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DETECCION RAPIDA DE LOS SEROTIPOS DEL VIRUS DENGUE
EN EL MOSQUITO Aedes aegypti

Omar Caceres R
Division de Biologia Molecular. Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.

RESUMEN

Doce pools de Aedes aegypti fueron evaluados por RT-PCR y Nested/Multiplex PCR para detectar la presencia del virus
dengue y determinar el serotipo. El nivel de deteccion de este sistema molecular fue de un serotipo de dengue en un pool
de 20 mosquitos. Se detecté en dos mosquitos la presencia de dos serotipos, este hallazgo podria ser la explicacion de
la ocurrencia conjunta de los diferentes serotipos en una misma area geogréafica aumentando la probabilidad de la
presentacion de dengue hemorragico. Finalmente se ha evaluado un sistema molecular que puede ser utilizado en la
vigilancia vectorial de Aedes aegypti.
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ABSTRACT

Twelve pools of Aedes aegypti were assessed using RT-PCR and Nested/Multiplex PCR to detect dengue virus and to
determine which serotype is present. The detection level of this molecular technique was one dengue serotype detected in
a pool of 20 mosquitoes. Two dengue serotypes were detected in two mosquitoes; this finding could be the explanation of
the co-occurrence of more than one serotype in the same geographic area increasing the chance of occurrence of dengue

hemorrhagic fever. Finally, there is a molecular system that can be used in Aedes aegypti vectorial surveillance.
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INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad viral tropical reemergente
trasmitida por la picadura del mosquito Aedes aegypti, el
cual a sido implicado como el principal vector de la
enfermedad; afecta a paises de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo?. El agente etioldgico es el virus
dengue que pertenece a la familia Flaviviridae, el cual
presenta cuatro serotipos antigénicamente distintos
conocidos como DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4.

La infeccion con cualquiera de ellos ocasiona una
enfermedad febril benigna auto limitante conocida como
dengue clasico o fiebre dengue (DC), ademas existen
formas severas de la enfermedad: dengue hemorragico
(DH) y sindrome de shock por dengue (SSD), que pueden
comprometer la vida del paciente?. Los casos de fiebre
dengue y dengue hemorragico se han incrementado desde
que el vector se ha dispersado, alcanzando nuevos habitats
en Ameérica, partes de Africay Asia. En los ultimos 40 afios
el nimero de casos se ha incrementado al menos 20 veces,
por lo que en 1999 la OMS incluyé al dengue como una
enfermedad con alta prioridad en la investigacion®. A.
aegypti es una especie de habitos domésticos cuyas
hembras se alimentan principalmente de sangre humana
y de animales domésticos, infesta recipientes naturales
(plantas, flores) o artificiales (floreros, llantas, envases, etc.)
que se encuentran en casas o cerca de poblados humanos
y que son capaces de actuar como recipientes de agua.

La transmision de la enfermedad ocurre cuando la hembra
pica a una persona enferma en fase de viremia (primeros 5
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dias de iniciada la enfermedad), causando la infeccion del
mosquito, luego transcurren entre 2 y 15 dias, tiempo en
el cual el virus pasa desde el aparato digestivo hasta las
glandulas salivales; en este periodo el mosquito adquiere
la capacidad de trasmitir el virus durante toda su vida (2
meses) a individuos susceptibles®.

En los afios 50 se planted un programa de erradicacion del
vector para evitar la propagacion de la fiebre amarilla, asi en
1958 se le erradicd. Desde entonces no hubo referencias de
la presencia de A. aegypti hasta 1984, afio en el cual fue
reportada en Loreto y luego en Huanuco*, a partir de entonces
el vector se ha dispersado hasta lograr infestar 15
departamentos de los 24 que tiene el pais incluyendo a 3
distritos de la capital (Rimac, San Juan de Lurigancho y La
Victoria)*. Debido a esta expansion progresiva y a que el vector
se encuentra presente en areas que anteriormente estaban
libres de dengue, es que surge la preocupacion de que las
zonas libres de la enfermedad pudieran convertirse en nuevas
areas de transmision. Se han realizado muchos trabajos para
detectar patdgenos en vectores ya sean parasitos o virus®®,
asi se ha reportado que el aislamiento viral, la prueba de la
reaccion en cadena de polimerasa de la transcriptasa reversa
y ELISA son tres técnicas muy Utiles para detectar el virus
LaCrosse en A. triseriatus y A. aegypti°.

