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RESUMEN

El presente trabajo es un estudio descriptivo de corte transversal con el objetivo
principal de subtipificar el serotipo 1 del DENGUE (DENV 1) que ha circulado en
Managua, Nicaragua desde el afio 2003 — 2005.

La subtipificacion fue basada en el método de biologia molecular RSS - PCR
(Restriccion del sitio especifico PCR) que usa oligonucleotidos que reconocen los sitios

de restriccion de las endonucleasas en la regidon E del genoma viral.

Se analizaron un total de 13 cepas de DENV 1 que formaban parte del banco de cepas
de referencia del Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR) — MINSA y que
fueron recolectadas en Managua en el periodo de 2003 al 2005. Los resultados
obtenidos muestran que los subtipos de DENV 1 que han circulado en Managua son el
A2 y B de origen asiatico, y que es muy probable que este circulando un subtipo aun no

ha sido reportado en estudios previos.
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INTRODUCCION
El virus del dengue consta de una cadena simple de ARN y pertenece a la familia de
flavivirus; tradicionalmente se le ha clasificado en cuatro serotipos, designados DENV1,
DENV 2, DENV 3, y DENV 4, basandose en caracteristicas antigénicas. Numerosos
métodos moleculares incluyendo RNasa T1, oligonucleétidos fingerprinting [69],
secuenciacion genomica [65,64], Chemical Cleavage y analisis con enzimas de
restriccion [70], han demostrado variaciones en la cadena genética de cada serotipo

dividiéndoles en distintos subtipos genéticos. [4,5]

Cada serotipo consta de diferentes subtipos genéticos, asi el DENV 1 esta formado por
cuatro variantes designadas Al y A2 (Patron asiatico), B (Patron Tailandés) y C
(Patrén Americano) [5]. El serotipo DENV 2 posee las variantes A, Cepas de caribe
(1981), Jamaica (1981-1983), Puerto Rico (1984-1986) y Republica Dominicana (1986).
B, Tailandia (1964-1985), dividido en 2 subgrupos. C, Contiene 3 cepas de Trinidad
(1978-1982). D, 14 cepas de filipinas (1981-1984). E, Dividido en 3 patrones: Sri Lanka
(1982-1985) Indonesia (1975-1985) Filipinas (1982-1985). F, Pacifico sur asiatico
(Tahiti1971-1972) Tonga (1974), y Fiji (1971) asi como cepas aisladas antes de (1981)
de Puerto Rico (1969-1977). G, Dos cepas de Africa de la Republica de Guinea (1981)
y Senegal (1970). DENV 3 comprende los subtipos A, Indonesia y Filipinas (1976-1984)
B, Tailandia (1973 - 1985) y Filipinas. C, Sri Lanka (1981-1985), Centro América:
Nicaragua (1995-1998), Guatemala (1997), ElI Salvador (1998). Y DENV 4 esta
divididas en A1y A2 (Tailandia 1977- 1984, 1988) y B (México y Caribe) [5]. Técnicas
de biologia molecular como el RSS — PCR identifican estos subtipos usando
oligonucleotidos disefiados en base al sitio de restriccion de enzimas en una regién del

genoma viral.

En Nicaragua entre los afios de 1985 a 1990 se notificaron un promedio anual de

3,838 casos de dengue y dengue hemorragico; del 2001 al 2002 se reportaron cerca de RS
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3,065 casos [1]. En el afo 2003 los casos reportados fueron de 2797. Durante este afio
se dio la circulacion del serotipo DENV 1, que no habia circulado en el pais desde hace
15 anos. En el afno 2004 los casos confirmados por dengue se redujeron a menos de
1000. La cantidad de casos reportados aumento considerablemente en el aino 2005

reportandose 5 casos de muerte por Dengue, confirmadas por laboratorio. [55]

Los métodos de diagndstico para dengue en el laboratorio juegan un papel fundamental
en el monitoreo epidemiologico de la enfermedad ya que estos permiten establecer
programas de vigilancia epidemioldgica y detectar los diferentes serotipos de virus de

dengue que circulan en una region determinada. [3]

Entre los principales métodos para el diagndstico del dengue estan: métodos
seroldgicos, los métodos virolégicos y métodos moleculares todos ellos completados
con la evaluacion clinica.

|

El movimiento de los 4 serotipos entre regiones geograficas diferentes es un elemento
muy importante en la epidemiologia de la enfermedad, los brotes frecuentemente son
seguidos de la introduccién de nuevos genotipos de serotipos en las areas donde la
inmunidad a este serotipo es baja. En la regién de las Américas se han identificado
virus que son genéticamente iguales a virus de otras partes del mundo. Por
consiguiente, es importante supervisar la distribucion y movimiento de estas cepas y
determinar si uno 0 mas de los subtipos estan asociados con la enfermedad severa.
[56]

La subtipificacion es una herramienta poderosa para determinar la distribucion
geografica y comprender la epidemiologia de la enfermedad. En la fiebre por dengue y
DH/SCD, en la cual no existen modelos animales apropiados, basados en la poblacion
afectada, ésta puede ser utilizada para subtipificar e identificar factores virales que se

asocien a la severidad de la enfermedad. [6]
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La caracterizacion de las diferentes cepas, usualmente requiere de una intensa labor
que implica costosos procedimientos de tipificacion, que son dificiles de ejecutar al
mismo tiempo que dura un periodo epidémico. El RSS — PCR (llamado restriccion del
sitio especifico — PCR) consiste en una sola reverso transcripcion y amplificacion
usando cuatro cebadores que reconocen secuencias polimorficas de los sitio de
restriccidon en la regién E del virus, el producto de RT — PCR genera diferentes patrones

de bandas electroforéticas para diferentes cepas.

ElI RSS — PCR es un método rapido y sencillo que requiere de un minimo equipamiento
de laboratorio y de pocos reactivos, lo que lo convierte en una poderosa herramienta
epidemiolégica para estudiar las variantes genéticas del virus Dengue 1 y su

distribucion global.[6]

En nuestro medio existen muy pocos datos sobre el uso del RSS - PCR como
herramienta epidemioldgica. Entre los mas importantes podemos citar el trabajo de
tipificacion molecular del virus de Dengue durante la epidemia de 1998 en Nicaragua
realizado por Angel Balmaseda et al 1998 en el que se subtipifico el virus DENV 2 y
DENYV 3 [66]. El trabajo mas reciente realizado por Harris et al 1999, que demostré la
presencia de los diferentes patrones de DENV 1(A1, A2, B, C) en distintas regiones
geograficas (Filipinas, Tailandia, Indonesia, México, Brasil, Aruba, Puerto Rico, Sri
Lanka, Nigeria y Jamaica) y la presencia del patron B den DENV 4 en Nicaragua que

es la misma cepa que circula en México y Puerto Rico. [5] (Ver anexo |)

La ocurrencia de nuevas epidemias del dengue todos los afios enfatiza la necesidad de

un método sencillo que facilite la caracterizacion rapida del aislamiento viral.

En este estudio se presenta la aplicacion del RSS — PCR que permite hacer un
monitoreo del serotipo DENV 1 para conocer el origen del patrén (asiatico, americano
y/o Tailandés) que ha circulado en nuestro pais desde su reaparicion en afio 2003
hasta el afio 2005.
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Al mismo tiempo esperamos que este trabajo permita hacer estudios posteriores para

asociar la severidad de la enfermedad con el patrén encontrado.

OBJETIVOS

1. Determinar el patrén de los subtipos de DENV 1 que ha circulado en Managua,

Nicaragua en los afios 2003 —2005.

2. Comprobar la especificidad de los oligonucleotidos de restriccion para cepas de

DENV 1 aisladas en Managua, Nicaragua.
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MARCO TEORICO

DISTRIBUCION

Los primeros relatos histéricos sobre el dengue, mencionan la isla de Java en 1779 y
Filadelfia (E. U. A) en 1780, como los primeros lugares donde se reconocieron brotes

la enfermedad. En América, los relatos sobre esta dolencia datan de mas de 200 afios.

Después de la Segunda Guerra Mundial, el dengue se expandié rapidamente, debido a
la presencia de varios factores: el crecimiento acelerado de la poblacion, la
urbanizacién no planificada, la alta densidad del vector asi como el incremento en el
comercio y de los viajes a todas partes del mundo, que facilité el traslado de individuos

virémicos de un area a otra. [3]

El sindrome mas severo del dengue, la Fiebre hemorragica del Dengue (FHD), es
fundamentalmente un fenémeno de este siglo. Fue reconocida por primera vez como
un sindrome distinto en las Filipinas en 1954, a partir de entonces se ha visto un
aumento marcado en la incidencia de FHD con respecto al dengue clasico en muchos
paises. En 1958, Tailandia reportdé su primera epidemia documentada de FHD. La
enfermedad se expandié mas tarde a otras naciones de Asia; al menos 12 paises de
Asia y el Pacifico reportaron epidemias de FHD y en muchos de ellos la enfermedad ha
sido un problema de salud y la causa principal de hospitalizaciéon. En las Américas, la
incidencia de las infecciones por el virus del dengue se ha incrementado bruscamente
a partir de 1960. [3]
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En la década de 1980, la FHD comenzé una segunda expansion dentro de Asia,
cuando Sri Lanka, la India y las Islas Maldivas reportaron sus primeras epidemias.
Después de una ausencia de 35 anos, ocurren epidemias en Taiwan y en la Republica
Popular China en 1980. [3]

En Singapur hubo una reaparicion de la FD/FHD entre los afios 1990-94, después de
un programa desarrollado que previno la transmision de su agente etiolégico por mas
de 20 afos. En todos los paises de Asia donde la FHD es endémica las epidemias se

han agravado en los ultimos 15 afos. [3]

En el Pacifico, los virus del dengue fueron reintroducidos en los afos 70, después de
mas de 25 anos sin notificaciéon de casos confirmados. La actividad epidémica causada

por todos los serotipos se ha identificado como la mayor para muchas de estas islas.

