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RESUMEN

Las infecciones por virus del dengue son un problema de salud publica importante.
La enfermedad es provocada por cualquiera de los cuatro serotipos virales
(DENV1-4) cuya tipificacion es vital para una vigilancia epidemiolégica adecuada
gue permita implementar acciones encaminadas a prevenir la aparicion de casos de
dengue clasico o sus manifestaciones graves. El presente trabajo tiene como
objetivo la identificacion de serotipos virales, utilizando la técnica de Ensayos de
Movilidad de Heteroduplex (HMA). Se estudiaron sobrenadantes de cultivos de
virales de los cuatro serotipos y 21 sueros de pacientes con infecciéon confirmada
por dengue. Se extrajeron los de acidos nucleicos, seguido de amplificacion por RT-
PCR de un fragmento de 164 pb del gen de la capside. Los amplicones de los 4
serotipos de referencia se analizaron por HMA, y posteriormente se utilizaron para
la determinacion del serotipo en las muestras clinicas. Para el HMA se combinaron
los amplicones de cada muestra con los de los 4 virus de referencia, la mezcla se
calenté a 95°C, y enfri6 a 4°C. Posteriormente se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 7.5%. El HMA con los virus de referencia mostré que es
posible utilizar esta técnica para la identificacion del serotipo. Con este ensayo se
logré tipificar a 20 muestras del serotipo 1 y una del 3 (solo una muestra no fue
tipificable). Esta técnica es una alternativa atractiva debido a que es econémica,
sencilla, rapida para el seguimiento de los virus circulantes del dengue y podria
serlo para otros patégenos.



I. INTRODUCCION.

El dengue es una enfermedad aguda febril producida por el arbovirus llamado virus
del dengue, éste pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Las
particulas virales, constan de una hebra de ARN (Acido ribonucleico) de polaridad
positiva con aproximadamente 11 kilobases, encerrado por una nucleocapside
proteica, que a su vez, se encuentra rodeada de una membrana lipidica. El dengue
se transmite al humano unicamente por picadura de la hembra hematofaga del
mosco Aedes aegypti y Aedes albopictus. Existen cuatro serotipos virales: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 y cada uno, genera una respuesta inmune que puede
ser protectora contra los virus del mismo serotipo, pero no contra los otros. Las
formas clinicas de la infeccion se clasifican en dengue clasico (DC), dengue

hemorragico (DH) y el sindrome de choque por dengue (SCD).

El diagnéstico y tipificacion del virus, son prioridad de los sistemas nacionales de
salud. La constante vigilancia epidemiolégica pone en evidencia que el
comportamiento de la enfermedad varia segun el serotipo infectante, por tanto, la
tipificacion es un instrumento epidemiolégicamente util pues permite generar alertas
enfocadas en prevenir la aparicion de casos de dengue hemorragico o choque por

dengue en la poblacion.

El Analisis de Movilidad por Heteroduplex (HMA, por sus siglas en inglés), es un
metodo de tipificacion viral, que no requiere altos niveles altos de bioseguridad en
los laboratorios a diferencia de las técnicas basadas en cultivar al virus como los
ensayos de neutralizacion viral. Ademas, es una metodologia econémica, rapida y
sensible, en comparacion con otros métodos usados como la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), ya sea en punto final o en tiempo
real, seguida de secuenciacion. Para la aplicacion del HMA, es necesario amplificar
una region variable de ADN (Acido desoxirribonucleico) que esté flanqueada por
zonas conservadas. Asi se puede utilizar un juego de oligonucledtidos comunes
para los cuatro serotipos (PCR genérico) para obtener un amplicon con suficiente




variabilidad al interior del fragmento que permita la diferenciacion entre los cuatro
serotipos.

En los ensayos de HMA, se mezclan los productos amplificados por PCR genérico
de las muestras problema y de los virus de referencia de cada serotipo. La
desnaturalizacion y renaturalizacion de estas mezclas (por calentamiento-
enfriamiento), permite la formacién de heteroduplex (moléculas hibridas, donde una
hebra del virus de referencia se une a su complementaria, pero de la muestra
problema), ademas de homoduplex (donde ambas hebras son de un mismo origen
viral). Las diferencias genéticas entre la muestra problema y los virus de referencia,
se detectan por la reduccion de la movilidad electroforética de las moléculas
hibridas en un gel de poliacrilamida. El retardo en la migracion es directamente

proporcional a las diferencias en secuencia entre ambas hebras del heteroduplex.



Il. ANTECEDENTES.

I1.1 Virus del dengue.

El dengue es una de las enfermedades viral es transmitida por artropodos
(arbovirus) de mayor importancia en salud publica (Guha-Sapir y Schimmer, 2005).
El agente causal, el virus del dengue, pertenece al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae que incluye al virus de la hepatitis C, virus de la fiebre amarilla, virus del
oeste del Nilo, entre otros. En general, los Flavivirus son patégenos causantes de
fiebre hemorragica y encefalitis (Koraka, 2007; Acosta-Bas y Goémez-Cordero,
2005). El dengue es ocasionado por cualquiera de los cuatro serotipos virales
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 Y DENV-4) gendémicamente relacionados pero
serologicamente distintos. Cada serotipo crea inmunidad especifica a largo plazo
contra el mismo, pero la infeccion por un segundo serotipo no genera inmunidad

protectora contra los otros (Balmaseda y col., 2006).

Los primeros registros que se tienen de un caso probable de dengue, fueron
publicados en la enciclopedia China de la Dinastia Jin (265-420 D.C.), la cual
refiere a “un veneno de agua” relacionado con insectos voladores ademas de
sintomas como fiebre, erupciones cutaneas, artralgias, dolor retro-ocular y
hemorragias (Gluber, 1998 y Capinera, 2008).

Il. 2 Vectores del virus del dengue.

Los vectores del virus del dengue pertenecen al género Aedes, especificamente de
las especies A. polynesiensis, A. mediovittatus, A. albopictus y A. aegypti, entre
otras. Estas ultimas dos (Figura 1), son las de mayor importancia por su estrecha
relacion con los humanos en zonas tropicales y sub-tropicales (Cox y col. 2007). A.
aegypti es considerado el principal vector del virus del dengue debido a la
dispersion mundial que logré alcanzar en los ultimos afios (Figura 2) (Phillips,
2008), aunque raramente se encuentra mas alla de los 1000 metros por encima del
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Figura 1. Aedes aegypti y Aedes albopictus: |zquierda y derecha respectivamente (FMEL, 1999).

nivel del mar (Gluber, 1998). En contraste, el A. albopictus, es un mosco con
dispersion restringida a zonas boscosas cercanas a humanos de ubicacion rural, y
ambas especies coexisten en zonas tropicales suburbanas (Cox y col., 2007). A.
aegypti es uno de los vectores mas eficientes para arbovirus debido a su caracter
antropofilico. Cuando la hembra hematéfaga infecta a los viajeros provenientes de
zonas no endémicas, ellos participan en la dispersion del virus, llevandolo a areas
donde el vector se encarga en mantener la transmision la infeccion (OMS, 2009),
como fue documentado en los brotes ocurridos en Canada durante 1974 y 1996,
donde se reportaron casos confirmados de dengue, después de la deteccion en las
personas que habian viajado a paises tropicales y que regresaron infectados a su
lugar de origen, y quienes fueron la fuente de infeccion para los mosquitos locales
(Schofield, 2009).

Son evidentes los cambios dramaticos de la forma, funcion y habitat durante el ciclo
de vida del mosco. La hembra hemat6faga deposita sus huevos en las paredes
humedas de contenedores con agua (llantas, tinacos, botellas, entre muchos otros).
La larva eclosiona cuando el contenedor se inunda por la lluvia o por agua vertida
por la gente. Durante los siguientes dias, la larva aumenta de tamafo al
alimentarse de microorganismos y materia organica en la superficie del agua.
Posteriormente se transforma en pupa, la cual no se alimenta, pero continda con su

metamorfosis hasta el desarrollo del mosquito adulto (CDC, 2011).




Figura 2. Areas en riesgo de transmision del virus del dengue. De acuerdo a las lineas isotermas de
acuerdo a enero y julio (limite superior e inferior rojo, respectivamente), se muestran los limites
geograficos potenciales para la sobrevivencia del Aedes aegypti (OMS, 2009).

El A. aegypti y los otros vectores del virus del dengue, han logrado adaptarse al
ambiente, de manera que resulta dificil controlar las poblaciones de estos moscos.
Sus huevos soportan la disecacion por varios meses, lo que significa que aunque
todas las larvas, pupas y moscos adultos fueran eliminados en un lapso de tiempo,
ocurriria una rapida reinfestacion, puesto que los huevos se activan al sumergirse

en agua para continuar con su ciclo de vida (CDC, 2011).

ll. 3 Ciclos de transmision del virus del dengue

Existen evidencias genéticas comparativas que sugieren el origen Asiatico-tropical
del virus del dengue, con el aislamiento de los cuatro serotipos en primates no
humanos y moscos Aedes. Para el ciclo de transmisién selvatico o ciclo zoonético
(primates no humanos/mosquitos selvaticos/primates no humanos), se han descrito
a las especies A. africanus, y A. furcifer entre otros, como los vectores en el
continente Africano. En Malasia se han logrado aislar los cuatro serotipos selvaticos
virales en moscos del dosel del bosque (A. niveus) y en primates no humanos (Cox
y col., 2007 y Moncayo y col., 2004). El ciclo endémico implica la transmisién entre
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humanos/mosquitos peridomeésticos urbanos/humanos, considerado como una
adaptacion evolutiva del ciclo selvatico, de acuerdo a Wang y colaboradores en el
2000, quienes indicaron que este cambio pudo haber ocurrido hace casi 1500 afios,
resaltando la evolucion independiente de cada uno de los serotipos del dengue. La
adaptacion del virusa nuevos vectores y hospederos vertebrados no ocurrié de
manera simultanea, segun Gluber en 1997 y Wang en 2002, pues coinciden en la
hipotesis sobre un cambio en la transmision del virus, inicialmente con moscos del
ciclo selvatico a moscos del dosel del bosque, luego al A. albopictus y
posteriormente al A. aegypti, de manera que el cambio ocurrié en funcion de la
presion evolutiva por la urbanizacién de nuevas regiones y adaptacion del virus a

los nuevos hospederos.