Kuno y colaboradores™ disefiaron un sistema de vigilancia
molecular y evaluaron 8 pares de primers para detectar 44
diferentes virus del género Bunyavirus (causantes de
encefalitis) aplicando RT-PCR, los autores sefialan que son
capaces de detectar un mosquito infectado en 99 mosquitos
no infectados; por lo tanto, RT-PCR es una técnica con 100%
de sensibilidad y muy especifico dado que ensayos de ELISA
dan reacciones cruzadas con los diferentes serogrupos de
este género de virus.
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Virus Dengue en Aedes aegypti

El objetivo del presente trabajo fue optimizar la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa de la transcriptosa
reversa (RT-PCR) Nested/Multiplex PCR usualmente utilizadas
como diagnéstico rapido't, para la deteccion del virus en el
vector, que puede ser utilizado posteriormente como
herramienta de vigilancia vectorial molecular.

METODOLOGIA

Un total de 93 mosquitos hembras de A. aegypti fueron
capturados, entre enero y abril del afio 2001, en diferentes
areas endémicas del pais y agrupados en doce pools.
Previamente los mosquitos fueron identificados
taxondémicamente por los entomélogos del Instituto Nacional
de Salud y mantenidos en viales con alcohol al 70%; cuando
la poblacion fue numerosa los vectores fueron agrupados
en pooles de 25 individuos como maximo. Los viales se
mantuvieron a —20 °C hasta su procesamiento. Los
mosquitos fueron retirados del alcohol, colocados sobre
papel absorbente y luego trasladados a un nuevo vial, se le
afiadié 300 pL de Trizol (Invitrogen) y se homogeneizaron
utilizando un microhomogeneizador. Luego se agregd 700
pL mas de Trizol, se agit6 vigorosamente utilizando un vértex
y se dej6 reposar por 10 minutos a temperatura ambiente;
se afiadi6 luego 300 pL de cloroformo, se agitd con un vértex
fuertemente y se dejo reposar nuevamente por 10 minutos.
Los viales con las muestras fueron centrifugados, se retird
la capa superior y se coloc6 en otro vial estéril al cual se le
agrego 700 pL de isopropanol y se guardo a —20 °C por 30
minutos. Los viales fueron centrifugados a 14 000 rpm por 5
minutos para obtener el ARN el cual se deja secar a 42 °C
por 5 minutos para luego ser resuspendido con agua grado
biologia molecular y finalmente guardado a —-80 °C.

Se realiz6 la transcripcion reversa (RT) para convertir el
RNA total extraido de los mosquitos a cDNA para luego
realizar el PCR, brevemente: 11 pL de RNA extraido de
cada muestray 1,5 uL Primer D2 2,5uM fueron calentados
enviales a 70 °C por 10 minutos en un termociclador (Perkin
Elmer 2400), luego estos viales fueron mantenidos en hielo
alos cuales se les agrego 4 L de Buffer 5X, 2 uL de dNTP
mix 10 mM, 0,2 L de la enzima AMV transcriptasa reversa
9 U/uL (Promega) y agua hasta completar un volumen final
de 20 pl por tubo de reaccion. Los viales fueron colocados
en el termociclador con los siguientes parametros: 1 ciclo
a 42 °C por 1 horay 1 ciclo a 70 °C por 15 minutos.

El PCR y el Nested/Multiplex PCR fue realizado siguiendo la
metodologia descrita*? modificada por nosotros para aumentar

la especificidad de los primers, brevemente: Para el PCR se
prepararon tubos de reaccién conteniendo 2 pL de buffer 10X,
1,6 pL de dNTP mix 10mM, 1,6 pL de los primers D1y D2 a
2,5 uM cada uno, 1,2 pL de MgCl, 25mM, 0,2 pL de enzima
TaqGold DNA polimerasa 5U/ul (Applied Biosystems), 3 pL
del cDNA obtenido y agua suficiente para 20 pL de reaccion
final. Los viales fueron ciclados a 95 °C x 10 minuto, 30 ciclos
de 95 °C x 50 seg, 57 °C x 1 minuto 20 sy 72°C x 30 sy
finalmente una extension final de 72 °C x 10 minutos.

