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Deteccion molecular y tipificacion del virus dengue por
RT-PCR y PCR anidada usando oligonucleotidos mejorados

Molecular detection and typing of dengue virus by RT-PCR
and nested PCR using degenerated oligonucleotides

José A. Usme-Ciro'?, Alba M. Gémez-Castafieda?, Juan C. Gallego-Gémez'?

Resumen

Objetivo: Modificar los oligonucledtidos comiinmente utilizados para la deteccion y ti-
pificacién del virus dengue y evaluar su desemperio sobre ARNs provenientes de muestras
clinicas.

Materiales y métodos: A partir del alineamiento de secuencias disponibles en el Gen-
Bank para la regién C-prM/M se determind la variabilidad genética dentro de cada serotipo
del virus dengue, lo cual permitié realizar modificaciones a los oligonucledtidos conven-
cionalmente usados en la tipificacion. Tales modificaciones incluyeron la adicion y elimi-
nacion de nucledtidos en el extremo 3’, teniendo en cuenta la posicion del coddn, asi como
la inclusion de sitios degenerados en posiciones altamente variables. Los oligonucledtidos
se evaluaron a diferentes concentraciones sobre ARNs extraidos a partir de cultivos celula-
res infectados y posteriormente de sueros de pacientes con diagndstico probable de dengue.
Resultados: Los oligonucledtidos amplificaron especificamente cada serotipo del virus
dengue, tanto desde sobrenadantes de cultivo como desde muestras clinicas en prueba
piloto.

Conclusiones: El redisefio de los oligonucledtidos considero la variabilidad genética acu-
mulada en mds de 15 arios, mostrindose experimentalmente su valor y utilidad en la
deteccion y tipificacion del virus dengue.

Palabras clave: RT-PCR, PCR anidada, oligonucledtidos degenerados, tipificacion,
virus dengue, deteccién molecular.
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Abstract

Objetive: To modify the commonly used primers for detecting and typing of dengue vi-
ruses and evaluate their performance on RNAs derived from clinical samples.

Materials and methods: To determine the genetic variability within each dengue vi-
rus serotype, sequences of C-prM/M region available on GenBank were aligned allowing
modifications to the primers conventionally used for virus typing. Modifications include
nucleotide insertion and deletion in the 3" end taking into account the codon position, and
also the inclusion of degenerated sites in highly variable positions. Primers were evaluated
at different concentrations on extracted RNAs from infected cell cultures and subsequently
from sera of probable dengue diagnosed patients.

Results: All primers specifically amplified each dengue virus serotype from cell culture
supernatants and clinical samples in a pilot test.

Conclusions: The re-designed primers took into account the accumulated variability dur-
ing more than 15 years, experimentally showing their value and utility for detecting and
typing of dengue viruses.

Keywords: RT-PCR, nested PCR, degenerated primers, typing, dengue virus, mo-

lecular detection.

INTRODUCCION

Los paises en desarrollo ubicados en el cin-
turéon tropical tenemos una realidad muy
paraddjica, pues vivimos en sitios privile-
giados por la alta biodiversidad y recursos
naturales pero al mismo tiempo esta abun-
dancia es también valida para los agentes
bioldgicos que producen y/o estan implica-
dos en enfermedades.

Los tropicos podrian ser considerados como
los laboratorios evolutivos del mundo, y de
forma experimental hemos sido testigos de
la rédpida diversificacion del virus dengue
(DENV) a nivel local (1,2).

El dengue es una enfermedad viral transmi-
tida por artropodos predominante en paises
tropicales y subtropicales, con un estimado
de 50 - 100 millones de casos y alrededor de
25 000 muertes cada ano a nivel mundial (3).
Esta enfermedad es causada por el DENV,
un miembro del género Flavivirus pertene-
ciente a la familia Flaviviridae, conformada
por virus envueltos de estructura icosahé-
drica con genoma ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva (sSARN+) .