La incubacién extrinseca, o incubacion del virus en el mosquito, toma de 10 a 12
dias de desarrollo (Gluber, 1998), ésta depende del tipo de mosquito y de factores
ambientales como humedad y temperatura. Cuando el mosquito ingiere sangre de
un hospedero en estado virémico, el virus infecta el tejido digestivo donde se
producen mas particulas virales que se dispersan mediante la hemolinfa a todo el
cuerpo, incluyendo glandulas salivales y gonadas sexuales (Xi y col., 2008). La
hembra hematofaga es capaz de transmitir verticalmente el virus, es decir, puede
infectar a su progenie (transmision transovarica) lo que aumenta la posibilidad de
pandemias o al menos contribuye con la persistencia de casos de DH en areas
endémicas (Hartanti y Tirtadjaja, 2010). Después del periodo de incubacion
extrinseca, el virus puede transmitirse a otros seres humanos en subsecuentes
lapsos de alimentacién del mosco y a partir de entonces, permanece infectante
durante el resto de su vida (OMS, 2009).

Il. 4Hospedero del virus del dengue

Después que una persona es picada por un mosquito infectado, el periodo de
incubacion viral es de 3 a 14 dias y posteriormente desarrollara sintomatologia
tipica del dengue. Cabe resaltar que de un 50 a 90%, las infecciones por dengue
son asintomaticas (Kyle y Harris, 2008). El virus del dengue es transmitido a
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humanos de forma horizontal, es decir: humano-mosco-humano. Sin embargo, la
transmision vertical en humanos (perinatal), es un factor de riesgo para la
generacion de las formas graves de la infeccion y de muerte en neonatos, tal como
lo reporta Chye y colaboradores en 1997, con los casos de dos madres infectadas

por dengue, cuyos hijos nacieron infectados por el virus.

La transmision mediante la lactancia materna en teoria es posible, pero aun no se
tienen reportes. No obstante, en 2002 se documenté un caso de transmision del
virus del Oeste del Nilo (otro Flavivirus) de una madre a su lactante (CDC, 2002).

I1.5 Estructura molecular del virus del dengue.

Al ser un Flavivirus, los viriones del dengue contienen una sola cadena de ARN
dentro de una nucleocapside rodeada de la envoltura lipidica de tamaro de 45 a 55
nanometros (Chambers y col., 1990). Su genoma es aproximadamente de 11,000
bases de largo (Figura 3), tiene polaridad positiva, es infeccioso, y con un solo
marco de lectura que se traduce en una polipoproteina, posteriormente escindida
por proteasas (virales y celulares) para generar diez productos proteicos. Las
primeras tres proteinas son de tipo estructural: La nucleocapside (C), la de
membrana (M) que se sintetiza como un precursor “prM” que sufre protedlisis y la

glicoproteina de envoltura (E).

Proteina
envoltura (E)

Proteina
de membrana (M)

T —
e on de capside (C)
| B [l]-ll
f-" l ARN
_ : monocatenario
CprM E NS1 2a 2 NS3 4a 4b positivo

Figura 3. Estructura y organizacion genémica del virus del dengue (modificado de Rothman, 2004 y
Cabezas y col., 2005).
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El resto de las proteinas son de caracter no estructural respectivamente
denominadas: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5, que estan involucradas
en la replicacion viral ademas de otras funciones (Rothman, 2004). Los extremos 5’
y 3’ del genoma, son regiones no codificantes (UTR, por sus siglas en inglés), que
se encuentran asociadas a la replicacion del virus, traduccion y virulencia, debido a
la presencia de elementos de regulacion de la expresion de los genes virales
(Alvarez y col., 2005)

I1.5.1 Proteinas estructurales del virus del dengue.

La proteina de la nucleocapside (C) tiene un peso molecular de aproximadamente
13 kD y es rica en residuos de arginina y lisina. C es la primer proteina sintetizada
durante la traduccion (Murray, 1993). La proteina de membrana (M) es de
aproximadamente 8 kD, de tamafo pequefio y no glicosilada, que se forma
después del corte proteolitico del precursor glicosilado prM durante la maduracion
del virus. La formacion de M a partir de prM es crucial en la morfogénesis del virus,
al incrementar la infectividad viral. (Koraka, 2007). La glicoproteina de envoltura (E)
tiene un peso molecular variable entre los cuatro diferentes serotipos, desde los 51
a 59 kD, tiene al menos cuatro determinantes antigénicos, un grupo reactivo de
para Flavivirus, el complejo y subcomplejo especifico del virus del dengue y de los
serotipos especificos (Henchal y col.,, 1982). La proteina E interviene en
importantes procesos bioléogicos como la union del receptor celular con la
hemaglutinina viral que participa en el ensamblaje y fusion de las membranas. Tres
dominios estructurales identificados en la regién de la proteina E: DI y DIl que
incluyen péptidos de fusion y DIll que contiene los principales sitios antigénicos

involucrados en la neutralizacion viral (Modis y col., 2004).
11.5.2 Proteinas no estructurales del virus del dengue.

La proteina NS1 es una glicoproteina de 48 kD, contiene dos sefales del tipo Asn —
X-/Thr, usada para la adicion de carbohidratos en sitios especificos conservados en
todos los Flavivirus. Se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y una




vez formada se transporta al aparato de Golgi donde sufre modificaciones
postraduccionales para después ser liberada al medio extracelular (Henchal y
Putnak, 1990). La funcion de NS1 no ha sido aun descrita en su totalidad, se ha
planteado que posee un papel en la replicacion temprana del virus. Mutaciones de
esta proteina afectan la virulencia de la particula viral (Acosta-Bas y Gomez-
Cordero, 2005). La célula infectada expresa la proteina en la superficie celular,
siendo diana de la citdlisis inmunolégica, resultado interesante por su uso potencial
en la proteccion del hombre contra la infeccién por Flavivirus (Chambers y col.,
1990).

La proteina NS3 tiene un peso de entre 68 y 70 kD y se encuentra asociada a la
membrana. Esta altamente conservada en el genoma de los Flavivirus y es un
componente de la maquinaria enzimatica en la replicacion del ARN viral, al ser
trifuncional con actividad proteasa dirigida a la polipoproteina, ademas de actividad
helicasa, ARN trifosfatasa y para la formacion de la estructura 5" Cap (Faulgout y
col., 1991).

Las proteinas no estructurales NS2a, NS2b, NS4a y NS4b son regiones
hidrofébicas menos conservadas de la polipoproteina. Se conoce poco de las
funciones de sus funciones en el ciclo de vida de los Flavivirus, sin embargo se
sabe que estan asociadas a la membrana formando componentes de los
complejos de replicacion viral y también en la localizacion membranal de las
proteinas NS3 y NS5 a través de interacciones proteina-proteina (Acosta-Bas y
Gomez-Cordero, 2005).

La NS5 es la ultima proteina codificada por la polipoproteina. Esta proteina es de
caracter basico y tiene un peso entre 103 a 104 kD. Es una de las proteinas mas
conservadas de los Flavivirus que funciona como una ARN-polimerasa dependiente
de ARN viral. Parte de ella, actia como una metil transferasa que encapucha al

genoma viral (Egloff y col., 2002).




[1.6 Ciclo infeccioso del virus del dengue.

El primer contacto que establece el virus del dengue con su hospedero, es con
celulas dendriticas en la piel (células de Langerhans) y en nodulos linfaticos con
monocitos y macrofagos, a traves del complejo de receptores de las células
humanas y la glicoproteina E de la envoltura del virus. Mediante esta interaccion, el
virus entra a la célula para replicar su material genético y posteriormente forma
nuevas particulas virales que promueven la diseminacion de la infeccion en el
hospedero (Rodenhuis-Zybert y col., 2010; Lin y col., 2002).

I1.6.1 Receptores celulares asociados al virus del dengue.

En las células dendriticas, los receptores involucrados en la unién con el virus,
incluyen a la lectina ICAM3, DC-SING o CD2o9con los residuos de manosa de la
asparagina (Asn) 67 de la glicoproteina E (Geijtenbeek y col., 2000). De igual
manera, se han identificado receptores que interactiian con el virus del dengue en
macréfagos y monocitos, como las proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90,
ampliamente distribuidas en la membrana celular. (Reyes-Del Valle y col, 2005).
También se han identificado otro tipo de moléculas como las glicosaminoglicano
heparan sulfato (SH) involucradas en la adsorcion del virus en células endoteliales,
higado y rifién (Chen, 1997 y Del Angel, 2006).

