

2. La proteína de la envuelta (E) del VNO, y el dominio III (DIII) de ésta, se expresan 

eficazmente en células de insecto Sf21 y larvas de Trichoplusia ni infectadas con los 

baculovirus recombinantes rBac-Es y rBac-DIII correspondientes, si bien el rDIII lo hace de 

manera más eficaz y con un mayor rendimiento. 

 

3. Las proteínas recombinantes rE y rDIII son reconocidas por anticuerpos específicos 

frente al VNO desarrollados por animales infectados tanto de forma experimental como 

natural, si bien la sensibilidad de rDIII es muy inferior a la de rE, lo que descarta a aquel 

como posible antígeno de uso diagnóstico. 

 

4. El ELISA basado en el uso de la proteína E recombinante parcialmente purificada 

como antígeno presenta una muy buena sensibilidad y especificidad, así como una buena 

concordancia, tanto con el sistema de ELISA basado en el uso de virus inactivado 

habitualmente utilizado en los laboratorios, como con el sistema de referencia diagnóstica de 

neutralización mediante reducción de placa de lisis. Por ello, el ELISA optimizado en esta 

Tesis es una herramienta diagnóstica útil para el escrutinio inicial de sueros sin que se 

requieran instalaciones de bioseguridad. 

 

5. Las dos proteínas recombinantes obtenidas, rE y DIII, son inmunógenos eficaces que 

originan títulos elevados de anticuerpos neutralizantes específicos en ratones inmunizados, los 

cuales resultan protegidos frente al desafío con una dosis letal del VNO, siendo por tanto 

ambos buenos candidatos vacunales. 

 

6. La inmunidad adquirida por ratonas gestantes inmunizadas con ambas proteínas 

recombinantes se transmite verticalmente a su descendencia, tanto a través de la placenta 

como por lactancia, confiriéndole protección frente a la infección con el VNO.            
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SUMMARY

West Nile virus (WNV) was probably introduced in southern and northern Mexico from the

USA in two independent events. Since then, WNV activity has been reported in several Mexican

states bordering the USA and the Gulf of Mexico, but disease manifestations seen there in

humans and equids are quite different to those observed in the USA. We have analysed WNV

seroprevalence in asymptomatic, unvaccinated equids from two Mexican states where no data

had been previously recorded. WNV IgG antibodies were detected in 31.6% (91/288) of equine

sera from Chiapas and Puebla states (53.3% and 8.0%, respectively). Analysis by plaque

reduction neutralization test (PRNT) showed good specificity (99.4%) and sensitivity (84.9%)

with the ELISA results. Further analyses to detect antibodies against three different flaviviruses

(WNV, St Louis encephalitis virus, Ilheus virus) by haemagglutination inhibition (HI) tests on a

subset of 138 samples showed that 53% of the 83 HI-positive samples showed specific reaction to

WNV. These data suggest continuous expansion of WNV through Mexico.

Key words : Emerging viruses, serology, viral expansion, viruses, zoonoses.

West Nile virus (WNV), a flavivirus of the Flavi-

viridae family [1, 2], was first isolated in Uganda in

1937 [3]. WNV is endemic in Africa, the Middle East

and western Asia and, nowadays, also in North

America, where it was first reported in 1999 [2, 4]. The

virus is responsible for encephalitis outbreaks involv-

ing birds, horses and humans, and it has caused over

1000 human deaths in the USA (http://www.cdc.gov).

Since 1999, WNV has dispersed widely and it has

already been isolated in Central and South America

[2, 4, 5]. Its natural transmission cycle is maintained in

a cycle between mosquitoes, mainly from the Culex

genus, and birds. However, other vertebrates such as

humans and horses are incidental hosts, as they do

not reach viraemia levels high enough to infect feed-

ing mosquitoes [4].

The first serological evidence of WNV activity in

Mexican horses was observed in 2002 in states that
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Abstract Hepatitis E virus (HEV) is a fecal-orally

transmitted virus that is endemic in many geographical

areas with poor sanitary conditions and inadequate water

supplies. In Europe, a low-endemic area, an increased

number of autochthonous sporadic human cases of patients

infected with HEV strains of genotype 3, have been

reported lately. The relatively high prevalence of HEV

genotype 3 infections in European pigs has raised concerns

about a potential zoonotic transmission to humans. Deter-

mination of HEV seroprevalence in pigs would help to

clarify its incidence and possible zoonotic implications. To

this purpose, we have expressed and partially characterized

swine genotype 3 HEV open reading frame-2 proteins upon

infection of Sf21 insect cells with recombinant baculovi-

ruses. The use of the expressed proteins as diagnostic

antigens for the detection of antibodies to HEV has been

further assayed with human and swine sera.

Keywords Zoonosis � Emerging virus � Immunogenicity �
ELISA

Introduction

Hepatitis E is an infection with clinical and epidemiolog-

ical features of acute hepatitis. The causative agent, the

hepatitis E virus (HEV), is a spherical, non-enveloped viral

particle of around 32–34 nm in diameter, the genome of

which is a single-stranded RNA molecule of positive

polarity of approximately 7.2 kb, containing three over-

lapping open reading frames (ORF) and a 30poly (A) tail

(Pintó and Saiz 2007; Worm et al. 2002).

HEV is a fecal-orally transmitted pathogen that causes

frequent epidemics in areas with inadequate water supplies

and poor sanitary conditions (Pintó and Saiz 2007). However,

an increased number of indigenous HEV cases have recently

been reported in several European countries (Borgen et al.

2008; Buti et al. 2004; Dalton et al. 2008; Herremans et al.

2007a; Mansuy et al. 2004; Preiss et al. 2006; Widdowson

et al. 2003). In contrast to what is seen in endemic areas,

where the infecting viruses usually belong to genotype 1 or 2,

these indigenous infections are mainly caused by genotype 3

strains (Pintó and Saiz 2007; Worm et al. 2002).

The detection of HEV infection in pigs that shed high

quantities of virus in feces and the genetic similarity

between human and swine strains from the same geo-

graphical region raised concerns about a possible zoonotic

potential for HEV (Meng 2003), which was further con-

firmed in people who ate uncooked deer meat or liver from

pork or wild boar (Tei et al. 2003; Yazaki et al. 2003;

Matsuda et al. 2003). Latter on, HEV-RNA and infectious

virus have been detected in commercial pig livers sold in

local grocery stores (Bouwknegt et al. 2007b; Feagins et al.

2007; Yazaki et al. 2003).

In addition, several studies have found a higher prevalence

of HEV antibodies in veterinarians and swine farmers than in

control groups, suggesting that people in close contact with
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