Existen 4 serotipos de DENV estrechamente
relacionados: DENV-1, -2, -3 y -4, los cuales
ocasionan diferentes grados de severidad
de la enfermedad (5, 6), haciendo necesa-
ria su identificacion no solo para garantizar
un tratamiento oportuno previo al inicio de
las complicaciones de la enfermedad, sino
también ttil en los programas de vigilancia
epidemioldgica. EI DENV es el agente cau-
sal del dengue clésico (DF), asi como de las
manifestaciones severas: el dengue hemo-
rragico (DHF) y el sindrome de choque por
dengue (DSS) (6), ahora consideradas den-
gue grave (7).

Teniendo en cuenta la importancia de la
potenciacion dependiente de anticuerpos
(ADE), como resultado de infecciones se-
cundarias con serotipos heterologos (8 - 10),
se hace necesario mantener y reforzar los
programas de vigilancia epidemioldgica
que permitan conocer la dinamica de circu-
lacion de los distintos serotipos y, por ende,
la historia de retos inmunolégicos de las di-
ferentes poblaciones que las predisponen a
efectos adversos ante la entrada de un sero-
tipo diferente; de esta forma es posible an-
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ticipar las medidas de control y tratamiento
a la poblacion afectada o potencialmente
vulnerable ante el ingreso de un nuevo se-
rotipo.

Desafortunadamente, el aislamiento viral
no permite realizar un diagnostico en la
fase aguda de la enfermedad, debido a que
requiere mas de 7 dias para la obtencion de
los resultados (11-12). Por otro lado, aunque
las pruebas seroldgicas permiten obtener
datos en menor tiempo, su uso se limita a la
fase convaleciente y depende de la capaci-
dad de respuesta del sistema inmune del in-
dividuo y el tiempo de infeccidn para poder
obtener titulos detectables de anticuerpos
(13-14), siendo atin muy dificil serotipificar
el DENV debido a la posibilidad de reaccion
cruzada (15).

Debido principalmente a la infraestructura,
equipamiento y personal requerido para la
implementaciéon de técnicas moleculares,
el diagnostico de dengue se realiza princi-
palmente a partir de pruebas seroldgicas y
aislamiento viral en cultivos celulares, téc-
nicas que proveen informacion cuando los
pacientes ya han pasado el cuadro clinico,
limitandose su relevancia a la vigilancia
epidemioldgica y estudios virologicos pos-
teriores. Existe, por lo tanto, una necesidad
urgente de implementar métodos de diag-
nostico molecular para uso temprano en la
enfermedad, conducentes a la adopcién de
medidas adecuadas para el tratamiento y
manejo del paciente.

En paises como Colombia, donde la inves-
tigacion y adquisicion de nueva tecnologia
han cobrado importancia, el uso de técnicas
moleculares se convierte en una alternativa
al alcance no solo para el diagndstico tem-
prano de la enfermedad sino también para
analisis evolutivos y epidemiologicos (1,2,
16-19), derivando en nuevas estrategias de
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prevencion y control. Las técnicas de RT-
PCR y PCR convencional, si bien requieren
personal capacitado y adquisicion de equi-
pos para su implementacion en el laborato-
rio clinico, son una excelente alternativa de
deteccion y tipificacion del DENV, debido a
que permiten obtener resultados en pocas
horas, siendo su sensibilidad mayor al de-
tectar pocas copias del genoma viral en el
suero del paciente, inclusive provenientes
de particulas virales inactivas o unidas a
anticuerpos (20).

La Organizacion Panamericana de la Salud
(PAHO/OPS) recomienda el uso de la técnica
de Lanciotti y colaboradores (21), o su va-
riante de Harris y colaboradores (22), para
la deteccion vy tipificacion del DENV en toda
su area de influencia (11). El funcionamien-
to de estos oligonucleotidos ha sido avalado
durante afios; sin embargo, debido a que el
DENV estd constituido por un genoma de tipo
ARN, con una ARN polimerasa dependiente
de ARN carente de actividad correctora (23),
la acumulacién de cambios, y por ende, la
desactualizaciéon de los oligonucleétidos es
relativamente rdpida, lo cual conlleva un
incremento en la probabilidad de generar
resultados falsos negativos por ineficiencia
en la hibridacién de oligonucledtidos con las
secuencias de las cepas circulantes. En vista
de ello, este estudio pretende hacer uso de
las herramientas bioinformaticas actuales,
asi como de la creciente disponibilidad de
secuencias de las cepas de DENV que circu-
lan mundialmente, para el redisefio racio-
nal de los oligonucledtidos convencional-
mente usados en diagnostico y tipificacion
del DENV (21); asi como la estandarizacion
y evaluacion de los oligonucledtidos sobre
muestras de ARN obtenidas a partir de so-
brenadantes de cultivos celulares infectados
y en prueba piloto sobre sueros de pacientes
con diagndstico clinico de dengue.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de secuencias y
procesamiento bioinformatico