11.6.2 Mecanismo de entrada del virus del dengue a celulas del hospedero.

El mecanismo de fusion de la membrana viral con la membrana celular se debe a la
interaccion de la glicoproteina E con los receptores celulares. La proteina E esta
compuesta por tres dominios (I, Il y Ill) que conforman toda la envoltura viral.
Cuando la proteina E se une a un receptor en la superficie celular, el virion
(nucleocapside) se internaliza por endocitosis mediada por clatrina. El endosoma
que transporta al virion, sufre una acidificacion que promueve la fusion de la
nucleocapside viral con la membrana endosomal y asi se libera la molécula de ARN
de polaridad positiva al citoplasma celular. Inmediatamente se traduce a un

polipéptido en la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) donde es
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procesado co y postraduccionalmente por proteasas virales y celulares, generando

a las tres proteinas estructurales (C, prM y E) y las siete no estructurales (NS’s).
Para la produccion del ARN gendémico es necesaria la sintesis de la polimerasa
dependiente de ARN, codificada en el gen NS5 quien copia el ARN original y
genera una molécula de ARN con polaridad negativa, la cual sirve como molde para
la sintesis de multiples copias de ARN gendmico de polaridad positiva (Clyde y col.,
2006). Las réplicas de este ARN viral se empaquetan por la proteina C para formar
la nucleocapside del virién quien se une al RER con las proteinas prM y E de la
particula viral orientadas hacia la luz del RER. Posteriormente, el heterodimero
prM/E se asocia en trimeros y se cree que su interaccion induce la formacion de
una curva membranal del RER que guia al virion en el proceso de maduracion. En
el transito por el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi, la particula viral
sufre modificaciones, principalmente la escision del precursor prM/E a prM y E por
el pH acido del RER y la ruptura del dimero en “pr” y M, al ser catalizada por una
furina endoproteasa en las cisternas del aparto del Golgi. Entonces, la particula
viral madura es liberada de la célula mediante exocitosis. Este proceso es
representado en la Figura 4 (Rodenhuis-Zyberty col., 2010) y la particula viral

madura en la Figura 3.
II. 7 Clasificacion de las manifestaciones clinicas del dengue.

Las infecciones por dengue, estan acompanada de una variedad de sintomas,
desde fiebre hasta manifestaciones hemorragicas con o sin choque. En general, del
total de infecciones sintomaticas por dengue, aproximadamente el 95%
corresponde al nivel intermedio del cuadro benigno, denominado dengue clasico
(DC). El 5% se consideran formas clinicas graves como la fiebre hemorragica por
dengue (FHD) y el sindrome de choque por dengue (SCD), que deben ser tratadas
oportunamente para evitar la muerte del paciente (Guzman y Kouri, 1996).

[1.7.1 Dengue clasico.

El dengue clasico (DC) es una enfermedad con mayor prevalencia en nifios
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Figura 4. Replicacion viral del dengue (Rodenhuis-Zybert, 2010).

mayores de 15 afios y adultos. El DC es una enfermedad autolimitante con una
fase critica de sintomatologia de 3 a 7 dias, la fase de convalecencia se extiende a
semanas y estd asociada con ftristeza y depresion especialmente en adultos
(Gluber, 1998; Koraka, 2007). Se caracteriza por cuadros febriles y una variedad de
sintomas no especificos: severo dolor frontal de cabeza, retro-orbital, corporal,
nauseas, vomito, tristeza, erupciones cutaneas y pulso bajo .El cuadro febril
comienza de los 38°C hasta 40°C con duracion de 2 a 7 dias. La fiebre puede
disminuir después de unos dias para comportarse de manera bifasica y regresar de
12 a 14 horas después. Los nifios pueden presentar sintomas respiratorios tales
como tos, dolor de garganta vy rinitis (Gluber, 1998). La aparicion de las erupciones
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cutaneas es variable, se presenta aproximadamente en un 50% de los pacientes
con cuadro febril, durante el primero o segundo dia de fiebre. Una segunda
aparicion de erupciones cutaneas pueden manifestarse entre el dia 2 y el 6 de la
enfermedad, dispersas en el tronco, cara, extremidades y en algunos casos es
observado un patron eritematoso en piel normal. Durante la fase critica de la
enfermedad (2do al 6to dia), el conteo de leucocitos totales sangre periférica se
encuentran ligeramente por debajo de los 4,500 células/mm® (Gluber, 1998), al
mismo tiempo, es comun encontrar un leve descenso del recuento plaquetario a
partir de entre 150,000 y 100,000 células/mm? (trombocitopenia). Los pacientes con
DC tienen niveles elevados de las enzimas hepaticas alanin aminotransferasa y
aspartato aminotransferasa, de 500 a 1000 U/Litro, tal como se reportd en la
epidemia de DENV-4 en 1986 de Puerto Rico (Dietz y col., 1996).

[1.7.2 Dengue hemorragico.

El dengue hemorragico (DH) generalmente se presenta en nifios menores de 15
anos y en adultos. Se caracteriza por un cuadro febril de mas de 40°C con duracion
de 2 a 7 dias con sintomatologia no especifica similar al DC o de enfermedades de
zonas tropicales relacionadas con fiebres hemorragicas como sarampion, rubéola y
malaria (Gluber 1998). Durante la fase aguda de la enfermedad no es posible
discriminar de DH de DC, solo se puede diferenciar por la fuga de plasma y por los
niveles altos de hemoconcentraciéon (entre un 20 y 50% del hematocrito). Los
signos de fallo circulatorio o de manifestaciones hemorragicas ocurren cerca de 24
horas antes o después que la temperatura se normaliza. El recuento total de
leucocitos se encuentra con alrededor de 2,400 células/mm® y el conteo

3 Los sintomas

plaquetario se muestra por debajo de las 100,000 células/mm
incluyen hemorragias epiteliales, petequias, lesiones purpuras, equimosis,
hematuria, epistaxis, sangrando de encias, intestinal y gastrico, prueba del
torniquete positiva a causas de micro-hemorragicas de los capilares de la piel,
ascitis, derrame pleural, hepatomegalia. Debido a la fuga de plasma hacia el
espacio extravascular e intersticial (aumento en la permeabilidad vascular) se

presenta el chogue hipovolémico. El periodo de choque dura de uno a dos dias, y la
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mayoria de los pacientes responden rapidamente con oxigenoterapia, rehidratacion
y medidas de vigilancia médica (Acosta-Bas y Gémez-Cordero, 2005; Koraka,
2007; Gluber, 1998).

I1.7.3 Sindrome de choque por dengue.

El sindrome de choque por dengue (SCD) es la forma clinica mas grave, el
paciente necesariamente requiere hospitalizacion pues el sistema circulatorio se ve
comprometido. Se caracteriza por los altos niveles de extravasacion del plasma
(hematocrito elevado o aumento progresivo del mismo), derrame pleural, y
adicionalmente pulso débil y rapido, hipotensiéon, piel fria y cianosis. Ademas,
algunos pacientes pueden presentar letargo, después inquietud y luego entrar
rapidamente a un periodo critico de choque, caracterizado por pulso débil y
acelerado. Muchos pacientes después del choque presentan dolor abdominal
agudo por periodos cortos de tiempo (Gluber, 1998). La duracion del choque
usualmente es corta. De no corregir el choque, surgen complicaciones como
acidosis metabolica, hemorragia grave del aparato digestivo, encefalopatia por
alteraciones metabdlicas o electroliticas y finalmente el paciente puede morir de 12
a 14 horas si no es tratado adecuadamente o bien, puede recuperarse con rapidez
después del tratamiento de solucion salina o lactato de Ringer y expansores de
plasma para los casos severos. (Acosta-Bas y Gomez-Cordero, 2005).

I1.8 Historia natural de la infeccion.

El desarrollo de la infeccion primaria por dengue presenta un periodo de viremia
donde el virus entra por el torrente sanguineo y comienza a replicarse. Los
pacientes desarrollan respuesta inmune primaria con titulos de anticuerpos bajos
de inmunoglobulina M y G (IgM e IgG), siendo IgM, la primera en aparecer y
detectada en el 50% de los pacientes durante los dias 3-5 de la enfermedad, con
incremento del 80% al dia 5 y 99% al dia 10.En una infecciéon secundaria por

dengue, se detectan altos niveles de IgG enla fase aguda de la enfermedad y
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Figura 5. Historia natural de la infecciéon por dengue (OMS, 2009).

persisten por periodos de aproximadamente 10 meses de vida (Figura 5). Los
niveles de IgM en una infeccidon secundaria, son significativamente bajos y en
algunos casos no son detectables (OMS, 2009).

11.9 Patogénesis del virus del dengue

Cuando el mosquito se alimenta de la sangre humana, el virus del dengue es
inyectado al torrente sanguineo con efectos colaterales en la epidermis y dermis
(Martina y col., 2009). El primer contacto con el sistema inmune, es con células de
Langerhans (células dendriticas epidérmicas) y macréfagos. Dichos producen factor
de necrosis tumoral, interferon alfa, beta y gama que promueven la activacion de
los linfocitos B y T. Es entonces que el sistema inmune comienza con la
produccion de anticuerpos dirigidos especificamente contra los determinantes
antigénicos del serotipo infectante del virus del dengue (IgM) (Clyde y col., 2006) y
en menor cantidad, son producidos anticuerpos dirigidos contra los antigenos del
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grupo Flavivirus (IgG) que proveen de protecciéon a corto plazo (maximo 6 meses)

contra otros serotipos. En una infeccién secundaria, generada por un serotipo
distinto del primero, los titulos de IgG se duplican, relacionandose asi, con el
desarrollo de las formas graves de la infeccion del virus del dengue como el DH y
SCD (Huan-Yao y col., 2008), descrito como un potenciamiento de la infeccion,

dependiente de anticuerpos (ADE, por sus siglas en inglés).

El fenomeno del ADE, es observado en personas que fueron infectadas por una
segunda ocasion. Es entonces que los anticuerpos 1gG, interactuan con el virus sin
llegar a neutralizarlo. Esta interaccion anticuerpo-virus es reconocida de manera
aberrante por receptores Fc (RFc), expresados por monocitos y macrofagos
(incluyendo a células dendriticas) (Clyde y col., 2006). Los hibridos virus-
anticuerpo, adoptan un comportamiento de “Caballo de Troya”, debido a que la
particula viral logra introducirse y replicarse dentro de ellos. Los monocitos
infectados se vuelven blanco de los mecanismos de defensa del sistema inmune, y
al ser atacados, liberan gran cantidad de mediadores quimicos que aumentan la
permeabilidad capilar, activan al complemento, tromboplastina y en conjunto
provocan los cambios fisiopatologicos propios del DH y del SCD (Nielsen, 2009;
Yun-Chi y Sheng-Yuan, 2002; Rodenhuis y col., 2010; y Huan-Yao y col., 2008).