[3]

A pesar del bajo reporte de dengue en Africa, las epidemias de FD causadas por todos
los serotipos se han incrementado a partir de 1980. Ha habido mucha actividad en el
este africano, y se reporté una gran epidemia en Kenya (1982, DENV 2), Mozambique
(1985, DENYV 3), Djibouti (1991-1992, DENV 2), Somalia (1982-1983, DENV 2) y Arabia
Saudita (1994, DENV 2). No se han reportado epidemias en el Norte de Africa y el
Medio Oriente. [3]

La emergencia de la FD/FHD como un problema mayor de salud ha sido mas

dramatico en las Américas. [3]

En un esfuerzo por prevenir la Fiebre Amarilla Urbana, la Organizacion Panamericana

de la Salud (OPS) organizé una campana para erradicar el mosquito Aedes aegypti de i,

10
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América Central y del Sur en los afios 1959-1960 [14]. Como resultado, ocurrieron
esporadicamente epidemias de dengue sélo en algunas islas del Caribe durante ese
periodo. El programa de erradicacién del mosquito fue oficialmente descontinuado en
1970. Como consecuencia esta especie de mosquito comenzé a reinfectar paises en
los cuales habia sido erradicado. En 1999, la distribucién geografica del Aedes aegypti

era mucho mas amplia que antes del programa de erradicacion. [3]

En 1970, en las Américas unicamente estaba presente el DENV 2, a pesar de que el
DENV 3 tenia una distribucion focal en Colombia y Puerto Rico. En 1977 se introduce
el DENV 1, lo que tuvo como consecuencia una pandemia en la region durante un
periodo de 16 afos. En 1981 se introduce el DENV 4, causando igualmente epidemias,
principalmente en el Caribe [15]. En 1981, una cepa de DENV 2 proveniente del
Sudeste asiatico provoco la primera gran epidemia de FHD en las Américas. Una cepa,
también de origen asiatico, se expandidé rapidamente por la regiéon y causd brotes
epidémicos de FHD, 8 afios después de la primera epidemia de FHD, en Venezuela,
Colombia, Brasil, Guyana Francesa, Surinam y Puerto Rico. Para 1997, 18 paises de
Ameérica habian reportado casos confirmados de FHD, que ahora es endémica en

muchos de esos paises. [3]

El virus DENV 3 reaparecio recientemente en las Ameéricas, después de una ausencia
de 17 anos. Este serotipo fue el primero que se detecté asociado con epidemias de
Dengue/FHD en Nicaragua, en 1994. Casi simultaneamente, el DENV 3 fue confirmado
en Panama y en 1995 en Costa Rica. En Nicaragua hubo un numero considerable de
casos asociados con la epidemia, los cuales fueron causados aparentemente por

DENV 3. En Panama y Costa Rica, los casos fueron de dengue clasico. [3]

Considerando que el serotipo DENV 3 estuvo ausente de esta region desde 1977, y

que la introduccidén de una nueva cepa esta relacionada con la ocurrencia de casos y

epidemias de FHD/SCD, la situacion en el area se vuelve mas seria si se tiene en ¥ ~

11
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cuenta que en las Américas la mayoria de la poblacién, particularmente aquélla por
debajo de 17 anos, es susceptible a este serotipo. Luego de hacer la caracterizacion
genética de la cepa aislada, Guzman y col, reportan su clasificacibn como
perteneciente al grupo de cepas de dengue 3 aisladas en el sudeste asiatico, y que se

han asociado a casos de dengue hemorragico. [3]

Ya en 1997, el dengue se habia convertido en la enfermedad viral de mayor
importancia trasmitida por mosquitos, que afecta a humanos, con una distribucion
global comparable con la malaria, y se estima que 2,5 mil millones de personas viven

en areas de riesgo para la transmisién de epidemias. [3]

CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS

En 1984, el género de los flavivirus, previamente relacionados con la familia
Togaviridae, fue separado para formar la familia Flaviviridae por diferencia en la

estructura de su virion, secuencia de genes y estrategia de replicacion. [2]

El virus del Dengue, pertenece a uno de los 66 miembros del genero flavivirus de la
familia flaviviridae de los cuales 29 son clasificadas como patégenas para el hombre.
[8, 9]

Existen cuatro serotipos claramente definidos (1, 2, 3, 4) basado en la prueba de
neutralizacion por reduccion del numero de placas, utilizando anticuerpos obtenidos de
monos infectados. Estos cuatro serotipos son antigénicamente muy semejantes entre si
y la infeccion por un serotipo produce inmunidad de por vida para el mismo e

inmunidad temporal para los otros serotipos. [10]

Shlesinger en su estudio morfolégico del virus del dengue observé que los viriones son

particulas esféricas, de aproximadamente 40 — 50 nm de diametro, contiene una s
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aproximadamente 20 nm de diametro, es transversalmente hexagonal y contiene una

nucleocapside de simetria icosaédrica. [7, 8, 20] (Ver anexo VI)

ORGANIZACION DEL GENOMA

El genoma de RNA simple y de sentido positivo no necesita transcribirse. [7]

El extremo &' del ARN esta cubierto por una caperuza, y el extremo 3' carece de cola
de poliA. En ambos extremos del genoma estan presentes secuencias no codificadoras
necesarias para los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion y a las cuales
se asocia la posible estructura secundaria del genoma. El coddn de iniciacion se
corresponde con AUG, que da inicio a un marco de lectura abierto ininterrumpido de
aproximadamente 10.250 nucledtidos, en los que estan codificadas 10 proteinas
virales. Las proteinas estructurales se localizan hacia la porcién 5' Terminal y el

segmento restante abarca las proteinas no estructurales. [11]

PROTEINAS VIRALES

Todas las proteinas del virion se derivan de una poliproteina precursora de gran

tamano, por procesamiento proteolitico cotraduccional y postraduccional.

El virion maduro contiene 3 proteinas estructurales (Ver anexo V):

C: La proteina de la nucleocapside o nucleo.
M: La proteina asociada a la membrana.

E: La proteina de la envoltura.

El virus inmaduro intracelular contiene una proteina llamada PreM, precursor de la M.
La proteina C es el primer polipéptido viral sintetizado. Es altamente basico, y esta

caracteristica se cree que influye en su interaccion con el ARN. [12]

0,

13
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El precursor glicosilado PreM da lugar a M durante la etapa de maduracion viral.
Este evento parece ser crucial y Terminal para la morfogénesis del virion. El segmento
Pre del amino Terminal es secretado al medio extracelular. El corte proteolitico ocurre
un poco antes o coincidiendo con la liberacion del virion, pues PreM y M se encuentran
en viriones intracelulares y extracelulares, respectivamente. El segmento de Pre del
amino Terminal es predominantemente hidrofilico, y contiene de uno a tres sitios de
glicosilacion y seis residuos de cisteina conservados, que participan en los puentes
disulfuros intramoleculares. La proteina M, localizada en la porcién carbono Terminal
de la Pre M, se presenta en los viriones maduros, y contiene un ectodominio acortado
(41aa), seguido por dos dominios potenciales extendidos sobre la membrana. Los
anticuerpos contra Pre M pueden mediar la inmunidad protectora, quizas por
neutralizacion de los viriones liberados que contiene proteinas Pre M no procesadas.
[12,13]

La glicoproteina E constituye la proteina mas grande del viridn, y es el componente
principal de las proyecciones de la superficie del mismo. Se ha propuesto un modelo
estructural para esta proteina. Segun este modelo, la proteina E consiste en 3 dominios
antigénicos no superpuestos, designados A, B y C, los cuales estan compuestos por al
menos 16 epitopes. Los dominios funcionales estan relacionados con la neutralizacion
de los viriones, la hemaglutinacion de los eritrocitos de ganso, la fusion intraendosomal
a pH acido y la unién a los receptores celulares especificos situados en la superficie
celular [68]. Otro modelo antigénico de la proteina E lo constituyen 3 dominios
reconocidos en la cadena polipeptidica que conforma el fragmento soluble de la
proteina E, distinguidos como dominios [, Il y lll, en los cuales predomina la hoja

plegada como estructura secundaria. [14,15]

Se plantea como caracteristica inusual de la proteina E, que es una de sus actividades
funcionales, la fusion a la membrana; esta unién esta regulada por la interaccion con la
proteina Pre M. Se cree que la asociacion de E con Pre M estabiliza ciertos epitopes

sensibles a pH que estan sobre la proteina E; por tanto, previenen los cambios &,

14
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conformacionales que normalmente ocurren a pH acido mediante los cuales se produce
la actividad fusogénica de la proteina E [14,15] La proteina Pre M, ademas de su papel
normal en el ensamblaje de los virus, ha sido incluida en una formulaciéon recombinante
novedosa, en la cual esta generalmente coexpresada con la proteina E. Los complejos
resultantes E - Pre M han mostrado ser inmunogénicos y protectores en vacunas frente
al reto con varios flavivirus, incluyendo el virus de la encefalitis japonesa (VEJ), el virus
de la fiebre amarilla (VFA), los virus del dengue y los virus de las encefalitis trasmitidas

por garrapatas (ETG), proteina E que puede ser liberada con tripsina. [16, 17, 18,19]

SE HAN IDENTIFICADO Y MAPEADO 7 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DEL
ARN VIRAL.

La glicoproteina NS1 presenta un mosaico de determinantes antigénicos especificos de
serotipo y también algunos de reactividad cruzada, de complejo y de grupo. Se cree
que intervenga en el ensamblaje del viridn. Esta proteina existe asociada a la célula, en
su superficie o en formas no viricas extracelulares. Se ha observado proteccion, al
ocurrir lisis mediada por anticuerpos, de células infectadas con el virus que expresan la

proteina NS1 en la superficie celular. [20]

La proteina NS2 esta constituida por 2 proteinas, la NS2A y la NS2B. La primera
interviene en el procesamiento proteolitico. A pesar de la importancia de los complejos
E - PreM en la biologia y el estudio de las vacunas contra los flavivirus, su estructura y
biosintesis permanecen aun poco conocidas, sobre todo en relacion a la infeccién por
los virus del dengue. En 1999, Wang y colaboradores demostraron una rapida inter
asociacién de estas proteinas, cuyos complejos progresaron de simples heterémeros a
estructuras multiméricas, las cuales se ensamblan intracelularmente formando
subunidades E - PreM dentro de una estructura enrejada encontrada en las particulas
virales. El tratamiento de estas unidades con tripsina liberé un fragmento de 45 kda de
la proteina E, que impidi6 la actividad de unidén a la célula. Los resultados de estos

investigadores sugieren que las interacciones E - PreM en las particulas virales estan &,

15
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en gran parte mediadas por los dominios en el anclaje del carboxi-Terminal de E,
mientras que la actividad de unidon a la célula es prevenida por un ectodominio de la
NS1 y la segunda es capaz de mediar la ruptura proteolitica del precursor E — PreM -
C.[21, 22]

La proteina NS3 se sugiere que sea una proteasa viral activa en el procesamiento
postraduccional de la poliproteina, o un componente de la polimerasa viral de ARN o
una proteina con ambas actividades enzimaticas. Esta proteasa especifica de serina
procesa el precursor de poliproteina en proteinas maduras, junto con la peptidasa senal

del hospedero, y requiere de NS2B como cofactor. [23]

Recientemente se ha descrito su estructura cristalina, la cual, combinada con los
sustratos peptidicos de su sitio activo, ha sugerido que residuos estan involucrados en
el reconocimiento del sustrato, asi como la base estructural para explicar los efectos de
mutaciones sobre la actividad enzimatica, lo cual es util para el desarrollo de
inhibidores especificos como terapéutica contra el dengue y otras proteasas de los

flavivirus. [23]

La proteina NS4 se deriva de dos proteinas: NS4a y NS4b. Se piensa que estas

unidades sean cofactores del complejo enzimatico de replicaciéon del ARN. [13]

La proteina NS5 se piensa que es la polimerasa viral de ARN dependiente de ARN.
[13]

La composicion lipidica del virus es poco conocida, refleja la composicion de las
membranas de la célula hospedera, a través de las cuales ocurre la gemacién y que
probablemente sean membranas intracelulares del reticulo endosplasmatico. Los
lipidos totales constituyen 7 % del peso seco del virion; de ellos 90% son fosfolipidos,

7% esfingomielina, y el resto colesterol y lipidos neutros. [24]
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FUSION Y PENETRACION DEL VIRUS EN LA CELULA

El virus se ancla a las células susceptibles por dos mecanismos: En el primer caso, el
complejo virus — AC (no neutralizantes tipo IgG) se une al receptor Fc de los
macrofagos y monocitos; el otro mecanismo de unién a los monocitos ocurre por la via

de un receptor viral sensible a la tripsina. [25]

La penetracién a la célula huésped se puede hacer por dos mecanismos: La envoltura
viral se puede fusionar con la membrana celular, con la deposicion inmediata de la
nucleocapside dentro del citoplasma. El otro mecanismo consiste en que la membrana

plasmatica se invagina y forma endosomas alrededor del virus todavia envuelto. [25]

Independientemente del tipo de interaccion virus-célula, ocurre la internalizacion de los
mismos, formandose el endosoma, y es en ese compartimiento acidico donde
probablemente se desencadena la fusion entre la envoltura viral y la membrana celular,
liberandose la nucleocapside en el citoplasma. El virus también puede unirse a la célula
a través de un receptor especifico para la proteina E, del cual se desconoce su

composicidn y estructura; so6lo se sabe que es sensible a la tripsina.