Por medio del programa ClustalW (24) in-
tegrado al paquete MEGA versién 3.1 (25)
se realizd el alineamiento de la region C-
PrM/M de las secuencias del DENV corres-
pondientes a los cuatro serotipos, disponi-
bles en la base de datos GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) (Release
155.0), para posteriormente redisenar los
oligonucleo6tidos y mejorarlos teéricamente
por comparacion con los obtenidos por el
programa HintPCR version 3.0 (26).

A partir del alineamiento se analizaron las
posiciones de los oligonucleotidos previa-
mente reportados (21) en el contexto de toda
la variabilidad presente y se verificaron di-
ferentes parametros: la posicion de codén
en el nucleotido del extremo 3’ de cada oli-
gonucledtido, respecto al marco de lectura
de la poliproteina del DENV, la frecuencia
de cada polimorfismo en el conjunto total
de secuencias analizadas, Tm (temperatura
de melting), estructuras secundarias y espe-
cificidad de secuencia.

Muestras de virus

Para realizar los ensayos de estandarizacion
de la RT-PCR y PCR anidada se utilizaron ce-
pas correspondientes a los cuatro serotipos
del DENV (M1, M2, M3 y M4), previamente
crecidas en células de mosquito Aedes albo-
pictus clon C6/36 (27).

Muestras clinicas

Se incluyeron en el analisis un total de 15
muestras clinicas (sueros) de pacientes con
diagnostico presuntivo de dengue, las cua-
les fueron colectadas en el drea metropoli-

tana del Valle de Aburra entre 2005 y 2007.
Por otro lado, para soportar los hallazgos en
la tipificacion molecular de DENV a partir
de ARN obtenido directamente de sueros y
ARN extraido de sobrenadantes de cultivos
de C6/36 inoculados con dichos sueros se
realiz6 intento de aislamiento viral e inmu-
nofluorescencia a cada una de las 15 mues-
tras en células C6/36 con 500 uL de una
dilucion 1/10 de cada muestra en D-MEM y
un periodo de incubacion de 9 dias. Final-
mente, los fragmentos correspondientes a
muestras positivas fueron purificados y se-
cuenciados para corroborar nuevamente la
correspondencia de los serotipos.

Extraccion de ARN viral

El ARN viral de las cepas de DENV-1 a -4y
de las muestras de suero de pacientes fue
extraido usando el estuche comercial QIA-
amp Viral RNA minikit (Qiagen®), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. E1 ARN
extraido fue almacenado a -20°C hasta su
posterior utilizacion.

RT-PCR y PCR anidada

La RT-PCR dirigida a la region C-PrM/M se
llevd a cabo utilizando el estuche QIAGEN
One-Step RT-PCR kit (Qiagen®) y los oligo-
nucledtidos D1_Modif y D2_Modif, disefa-
dos en este estudio (Tabla 1). El perfil tér-
mico consistid en un paso de transcripcion
reversa a 41°C por 45 minutos, un paso de
activacion de la Hot Start Taq DNA polime-
rasa a 94°C por 15 minutos, 40 ciclos (94°C
por 30 segundos para desnaturalizacion,
58°C por 1 minuto para la hibridacion de
oligonucleodtidos y 72°C por 30 segundos
para la extension), seguido por una exten-
sion final a 72°C por 5 minutos. El volumen
final de la reaccion fue de 25 pL. El produc-
to amplificado corresponde a un fragmento
de 509 pb.
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Tabla 1. Redisefo de oligonucleoétidos para la deteccion y tipificacion de DENV