[1.10 Epidemiologia del virus del dengue

El dengue, una enfermedad viral transmitida por mosquitos es considerada de alta
velocidad de dispersion alrededor en mundo, segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Sus cifras aseveran que cerca de 2.5 mil millones de personas estan
en riesgo de ser infectados. Mundialmente son reportados de 50 a100 millones de

casos por afno con aproximadamente 22 mil muertes, principalmente nifios.

En los ultimos 50 afos, su incidencia se ha incrementado 30 veces junto con la
expansion geografica del vector (Figura 6). Después de la segunda guerra mundial,
el aumento de infecciones por dengue, genero frecuentes epidemias causadas por

la circulaciéon simultanea de distintos serotipos (hiperendemicidad).
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Figura 6. Promedio de casos confirmados de dengue (DC y DH) reportados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2009).

La primera de ellas, en los afios cincuenta, tuvo lugar en el Sureste Asiatico,
generando asi, un gran numero de hospitalizaciones y muertes en la poblacion. En
la década de 1980, el DH comenzé su segunda expansion en el continente Asiatico,
sufriendo la India y las islas Maldivas sus primeras pandemias hiperendémicas con
mayor presencia del serotipo 3. Hasta 1990, en el mundo se reportaron oficialmente
3 millones de casos de DH localizados principalmente en Asia (OMS, 2009).La
vigilancia del dengue en Africa, en el pasado y presente, no tiene los alcances
suficientes para control de los brotes, por tanto, los casos han aumentado
dramaticamente, principalmente en el oriente del continente (Gluber, 1998). En
Ameérica, durante los afos 1930 (Figura 7), la alta dispersion del vector A. aegypti,
elevo considerablemente los casos de infecciones por dengue. A partir de 1948,
comenzaron las campafas para erradicar al mosco en Centro y Sudamérica, sin
embargo, el programa de control reproductivo del vector se descontinué en los afnos

1970, y como consecuencia, el mosco reinfestd las zonas libres de esta especie,
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Figura 7. Distribuciéon del mosco A. Aegypti en el continente Americano (Gluber, 1997).

y por esto, durante la década de los 80'as y 90’as, America experiment6é una de las
epidemias de dengue mas importantes en su historia, ademas de la introduccion de
los serotipos 2 y 4, aunado a la dispersiéon del serotipo 3 en 1994 (Pinheiro y
Corber, 1997).

Durante los ultimos 6 afos, en México aumentaron 2.5 veces los casos confirmados
de dengue (Figura 8).El periodo de mayor incidencia de infecciones en la década,
coloco al 2009 como afno puntero con 41,972 casos, y de los que fueron tipificados
en ese mismo ano, el 82% pertenecen al serotipo 1, 17% al 2, dos casos
reportados del 3 en Jalisco y solo 1 caso del 4 en Chiapas. El estado de Querétaro
se consideraba libre de riesgo de infecciones por dengue, sin embargo en los
ultimos anos, la infeccién se extendio a nuevas zonas geograficas con mayor altitud
por el cambio climatico, lo que representa una seria amenaza para la salud publica
en el Estado. Desde 2005, se reportan casos confirmados de dengue clasico con el
serotipo 1, principalmente en los municipios de Jalpan y Arrollo Seco, siendo el afio

con el mayor numero de casos en el Estado hasta la fecha (CENAVECE, 2009).
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Figura 8. Casos de infecciones por dengue en México en los ultimos 5 afios (CENAVECE, 2009).
I1.11 Definiciones operacionales de caso.

Para propésitos de vigilancia epidemiolégica, se han definido los criterios para la
deteccion, notificacion y clasificacion de casos de dengue. Las definiciones
operacionales de caso permiten detectar a la gran mayoria de los casos a través de

los signos y sintomas mas frecuentes (Montesano, 1997).

Caso sospechoso de dengue: Es toda persona de cualquier edad que resida o
proceda de una regién en la que haya transmision de la enfermedad y que presente

cuadro febril inespecifico o compatible con infeccion viral.

Caso probable de dengue: Todo caso sospechoso que presente fiebre y dos o mas
de las siguientes caracteristicas: cefalea, mialgias, artralgias, exantema o dolor
retro-ocular. En menores de 5 afios, el unico signo a considerar puede ser la fiebre.

Caso confirmado por dengue: Todo caso probable en el que se confirme la
infeccion reciente por dengue virus mediante técnicas de laboratorio o que esté
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asociado epidemiologicamente a otro caso confirmado y del cual no se disponga

de resultado de laboratorio.

I1.12 Diagnéstico vy tipificaciéon del virus del dengue.

Un eficiente diagnéstico de las infecciones por dengue, seguido de la tipificacion de
los virus circulantes, son de suma importancia para tratamiento clinico del paciente
y de evaluacion epidemiologica que permite sistematizar las acciones de impacto
en la poblacion para el control de la enfermedad, con el objetivo de prevenir la

aparicion de las formas graves del dengue (DH y SCD).
[1.12.1 Métodos de diagnoéstico de infeccion por dengue.

Para diagnosticar serolégicamente al virus, considerando los altos niveles de
anticuerpos observados en los individuos que desarrollan la infeccion, el estudio de
los sueros es gran utilidad para discriminar un caso probable o caso confirmado de
dengue, sin embargo, no se tipifica al virus, solo se detecta. En los ultimos afos se
han desarrollado métodos rapidos para el diagnéstico virolégico, entre los que
destaca el Inmunoensayo Enzimatico Sobre Fase Solida, conocido como ELISA
(por sus siglas en inglés) constituida de conjugados formados por una enzima
ligada a un antigeno o anticuerpo determinado, son utiles para la deteccion de
anticuerpos como IgM e IgG.. La ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA, por sus
siglas en inglés), representa uno de los avances mas importantes para el
diagnostico del dengue, siendo asi que la mayoria de los laboratorios emplean esta
técnica como herramienta de rutina. La IgM es producida transitoriamente durante
las infecciones primarias, y en menor cantidad en infecciones secundarias (ver
Figura 3). La deteccion de altos niveles de 1gG, mediante la técnica de ELISA o
pruebas de inmunocromatografia, ampliamente se utiliza para clasificar si la

infeccion es primaria o secundaria (Guzman y Kouri, 2004).

La deteccion antigénica del NS1 en suero de pacientes, es un método alternativo

para el diagnéstico rapido del dengue. La presencia de proteina, refiere que el
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paciente se encuentra en estado virémico (fase aguda de la infeccion), es decir,
cuando el virus logra alcanzar altos titulos en sangre, con duracién del dia 0 (inicio
de sintomas) al 3ero. Se ha propuesto que la deteccion de NS1, podria ser util para
determinar los niveles de viremia en sangre ya que niveles altos de NS1 han sido
detectados en muestras de pacientes en estado virémico, y también puede
emplearse como indicador, mas no confirmaciéon, de infeccidbn secundaria. Sin
embargo, con esta técnica, no es posible tipificar al virus (OMS, 2009 y Young y
col., 2000).

Otro método utilizado para el diagnoéstico del dengue, es el aislamiento y cultivo
viral, el cual requiere una toma de muestra de sangre durante el periodo febril.
Posteriormente se aisla el virus y se cultiva en ratones recién nacidos, en células
de mamiferos (Vero, LLCMK2 y BHK-21) o en celulas de mosquito C6/36, clonadas
de Aedes albopictus o AP61 de Aedes pseudoscutellaris, siendo ésta ultimas las
mas sensibles a infectarse por el virus. El aislamiento viral es seguido de un ensayo
de inmunofluorescencia indirecta (IFI) con anticuerpos monoclonales especificos
del complejo de dengue y del serotipo, o bien con anticuerpos policlonales para
Flavivirus, del cual, las muestras que resulten positivas, se someten a un segundo
ensayo con anticuerpos monoclonales para tipificar al serotipo. El aislamiento y
cultivo viral, permite la deteccion del virus, asi como su tipificacion, sin embargo,
requiere de infraestructura especializada en mantener el nivel de bioseguridad tipo
Il en el laboratorio y de al menos dos semanas para el cultivo del virus (OMS,
2009).

La deteccion molecular de acidos nucleicos para el diagnostico de la enfermedad,
mediante la técnica de RT-PCR genérico o RT-PCR universal (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa acoplado a Retrotranscripcion, por sus siglas en inglés) es un
metodologia de alta sensibilidad y de rapida generacion de resultados que tiene por
objeto la amplificacion de un fragmento genémico conservando entre los cuatro
virus del dengue. El primer trabajo con RT-PCR genérico para deteccion del virus
del dengue, fue propuesto por Lanciotti y colaboradores en 1992, quienes
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amplificaron una regién entre los genes C y prM de 511 pb con el mismo juego de

oligonucleétidos para cualquiera de los cuatro serotipos. Los productos de
amplificacion del RT-PCR genérico se visualizan en electroforesis de agarosa o
poliacrilamida tefidos con bromuro de etidio, donde se observan bandas de un
mismo tamafo para cada una de las muestras y controles positivos en el gel. EI RT-
PCR genérico ha sido implementada y/o modificada por distintos investigadores o

laboratorios relacionados con el diagnostico del dengue (OMS, 2009).
11.112.2 Métodos de tipificacion del virus del dengue.