FORMACION DE LOS VIRIONES

Los flavivirus contienen una cadena de ARN sentido positivo que codifica
aproximadamente ocho proteinas, esta molécula de ARN contiene dos cadenas de
comienzo AUG sin ser procesadas, el ARN viral es usado como ARNm del cual una
poliproteina (poliproteina |) es traducida al iniciarse la sintesis de AUG — 1, el codén de

comienzo mas cercano a la terminacién 5'. [25]

17



Restriccion Sitio Especifico — PCR

La poliproteina | es procesada para producir las proteinas necesarias para la
replicacion del ARN, tanto proteinas estructurales como no estructurales. Estas
proteinas de replicacidn son utilizadas para la sintesis de una cadena de sentido
Negativo del ARN viral. [23]

ESTA CADENA DE SENTIDO NEGATIVO TIENE DOS FUNCIONES:

1. Sirve como templado (molde) para la sintesis de mas cadenas de sentido
positivo.

2. Sirve como templado (molde) para la formacion de una molécula corta de ARN
mensajero (ARN m II), el cual contiene el AUG — 2 de cadena de comienzo pero
no el codon AUG — 1.

A través de una de las proteinas procesadas de la poliproteina | es posible la
produccion de ARNmll. [26]

Hasta el momento no se conoce el mecanismo en el cual el ARNmII es procesado en
una cadena de sentido positivo intacta de ARNI o si la sintesis de este fragmento es

iniciado a un sitio especial interno de replicacion.

El ARNmIl es traducido para producir la poliproteina Il la cual es procesada para

producir la proteina C, PE2 y E1.

La proteina PE2 es procesada para generar E2 y E3. Las proteinas C, E, E2 y E3 se

ensamblan para formar la capside, dentro de la cual el ARN es empaquetado.

Una copia de ARN viral es usada inicialmente para hacer las proteinas cataliticas

necesarias en pequefias concentraciones y la sintesis de las proteinas estructurales del

ARNmIl es retrasada hasta que la formacién de las proteinas estructurales es g
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necesaria. Las proteinas estructurales son hechas en mayor cantidad porque existen

muchas moléculas de ARNmlI. [26]

Similar a otros virus envueltos, la fusidon de la envoltura del virus con las membranas de
la célula parece ser dependiente del pH. Las condiciones acidicas activan la fusién de
la proteina E tras sufrir ésta determinados cambios conformacionales, lo cual permite la
penetracion de la nucleocapside al citoplasma. El tratamiento de las células infectadas
con bases débiles inhibe la replicacion de los flavivirus en ciertas células y causa la

acumulacioén de viriones en el endosoma.

Después de penetrar al citoplasma ocurre la liberacion del ARN, la traduccion de las
proteinas virales y la sintesis de las nuevas cadenas de ARN que dan origen a las

particulas de la progenie viral.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad varia clinicamente desde una forma benigna, inaparente, de fiebre
indiferenciada y autolimitante denominada Dengue Clasico o Fiebre del Dengue hasta
formas mas severas conocidas como Fiebre Hemorragica por Dengue y Sindrome de
Choque por Dengue. Estas formas clinicas pueden ser producidas por cualquiera de

los cuatro serotipos del virus dengue. [27]

La FD se presenta generalmente en nifios, jovenes y adultos. Sin embargo, las
caracteristicas clinicas pueden variar con la edad del paciente. En lactantes y pre-
escolares se presentan generalmente una forma indiferenciada, en nifios y jovenes se

presentan manifestaciones ligeras y en adultos el cuadro clinico es mas acentuado.

Luego de la picadura del mosquito y la introduccién del virus en la piel del hospedero, & 7
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sigue un periodo de incubacién viral inaparente que puede variar entre 2 a 7 dias. Al
cabo de este tiempo la enfermedad comienza a manifestarse abruptamente con fiebre,
cefalea y malestar general. Estas manifestaciones pueden pasar desapercibidas o
estar acompaiada por dolor retro orbital, congestién conjuntival, dolor lumbo - sacro,
dolores musculares o articulares, rubor facial, erupcidbn generalizada tipo
escarlatiforme, nauseas, vomitos o linfadenopatias. Esta etapa dura entre 3 a 7 dias y
clinicamente podria ser confundida con influenza, rubéola o malaria; pero a diferencia
de éstas, usualmente el cuadro por Dengue es benigno y auto limitante, aunque su
convalecencia puede producir gran debilitamiento fisico, anorexia, prolongarse por
varias semanas y causar depresion, especialmente en adultos. A final del periodo febril
pueden presentarse manifestaciones hemorragicas como epistaxis y petequias. En
casos mas raros pueden existir hemorragias mayores como hematemesis, vomito de
sangre o hematurias. Estas caracteristicas clinicas asociadas con FD incluyen
neutropenia, seguida de linfocitosis. Las enzimas hepaticas, como la alamina- y

aspartato-aminotransferasa podrian elevarse en el suero de estos individuos. [27, 28]

La trombocitopenia también es comun entre estos pacientes (Martinez, 1998; Gubler,
1998).La FHD y el SCD, son mas frecuentes en nifios menores de 15 afios; pero,
también pueden presentarse en adultos. En estos casos el periodo de incubacion es
mas rapido entre 4 a 5 dias, el periodo febril dura entre 2 a 7 dias y estda acompanado
de signos y sintomas no especificos. En esta etapa es dificil diferenciar FHD de otras
infecciones virales u otra causa. En nifios con sintomas respiratorios altos variables se
ha considerado que pueden ser debidas a infecciones concurrentes. Sin embargo, el
periodo critico de FHD ocurre cuando la fiebre disminuye y la temperatura se hace
subnormal, y empiezan a manifestarse alteraciones en la circulacion, linfadenopatia

generalizada, hiperestesia cutanea y sensacion del gusto alterado (metalico).

Los glébulos blancos disminuyen, hay granulocitopenia absoluta y trombocitopenia. Un
conteo de plaquetas menores a 100,000/mm? es usualmente encontrado entre el tercer

y octavo dia de enfermedad. La hemoconcentracion, que se manifiesta por una

N,

elevacion del hematocrito, indica perdida de plasma y es tipico de pacientes con FHD-u-.‘ e
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pero es mas severo en pacientes con SCD. A partir de este momento, la prueba del
torniquete puede resultar positiva, apareciendo o empeorando las manifestaciones
hemorragicas que pueden llevar a la muerte del enfermo por choque hipovolémico. Las
hemorragias por venipuntura y petequias en piel son las mas frecuentes; pero, otras

formas de hemorragia como sangrado intestinal y menorragia, pueden estar presentes.

El SCD, es la forma mas severa de la enfermedad, se caracteriza por postracion e
irritabilidad, choque con extremidades frias por insuficiencia vascular periférica,
hipotensién creciente hasta hacerse imperceptible, taquicardia, respiraciéon rapida,
pulso rapido y débil. La OMS ha propuesto criterios clinicos y de laboratorio
importantes para la clasificacion de esta enfermedad de acuerdo con los estudios
clinicos y epidemiolégicos de casos de FHD / SCD en nifios del sudeste Asiatico. Sin
embargo, no pueden ser aplicables a todos los casos en las distintas regiones del
mundo. [27,28]

RESPUESTA INMUNOLOGICA Y PATOGENESIS DEL DENGUE

Los mecanismos precisos que permiten la recuperacion de un individuo con infeccién
por virus dengue y / o el consecuente desarrollo de FHD / SCD no se conocen con
exactitud. Sin embargo, al igual como ocurre con otras infecciones virales, la
patogénesis del dengue puede estar relacionada con ciertos factores, como la
virulencia del virus, la edad y el estado nutricional, genético e inmunologico del

hospedero, y la presencia de otras infecciones recurrentes y concomitantes. [29]

Respecto a la virulencia, Rosen en 1977 establecié que las variaciones genéticas del
virus Dengue, con cambios en el genotipo y la virulencia de la cepa, estaban asociadas
con epidemias y mayor severidad de la enfermedad en ciertas regiones geograficas;
posiblemente debido a la introduccion de genotipos mas agresivos del virus

N,
procedentes de regiones endémicas hacia ecosistemas donde la enfermedad no.‘
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ocurria antes, dando como resultado epidemias con mayor numero de casos de FHD y

el subsiguiente establecimiento de estas cepas en dichas areas geograficas. [30, 31]

Halstead en 1970, observd que individuos con infecciones secundarias o lactantes con
presencia de anticuerpos maternos circulantes eran mas propensos a desarrollar
cuadros de FHD / SCD vy establecié que infecciones sucesivas por diferentes serotipos
de virus dengue estan asociados con estas formas severas de la enfermedad. Segun
esta teoria, inmunoglobulinas especificas del tipo IgG en cantidades subneutralizantes
no protegen frente a un segundo serotipo distinto al de la primera infeccion, y por el
contrario al reaccionar con el segundo serotipo forman complejos virus-anticuerpo que
facilitan la entrada del virus a célula del linaje fagocito mononuclear a través de la union

del fragmento Fc de la inmunoglobulina y el FcR de la célula diana. [32]

Para que ocurra este mecanismo, conocido como ADA, debe existir:

1- Anticuerpos de reactividad cruzada subneutralizantes, producidos
durante la primera infeccion que se unen a otra cepa durante la
segunda infeccion.

2- Los complejos neutralizados de virus infeccioso-anticuerpos deben

unirse a FcR del macréfago (Halstead, 1988).

La linea celular monocito / macrofago constituyen las células dianas para la infeccion
por virus Dengue [33]. En infecciones primarias, el virus se fusiona y penetra en los
monocitos y macrofagos a través de receptores especificos en la superficie de estas
células. Mientras que en infecciones secundarias, el virus unido a anticuerpos
subneutralizantes penetran indirectamente a la célula diana a través de FcR presentes
en la superficie celular. Frente a esta agresion, el individuo responde inicialmente con
una respuesta inmunoldgica inespecifica hacia el virus. Se ha encontrado, que células

Asesinas Naturales (NK, Natural Killer) presentes en poblaciones de células

mononucleares de sangre periférica de individuos infectados con virus Dengue, lisan g

mayor numero de células infectadas que células no infectadas.
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En infecciones secundarias, la presencia de anticuerpos anti-Dengue aumenta la lisis
celular por células NK a través del mecanismo conocido como Citotoxicidad Celular
dependiente de Anticuerpos. Monocitos infectados con virus Dengue o linfocitos nativos
DR+ que entran en contacto con estos monocitos infectados, son capaces de producir
titulos altos de Interferén alfa (IFN- a.) Y a través de este mecanismo, ésta citocina

puede conferir proteccion a otros monocitos y células no infectadas.