. Posicién . i Longitud Tm ia (5°-3°)2 Posicion
Serotipo gendémica’ Oligonuclestido (nucleétidos) | (°C) Secuencia (5'- 3) de codon?
_ TC AAT ATG CTG AAA CGC
D1_Modif 28 62,9 GHG AGAAAC CG 2
DENV 134-161
TC AAT ATG CTG AAA CGC
D1 28 62,9 GCGAGAAAC CG 2
. -- GCACCARCARTC WAY
D2_Modf 24 62.2 RTC WTC WGG - - - 1
DENV 642-619
TT GCA CCAACA GTC AAT GTC
D2 29 60.9 TTC AGG TTC 1
. GG TTC CGY CTC AGT GAT
TS1_Modif 2 64,2 YCGRG- - 2
DENV-1 618-597
..... CGT CTC AGT GAT
TS1 19 60 CCG GGG G 3
. GAAYGC CAC MAR GGC CAT
TS2_Modif 23 64,3 GAACA- 2
DENV-2 255.233
--- CGC CAC AAG GGC CAT
TS2 21 615 GAA CAG 1
. TGY TGC TGG YAA YAT CAT
TS3_Modif 24 60 CATGAG -ev en - 1
DENV-3 407-430
......... TAA CAT CAT
TS3 22 521 CAT GAG ACA GAG C 3
. - TCTGT YGT YTT RAA CAA
DENV-4 505-526 TS4_Modif 2 54,2 GAGAG 2
s » s0q | CTCTGT TGTCTTARACAA 5

GAGA-

Fuente: Datos tabulados por autores.

! Posiciones con respecto a las secuencias NC_ 001477 (DENV-1), NC_ 00 1474 (DENV-2), NC_001475 (DENV-3) y
NC_002640 (DENV-4). Como referencia de posiciones de D1_Modif y D2_modif se utilizo6 la secuencia NC_001474

(DENV-2).

2Segtin codigo de ambigiiedad nucleotidica IUPAC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/iupac.html).

*Posicion de codon respecto al marco de lectura de la poliproteina del DENV.
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El producto de la RT-PCR fue diluido (1/100)
con agua libre de nucleasas, con el fin de
disminuir las amplificaciones inespecificas
por exceso de ADN durante la PCR anidada.
La PCR anidada fue realizada a partir de 1
uL de la dilucion, utilizando los oligonu-
cleétidos D1_Modif, TS1_Modif, TS2_Modif,
TS3_Modif y TS4_Modif. El volumen final de
la reaccion fue 25 L. Se utilizaron 2.5 uL de
tampon Tag DNA polimerasa 10x, 1 mM de
MgCl,, 0.4 mM de cada dNTP, 10 pmoles de
cada oligonucleotido y 1.25 unidades de la
enzima Tag DNA polimerasa (Fermentas®).
El perfil térmico fue de 2 minutos a 94°C, 40
ciclos (30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C
y 30 segundos a 72°C), finalizando con una
extension a 72°C durante 5 minutos.

Analisis de los productos amplificados

Para la visualizacion del producto de am-
plificacion del DENV (deteccion - RT-PCR) y
los productos correspondientes a cada uno
de sus serotipos (tipificacion - PCR anidada)
se prepararon geles de agarosa al 1.5% en
tampdn TAE, utilizando 10 pL del produc-
to obtenido de la RT-PCR y/o PCR anidada
y bromuro de etidio para la visualizacién.
Para diferenciar las bandas obtenidas en la
RT-PCR (509 pb) y PCR anidada: DENV-1: 487
pb; DENV-2: 122 pb; DENV-3: 299 pb y DENV-
4: 391 pb, se utilizd6 un marcador de peso
molecular de 100 pb (Fermentas®).

RESULTADOS

Redisefio de oligonucleo6tidos

En el disefio de los oligonucledtidos D1_
Modif y D2_Modif para la RT-PCR se utili-
zaron 795 y 910 secuencias obtenidas del
GenBank respectivamente. Para el disefio
de los oligonucleétidos especificos de sero-
tipo se utilizaron 85, 151, 335 y 201 secuen-

cias para TS1_Modif, TS2_Modif, TS3_Modif
y TS4_Modif respectivamente.