La prueba de neutralizacion por reduccién del niumero placas sigue siendo el
estandar de oro para la tipificacion del virus. Es ampliamente utilizada por su alta
sensibilidad, especificidad y permite identificar el serotipo de la infeccion en curso,
asi como el de una infeccién pasada del virus del dengue. La neutralizaciéon por
reduccion del numero de placas, requiere previo aislamiento del virus, ya sea en
células de mamifero como las LLCMK2, BHK-21, Vero y las de mosquito C6/36 o
AP61. El ensayo puede desarrollarse de dos maneras, ya sea usar el suero de
pacientes para neutralizar a los virus de referencia previamente aislados, o bien
usar sueros de referencia caracterizados de cada serotipo para neutralizar el virus
aislado del paciente. Cuando el virus es neutralizado, se observa reduccion en el
numero de placas liticas y por lo tanto mayor crecimiento celular, con lo cual se
logra tipificar al serotipo infectante. La complejidad de este método recae en el
tiempo de realizacion (cerca de dos semanas de trabajo en el aislamiento y cultivo
del virus), ademas de requerir altos estandares de bioseguridad en Ila
infraestructura del laboratorio (nivel Ill) para realizar los experimentos (OPS, 2011).

La tipificacion a través del diagnostico de acidos nucleicos, se realiza mediante RT-
PCR especifico de serotipos (Harris y col., 1999) con la que se amplifica un
fragmento de distinto tamano para cada uno de los cuatro virus del dengue. La
combinacion de los cuatro juegos de oligonucleétidos en una misma reaccion (RT-
PCR multiplex) con la extraccién de acidos nucleicos de una muestra clinica,
genera una banda de tamafo conocido para cada serotipo y cuya visualizacion se
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realiza con electroforesis en geles de poliacrilamida o agarosa, tefiidos con bromuro
de etidio. La sensibilidad del RT-PCR de serotipos varia del 80% al 100%,
dependiendo de la region del genoma seleccionado por los oligonucleotidos
(Guzman y Kouri, 2004).

El RT-PCR especifico de serotipos puede realizarse en punto final o en tiempo real,
(tRT-PCR), en éste ultimo se utiliza SYBR Green en reacciones por separado con
oligos especificos a cada serotipo, con un juego por muestra (Lai y col., 2007), y se
interpretan las curvas disociacién especifica de cada producto mediante la
temperatura de desnaturalizacion. Otra variante del ntRT-PCR especifico de
serotipos, utiliza oligos universales para Flavivirus o especificos para virus del
dengue en conjuncion de sondas fluorescentes para cada serotipo. Ambas
metodologias en tiempo real, tipifican de manera rapida (aproximadamente 2 horas)
sin necesidad de realizar electroforesis, sin embargo, su implementacién es de alto
costo debido a los estuches utilizados para retrotranscripcion (OMS, 2009).

Otra manera para tipificar al virus del dengue es purificar los productos de RT-PCR
y secuenciarlos, para asi, analizar los resultados mediante bioinformatica en las
bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). La
secuenciacion es 100% especifica pero de alto costo, haciendo dificil su
implementacion como método de rutina para diagnostico y de tipificacion.

11.13 Ensayo de movilidad por heteroduplex (HMA).

Para agilizar la deteccion de la variabilidad genética a un numero mayor de
muestras, han sido desarrollado métodos que no utilizan secuenciacién, reduciendo
asi, el costo de los ensayos. El analisis de movilidad por heteroduplex (HMA, por
sus siglas en inglés) es un método sensible y al alcance de cualquier laboratorio de
diagnoéstico molecular, que permite tipificar cepas virales rapidamente en
comparacion con el aislamiento viral, la reduccién de placas por neutralizacion y

secuenciacion (Delwart y col. 1995).
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Uno de los casos mas exitosos de la implementacion del HMA, fue el desarrollo de
un estuche para la tipificacion de subtipos del VIH-1 (Virus de Inmunodeficiencia
Humana-1), patrocinado por el programa ONU-SIDA, la OMS y por el Instituto
Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) del gobierno de los Estados
Unidos (Mullins, 2000). EI HMA también ha sido utilizado para la tipificacion de virus
de la hepatitis C, influenza A, y varicela-zoster (Margraf. y col., 2004). En cuanto al
dengue, se uso para identificar variabilidad genética entre los virus del serotipo 4 en

las epidemias de dengue de 1978 y 1990 en China. (Yao y col., 2002).

El principio del HMA (Figura 9), consiste en amplificar una region variable de ADN,
que esté flanqueada por zonas conservadas para poder utilizar un juego de
oligonucleétidos comunes para cualquiera de los cuatro serotipos del dengue (PCR
genérico) y asi, obtener un amplicén dentro del cual existe suficiente variabilidad

que permita la diferenciacion entre cada virus del dengue (DENV 1-4).

En el HMA se mezclan los productos de PCR amplificados a partir de muestras
problema y de virus de referencia de cada serotipo. La desnaturalizacion y re-
naturalizacion de estas mezclas (por calentamiento y enfriamiento) permite la
formacion de heteroduplex (moléculas hibridas, donde una hebra del virus de
referencia, se une a su complementaria, pero de la muestra problema), ademas de
homoduplex (donde ambas hebras son de un mismo origen viral) (Mullins, 2000).
Las diferencias genéticas entre la muestra problema y los virus de referencia se
detectan por la reduccion de la movilidad electroforética de las moléculas hibridas
(heteroduplex) debido a la distorsién de la doble hélice de DNA que generan las
bases no apareadas, que producen burbujas las cuales retardan la migracion de la
molécula hibrida en geles de poliacrilamida, a diferencia de los homoduplex, donde
hay una total complementariedad de las bases. El retardo en la migracion es
directamente proporcional a las diferencias en las secuencias entre ambas hebras
del heteroduplex (Delwart y col., 1994; Mullins, 2000).
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Figura 9. Diagrama del HMA. Se promueve la formacién de heteroduplex (He) y homoduplex (Ho),
debido al proceso de desnaturalizacion y re-naturalizacion en las mezclas de los amplicones de los
virus de referencia y de las muestras problema.
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Il. HIPOTESIS.

El ensayo de movilidad de heteroduplex (HMA) con el producto de PCR de la region
C (164pb), permite la tipificaciéon para cada uno de los cuatro serotipos del virus del

dengue.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General.
Determinar en muestras clinicas de casos confirmados de dengue en el estado, a
cual de los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV 1-4) pertenecen, mediante

ensayos de movilidad de heteroduplex (HMA).

IV. 2 Especificos.

¢ Analizar por bioinformatica la variabilidad genética del virus del dengue
en la regiéon (C) amplificada con oligonucleétidos comunes a los cuatro
serotipos.

o Amplificar 164pb de la region C mediante RT-PCR, con el ARN de
muestras clinicas de casos confirmados y con ARN de virus de referencia
de los cuatro serotipos del dengue.

e Determinar el serotipo viral mediante HMA en las muestras clinicas.

e Comparar la tipificacion por HMA contra la tipificacion por RT-PCR

especifico de los 4 serotipos.
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V. METODOLOGIA
V.1 Materiales.

Tubos para PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en
inglés) de 200 pL.

Tubos eppendorf de 1.5 mL.

Micropipeta de 0.5-10 uL

Micropipeta de 20-200 pL

Micropipeta de 200-1000 pL.

Puntas para micropipetas de 10, 200 y 1000 pL.
Gradilla térmica para tubos de PCR.

Gradilla térmica para tubos eppendorf.

Guantes de nitrilo.

Frascos 1 L (contendores de amortiguadores).
Parafilm.

Cubrebocas

Bata quirurgica.
V.1.1Reactivos

Estuche MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation (Roche™).

Estuche AmpliTaq®DNA Polymerase for Standar PCR (Applied Biosystems).
Estuche OneStep RT-PCR (QIAGEN)®.

Estuche SuperScript || Reverse Transcriptase (Invitrogen).

Marcador de peso molecular (¢X174 cortado con Hae Ill, VIl Marker Roche
y AmpliSizeRuler de BioRad).

Amortiguador de carga (500 pl glicerol 50%, 400ul TBE 10X, 100 ul dH20,
100pL colorante 5X).

Amortiguador TBE 10X (Tris 1M, acido bérico 1M, EDTA 20 mM a pH 8.3).
dNTP 10 mM.

E LA u 4 o 28



e« Amortiguador para HMA 1x (NaCl 100 mM, Tris pH 7.2 10 mM, EDTA 2
mM).

e Poliacrilamida 40% (Mezcla acrilamida-bisacrilamida 19:1).

e Agua bidestilada.

e TEMED (N,N,N’ N'-tetrametiletilendiamina).
e PSA 10% (Persulfato de amonio).

e Tris base.

« Acido bérico.

« EDTA

e Bromuro de etidio 1X (0.5 pg/mL).

Glicerol 50%.Guantes de nitrilo.
Sal (NaCl).

V.1.2 Equipos

¢ Microcentrifuga Eppendorf 5414.

 Gabinete de bioseguridad clase IIA Labconco.

¢ Gabinete para PCR Labconco.

 Vortex.

e Bloque caliente.

e Refrigerador Mabe -20°C.

* Refrigerador ThermoRevco -70°C.

e Termociclador C1000, Bio-Rad.

e Equipo para electroforesis en poliacrilamida con fuente de poder (Bio-Rad).
e Fotodocumentador Gel Doc. XR (Bio-Rad).

V.2 Métodos.
V.2.1 Extraccion total de acidos nucleicos virales.
Se extrajeron los acidos nucleicos totales de las muestras clinicas (sueros) con
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infeccion confirmada de dengue, y de cultivos virales del dengue (DENV 1-4),

donados por el Laboratorio de Arbovirus del Instituto de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), de la Secretaria de Salud, como virus de referencia. La
extraccion se llevé acabo con los reactivos del propio del estuche (composicion
patentada de cada uno) de acuerdo al manual del fabricante. La extraccion se
realiz6 en un gabinete de bioseguridad clase IIA con las medidas acordes al

proceso (utilizacion de bata, guantes y cubrebocas desechables en todo momento).