Otras citocinas, como Interleucina 1 (IL-1) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF) son
también producidas por monocitos y macréfagos infectados o expuestos a proteinas del
virus Dengue. Estos mecanismos sugieren que células de respuesta inespecifica como
NK vy la liberacion de ciertas citocinas pueden desempefiar un rol importante en el

control de la infeccién primaria por virus Dengue. [34]

La respuesta celular especifica frente al virus Dengue se inicia con la activacion de LT
CD4+ durante la viremia y posteriormente con la activacion de LT CD8+. En individuos
con FHD por infecciones secundarias, se ha demostrado la presencia de LT
CD4+/CD8+ de memoria y LT CD4+/CD8+ citotéxicos (Berrios, 1996; Gagnon et al,
1999; Zivny et al, 1995a, 1995b). Estos linfocitos pueden presentar un patrén de
respuesta serotipo - especifica o de reactividad cruzada para los 4 serotipos de virus
dengue, e incluso para otros flavivirus como virus de la Fiebre Amarilla. Sin embargo,
la induccion de LT de reactividad cruzada puede ser diferente entre los individuos que

padecen Dengue, debido a las caracteristicas genéticas de cada persona.

Al igual como ocurre en otras infecciones virales, se ha observado que LTC CD4+ y
LTC CD8+ activados por el virus pueden lisar células autélogas monociticas infectadas
con virus dengue. Esta actividad esta restringida a diferentes moléculas de
histocompatibilidad, moléculas de histocompatibilidad HLA clase Il para LTC CD4+ y

HLA clase | para LTC CD8+. Estos mecanismos sugieren la importancia de la o
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presentacion del antigeno viral por células monociticas activadas y la activacion de
clonas especifica de linfocitos T durante la infeccién por virus dengue. La presencia de
LT CD4+ y LT CD8+ de memoria y de reactividad cruzada después de una infeccion
primaria, sustentan la posibilidad de ser activados durante una infeccién secundaria por
un virus de serotipo heterdlogo (Mathew et al, 1998). Los LT activados pueden producir
citocinas como IFNy e IL-2 y otros mediadores pro inflamatorio, y podrian regular la
liberacion de otros mediadores vaso activos involucrados con la severidad de la

enfermedad.

La reactividad cruzada de LT para el serotipo puede estar dirigida contra proteinas
estructurales (C, PreM, E) y no estructurales (NS1, NS2, NS3, NS4) del genoma viral,
las cuales son relativamente homologas entre los distintos serotipos. Algunas proteinas
no estructurales como NS1, NS2 y NS3 parecen tener cierta homologia estructural con
factores de coagulacion, plaquetas, integrinas y adesinas de células endoteliales
humanas, permitiendo la activacion de clonas LT auto reactivas que participan en la
patologia del Dengue (Leitmeyer et al, 1999, Marloff et al, 1991; Falconar, 1997; Wang
et al, 1995). Ademas, la activacion de Linfocitos de reactividad cruzada o serotipo -
especificos pueden llevar a la consecuente formacién de anticuerpos de reactividad
cruzada, inespecificos y auto reactivos involucrados con la severidad de la enfermedad,
tal como se ha sefalado anteriormente al hablar de la respuesta humoral. Kurane y
Ennis, han sugerido que la activacion de LT de memoria especificos o con reactividad
cruzada durante infecciones secundarias pueden jugar un rol critico en el control de la
fase aguda de FD o en el desarrollo de FHD / SCD, ya sea través de la citdlisis directa
o iniciando la liberacion de citocinas y otros mediadores pro inflamatorios que
posteriormente pueden llevar a permeabilidad vascular con salida de plasma,
disfuncion de células del endotelio vascular, problemas de coagulacion, hipovolémia y
choque.(Kurane y Ennis, 1992; Falconar, 1997; Kurane et al, 1990). No existe un
modelo animal apropiado para estudiar la patologia del dengue descrita en humanos.
Sin embargo, estudios en ratones, estudios clinicos en humanos y ensayos in Vitro,

han demostrado la presencia de varias citocinas y otros mediadores pro inflamatorio &,
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que bajo ciertas concentraciones pueden estar involucrados con el control o la

exacerbacion de la infeccidn por virus dengue.

Las citocinas, como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL7, IL-8, IFNa , IFNB y IFNy que participan en
la patogénesis del dengue (Kurane y Ennis, 1986,1989 y 1994; Chaturvedi et al
1992,1999, 2000; Berrios et al, 1996) producidos por los LT pueden incrementar la
expresion de receptores gamma Fc en la membrana de la célula diana y por lo tanto
puede aumentar la infeccion viral de células monociticas en presencia de anticuerpos
anti-virus dengue a través del mecanismo de ADA (Kontny et al, 1988; Halstead, 1988).
Por otro lado, se ha identificado la presencia de una citocina Unica denominada factor
citotoxico (CF) que esta asociada con las formas severas FHD y SCD, la cual puede
ser producida en altas concentraciones por células infectadas de raton y de humanos, y
esta presente en altas concentraciones en el suero de pacientes con FHD (Khanna y
Chaturvedi, 1992; Khanna et al, 1990; Khanna et al, 1989; Shaio et al, 1995; Agarwal et
al, 1998). Esta citocina puede ser liberada por LT CD4+ CD8- activados o por
macrofagos infectados con virus dengue, denominandose CF1 o CF2 respectivamente
(Khare et al, 2003). EI FC puede producir la muerte de macrofagos infectados,
macrofagos activados, LT CD4+ y mastocitos, mediante un mecanismo apoptético
asociado con el incremento de Ca++ y NO intracelulares, pero este mecanismo no
afecta a linfocitos B (Mukherjee et al, 1996; Misra et al 1996). Este mecanismo de
muerte puede contribuir con la disminucion selectiva de poblaciones celulares y la

liberacion de mediadores pro inflamatoria observados en pacientes con FHD. [35]

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL VIRUS DENGUE

En la actualidad el diagnostico del dengue esta dirigido principalmente a la vigilancia
epidemioldgica y es una necesidad urgente el contar con métodos que permitan un
diagndstico temprano de la enfermedad y en consecuencia, la toma de medidas
terapéuticas adecuadas para el tratamiento y control del paciente. Su utilidad principal .

actualmente radica en la deteccién de la circulacién de alguno de los serotipos en un:.
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area geografica determinada, caracterizacion de las cepas circulantes, estimacion de la
incidencia de la enfermedad una vez controladas las epidemias, confirmacion de los
casos de FHD y diagnéstico diferencial con otras entidades. Se necesitan métodos
sensibles, especificos, rapidos, tempranos y baratos, que permitan por una parte el
diagndstico etiolégico en el paciente y por otra parte brindar un prondstico de la
enfermedad. [35]

MUESTRAS UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO.

Una vez que el individuo es picado por un mosquito infectado con cualquiera de los 4
serotipos, se produce un periodo de incubacién intrinseca alrededor de 7 - 10 dias de
duracion, durante el cual ocurre la replicacién viral, que es maxima de 2 — 3 dias antes
del comienzo de los sintomas y desaparece hacia el 5to — 6to dia de la enfermedad.
Para la deteccidén del agente se recomienda la toma de muestra de sangre durante el

periodo febril y sobre todo antes del 5to dia de comienzo de la enfermedad. [37, 38]

El suero o plasma debe de ser procesado casi inmediatamente o en su defecto
almacenado a — 70° C. En los fallecidos deben obtenerse muestras de tejidos (higado,
bazo, nddulos linfaticos, sangre del ventriculo) lo antes posible, las que deben ser
enviadas al laboratorio en condiciones de esterilidad donde seran homogenizadas vy
procesadas o almacenadas a - 70° C hasta su posterior procesamiento. Las muestras
de tejidos fijadas en formalina y embebidas en parafina pueden ser utilizadas para la
deteccion de antigenos, con la utilizacion de métodos inmunohistoquimicos o la
deteccion del genoma viral mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Las muestras que se envian para aislamiento del genoma viral deben de ser
transportadas a 4° C. [39, 40, 41]

Para el diagndstico serologico se recomienda la toma de muestra de suero después de
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estudio de muestras pareadas de suero (tomadas en los 7 dias de comienzo de los
sintomas y de 14 a 21 dias después) permite determinar el incremento en el titulo o la

seroconversion de anticuerpos IgG.

Varios autores han demostrado la utilidad de las muestras de sangre seca sobre papel
filtro tanto para la deteccion de anticuerpos IgM como IgG [42, 43] Este método se
recomienda en estudios serolégicos masivos, en la vigilancia seroldgica y en el estudio
de muestras en nifios pequefos. Recién se ha demostrado la utilidad de la saliva para
la deteccion de anticuerpos IgM e IgG a dengue, se han observado niveles
relativamente comparables a los observados en el suero de los pacientes, ademas se
ha demostrado la utilidad de la deteccidn de anticuerpos IgA para el diagnostico de

infeccidn reciente. [44, 45]
AISLAMIENTO VIRAL

Los dos métodos tradicionales del aislamiento del virus del dengue son la inoculacion
de ratones recién nacidos y de cultivos celulares. Estos agentes pueden infectar a los
ratones por diferentes vias, pero la mas sensible es la intracerebral (ic), especialmente
en animales de 1 a 2 dias de nacidos en los que la infeccion produce paralisis y otros
signos de afectacion del sistema nervioso central. Hoy dia es considerado el método
menos sensible para el aislamiento viral. En general se recomienda inocular por via ic,
0.02 mL del suero problema. Los animales deben ser observados al menos 21 dias. La
utilizacion de otras vias de inoculacion, como la subcutanea e intraperitoneal junto a la
icy de 1 o 2 pases ciegos en el mismo sistema, incrementan las posibilidades de

aislamiento viral.

Aislamiento en cultivos celulares y mosquitos: la aplicacion de los cultivos celulares en
el aislamiento del virus dengue ha tenido como consecuencia un incremento en la
sensibilidad del aislamiento, aunque hasta el presente no existe un sistema de células

de mamifero o mosquito que sea capaz de inducir la produccién de efecto citopatico i,
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(EPC) de todas las cepas del virus. La linea celular LLCMK2 (rifidn de mono) es la mas
sensible entre las lineas de células de mamifero, aunque esta sensibilidad varia en
dependencia del serotipo y de las cepas virales. Otras lineas de células de mamiferos
como las Vero (riidn de mono) y BHK21 (rifidn de hamster) también han sido utilizadas
con algun éxito en el pasado. En general todas requieren de un periodo de adaptacion

hasta lograr titulos virales aceptables. [40, 41]

La demostracién por Singh y Paul 1969 de que los 4 serotipos podian ser multiplicados
en una linea celular obtenida a partir de larvas de mosquitos Aedes albopictus,
representd un paso de avance en el aislamiento de estos agentes. A partir de este
hallazgo, otras lineas celulares de mosquitos se han desarrollado como la AP61
(Aedes pseudoscutellaris), Tra — 284 (Toxorynchites amboinensis), C636 (Aedes
albopictus). Estas lineas celulares han dado lugar a diferentes clonos como AP64 vy
CLA — 1 (clonos de la linea celular AP61) y la C636 HT (clono de la C636 adaptada a

crecer a 33° C) que muestran diferentes grados de susceptibilidad al dengue. [46, 47]

Las células de mosquitos son mas sensibles que las de mamifero, relativamente faciles
de cultivar en condiciones de laboratorio e incluso a temperatura ambiente y pueden
mantenerse 14 dias sin cambio de medio. Pueden a su vez ser utilizadas en

condiciones de campo y ser inoculadas directo con el suero de pacientes.