El oligonucledtido D2_Modif fue modifica-
do en el extremo 3, de tal forma que coinci-
diera con la primera posicion de codon.

El nucleétido en el extremo 3" de los oligo-
nucleotidos TS1, TS3 y TS4 coincidi6 con la
tercera posicion de codon, la cual presenta
una alta variabilidad reflejada en los alinea-
mientos (datos no mostrados). Sus versio-
nes aqui modificadas, TS1_Modif, TS3_Mo-
dif y TS4_Modif, por su parte, coinciden con
la primera o segunda posicion de coddn,
garantizando su hibridacién con una mayor
probabilidad. El oligonucledtido TS2_Mo-
dif fue modificado, de tal modo que su nu-
cledtido en el extremo 3 coincidiera con la
segunda posicion de codon, la cual presen-
ta significativamente menor variabilidad,
debido a que una sustitucion a este nivel
conllevaria a un cambio de aminoacido con
importantes implicaciones en el fenotipo
del virus.

Una vez se obtuvo el redisefio preliminar
de los oligonucledtidos basado en la varia-
bilidad genética reflejada en los alineamien-
tos, se procedid a la evaluacion in silico de
los mismos, teniendo en cuenta algunos
parametros termodinamicos importantes
(energia libre, formacion de homodimeros,
heterodimeros, estructuras secundarias y
temperatura de melting), y se mejord ted-
ricamente el disefio por comparacién con
los candidatos hallados por medio del pa-
quete HintPCR version 3.0 (26) para la mis-
ma region, usando siempre una secuencia
(serotipo) como blanco y las secuencias de
los otros tres serotipos utilizadas simulta-
neamente durante la busqueda para excluir
candidatos presentes en al menos una de
ellas. En la tabla 1 se muestran en detalle
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las modificaciones en cada uno de los oli-
gonucledtidos luego de todo el proceso de
optimizacion.

Deteccion especifica de cada
serotipo de DENV

Con el proposito de demostrar que la espe-
cificad de cada oligonucledtido no ha sido
afectada con el redisefio de los mismos, se
realiz6 la RT-PCR (figura 1a) y PCR anidada
del DENV (figura 1b) usando ARNs extrai-
dos de cultivos celulares infectados. Cuan-
do se utilizé como molde para la PCR ani-
dada el producto de la RT-PCR sin dilucién
se obtuvo una amplificacion con diferentes
bandas inespecificas, que podrian interferir
con la correcta serotipificacion del DENV
(datos no mostrados). Sin embargo, al hacer
dilucion 1/100 del producto de la RT-PCR,
bajo las condiciones normales de reaccion,
la técnica mejord considerablemente y se lo-
gro tipificar correctamente cada uno de los
serotipos del DENV (figura 1b).

Al excluir el oligonucleétido TS1_Modif de
la reaccion se obtuvo el resultado esperado,
con una ausencia de amplificaciéon corres-
pondiente al DENV-1, lo cual indica que los
oligonucledtidos TS2_Modif, TS3_Modif y
TS4_Modif presentes en la mezcla de PCR
anidada no hibridan inespecificamente en
la secuencia de DENV-1 (figura 2a). Resul-
tados similares fueron obtenidos cuando se
eliminaron los oligonucleétidos TS2_Modif,
TS3_Modif y TS4 Modif, con ausencia de
amplificacion del serotipo correspondien-
te (figura 2b-d). Los controles negativos no
mostraron bandas de amplificacion.
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Figura 1. Electroforesis del producto de RT-PCR
y PCR anidada para la deteccion y tipificacién
del DENV. a) Los carriles M1, M2, M3 y M4 corres-
ponden al producto de la amplificacion de cada
serotipo del DENV. Se obtuvo la amplificacion
del fragmento esperado de 509 pb (deteccion).
b) En los carriles M1, M2, M3 y M4 se observan los
fragmentos esperados luego de la amplificacion
de cada serotipo del DENV (tipificacién). Se utili-
zaron dos controles negativos. MP: Marcador de
peso molecular de 100 pb.
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Figura 2. Especificidad de los oligonucledtidos para la tipificacion del DENV por PCR anidada.