Se utilizo el estuche comercial MagNAPure LC Total Nucleic Acid Isolation de
(Roche™). En un tubo eppendorf de plastico de 1.5 mL se colocaron 200 pL de la
muestra, 200 pL de solucion de lisis y 100 yL de proteinasa K. Posteriormente se
mezclaron en vortex 10 segundos y se incubaron a temperatura ambiente por 10
minutos. Se afiadieron 150 uL de perlas magnéticas de silice y a continuacion se
mezclaron en vortex 5 segundos y se dejaron reposar de 15-30 segundos. Se
repitid el mezclado mencionado hasta completar 4 a 5 minutos. Se capturaron las
perlas hacia la pared del tubo con ayuda de un magneto y se elimind el
sobrenadante con micropipeta de 1000 pL. Se afadieron 1000 pyL de soluciéon de
lavado | a las perlas y se realizaron lavados mediante 10 pipeteos repetidos. Se
capturaron las perlas con ayuda del magneto y se elimindé el sobrenadante. Se
anadio 500 pL de solucion de lavado |l y se repitié el lavado mediante 10 pipeteos.
Se capturaron las perlas con ayuda del magneto y se elimin6 el sobrenadante. Se
anadieron 1000 uL de solucién de lavado Il y se repitio el lavado mediante 10
pipeteos. Se capturaron las perlas con ayuda del magneto y se eliminaron el
sobrenadante. Se anadieron 100 pL de solucion de elusion. Se mezclé con
micropipeta y se incub6 a 60°C durante 5 minutos. Se colectaron los 100 pL de la
elusion en un tubo eppendorf nuevo y se etiquetd con la clave de la muestra o con

el serotipo correspondiente de los virus de referencia y la fecha de extraccion.

Finalmente, el ARN se almacen6 en congelador a -20°C o a -70°C, dependiendo de

la necesidad de resguardo de la muestra o del ARN de referencia correspondiente.
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V.22 RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasaacoplada a

Transcripcion Reversa).

Se utilizaron los estuches OneStep RT-PCR y SuperScript || Reverse Transcriptase
para el RT-PCR genérico y especifico de serotipos respectivamente para
reacciones individuales de 20 yL. Con el estuche OneStep RT-PCR, por muestra,
se afiadid a un tubo eppendorf: 5 pL del 5X mix (amortiguador con NH, y K™ de
concentracion desconocida), 0.5 uL de mezcla de dNTP's (10 mM c/u), 1 pL de
mezcla de oligonucleétidos de 10 pmoles c/u; Den-F + Den-R para PCR genérico, 1
ML de mezcla de enzimas (retrotranscriptasa Omniscript/Sensiscript y polimerasa
HotStarTag) y 125 uL de H;0. Con el estuche SuperScript Il Reverse
Transcriptase, por muestra se afadié a un tubo eppendorf: 12.5 uL del 2x mix
(dNTP's a 0.4 mM c/u, 1.2 mM MgSQy), 0.75 uL de la mezcla de enzimas
(retrotranscriptasa SuperScript y polimerasa PlatinumTaq), 5 pmoles c/u de Den-F
+ Den1-R o Den2-R o Den3-R o Den4-R2y 3.75 pL de H,O (ver Cuadro 1).
Posteriormente se sembraron 5 puL del ARN de cada muestra al tubo
correspondiente y se llevaron al area de adicion de controles positivos donde se
sembraron 5 L del ARN de cada uno de los virus de referencia. Los tiempos y

temperaturas para el proceso de amplificacion se describen en el Cuadro 2.

V.2.3. PCR estandar.

Para tener cantidades suficientes del ADN de cada virus de referencia para el HMA,
se reamplificaron los productos de RT-PCR, con el estuche AmpliTag® Gold DNA
Polymerase for Standar PCR de Applied Biosystems. Las reacciones se prepararon
en un area libre de ADN o ARN. Por cada serotipo, se afiadié a un tubo eppendorf:
1.25 pL de dNTP’s a concentracion 10mM, 5uL de Amortiguador 10X, 5 pL de
MgCl,, 2.5 pyL de la mezcla de oligonucledtidos para dengue genérico (10 pmoles
c/u), 0.75 pL de la enzima TaqGold, 34.5 pyL de H20. Se colocaron 49 uL de la
mezcla de reaccion en cada tubo vy se llevaron al area de adicion de controles
positivos, en donde se sembr6 1 puL de una dilucién 1:100 del producto de RT-PCR
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genérico de cada serotipo. Estos tubos se colocaron en el termociclador y se

corrieron con el protocolo adecuado descrito en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Oligonucleétidos usados en las reacciones de RT-PCR genérico y de serotipos.

z No. de

Oligo Secuencia (5'a 3') T:Qa?&,’?}el l::%sc':‘r:!;?cna acceso
Pl 9 GeneBank

RT-PCR genérico
- caa tat gct gaa acg cgh gag aaa cc =
Den-F gctg g cgh gag ) 164 pb 133 - 164 300828753
Den-R |twk ycarwatycctgctgttgg 280 - 301
RT-PCR especifico de serotipos

Den-1R | gct cca tic tic ttg aat gag 190 pb 304 - 324 310002699
Den-2R | tca aaa cat tga tag cyt ttg att 206 pb 317 - 340 300828845
Den-3R | cct tct tga agce ctt tra gga cc 221 pb 310 -332 281324818
Den-4R2 | agg act cgc aaa aac gtg atg aa 132 pb 225 - 247 284432059

Cuadro 2. Condiciones del RT-PCR y PCR estandar con oligonucleétidos %enéricos1 y RT- PCR
estandar con oligonucledtidos especificos de serotipos®.

Proceso RT Activacion Desnat. | Alineacion | Sintesis Enfriamiento
RT-PCR' 95°C/15'. | 95°C /5" | 58°C /5" | 72°C /20"
RT-PCR | S0°C 130" | ooc /0 | gaec/s | asecis | 720c s | 4°C/ 7
serotipos
Ciclos 1 1 39 1
PCR' 95°C /12' | 95°C/ 10" | 66°C /5" | 72°C /20" 4°C /1
Ciclos - 1 39 1

V.2.4 Electroforesis en poliacrilamida.
V.2.4.1 Preparacion del gel de poliacrilamida.

Los ensayos de amplificacion mediante RT-PCR y PCR estandar, asi como los de
HMA, fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5%. Para
dicha preparacion, se mezclaron: 1.4 mL, acrilamida al 40%, 0.75 mL de TBE 10X,
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1.5 mL de glicerol al 50%, 3.80 mL de H,O bidestilada, 15 yL de TEMED y 50 uL de
APS al 10%. Esta mezcla se vertié entre los cristales previamente ensamblados y

se dejo polimerizar al menos 10 minutos.
V.2.4.2 Electroforesis de los productos de PCR.

De los ensayos de amplificaciéon por RT-PCR y PCR estandar, se colocaron en
cada pozo del gel, 4 pL de la reaccién de amplificacion de cada muestra o control
de ADN viral, mezclados con 3 uL del amortiguador de carga. Se incluyé un carril
del marcador de peso molecular con 10 ng totales de @X174/Haelll o
10ngdelmarcador VIII de Roche o 10 ng del AmpliSize Ruler de BioRad. La
electroforesis se realizo durante 45 minutos aplicando 175 volts con amortiguador

de corrida TBE 1X en la camara exterior como en la interior.
V.2.4.3 Tincion y fotodocumentacion.

Finalmente el gel se tifid en una charola con 20 pL del amortiguador de corrida TBE
1X con bromuro de etidio, 0.5 ug/mL, durante 5 minutos, posteriormente, el gel se
visualizé y fotografié bajo iluminacion con luz UV en un fotodocumentador Gel Doc
XR de BioRad.

V.2.5 HMA (Ensayo de movilidad de heteroduplex).

Para cada muestra clinica, se numeraron cinco tubos del 1-5, y a cada uno se les
colocaron 3.5 pL del producto de amplificacion de la muestra. Al tubo 1 se le
adicionaron otros 3.5 uL del mismo producto de PCR y a cada uno de los siguientes
cuatro tubos se les adicionaron 3.5 pL del producto amplificacion de cada virus de
referencia: D1 al tubo 2; D2 al tubo 3, D3 al tubo 4 y D4 al tubo 5. A cada uno se le
agregd 1 pL del amortiguador para HMA, y 2 pL de agua. Los tubos se colocaron
en el termociclador a 95°C por 5 minutos. Inmediatamente se pasaron a hielo. El
analisis de la formacion de heteroduplex se realizé mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 7.5% (punto V.2.4.1) a 165 volts durante 100 minutos. La

tincion y documentacion, se realizé de acuerdo al punto V.2.4.3.
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V.3 Disefo experimental.

Controles (+) de

cultivos virales de Recepcion de muestras

DENV1-4
Si Caso No
confirmado
de dengue
v A A
Extraccion de acidos nucleicos
Rechazo de
muestra
h 4 A
RT-PCR (controles y muestras)
A4 v
Electroforesis
v
PCR estandar
(controles)
4
Electroforesis
l v
HMA
\ 4 v
Electroforesis
A
[ RT-PCR de serotipos (DENV1-4) ]

Figura 10. Disefio experimental para tipificacion de los virus de referencia y de las muestras clinicas
mediante HMA.
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VI. RESULTADOS.
VI.1 Analisis bioinformatico de los genomas del virus del dengue.