Aunque cepas de los 4 serotipos son capaces de inducir la formacién de efecto
citopatico (ECP), como formacion de sincitios, presencia de células gigantes
mulitinucleadas y fagocitosis, su presencia en general es variable. Actualmente, las
células de linea de mosquitos son mas sensibles y las mas utilizadas en el diagndstico
de rutina del dengue. [40, 41,48]

La inoculacién de mosquitos es la técnica de mayor sensibilidad y el método de
0,
eleccion para el aislamiento del dengue en muestras de importancia, en especial en* ~
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muestras de fallecidos. El Aedes albopictus y Toxorynchites amboinensis han
demostrado ser de gran utilidad en el aislamiento de estos agentes. La inoculacién de
mosquitos Aedes albopictus es de mayor sensibilidad para la deteccién del dengue que
las células LLCMK2. La utilizacién de larvas de Toxorynchites amboinensis es el
meétodo de aislamiento mas rapido y sensible. A pesar de la elevada sensibilidad de los
mosquitos como sistema de aislamiento, la inoculacion de los cultivos celulares de
mosquitos es el método mas utilizado en el diagnostico de rutina del dengue, por su
adecuada sensibilidad y la posibilidad de procesar un elevado numero de muestras a
relativamente bajo costo. La inoculacion de mosquitos requiere de facilidades
especiales para el establecimiento de las colonias, asi como de cierto grado de

entrenamiento técnico. [40, 41]

IDENTIFICACION VIRAL

El desarrollo de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales especificos de
serotipo ha posibilitado el desarrollo de un método rapido, simple y econémico para la
identificacion de los virus del dengue con la utilizacion de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFl), independientemente del sistema biologico utilizado
para el asilamiento viral. Henchal y otros, han desarrollado anticuerpo monoclonales
especificos de grupo (flavivirus), complejo (dengue), subcomplejo y tipo. Estas cuatro
clases de monoclonales, de diferente especificidad, han sido capaces de identificar
aislamientos procedentes de diferentes areas geograficas, tanto por IFI como por la

técnica de neutralizacién por reduccion de placas. [49]

En general, el principal problema asociado con la identificacién de los virus del dengue
en los cultivos celulares con la utilizacidon de anticuerpos monoclonales es la pobre

replicacion del virus, que resulta en una baja concentracidn viral en ocasiones. Por tal

razon, la identificacion en la siembra primaria es en algunos casos imposible, por lo que_lﬁ.;" :
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se necesitan 1 6 2 pases en el mismo sistema celular con el objetivo de incrementar la

concentracion viral.

Para el diagndstico de rutina se recomienda la inoculacion de muestras de suero diluida
1/30 e inoculadas en volumenes de 0.1 ml en monocapas de células C636/ HT
sembradas en tubo. Después de 30 minutos de absorciéon a 33° C se anade el medio
celular de mantenimiento. Las células son observadas diariamente y al dia 7 se realiza
la cosecha y después la IFI. La utilizacién de un anticuerpo policlonal (liquido ascitico
hiperinmune de ratén o un suero humano de alto titulo de anticuerpos a dengue)
permite realizar un pesquisaje inicial para detectar las muestras positivas. Una segunda
inmunofluorescencia, con la utilizaciéon de anticuerpos monoclonales a cada uno de los
4 serotipos del virus, permite la tipificacion del serotipo. Estudios recientes
recomiendan la centrifugaciéon durante 30 minutos a 1500 — 2000 rpm de la muestra,
una vez inoculada sobre la monocapa celular, lo que incrementa la rapidez y la

frecuencia del aislamiento viral. [50]

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

En el dengue se observan principalmente 2 tipos de respuesta seroldgica: primaria y
secundaria. La primaria se presenta en aquellos individuos que no son inmunes a
flavivirus. La respuesta secundaria se observa en aquellos individuos con una infeccion
aguda por dengue, los que han padecido previamente una infeccion por flavivirus. La
inmunidad de un serotipo se considera de larga duracion y efectiva frente a una
segunda infeccidén por el mismo serotipo. La existencia de 4 serotipos virales posibilita

que se produzcan incluso infecciones terciarias y cuaternarias. [38]

En los individuos que sufren su primoinfeccion, los anticuerpos IgG antidengue
comienzan a incrementarse lentamente a partir de 5to — 6to dia de comienzo de los

sintomas, los cuales son maximos hacia los 15 - 21 dias. Después declinan y.*
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permanecen detectables poco mas o menos durante toda la vida. En el transcurso de
una infeccidon secundaria, los anticuerpos IgG se elevan casi al mismo tiempo del
comienzo de los sintomas; permanecen elevados durante varias semanas y luego van
declinando. Esta elevacion significativa permite el diagnostico presuntivo en

monosueros tomados durante la fase aguda de la enfermedad. [37, 39,51]

Los anticuerpos IgM antidengue que se producen en respuesta a la infeccion se
desarrollan rapidamente hacia el 5to dia de la enfermedad la mayoria de los individuos
presentan cantidades detectables. En general, estos anticuerpos IgM declinan hacia
niveles no detectables entre los 30 — 90 dias del comienzo de los sintomas. Se ha
observado que un pequeno numero de individuos que sufren una infeccion secundaria
por dengue, pueden no presentar niveles de anticuerpos IgM. La concentracion,
especificidad y duracién de los anticuerpos IgM antidengue es variable y depende en

gran medida del individuo. [41]

El diagnédstico serologico del dengue es complicado, por causa de los determinantes
antigénicos de reactividad cruzada compartidos entre los 4 serotipos y los flavivirus en
general. Por otra parte, considerando su presencia y los elevados niveles de
anticuerpos observados en los individuos que desarrollan una infeccién secundaria, el
estudio de los monosueros tomados en la fase aguda o en la convaleciente temprana

puede ser de utilidad como criterio de caso probable o presuntivo de dengue.

Los virus de dengue son capaces de aglutinar los globulos rojos de ganso; esto ha
permitido que la técnica de de Inhibicion de la Hemaglutinacion (IH) sea aplicada en el
estudio serolégico de monosueros y pares de sueros, con la utilizacion de antigenos
de los 4 serotipos producidos en cerebro de ratdén lactante y extraidos mediante el
método de sacarosa acetona. Un incremento de 4 veces o mas en el titulo de
anticuerpos en un par de sueros es criterio diagnostico para una infeccion reciente por

flavivirus, por otra parte titulos de anticuerpos IH 1/2560 es el criterio mas ampliamente
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utilizado para clasificar un caso como secundario. Por ultimo, titulos elevados (1/1280)

en monosueros es criterio de infeccidn probable por dengue. [39]

Dependiendo de la situacion epidemiologica en diferentes areas geograficas, los
criterios pueden variar. Kouri y otros demostraron que al menos en las condiciones
epidemioldgicas de Cuba, en el aio 1981, titulos de anticuerpos IH 1/1280 eran criterio
de infeccion secundaria. Por su parte Vasquez y otros demostraron que titulos de
anticuerpos totales a dengue de 1/5120 son criterio de infeccion probable por dengue y
titulos 1/10240 criterio de infeccion secundaria a dengue cuado se utiliza como sistema

de deteccion de los anticuerpos el método de ELISA de Inhibicién. [52]

La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) es un ensayo sensible y
especifico, que permite la deteccion de anticuerpos neutralizantes al virus de dengue.
Estos anticuerpos son muy estables en el tiempo. Se ha reportado que en un individuo
con una infeccion de tipo secundaria, el titulo de anticuerpos neutralizantes al primer
serotipo que produjo la infeccion primaria, es anamnésticamente mayor que contra el
serotipo infectante durante la segunda infeccion (“fenomeno del pecado original”). Hace
poco otros autores han reportado que la teoria del pecado original no puede aplicarse
en su totalidad al serodiagnéstico, porque pueden observarse resultados discrepantes
entre la neutralizacién y el aislamiento viral en individuos donde se conocen los

serotipos infectantes de la primera y segunda infeccion. [53]

El PRNT es considerado de gran utilidad en estudios seroepidemiolégicos por su
elevada especificidad, lo que permite identificar al serotipo causante de una infeccion

pasada. También ha sido utilizado en la identificacion de los virus del dengue. [54]
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Tanto IH como PRNT requieren de muestras de suero pareados en los casos
sospechosos de la enfermedad, asi como destreza de su ejecucion. En general son

técnicas demoradas en su ejecucion.

En los ultimos afos se han desarrollado diferentes sistemas inmunoenzimaticos
(ELISA) para el diagnostico de dengue. Estos son econdmicos, rapidos y faciles de
ejecutar. Muestran a su vez elevada sensibilidad y especificidad cruzada, lo que los
hace de gran utilidad como pruebas de tamizaje. Diferentes ELISA desarrollados para
determinar la presencia de anticuerpos totales antiflavivirus han demostrado utilidad en
estudios seroepidemioldgicos y en el diagndstico serolégico. Vazquez y Fernandez, en
1989, desarrollaron un sistema inmunoenzimatico que permite la deteccion vy titulacion
de inmunoglobulinas totales a virus dengue, mediante un sistema de inhibicion donde
una vez afadido el antigeno, la presencia de color en la reaccion dependera de la
presencia o no de anticuerpos a dengue en el suero problema. El enlace al antigeno de
los anticuerpos antidengue, presentes en el conjugado, sera inhibido si en el suero
problema (afadido con anterioridad) estan presentes anticuerpos al agente en
cuestiéon. Este sistema permite la deteccion de anticuerpos en suero y en muestras de

sangre colectadas en papel filtro.

El ELISA de captura de IgM se ha constituido en uno de los sistemas mas importantes
y utiles del diagnostico y vigilancia del dengue. Los anticuerpos IgM antidengue se
producen transitoriamente durante las infecciones primaria y secundaria y su deteccion
indica una infeccion activa o reciente por dengue. Los anticuerpos se desarrollan con
rapidez y al 5to dia de la enfermedad en la mayoria de los pacientes se detectan

anticuerpos IgM.

La deteccion de anticuerpos IgM se ha convertido en una herramienta de incalculable
valor para la vigilancia del dengue y de la FHD; resulta el método de eleccién en la
mayoria de los laboratorios. Diferentes Kit han sido desarrollados recientemente con

diferentes grados de sensibilidad y especificad. La mayoria de los sistemas se basan §i,
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en un ELISA de captura de anticuerpos IgM que incluyen los 4 serotipos virales, lo que
incrementa la sensibilidad al sistema. Un Kit de captura de IgM y un ultramicroanalitico
que utiliza solo 2.5 yl de muestra ha sido desarrollado en departamento de Virologia del
CNDR y es utilizado en el diagnostico y la vigilancia del dengue en Nicaragua y

muestra niveles de sensibilidad y especificidad elevados.

Recientemente se ha desarrollado un sistema visual de tira reactiva (PanBio) que
permite la deteccion de anticuerpos IgM en menos de 5 minutos. El sistema, que se
basa en una cromatografia, muestra niveles de sensibilidad y especificidad de 99% y

96% respectivamente.

Talarmin y otros demostraron la utilidad de la deteccion de anticuerpos IgA para el
estudio de la infeccion reciente de dengue. El sistema mostré 100% de sensibilidad y
especificidad al compararlo al ELISA de captura de IgM, aunque esta ultima se detecto
como promedio a 3.8 dias de comienzo de los sintomas y la IgA a 4.6 dias de

comienzo de la enfermedad.