a) La eliminacién del oligonucleétido TS1_Modif de la mezcla de reaccion impidié la amplificacion del sero-
tipo DENV-1. La eliminacién de los oligonucledtidos b) TS2_Modif, c¢) TS3_Modif y d) TS4_Modif impidio la
amplificacion de los serotipos DENV-2, -3 y -4 respectivamente. MP: Marcador de peso molecular de 100 pb. Se

utilizaron controles negativos tanto de la RT-PCR como de la PCR anidada.

Optimizacion de la cantidad
de oligonucleétidos

La cantidad final de los oligonucledtidos fue
modificada con el propdsito de disminuir
su exceso al final de la reaccion, y asi evitar
interferencia en la deteccion de la banda co-
rrespondiente al serotipo DENV-2 (122 pb).
Para ello se trabajo con tres diferentes canti-

dades de cada oligonucleétido (18,75 pmo-
les, 10 pmoles y 5 pmoles (correspondientes
a0,75 uM, 0,4 uM y 0,2 uM respectivamen-
te). En todas las concentraciones se obtuvo
amplificacion especifica de cada serotipo
viral (figura 3a-c), sin embargo, el uso de 10
pmoles permitié eliminar el exceso de oli-
gonucledtidos sin sacrificar o disminuir la
sensibilidad de la técnica (figura 3b).

X W HRER W 2 B W P we OB Mo M3 om =

)

g GPCR M1 w2 w3 W

Fuente: Propia de autores.

Figura 3. Optimizacién de la cantidad de oligonucleoétidos para la tipificacion del DENV.

Evaluacion del desempefio de la PCR anidada con a) 18,75 pmoles, b) 10 pmoles y c) 5 pmoles. MP: Marcador de

peso de 100pb. Se utilizaron controles negativos tanto de la RT-PCR como de la PCR anidada.
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Tipificacion de DENV en muestras clinicas

De las 15 muestras con diagnostico presun-
tivo de dengue incluidas en la prueba pilo-
to, 2 pudieron ser detectadas directamente
a partir del producto de RT-PCR (#13 y #27)
(figura 4a), 3 permitieron la tipificacion de
DENV luego de la PCR anidada, correspon-
diendo a los serotipos DENV-2 (#26) y -3 (#13
y #27) (figura 4b). Adicionalmente, 3 mues-
tras positivas pudieron ser detectadas tni-
camente al evaluar la técnica con ARNs ob-
tenidos a partir de sobrenadantes de células
C6/36 inoculadas con los sueros, corres-
pondiendo a los serotipos DENV-2 (#1291
y #28) y -3 (#25) (datos no mostrados). La
correcta tipificacion fue confirmada por in-
munofluorescencia utilizando anticuerpos
especificos para cada serotipo y mediante
secuenciacion (datos no mostrados).

DISCUSION

En este estudio se muestra el redisefio de
los oligonucledtidos para la deteccion y
tipificacion del DENV con el proposito de
aumentar la cobertura en la deteccion, de
acuerdo con la variabilidad que han acumu-
lado las cepas durante un periodo de mas
de 15 afos. Los oligonucleotidos reportados
por Lanciotti y colaboradores (21) actual-
mente son recomendados por la OPS, y su
desempeno en muestras clinicas ha demos-
trado su efectividad (28, 29).