El objetivo de esta tesis fue comprobar o descartar la utilidad de la metodologia de
HMA para la tipificacion del virus del dengue en muestras clinicas. Para ello se
amplifico una region variable del gen de la capside del virus (Figura 11), utilizando
oligonucleotidos degenerados que permiten generar un fragmento de 164 pb, para
cada uno de los diferentes serotipos virales (DENV 1-4).

GENOMA DEL VIRUS DEL DENGUE

NS3 4a 4b NS5

Den-F Den-R
—» -
}47164 pi———» |

Figura 11. Diagrama de la amplificacion del fragmento genérico de 164 pb, de la region C del
genoma viral. Se utilizé un mismo juego de oligonucledtidos degenerados para cualquier serotipo del
virus el dengue.

El juego de oligonucledtidos (Den-F y Den-R) se basaron en los estudios de
Lanciotti y colaboradores (1992) y Pei-Yun y colaboradores. Para este estudio, se
realizaron alineaciones de algunas secuencias del banco de genes (GeneBank) de
los4 serotipos del virus del dengue, empleadas para el disefio de oligonucledtidos
degenerados (Gudifio-Rosales, datos no publicados). En la Figura 12 se muestran
las secuencias utilizadas, y en las regiones sombreadas se observan las
variaciones genomicas que fueron consideras para la eleccion de las bases

degeneradas.
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V1.2 Muestras problema y virus de referencia.

En total se estudiaron con 21 muestras clinicas colectadas durante el 2008 y 2009
en el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Querétaro, con diagnostico
confirmado de infeccién por virus de dengue por pruebas de laboratorio. Como
controles positivos y virus de referencia se utilizaron sobrenadantes de cultivos
virales de cada serotipo (DENV 1-4), donados por el Laboratorio de Arbovirus del
Departamento de Virologia del Instituto de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégico, (INDRE) de la Secretaria de Salud.

Se extrajeron los acidos nucleicos totales tanto de las muestras clinicas como de
los sobrenadantes de cultivos virales, con el estuche MagNAPure LC Total Nucleic
Acid Isolation Kit, marca Roche™. Las extracciones se almacenaron a -20°C hasta

Su uso.

VI.3 Determinacion de los patrones de HMA con los virus de referencia.

V1.3.1 RT-PCR de los virus de referencia.

Se amplifico el fragmento de 164 pb a las extracciones de acidos nucleicos totales
de cada virus de referencia (DENV 1-4)mediante RT-PCR genérico. En la Figura 13

se muestra el gel con los amplicones de cada serotipo.
VI1.3.2 PCR de los virus de referencia.

Con el fin de obtener mayor cantidad de las alicuotas de cada amplicon, se realizé
PCR a los productos de amplificacion de los virus de referencia. En la Figura 14 se

muestra el gel con las bandas de amplificacion para cada virus.
VI1.3.3 HMA de los virus de referencia.

Para estandarizar la tipificacion de cada serotipo del virus del dengue, se realizo un
HMA con los amplicones de los ADN'’s de referencia de acuerdo a la seccion V.2.5.

Se realizaron 10 combinaciones por parejas de cada producto de amplificacion de
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Figura 13. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% de la amplificacion por RT-PCR de los
virus de referencia. Carril 1: marcador de peso molecular (Ar'aniSizeTM Molecular Ruler, BioRad); 2:
control negativo (ntc); carriles 3 al 6; virus del dengue DENV 1-4 respectivamente.

nte D1 D2 D3 D4

1353 pb =
630 pb
310 pb o
201 pbh =
234 |)|) —
194 |l|) —_
118 ph = :
Carril: 1 2 3 4 5 6

Figura 14.Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% de la re-amplificacion por PCR de los
virus de referencia. Carril 1: marcador de peso molecular (¢pX174/Haelll, Roche); 2: control negativo
(ntc); carriles 3 al 6; virus del dengue DENV 1-4 respectivamente.
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los virus de referencia, segun indica la Figura 15. Cada combinacion gener6
bandas de heteroduplex (He) en los carriles 2, 3, 4, 6, 7 y 9. A si mismo, la
formacion de homoduplex (Ho)se observé en los carriles 1, 5, 8 y 10, tal como
indican las flechas de la figura.

Den1 Den-2 Den-3 Dend

e A e A

Den.1 Den? Den3 Dend Den2 Dend Dend Denld Dend Dend

Camil: 1 2 3 i 5 6 7 8 9 10

Figura 15.Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% del HMA de los virus de referencia. Carril
1-4: Den-1 + (Den-1, Den-2, Den-3 y Den-4) respectivamente; 5-7: Den-2 + (Den-2, Den-3 y Den-4)
respectivamente; 8 y 9: Den-3 + (Den-3 y Den-4) respectivamente; y 10: Den-4 + Den4.

V1.4 Tipificacion de muestras clinicas.
V1.4.1 RT-PCR de muestras clinicas

Las 21 muestras fueron sometidas a RT-PCR con el juego de oligonucleotidos
genéricos, de las cuales 20 resultaron positivas y solo una negativa (muestra 5008).
Para la Figura 16, se seleccion6 a 7 de éstas, mostrando el producto de

amplificaciéon de cada una.
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Figura 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% de la amplificacién por RT-PCR genérico
de muestras clinicas. Carril 1: marcador de peso molecular (Marker VIl de Roche); 2: control
negativo (ntc); 3: control positivo (C+ Den-2); 4-10: muestras (a) 13414, (b) 13421; (c) 13674, (d)
14152; (e) 14205; (f) 14540 y (g) 14724, respectivamente.

V1.4.2 HMA de muestras clinicas.

El analisis de HMA con los productos de amplificacion de las 20 muestras permitio
la tipificacion de ellas, de las cuales 19correspondieron al DENV-1 y solo una al
DENV-3. En la Figura 17 se presenta una seleccion representativa con 8 muestras,

todas ellas analizadas en geles de poliacrilamida al 7.5%.

Cada muestra fue retada con un panel de amplicones de los cuatro virus de
referencia, indicado en la parte superior de cada gel. El patrén de migracion de las
bandas observadas en las muestras “a”-‘f’ e “i" corresponden al serotipo 1,

mientras que el de la “h” pertenece al serotipo 3, lo cual se indica con una flecha.

VI.5 PCR especifico de serotipos.
Las muestras se analizaron con RT-PCR multiplex, utilizando oligonucleétidos
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Figura 17. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% del HMA de las muestras clinicas. Cada
gel: Carril 1: amplicon de las muestra: “a" - “f", “h’- “i" respectivamente; 2: muestra + Den-1; 3:
muestra + Den-2; 4: muestra + Den-3 y 5: muestra + Den-4.

especificos para cada serotipo, con el fin de comparar los resultados con los del
HMA. En la Figura 18se presenta ejemplo de los resultados de la amplificacion en 8
muestras. Se puede observar que la mayoria pertenece al serotipo 1 ya que se
obtuvo la amplificacién del fragmento de 190 pb correspondiente a este serotipo

[T}

(muestras “a” —=“g"). Sin embargo, la muestra “i", amplifico un fragmento de 132 pb,
correspondiente al serotipo 4. Cabe destacar que la muestra “h” (serotipo 3 por
HMA), no pudo ser analizada por esta metodologia, ya que la cantidad recibida de

ella no fue suficiente para someterla a este ensayo
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Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% del RT-PCR multiplex especifico de
serotipos. Carril 1: marcador de peso molecular (Marker VIII de Roche); 2: control negativo (ntc); 3 —
9: las muestras “a” — “g" del serotipo 1; 11: control positivo (C+) DENV-1 (190 pb); 12: C+ DENV-2
(206 pb); 13: C+ DENV-3 (221 pb); 14: C+ DENV-4 (132 pb); 15: marcador de peso molecular
(AmpIiSizeTM Molecular Ruler, BioRad).
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VIl. DISCUSION.

Debido a la importancia del conocimiento en espacio y tiempo de los serotipos
circulantes del virus del dengue, se han desarrollado métodos para su tipificacion,
cuyos datos son de utilidad para la generacion de alertas epidemiologicas
encaminadas en prevenir el numero de casos de infecciones por dengue clasico
y/o de sus formas graves (DH y SCD).

Esta tesis se realizd con el objetivo de tipificar el serotipo del virus del dengueen
muestras clinicas con infecciones comprobadas en Querétaro utilizando la
metodologia del HMA, ya su vez, comparar los resultados con la tipificacion basada
en la amplificaciéon especifica de los fragmentos de cada uno de los serotipos por

RT-PCR en las mismas muestras.
VII.1. Tipificacion de los cuatro virus de referencia (DENV 1-4),

El HMA permitié tipificar correctamente a los virus de referencia (DENV 1-4), como
lo indica la Figura 16. Esta observacion fue el punto de partida por el cual
determinamos que la metodologia de HMA si lograria la tipificacion de muestras
clinicas, una vez que se obtuviera el producto de amplificacion con los

oligonucledtidos genéricos

De manera paralela, se analizaron cuatro secuencias consenso correspondientes a
la region de 164 pb, a partir de la base de datos adquirida para esta tesis con las
secuencias cada serotipo (Anexo). Estas secuencias consenso se utilizaron para
calcular los indices de similitud entre pares de secuencias, utilizando Ia
herramienta: Calculate indentity/similarity for two sequences, del menu: Pairwise
Alignements, con el software BioEdit. En el Cuadro 3 se puede observar que las
secuencias consenso con mayor grado de homologia son Den1 y Den3, lo cual
corresponde con los resultados de la figura 16, donde los heteroduplex con mayor
migracion en los ensayos de HMA son los que se forman entre virus Den1/3
(84.7% de identidad, carril 3), seguido de Den 1/ 2 (carril 2, 73.1%),posteriormente
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las combinaciones Den 1/4 y Den 2/3 en los carriles4 y 6(ambos con migracion de
heteroduplex a la misma altura y 72.5% de identidad), y finalmente las
combinaciones Den 2/4 y 3/4(carriles 7 y 9) que a pesar de obtener el mismo valor

de homologia, no presentan las bandas de heteroduplex en la misma posicion.