DETECCION MOLECULAR

La hibridizacién de acidos nucleicos ha sido aplicada tanto en el diagnéstico como en
los estudios epidemioldgicos, especificamente el dot//blot con la utilizacion de ARN
extraido de células infectadas con el virus y de pooles de mosquitos Aedes albopictus
infectados con sondas biotiniladas o sondas marcados con fosforo. La deteccion
mediante sondas biotiniladas es menos sensible que la que utiliza sondas marcadas
con isétopos radioactivos y no es de gran utilidad en la identificacion directa del virus
en muestras clinicas, a menos que se haya realizado una amplificacion previa del

material genético.
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Cebadores especificos de tipo y de complejo han sido utilizados a partir de secuencias
consenso localizadas en diferentes genes, como los que codifican para las proteinas de
la envoltura (E), NS1, NS2 y NS5, asi como los extremos Terminal 3’ y 5 no
codificantes. Lanciotti y otros (1992) desarrollaron un PCR rapido con la utilizacion de
cebadores consenso localizados en los genes C y PreM. Este primer PCR produce un
fragmento de 511pb, y es seguido de un PCR nested donde se utilizan cebadores
especificos para cada serotipo. Este método ha demostrado su utilidad en el
diagndstico del dengue, presenta una sensibilidad de hasta 10° DICT50 en sueros

virémicos y mosquitos infectados.

El PCR es ampliamente utilizado en el diagndstico del dengue porque permite la
deteccion del agente de forma directa en muestras de suero, células infectadas,
sobrenadantes celulares y en larvas infectadas, asi como en muestras de tejidos

frescas y embebidas en parafina en fallecidos por FHD.

Ademas de su utilidad como un método de diagnostico rapido, también ha sido
empleado en el estudio gendmico de cepas de dengue, lo que permite por medio del
analisis mediante enzimas de restriccion o secuenciacion nucleotidica la clasificacién

de las cepas en genotipos.

Mediante la utilizacion del PCR y la secuenciacion nucleotidica se pudo determinar el
genotipo de las cepas de dengue 1y 2, aisladas en los brotes ocurridos en Cuba en
los afios 1977, 1981 y 1997; asi como el posible origen geografico de la cepa de

dengue 3 que se reintrodujo en la region de las Américas en 1994.

Algunos reportes demuestran la utilidad del PCR en la vigilancia de esta enfermedad,
ya sea para detectar con rapidez la introduccion de un nuevo serotipo en un area
mediante el estudio de muestras de sueros de pacientes y de pooles de mosquitos
Aedes.
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Recientemente un nuevo PCR para subtipificar rapidamente el virus de dengue ha sido
desarrollado, y consiste de una simple reverso transcripcion (RT — PCR) y amplificacion
usando cuatro oligonucleotidos que reconocen regiones polimoérficas de los sitios de

restriccion de las endonucleasas en la envoltura del gen E.

FIGURA 1.
RSS — PCR PATRONES DE DENGUE 1 DE CEPAS DE DIFERENTES ORIGENES
GEOGRAFICOS.

A B
12 3 M 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

A1 A2 B c
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(A) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RSS — PCR. Carril 1, dengue
2 Brasil 1998 (64022); carril 2, Indonesia 1989 (430); carril 3, dengue 4 Puerto Rico
1986 (081); carril M, escalera de 100 — bp (Gibco BRL); carril 4 — 16, dengue 1
[carril 4, Indonesia 1977 (407 — 1); carril 5, filipinas 1984 (901); carril 6, Tailandia
1979 (213); carril 7, Tailandia 1973 (735); carril 8, Tailandia 1974 (106); carril 9,
Pacifico Oeste 1980; carril 10, Nigeria 1985; carril 11, Sri Lanka 1985; carril 12,
México 1982 (086); carril 13, Brasil 1986 (543); carril 14, Brasil RJ 1995 (49217);
carril 15, Brasil ES 1998 (60548); carril 16, Brasil BA 1996 (57291)]. Carriles 4,5y 9
patron A1; carril 6, patron A2; carril 7 a 8 patron B; carriles del 10 al 16, patron C.

(B) Diagrama esquematico, representando los diferentes patrones por RSS — PCR de
DENV -1. [5]
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Chow y otros como parte de la vigilancia epidemioldgica en Singapur, estudiaron 309
pooles de mosquitos de Aedes aegypti durante 1 afio y demostraron en 20% de estos
la presencia de dengue 1. Ademas de la deteccién del genoma viral como método de
diagnaostico, su cuantificacion es de gran importancia como un marcador de severidad
de la enfermedad. Recién se han reportado varios estudios que han abierto la
posibilidad de cuantificar el ADNc viral. Taiman, Laue y otros aplicaron un protocolo de
amplificacion automatizado que permitio medir la cantidad de ADNc durante el proceso

de amplificacion.

DETECCION ANTIGENICA

Un método alternativo para el diagnostico rapido del dengue es la deteccion directa del
antigeno viral en el suero del paciente o en muestras de tejidos de fallecidos, con la
utilizacién de sistemas inmunoenzimaticos y técnicas inmunohistoquimicas. En general
los sistemas inmunoenzimaticos muestran baja sensibilidad, sobre todo cuando se
estudian muestras procedentes de individuos que sufren una segunda infeccion por
dengue. Recientemente, Malargue y otros han desarrollado un sistema
inmunoenzimatico que utiliza anticuerpos de ratén antidengue biotinilados y
estreptavidina marcada con B galactosidasa. Con la utilizacién de este sistema para
detectar el antigeno viral en muestras de suero de pacientes, se lograron cifras de
sensibilidad y especificidad que oscilaron entre 89 — 90 % y 94 — 99%, en dependencia
del protocolo utilizado. Varios autores han demostrado que el antigeno viral se detecta
con una mayor sensibilidad cuando se utilizan como muestras linfocitos de sangre
periférica (563.8%) en lugar de suero (18.9%). Young y otros sugirieron que la deteccion
de la proteina NS1 en suero de los pacientes pudiera servir como un marcador para

medir la viremia.

El desarrollo de sistemas inmunohistoquimicos y del PCR ha ocasionado un
incremento en la calidad del diagnostico en los casos fatales de FHD/SCD, aunque

ambos sistemas se encuentran disponibles solamente en laboratorios de referencia.
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El diagndstico del dengue puede abordarse mediante el aislamiento viral, la deteccion
del antigeno viral y el genoma viral en muestras de sueros, tejidos y pooles de
mosquitos; asi como por la deteccion de anticuerpos IgM o IgG que permiten el
diagnostico de una infeccidén reciente o pasada. La aplicacién en su conjunto de las
diferentes técnicas permite que los laboratorios que asumen el diagnéstico de rutina y
la vigilancia puedan brindar un diagndstico rapido y temprano de la situacion

epidemioldgica presente en sus respectivos paises.
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MATERIAL Y METODO

TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo es un estudio descriptivo de corte transversal de la sub-tipificacion
del serotipo 1 del virus dengue que circulé en Managua, Nicaragua desde el afio 2003
hasta el 2005. La sub-tipificacion se basé en un método de biologia molecular que
utiliza oligonucledtidos dirigidos a sitios de restriccion ubicados en la region E del

genoma del virus dengue serotipo DENV 1.

DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Las muestras se seleccionaron de La coleccion de cepas del virus del dengue de los
afnos 2003, 2004 y 2005 del Centro Nacional de Diagnostico y Referencia del MINSA
(CNDR-MINSA), la cual estaba compuesta por 48% (42/87) DENV 1, 49% (43/87)
DENV 2y 2% (2/87) DENV 4. El 98% de las cepas DENV 1 fueron recolectadas en
Managua en los afios 2003 y 2005.

De la coleccion total de cepas del CNDR se seleccionaron un total un total de 13 cepas
DENV1 que cumplieran los siguientes criterios: 1. Pertenecer a la coleccién de cepas
del CNDR del periodo 2003-2005, 2. Haber sido recolectadas en Managua, 3. Ser

positivas en el cultivo primario.
PREPARACION DE LAS CELULAS C636 HT

Con el objetivo de incrementar la concentracion viral para los analisis de RSS — PCR
los sueros son inoculados en células C636 HT. Las células C636 HT son conservadas
en alicuotas en nitrégeno liquido, para ser inoculadas se descongelan bruscamente y
se siembran en frascos para crecimiento celular que contienen medio de crecimiento
MEM (Medio Minimo Esencial) asi como glutamina, aminoacidos y 10% de suero fetal
bovino (SFB), se incuban a 34° C hasta obtener una monocapa celular confluente.

Regularmente se obtiene una monocapa confluente en 72 horas y debe realizarse un i,
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cambio de medio a las 24 horas para eliminar el DMSO (Dimetil sulfoxido) que se les

adiciona para su crio — preservacion (Ver detalles en anexo Il Inciso A)

INOCULACION DE LAS CEPAS DE DENV 1 DE MANAGUA, NICARAGUA EN
CELULAS C636 HT

Una vez obtenida los frascos de 25 cm? con monocapa celular confluente se inoculan
200 ul de una dilucion 1:20 de MEM con suero o sobrenadantes de cultivo primario que
contienen las particulas virales. Las células se incuban a 34° C durante 7 dias,
observando diariamente el efecto citopatico (ECP). Cuando la presencia de ECP es
igual o mayor al 50% de la monocapa celular, se cosechan las células y se almacenan
en alicuotas de 140 ul a -80° C hasta la extraccion de ARN viral. Una alicuota de estas
células se somete inmediatamente a los analisis de inmunofluorescencia. (Ver anexo Il

Inciso B)
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Con el propdsito de confirmar la presencia de virus en las células se realizo una IFI.
Las células fueron lavadas tres veces con solucién fosfato salina (PBS) en los frascos
de 25 cm? y resuspendidas en 1 ml de PBS. Se agregan 10 ul de la suspensién de
células en las laminas de inmunofluorescencia, verificando al microscopio una
concentracion celular que permita la formacion de una sola capa. Las laminas que
contienen la capa celular se secan a temperatura ambiente y se fijjan en acetona;
posteriormente se agregan anticuerpos monoclonales especificos para cada serotipo,
se incuban a 37° C por 30 minutos y después de tres lavados con PBS, se adiciona
una solucién que contiene un anticuerpo conjugado con un fluoréforo y un medio de
contraste (azul de Evans). Se verifica la presencia de particulas virales en el interior de
las células mediante la observacion con el objetivo 100X del microscopio de

inmunofluorescencia. (Ver anexo Il Inciso C)
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Una reaccién con el anticuerpo monoclonal especifico es indicada por la fluorescencia
citoplasmatica perinuclear. Cada cultivo celular es ensayado independientemente con
uno de los monoclonales especificos para cada serotipo y cada ensayo es realizado

por duplicado incluyendo control negativo (células sin infectar) y positivo.
EXTRACCION DEL ARN VIRAL

Para la realizacion del RSS —PCR se extrajo ARN viral de los sobrenadantes de las
células inoculadas con virus de DENV 1 y previamente conservadas a -80 C. Se toman
140 ul de sobrenadante celular infectado con el virus y se mezclan con 420 ul de
reactivo de Trizol, se adiciona 112 ul de cloroformo y 280 ul de isopropanol. Esta
mezcla se centrifuga y se extrae el sobrenadante siguiendo la metodologia descrita en
el anexo Il inciso D. Finalmente se obtienen 20 ul de ARN viral resuspendidos en agua

libre de nucleasas, los cuales se congelan a -80 °C hasta su andlisis.
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RSS - PCR PARA DENGUE SEROTIPO 1

Para la amplificacion de los fragmentos de restriccion se mezclan 2.5 pl del ARN viral

con los componentes descritos en la siguiente tabla:

TABLA 1. COMPONENTES DE LA MEZCLA PARA RSS — PCR DE DENV 1

Reactivos Conc. Trab Conc final plivial

10X 1X 2.5
Buffer (10mM de Tris, 50mM de KCL,pH 8.2-9 a
25°C, gelatina o BSA y detergente no i6nico)

dNTPs (Deoxinucleotidos trifosfatados) 20Mm 200uM 0.25
RSS9 10uM 0.5uM 1.25
RSS 10 10uM 0.5uM 1.25
RSS 11 10uM 0.5uM 1.25
RSS 12 10uM 0.5uM 1.25
DTT (DL — Thiotreitol) 100Mm 5Mm 1.25
TMAC (Tetrametil de amonio y cloro) ™ 0.03M 0.75
Betaine 4M 0.5M 3.125
MgCl, 25mM 1.5Mm -

AMV — RT (Transcriptasa Reversa) 1U/uL 0.005U/uL 0.125
Amplitaq 5U/ul 0.025 U/uL 0.125
H,0 sigma 94

Los oligonucleétidos utilizados fueron disenados por Harris et. al 1999, utilizando las
secuencias del gen E del virus del Dengue que se encuentran el banco de genes del
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Las secuencias y las regiones

que reconocen estos oligonucleétidos se detallan en la tabla 2.