Aunque se han desarrollado diferentes téc-
nicas con el mismo proposito, estas se basan
en el uso de sondas, fluoréforos y equipos
de PCR en tiempo real (30-38), los cuales ain
no estan disponibles en muchos laboratorios
de salud publica. Por lo tanto, técnicas sim-
ples como la PCR convencional continuaran
demostrando su utilidad, sobre todo en pai-
ses en desarrollo, donde acceder a equipos
de ultima tecnologia puede ser dificil.
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Figura 4. Deteccion y tipificacion de DENV a partir de muestras clinicas. a) RT-PCR a partir de RNA
extraido de sueros de pacientes con sospecha de dengue donde se muestra la amplificacion de las
muestras 13 y 27. b) PCR anidada donde se muestra la amplificacion de los serotipos DENV-2: 122
pb (26) y DENV-3: 299 pb (13 y 27). Las muestras M2 y M2(2) corresponden al control positivo de
DENV-2, cepa New Guinea C. Mock, C(-)a y C(-)b corresponden a los controles negativos de la in-
feccion, RT-PCR y PCR anidada, respectivamente.
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Estudios anteriores han realizado modifi-
caciones a los oligonucleoétidos utilizados
convencionalmente (22, 30, 39), logrando in-
cluso la deteccion y tipificacion en el mismo
tubo de reaccion y disminuyendo, por ende,
la probabilidad de contaminacion (22); sin
embargo, se hicieron necesarias modifica-
ciones adicionales que permitieran adaptar-
los a las secuencias actualmente circulantes
a nivel mundial.

Los oligonucledtidos D1_Modif y D2_Modif
mostraron un buen desempenio luego de
realizarles las modificaciones correspon-
dientes. La presencia de una tinica banda en
el producto de la RT-PCR de muestras de los
cuatro serotipos es una clara evidencia de
que la especificidad se mantiene a pesar de
las degeneraciones (figura 1la). El extremo
3" de los oligonucledtidos de D1_Modif y
D2_Modif coincide con la segunda y prime-
ra posicion de codon respectivamente, por
lo cual, los frecuentes cambios en la tercera
posicion de codon en las diferentes cepas no
alterarian su hibridacién y amplificacion.

El extremo 3’ de los oligonucledtidos espe-
cificos de serotipo TS1, TS3 y TS4 descritos
previamente (21) coincide con la tercera po-
sicion de coddn, mientras que TS2 hibrida
en la primera posiciéon de coddén. Aproxi-
madamente, el 30% de los cambios en la ter-
cera posicion de codon son no sinénimos,
cambios en la primera posicion son no sino-
nimos en el 96% de los casos y en la segun-
da posiciéon de coddn los cambios son siem-
pre no sinénimos, llevando, por ende, a un
cambio en el aminoacido codificado (40).

Los cambios de aminoacidos pueden tener
un efecto en las propiedades de las protei-
nas (fenotipo) y pueden estar sujetos a pre-
sion selectiva, lo que conlleva restricciones
al cambio. Aunque la region utilizada (C-
PrM/M) se considera conservada, es una
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region codificante con un comportamiento
tipico, presentando alta variabilidad en si-
tios sindnimos como son las terceras posi-
ciones de codon. El gen de la capside, asi
como gran parte del genoma de DENV, esta
sujeto a una fuerte seleccion negativa (pu-
rificadora) (41), reflejada en pocos cambios
en la secuencia de aminodcidos, sin que esto
impida la ocurrencia de cambios sinonimos
en la secuencia de nucledtidos. Los nucleo-
tidos en segundas posiciones de codon (y
en menor medida en primeras posiciones)
permanecen relativamente constantes a tra-
vés del tiempo, lo cual puede ser evidencia-
do en los alineamientos de cualquier region
codificante del genoma viral.

Los oligonucleotidos fueron modificados de
tal forma que el extremo 3’ coincidiera con
la segunda o primera posicion de codon,
con respecto al marco de lectura, logrando,
de este modo, disminuir la probabilidad de
incompatibilidad con secuencias de cepas
que posean alta variabilidad, representada
principalmente en la tercera posicion de
codén; de esta forma, el extremo 3’ de los
oligonucleotidos TS1_Modif, TS2_Modif y
TS4_Modif corresponde a la segunda posi-
ciéon de coddn, quedando para TS3_Modif
en la primera posicion de codén por razo-
nes de estabilidad del oligonucledtido.

Como se esperaba, las modificaciones rea-
lizadas en estos oligonucledtidos no altera-
ron su desempeiio en la serotipificacion del
DENV, logrando amplificar especificamen-
te la region de cada serotipo sin presentar
reacciones cruzadas entre ellos que conlle-
ven a hibridacién de alguno de los oligo-
nucledtidos con dos o mas serotipos (figura
2a-d).