Cuadro 3. Porcentajes de homologia de las secuencias consenso generadas para cada serotipo del
virus del dengue (DENV 1-4).

Consenso 1 100%

Consenso 2 131 100%

Consenso 3 84.7 72.5 100%

Consenso 4 72D 67.6 67.6 100%
Secuencia Consenso 1 | Consenso 2 | Consenso 3 | Consenso 4

VII.2. Tipificacion de las muestras clinicas historicas.

Del total de 21 muestras recolectadas,20 resultaron positivas al RT-PCR genérico y
s6lo una negativa (muestras 5008). Estas se analizaron mediante HMA y los
resultados indicaron que 19 de ellas pertenecen al serotipo 1 y una al serotipo 3

(muestra “h").

Cabe destacar que en todas las muestras tipificadas con DENV-1, el patrén de
migracion de los “He” es idéntico, sugiriendo que el virus circulante ha sido el

mismo durante el 2008 y 2009, afios en los que se recibieron las muestras.

VII.3. RT-PCR especifico de cada serotipo.

De las 21 muestras disponibles, fue posible analizar a 19 de ellas con el RT-PCR
de serotipos, debido a que no hubo suficiente cantidad de la muestra “h” para
someterla a este ensayo, y una que resulté negativa (muestra 5008), posiblemente
por degradacion. En 18 muestras se amplificé el fragmento de 190 pb
correspondiente al DENV-1, pero, contrario a lo que se esperaba, la muestra “I",
amplificé el fragmento de 132 pb, correspondiente al DENV-4.




En el Cuadro 4 se presenta una comparacion entre los resultados de tipificacion
obtenidos mediante los ensayos de HMA, comparados contra la tipificacion por RT-
PCR especifico de serotipos. Nétese que la muestra “h” tipificada como DENV-3
mediante HMA, es distinta de la “i" (detectada como DENV-4 por RT-PCR
especifico de serotipos). Es importante mencionar que la tipificacion de la muestra
‘", fue corroborada como DENV-1 por el laboratorio de Arbovirus, del Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE), que es el Laboratorio de

Referencia Nacional.

Cuadro 4. Comparativo de los datos generados por el HMA y RT-PCR de serotipos.

Resultado del HMA Vs RT-PCR de serotipos
Tipificacion HMA - Tipificaciéon RT-PCR de serotipos
DENV-1 | DENV-2 | DENV-3 | DENV-4 |-| DENV-1 | DENV-2 | DENV-3 | DENV-4
19 0 1 0 - 18 0 0 1

VIl.4. Consideraciones sobre el HMA.

Si bien se comprobé que el HMA tiene la capacidad para tipificar a cualquier
serotipo del virus del dengue (Figura 16), la eficiencia de esta metodologia recae en
el disefio de los oligos para el RT-PCR genérico, los cuales deben flanquear
regiones conservadas entre las distintas variantes del patégeno que se quiera
tipificar, pero debe existir variabilidad al interior del fragmento amplificado que,
permita la formacién de bandas de heteroduplex que puedan ser separados en
geles de poliacrilamida (Delwart y col., 1995; Mullins, 2000 y Margraf y col., 2004).

Una de las caracteristicas que hace al HMA una metodologia atractiva para su
utilizacion, se debe al bajo costo de implementacién. Se estimé el precio del HMA
por muestra, en base al costo de insumos y reactivos entre $181.00 y $ 245.00
pesos, dependiendo del estuche utilizado (“iScript DNA Sytesis” de BioRad y
OneStep RT-PCR” de QIAGEN). El tabulador delos costos de los ensayos que
realiza el Laboratorio de Referencia Nacional, sefiala que la deteccion y tipificacion
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de virus del dengue realizada por RT-PCR en punto final tiene un costos de
$2,461.00 pesos por muestra, mientras que la tipificacion por RT-PCR en tiempo
real se realiza a un costo de $2,150.00 por prueba, cuyos precios estan basados en
los costos de insumos, reactivos y ganancia (datos desconocidos). Por ello
consideramos que la implementacién del ensayo de HMA para la tipificacion de

virus del dengue es una opcion economica y eficiente para los sistemas de salud.
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VIIl. CONCLUSIONES

La utilidad del HMA como método de tipificacion para el virus del dengue, quedo
demostrada al determinar el serotipo de cada uno de los virus de referencia usados
en este trabajo.

Se analizé6 mediante bioinformatica a las secuencias del virus del dengue (DENV
1-4) obtenidas del Banco de Genes, en las que se identificé una region flanqueada
por extremos conservados que permitieron la alineaciéon del juego de
oligonucledtidos degenerados utilizados en este trabajo. Asi mismo, se identifico
variabilidad entre cada serotipo al interior de esa misma regioén, haciéndolo un

fragmento util para la realizacion del HMA

Se amplificé el fragmento de 164 pb de la region C, con RT-PCR a los cuatro virus
de referencia y a 20 muestras clinicas. Asi mismo, se lograron tipificar mediante
HMA a 20 muestras clinicas de las 21 recolectadas en el Laboratorio Estatal de
Salud Publica del Estado de Queretaro, encontrandose 19 del serotipo 1 y una sola

del serotipo 3.

Al comparar los resultados del HMA, con los del RT-PCR especifico de serotipos,
podemos concluir un desempefo con mayor eficiencia por parte del HMA, debido a
que en la muestra “i", no hubo correspondencia del resultado por RT-PCR
especifico de serotipos con los datos oficiales del INDRE, a diferencia del HMA, que

tipificé correctamente a la muestra como DENV-1.

El HMA es una técnica eficiente y al alcance de cualquier laboratorio de diagnoéstico
molecular, debido a que no requiere altos niveles de bioseguridad, y el costo de su

implementacion es bajo.

Esta técnica resulté capaz de responder a la misma pregunta que el PCR en tiempo
real, PCR de serotipos, secuenciacion, aislamiento viral y la reduccion de placas
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por neutralizacion, lo que la hace una técnica eficaz para mantener la vigilancia

epidemiolégica del virus del dengue.

La presencia de 2 serotipos distintos en tan solo 21 muestras estudiadas sugiere la
importancia de mantener la vigilancia de los serotipos virales en el estado, para
poder establecer un panorama epidemiolégico representativo con el que se pueda
determinar el riesgo de contraer la infeccion por virus del dengue en la poblacion

del Estado de Querétaro.

Los alcances de esta metodologia son muy amplios, a pesar de ser una técnica
poco conocida. EI HMA podria ser utilizado para la tipificacion de diversos
patogenos como: Brucelosis, Herpes, Tuberculosis entre otros, ademas de los ya
reportados como VIH, Varicela-zoster, Hepatitis e Influenza. En concreto, el HMA

representa una excelente alternativa para la vigilancia de la salud publica.
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ANEXOS

Secuencias obtenidas del banco de genes de los genomas de los cuatro serotipos

(DENV 1-4) del virus del dengue, utilizadas para la alineacion.

No. de
acceso Gl | Serotipo Lugar Ano
310002699 | DENV-1 México 2008
310002697 | DENV-1 México 2007
300828753 | DENV-1 Singapur 2008
298388310 | DENV-1 Cambodia 2007
289187578 | DENV-1 Singapur 2008
281324822 | DENV-1 México 2006
281324808 | DENV-1 Colombia 2001
263612209 | DENV-1 | Venezuela 2004
263612069 | DENV-1 Venezuela 2000

No. de
acceso Gl | Serotipo Lugar Ao
300828845 | DENV-2 | Puerto Rico 1995
300675522 | DENV-2 Nicaragua 2005
300675520 | DENV-2 Nicaragua 2006
300675516 | DENV-2 Nicaragua 2007
298388350 | DENV-2 Brasil 2008
285013167 | DENV-2 México 2002
228543234 | DENV-2 Nicaragua 2000
228542361 | DENV-2 | Venezuela 1998
228542162 | DENV-2 Belice 2002
228542139 | DENV-2 Saint Kitts 2001

Republica
228541826 | DENV-2 Dom. 2003
Isla Virginia

228541811 | DENV-2 (E.U) 1990

No. de
acceso Gl |Serotipo Lugar Ao
261362140 | DENV-3 India 2008
281324818 | DENV-3 Colombia 2004
281324812 | DENV-3 Colombia 2001
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263614310 | DENV-3 | Cambodia 2003
263614244 | DENV-3 | Cambodia 2008
263613096 | DENV-3 Brasil 2007
263612342 | DENV-3 Brasil 2006
259500458 | DENV-3 Colombia 2007
259500456 | DENV-3 Colombia 2005
259500454 | DENV-3 Colombia 2005
259500452 | DENV-3 Colombia 2004
259500446 | DENV-3 Colombia 2003
Trinidad y
259496322 | DENV-3 Tobago 2002
259496320 | DENV-3 | Santa Lucia 2001
No. de
acceso Gl |Serotipo Lugar Aio
284432059 | DENV-4 | Puerto Rico 1985
284432051 | DENV-4 | Puerto Rico 1990
Guyana
187763168 | DENV-4 Francésa 2005
259500472 | DENV-4 Colombia 2005
259500470 | DENV-4 Colombia 2004
259500466 | DENV-4 Colombia 2001
259496312 | DENV-4 | Venezuela 2007
259496218 | DENV-4 Filipinas 1956
Estados
228539144 | DENV-4 Unidos 1999
225691021 | DENV-4 | Venezuela 2000
221070359 | DENV-4 | Venezuela 2001
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