TABLA 2.
SECUENCIA Y POSICION DE LOS PRIMERS OLIGONUCLEOTIDOS USADOS
PARA AMPLIFICAR CADENAS DE DENGUE 1.

Primer  Secuencia Posicion Genomica Cadena
RSS 9 5-CTGTTC TAG TGC AGG TTA 1897 — 1914 +
RSS 10 5-CAT TTT CCC TAT ACT GCT TCC 2124 —2144 -
RSS 11 5-GTC ACA AAC CCT GCC GTCCT 1089 - 1108 +

RSS 12 5-CGC AGC TTC CAT GCT CCAAT 1013 -1032 -
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PARAMETROS DE TERMOCICLAJE.

La mezcla de RSS —PCR se coloco un termociclador MJ Research, INC y La reverso
transcripcion se efectu6 a 42° C durante 60 min., seguida directamente de 30 ciclos de
amplificacion de 94° C por 30 seg., 60° C por 1 min., 72° C por 2 min., con una

extension final de 72° C por 5 min. (Ver anexo lll)

ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DEL RSS — PCR DENV 1

Diez microlitros de los productos de RSS — PCR fueron analizados por electroforesis
en gel de Agarosa al 1.5% con TBE 1X (Tris, Acido Bdrico, EDTA) y visualizados con
tincion de Bromuro de Etidio (0.5 ug/ ml) y luz ultravioleta. Los pesos moleculares de
los productos fueron estimados usando un marcador de peso molecular en forma de
escalera de 100 pares de base. La documentacion de los geles se realizé con una
camara digital CANON Power Shot G6 digital, serie 8714574942100.
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RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DE
RESTRICCION QUE RECONOCEN EL DENV 1

Una de los mecanismos de defensa de los virus ARN es mutar con relativa frecuencia,
por tanto los oligonucleétidos que reconocen secuencias especificas en los genes de
estos virus con el tiempo tienden a ser inefectivos o tener reacciones inespecificas. En
este estudio hemos determinado la especificidad de los oligonucleétidos de restriccion

del DENV 1 con cepas de referencia de DENV 1, 2, 3y 4 (fig. 2)

Figura 2.
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En los carriles 1- 3 se colocaron los controles de contaminacion de los ambientes
cuarto gris, cuarto Blanco y sobrenadante de células no inoculadas, no se observa
contaminacion en los ambientes y las células no inoculadas muestran los resultados
esperados. En los carriles 4 y 5 se colocaron los productos de las cepas de referencia
de DENV 1, observandose un patron de tres bandas tipico del serotipo 1. En los
carriles 6, 7, 8, 9, 10 y 11 se colocaron los productos de las cepas de referencia de

DENYV 2, 3y 4 por duplicado y no se observan patrones de bandas.
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RSS - PCR DE CEPAS DE MANAGUA, NICARAGUA
Se analizaron un total de 13 cepas de DENV 1 aisladas en Managua, Nicaragua desde
el ano 2003 — hasta el afio 2005, los patrones resultantes fueron comparados con los

patrones de DENV 1 encontrados por Harris y col. en Octubre de 1999.

TABLA 3.
RESULTADOS DE LA SUBTIPIFICACION DE CEPAS DE DENV 1 RECOLECTADAS
EN MANAGUA DEL 2003-2005

Cddigo de la cepa Ano de aislamiento  Subtipo de DENV 1
MAN — 208 — 03 2003 A2

MAN — 18 — 03 2003 A2

MAN — 354 — 03 2003 A2

MAN — 39 — 03 2003 A2

MAN — 277 — 03 2003 NO TIPEABLE
MAN - 3112.1A1-04 2004 A2

MAN — 3368.1A1 - 04 2004 A2

MAN — 1855.2A1 - 05 2005 B

MAN - 90.1A1 - 05 2005 A2

MAN - 14 -05 2005 A2

MAN — 1882.2A1 - 05 2005 A2

MAN — 1592.2A1 - 05 2005 B

MAN - 2892.2A1-05 2005 A2

Del total de muestras analizadas el 77 % (10/13) corresponden al subtipo A2, mientras
que el 15% (2/13) fueron del subtipo B. Una de las muestras analizadas presento un
patrén atipico no reportado en ninguna investigacion previa por lo que sera enviada a la
Universidad de Berkely para estudios de secuenciacion de nucledtidos. En el afio 2003
el subtipo A2 fue el que se encontré en la mayoria de las cepas recolectadas de ese
ano con un 80% (4/5), igualmente en el 2004 y 2005 hubo circulo el subtipo A2 con un
100% (2/2) y un 77% (4/6) respectivamente. Interesantemente en el afio 2005 se

observo la presencia del subtipo B el cual no se encontrd en los afios anteriores.
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RSS — PCR DE CEPAS DE DENV 1
MANAGUA, NICARAGUA 2003 - 2004

FIGURA 3.
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La figura muestra los resultados del analisis por RSS-PCR realizado a 7 cepas de
DENV 1 aislada en Managua en los afios 2003 y 2004. Los primeros 3 carriles
pertenecen a los controles de contaminacion y los carriles 4, 5, 6 y 7 pertenecen a
cepas recolectadas en el 2003, las cuales muestran un patrén de tres bandas tipico del
subtipo A2, mientras que en el carril 8 se observa un patrén de bandas atipico, el cual
no ha sido reportado en investigaciones previas. En los carriles 9 y 10 se colocaron
cepas aisladas en el 2004 las cuales muestran un patrén tipico de tres bandas

caracteristicas del subtipo A2 y similares al de las cepas del 2003.
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RSS — PCR DE CEPAS DE DENV 1

MANAGUA, NICARAGUA 2005
FIGURA 4
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Los resultados de los analisis de las cepas recolectadas en el 2005 muestran un
patrén tipico del subtipo A2 (carriles 5,6, 7 y 9), sin embargo, las cepas de los carriles 4
y 8 muestran un patrén caracteristico del subtipo B del DENV 1. Los carriles 1, 2y 3
muestran los resultados de los controles de contaminacion.
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DISCUSION

La vigilancia seroepidemiolégica del dengue es realizada principalmente por la
detecciéon de IgM especifica contra el DENV, mientras que la deteccion de los
serotipos circulantes es hecha tradicionalmente por aislamiento e identificacion viral
[59, 56]. En los ultimos afios el RT-PCR ha sido utilizado para la identificaciéon de los
serotipos de DENV en sobrenadantes de cultivo de células infectadas y en muestras de
suero [57, 58, 60] esta técnica es utilizada para obtener rapidamente informacion
acerca de los serotipos circulantes, sin embargo en la investigacion de una epidemia es
importante la realizacion de estudios de epidemiologia molecular del DENV. Cada
serotipo es a su vez subdividido en subtipos basado en variaciones genéticas, estos
subtipos son estudiados para comprender el origen y evolucion de las cepas virales e
investigar la correlacion entre los subtipos de DENV vy la severidad de la enfermedad.
Para determinar el subtipo, usualmente son secuenciadas regiones del genoma viral y
son generados arboles filogenéticos usando sofisticados y costosos métodos de
laboratorio [31, 61]. Recientemente un sencillo método de PCR ha sido desarrollado
para la identificacion de subtipos de DENV llamado RSS-PCR [6].

Los patrones de RSS-PCR DENV 1 son esencialmente similares a los analisis de
secuenciacion. Un estudio filogenético de 40 cepas de DENV 1 de diferentes regiones
geograficas basado en 240 nt de la region E/NS1 definieron 3 importantes genotipos y
2 adicionales representado cada uno por un solo virus [31]. Similarmente otro estudio
de 179 nt de la region E de 35 cepas de DENV 1 produjo 3 genotipos [62]. El grupo
genotipico mas grande de ambos analisis consistié en cepas de DENV 1 de América,
Africa y sudeste asiatico correspondiente con el grupo C del RSS-PCR. El segundo
genotipo esta compuesto por virus de Filipina, Indonesia, Tailandia y el Pacifico sur,
coincide con el grupo A de RSS-PCR y un tercer grupo consistente en virus de

Tailandia y Taiwan se corresponde al RSS-PCR tipo B.
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En este estudio hemos determinado los subtipos de DENV 1 que circularon en el
periodo de 2003 — 2005, se ha observado la presencia del subtipo A2, el cual ha
circulado comunmente en Tailandia y no se reporto su circulacion en cepas de algunas

regiones de Ameérica analizadas por el grupo de Eva Harris en 1999. [5]

Este estudio también revela el subtipo B en el afio 2005 que es de origen Asiatico,
pues este subtipo se encontré6 en cepas Tailandesas. Es muy probable que en
Managua, Nicaragua halla circulado o se encuentre circulando un subtipo que aun no
ha sido reportado, ya que hemos encontrado una cepa que presenta un patron de una
sola banda atipico de todos los subtipos descritos hasta este momento o que esta cepa
atipica contenga puntos de mutacion en los sitios de restriccion, que no son

reconocidos por lo oligonucledtidos que hemos utilizados en este estudio.

Hasta este momento la bibliografia ha descrito que aquellos individuos que han
adquirido inmunidad natural frente a un determinado serotipo son susceptibles a
desarrollar dengue hemorragico cuando se infectan con un serotipo distinto al que han
sido previamente inmunizados, dado que un serotipo puede presentar diferentes
subtipos podria ocurrir que la severidad de la enfermedad este relacionada con
subtipos especificos; por tanto la realizaciéon de estudios que permitan hacer un
seguimiento de los diferentes subtipos que circulan en una determinada regidn
geografica son de especial importancia porque permiten comprender el
comportamiento epidemiolégico molecular y la informacién generada puede asociarse

al comportamiento clinico.

La aplicacion del RSS-PCR signific6 un paso de avance en el desarrollo de la
Virologia en Nicaragua permitié estudiar un numero relativamente elevado de cepas en
un tiempo corto, si lo comparamos con los analisis de secuenciacion, lo que constituye
una herramienta mas para mejorar el conocimiento sobre el Dengue en Nicaragua y en
la region centroamericana y de esa forma poder establecer programas de intervencion

o generar informacion que sea util para el desarrollo de vacunas.
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CONCLUSIONES

1. Los oligonucleétidos de DENV 1 fueron especificos para cepas de DENV 1
aisladas en Managua de 2003 — 2005.

2. El subtipo de Dengue 1 que ha circulado en el periodo de 2003 al 2005 en
Managua es el A2.

3. Enafo 2005 se dio circulacion del subtipo B del DENV 1.

4. Los subtipos A2 y B de DENV 1 de origen asiatico, no habian sido reportado en
continente americano.

5. Se encontré6 un subtipo atipico que sera estudiado con métodos de

secuenciacion.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios para determinar si existe relacion entre los subtipos de DENV
y la severidad de la enfermedad.
2. Continuar con la vigilancia epidemiolégica molecular de los serotipos del

Dengue.
3. Secuenciar las cepas de DENV 1 reportadas en este estudio.
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ANEXO |.