Debido a que el tamafio esperado del pro-
ducto amplificado correspondiente a DENV-
2 es de 122 pb, la optimizacion de la can-
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tidad de oligonucledtidos en la reaccion es
un factor decisivo, ya que la presencia de
una banda a este nivel podria ser confundi-
da con un exceso de los mismos y/o la for-
macion de dimeros. La concentracion final
de oligonucledtidos de 0,4 uM (10 pmoles)
permitié obtener una buena amplificacion
de la region C-prM/M del DENV, facilitando
la identificacion de la banda correspondien-
te a DENV-2. La correcta deteccidn y tipifica-
cién del DENV utilizando 5 pmoles de cada
oligonucledtido garantiza la utilizacion de
10 pmoles sin llevar al limite la técnica.

Por otro lado, el desempeno de la técnica
en la prueba piloto, al utilizar ARNs prove-
nientes de sueros, es similar al obtenido en
el proceso de estandarizacién, validando,
por ende, su utilidad en el diagndstico de la
infeccion por el DENV. El incremento en la
sensibilidad, al realizar la RT-PCR con ARNS
obtenidos a partir de sobrenadantes de cul-
tivos inoculados con las muestras clinicas,
es acorde con el proceso de amplificacion
que pueden sufrir los virus presentes en la
muestra luego de su inoculacién en la linea
celular permisiva C6/36. La deteccion de 2
serotipos (DENV-2 y -3) en muestras clinicas
de una misma drea geografica y tiempo es
de gran relevancia si se tiene en cuenta que
las infecciones secundarias con serotipos
heterdlogos podrian ser responsables de la
mayoria de casos severos (8-10). Este resul-
tado es esperado en paises hiperendémicos
como Colombia, donde es frecuente la co-
circulacion de serotipos en gran parte del
territorio (1, 2,41 - 43).

Teodricamente, el redisefio tiene en cuenta la
variabilidad acumulada en los ultimos 15
anos y la evaluacion experimental demues-
tra su correcto funcionamiento sobre mues-
tras clinicas. En estudios posteriores, sin em-
bargo, el uso de cepas altamente variables
(pertenecientes a los diferentes genotipos
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dentro de cada serotipo) permitird determi-
nar su ventaja en la deteccidn y serotipifica-
cién respecto a los oligonucleo6tidos usados
convencionalmente. De igual forma, se abre
una nueva oportunidad para la implemen-
tacion de la técnica sobre muestras de mos-
quitos como complemento a los programas
de vigilancia entomoldgica con miras a de-
terminar las zonas de mayor prioridad para
las fumigaciones e instauracion de progra-
mas de prevencion (44).

A pesar de las limitaciones en cuanto al
numero de muestras clinicas analizadas, la
informacién obtenida con este trabajo deja
ver la importancia de la evaluacion y segui-
miento constante de las técnicas molecula-
res, mas aun cuando se trata de identifica-
cién de virus ARN, cuyas rapidas tasas de
evolucion pueden llevar a la disminucion
de la eficiencia de dichas técnicas diagnos-
ticas. Adicionalmente, se convierte en un
modelo del disefio e implementacion de
técnicas similares para cualquier otro tipo
de virus, principalmente con genomas ARN.

Para 2010, en Colombia el Sistema de Vigi-
lancia Nacional (SIVIGILA) report6 un total
de 157 152 casos probables de dengue, de
los cuales 9482 casos fueron clasificados
como dengue grave (42), de acuerdo con la
nueva clasificacion de casos avalada por la
OMS (7). Esta situacion, sumada a la identi-
ficacion de al menos dos serotipos en casi
todo el territorio colombiano, hace necesa-
ria la intensificacion de acciones de vigilan-
cia epidemioldgica, donde el uso de herra-
mientas moleculares de rapida deteccion
y tipificacion seria de rapida y oportuna
ayuda para la puesta en marcha de planes
de contingencia, dirigidos a organizar los
servicios de salud y brindar una atencion
adecuada al paciente con dengue.
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