PATRONES DE RSS - PCR DENV 1

Patron de Peso

Procedencia

SUBGRUPOS DE Molecular
DENV 1 (aproximado)

Al 110 pb Indonesia (1976-1978)
220 pb Filipinas (1983 — 1984)
270 pb Pacifico Oeste (1980)
1000 pb

A2 110 pb Tailandia (1975, 1979, 1980)
270 pb
1000 pb

B 110 pb Tailandia (1973 - 1974)
220 pb

C 110 pb Nigeria (1985)
220 pb Sri Lanka (1985)
240 pb México (1982)

Brasil (1986, 1995, 1996, 1998)

Eva Harris et al. [5]
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ANEXO II.

PROCEDIMIENTOS TECNICOS

INCISO A: MULTIPLICACION DE LAS CELULAS C636 HT.

1. EQUIPOS
a) Incubadoras de 34° C
b) Flujo Laminar

c) Pipet aids

2. MATERIALES
a) Pipetas serolégicas de 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml.
b) Beakers
c) Frascos de cultivos de 25 cm2.
d) Marcador permanente

e) Guantes

3. REACTIVOS
a) Medio MEM (Medio Minimo Esencial) con Suero Bovino Fetal (SBF) al 10%.
b) Alcohol al 70%.

4. PROCEDIMIENTO
a) Llevar el medio a temperatura ambiente.
b) Preparar el flujo laminar limpidndolo con etanol al 70%
c) Preparar los materiales a utilizar
- Pipetas estériles
- Pipet aids

- Mechero
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- Beaker con cloro diluido al 10%

- Frasco de cultivo de células de 25 cm?2

- Marcador permanente

d)

e)
f)

9)
h)

d)

f)

g)

h)

)

Descartar el medio viejo en el beaker con cloro al 10%

Agregar 4 ml de medio a los nuevos frascos y también al frasco que contiene las
células (Split 1/5).

Desprender las células.

Mezclar las células en el medio nuevo, utilizando una pipeta seroldgica.

Anadir de 1 ml de las células desprendidas a los frascos nuevos.

Incubar los frascos en una incubadora de 34° C.

CONGELACION DE LAS CELULAS C636 HT

Adicionar 4 ml de medio de crecimiento y 1 ml de SBF en un frasco de 10 ml
rotulado como No 1. Colocarlo en un bafio de hielo.

Adicionar 4 ml de medio de crecimiento y 1 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) en
otro frasco rotulado como No 2. Colocarlo en un bafo de hielo.

Decantar el medio de un frasco de 150 ¢cm? con células C636 HT ( monocapa
confluente)

Extraer los 5 ml del frasco No 1 y afadirlo al frasco con células.

Desprender las células y adicionar la suspension celular en el frasco No1.
Adicionar con una pipeta de 5 ml el medio del frasco No 2 al frasco No 1.
ARadirlo gota a gota y agitando, siempre en barfio de hielo.

Colocar 1 ml de la suspension celular en los tubos de congelacion y mantenerlos
en el bafo de hielo. Dejar 0.1 ml para prueba de esterilidad.

Guardar los tubos de congelacion a —20° C durante 1 hora

Guardar los tubos de congelacion a —70° C durante toda la noche.

Pasar los tubos de congelacion a nitrégeno liquido.
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DESCONGELACION DE CELULAS C636 HT

Sacar la alicuota de células C636 HT del nitrogeno liquido y pasarlo directamente a
un bafio Maria a 37° C. Hasta que se descongele su contenido.

Extraer el contenido del tubo con una pipeta de 1 ml y adicionarlo a un frasco de 25
cm? que contenga 5 ml de medio de crecimiento. Incubar a 34° C.

Cambiar el medio de crecimiento a las 24 horas por medio de crecimiento fresco.

Cuando la monocapa este confluente pasar las células en un split de 1/5.

63



Restriccion Sitio Especifico — PCR

INCISO B: AISLAMIENTO VIRAL EN CELULAS C636 HT

1. EQUIPOS
- Incubadora de 34° C.
- Flujo laminar
- Mechero
- Pipet aids
- Pipetas automaticas de 20 a 200 ul
2. MATERIALES
- Frascos de 25 cm2 con monocapa celular confluente.
- Pipetas seroldgicas estériles de 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25ml.
- Marcador permanente
- Tubos de microcentrifugas de 1.5 ml estériles
- Toallas de papel
- Guantes
- Hielera
3. REACTIVOS
- Medio MEN con SBF al 2% ( medio de mantenimiento)
- Cloro diluido 1/10.
- Etanol al 70%
4. PROCEDIMIENTO
a. Descongelar las cepas que se van a utilizar, mantenerla sobre hielo.
b. Preparar el gabinete de seguridad limpiandolo con etanol al 70%.
c. Preparar todo lo que se va a utilizar
- Medio de mantenimiento
- Frasco de 25 cm2 con monocapa celular confluente
- Tubos de microcentrifuga 1.5 ml
- Pipetas estériles

- Pipet aids
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s a ™o o

Mechero
Beaker con cloro diluido al 10%
Marcador permanente

Toallas de papel

Rotular los frascos de 25 cm2 con el cédigo de la muestra a inocular

Diluir 1/20 las cepas a inocular con el medio de mantenimiento

Descartar el medio del frasco de cultivo en el beaker con cloro al 10%.

Agregar lentamente los 200 ul del inoculo sobre la superficie de la monocapa celular
Incubar el frasco inoculado a 34° C durante 30 minutos.

Adicionar 5 ml de medio de mantenimiento

Incubar a 34° C durante 7 dias.

Revisar diariamente los frascos en busca de efecto citopatico (ECP). Cuando la
presencia de ECP es igual o mayor al 50% de la monocapa celular, se cosechan
inmediatamente las células, desprendiéndolas de la pared del frasco vy

almacenandolas en alicuotas de 140 ul a -80° C.
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INCISO C: IDENTIFICACION VIRAL POR

INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA (IFD

1. EQUIPOS

Flujo laminar

Microcentrifuga

Pipetas automaticas 20 a 1000 ul
Incubadora de 37° C

Congelador de —20° C 0 —70° C.

2. MATERIALES

Laminas para IFI

Vasos Koplin

Puntas de 1 a 200 ul estériles
Puntas de 200 a 1000 ul estériles
Tubos de 1.5 ml estériles

Beaker con cloro al 10%
Marcadores permanentes
Lapices

Cajas para guardar laminas
Guantes

Toallas de papel

3. REACTIVOS

PBS
Acetona a 20° C
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FIJACION DE LAS CELULAS INFECTADAS

IFI

a)
b)
c)
d)

e)

f)

9)

f)
g)

Descartar el medio de cultivo del frasco inoculado

Desprender las células del frasco con un golpe en el fondo del frasco.
Resuspender las células en 3 ml de PBS y se trasladan a un tubo centrifuga

Se centrifugan a 1000 rpom durante 5 minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante se descarta y el precipitado se responde nuevamente en 3 ml
de PBS. De esta forma las células se lavan 3 veces con PBS.

Después de la ultima centrifugacién se elimina el sobrenadante y las células se
resuspenden en 1 ml de PBS.

Se adiciona 10 a 15 ul de la suspension celular a cada pozo de la lamina de
fluorescencia.

Secar a temperatura ambiente

Poner las laminas en un vaso koplin y adicionar acetona fria (-20° C).

Dejar con acetona durante 15 minutos

Eliminar la acetona

Conservar las laminas a -20° C o —70° C hasta su uso

Descongelar las laminas de fluorescencia. Dejarlas secar bien.

Diluir los anticuerpos monoclonales segun el titulo que posean

Adicionar de 10 a 15 ul de los anticuerpos monoclonales

Incubar las laminas 30 minutos a 37° C.

Colocar las laminas en un vaso koplin anadir PBS de tal manera que cubra toda
la lamina, esperar 15 segundos y descartar el PBS. Realizar dos lavados mas
con PBS

Dejar sacar las laminas

Agregar de 10 a 15 ul del conjugado (Inmunoglobulina anti raton con

fluoresceina), diluido segun titulo, en una diluciéon de azul de Evans 1/20000.
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h) Incubar 30 minutos a 37° C.

i) Lavar 3 veces con PBS

j) Dejar secar las laminas

k) Agregar 3 gotas de glicerina buferada sobre la lamina y cubrirla con un
portaobjeto sin hacer burbuja

[) Observar las laminas en un Microscopio de Fluorescencia.
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INCISO D: EXTRACCION EL ARN VIRAL POR EL METODO DE TRIZOL

1. Colocar 140ul de sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5ml.

2. Adicionar 420 pl de trizol. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Adicionar 112ul de cloroformo y mezclar vigorosamente por 15 segundos.
4. Centrifugar 10 minutos a 4° C a 12000rpm.

5. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf.

6. Adicionar 280ul de isopropanol, mezclar e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente.

7. Centrifugar 10 minutos a 4° C a 12000rpm.

8. Remover o descartar el sobrenadante.

9. Lavar el pellet con etanol 70% (560ul).

10. Centrifugar 1 minuto.

11. Descartar el sobrenadante cuidadosamente de no mover el pellet.

12. Dejar secar 20 minutos a temperatura ambiente.

13. Resuspender el pellet con 20 ul de agua libre de nucleasas y congelar a -80° C.

Se utiliza como control positivo sobrenadante de cultivos positivos de los serotipos de

dengue Yy control negativo agua libre de nucleasas.
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ANEXO Il PROTOCOLO DE TRABAJO DE PCR
- — MEZCLA DE RSS - PCR PARA DENV 1
Viales Descripcion
1
2 Reactivos Conc. trab Conc final plivial # viales
3 10X 1X 25
4 Buffer
5 dNTPs 20mM 200uM 0.25
6 RSS9 10uM 0.5uM 1.25
7 RSS 10 10uM 0.5uM 1.25
8 RSS 11 10uM 0.5uM 1.25
9 RSS 12 10uM 0.5uM 1.25
10 DTT 100Mm 5mM 1.25
11 TMAC 1M 0.03M 0.75
12 Betaine 4M 0.5M 3.125
13 MgCl, 25mM 1.5mM --
14 AMV 1U/uL 0.005U/uL 0.125
15 Amplitag 5U/ul 0.025 U/uL 0.125
16 H,0 sigma 9.4
17
18 PARAMETROS
19 Termociclador
Volumen mezcla: 22.5 pl :
Temp | Tiemp | Prog
Volumen muestra: 2.5 yl - 5
Total 25 Rev transcrip. 42 1h RSS
Desnaturalizaciéon 94° 30s RSS
Hibridacion 55° m RSS
Extension 72° | 2m | RSS
PROTOCOLO ELECTROFORESIS No. de ciclos 30
Extension final 72° 5m RSS
1123 |4 1011|1213 |14 |15|16 |17 |18 |19|20| 21|22
1123 |4 1011|1213 |14 |15|16 |17 |18 |19|20| 21|22

Comentarios:
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ANEXO V.

ESTRUCTURA DEL GENOMA DE VIRUS DENGUE

CAPSTDE
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ANEXO V.
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