La reaccion para el Nested/Multiplex PCR es similar a la
prueba de PCR pero en vez de utilizar el primer D2 se us6
una mezcla de cuatro primers internos especificos para cada
serotipo (1,6 pL de cada uno de los primers TS1, TS2, TS3y
TS4)*?; se cuadruplicé el volumen del primer D1 (6,4 pL) para
tener cantidades equimolares de los primers y se utilizé 2 6
4 pl del producto de PCR diluido 1/10 y 1/50 en agua. Se
siguio el mismo ciclaje descrito anteriormente.

Los productos de reaccién del PCR y Nested/Multplex PCR
fueron corridos en gel de agarosa al 1,5%, tefiidos con
bromuro de etidio 10pg/mL, visualizados en un
transiluminador UV y fotografiados con una camara Polaroid.

RESULTADOS

Se ha observado que fijar los mosquitos en alcohol al 70%
es un método practico y seguro para conservar el ADN y el
ARN y es mejor alin si se mantiene en frio (-20°C), aunque
si se mantiene a temperatura ambiente por poco tiempo no
afecta la calidad de los &cidos nucleicos. Una consideracion
importante es que al obtener el ARN total de los mosquitos
se observo una coloracion violeta cuya intensidad varia con
el nimero de mosquitos procesados, pero esta coloracion
no afecto las técnicas moleculares descritas. Se evaluaron
12 pooles de A. Aegypti capturados en diversas areas
endémicas de dengue (Tabla).

Se probaron dos diluciones diferentes del producto de PCR
antes de realizar el Nested/Multiplex PCR, el resultado del
andlisis es mostrado en la figura 1, donde se observa que la
muestra de Sullana y Trujillo (1 individuo) presentan dos
bandas compatibles con Den-3, Den-4 y Den-2, Den-3,
respectivamente (Figura 1). El anélisis mostré también que
de los pooles analizados se obtuvieron un amplio espectro
de resultados que van desde la ausencia de serotipos, la
presencia de un solo serotipo hasta la presencia de tres
serotipos, que fueron detectados al analizar las diluciones
hechas en cada muestra (Tabla).

Tabla. Pooles de Aedes aegypti evaluados por RT-PCR y Nested/Multiplex PCR
capturados en diversas areas endémicas de dengue del pais.

Muestras/Dilucion

Nested/Multiplex PCR Nested/multiplex PCR

(1/10) (1/50)
8 mosquitos en Piura (Talara I) DEN-1, DEN-3 DEN-4
1 mosquito en Piura (Sullana) — DEN-3, DEN-4
9 mosquitos en Piura (Talara Il) — —
7 mosquitos en Piura (Mancora) DEN-1,DEN-2 DEN-1, DEN-2
6 mosquitos en Piura (Querecaotillo) — —
20 mosquitos en Tumbes (Caleta Cruz) — DEN-3
1 mosquito en Trujillo (La Esperanza) DEN-2,DEN-3 DEN-2,DEN-3
2 mosquitos en Trujillo (Florencia de Mora) DEN-2 DEN-2
5 mosquitos en Trujillo (Porvenir 1) — —
8 mosquitos en Trujillo (Porvenir I1) — —
12 mosquitos en Tumbes (Casa Blanqueada) DEN-2 —

14 mosquitos en Lima (El Rimac)
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Figura 1: Amplificacion por Nested/Multiplex PCR de pooles
de Aedes aegypti. Carril 1 control de dengue 1 (482 pb), carril 2
control de dengue 2 (119 pb), carril 3 Mancora dilucién 1/10, carril
4 Méncora dilucion 1/50, carril 5 Talara | dilucién 1/50, carril 6
Sullana dilucion 1/50, carril 7 control de dengue 3 (290 pb), carril
8 control de dengue 4 (392 pb).

DISCUSION

Este sistema descrito a probado ser muy util para el
diagndstico rapido del dengue con gran sensibilidad y
especificidad!?, es por ello que se probd para detectar la
presencia del virus en su vector. EI ARN obtenido fue de
buena calidad y aunque presentd una coloracion violeta esto
no afect6 al PCR; se presume que la coloracion se debe al
pigmento presente en la quitina de A. aegypti y que
coprecipita con el ARN al momento de su purificacion. Se
desconoce la naturaleza quimica de este pigmento.

Al evaluar las muestras se detectaron la presencia de dos
serotipos en un solo mosquito, esto es un indicativo de
que A. aegypti es capaz de llevar mas de un serotipo a la
vez. La explicacion mas razonable es que debido a la larga
vida del vector (2 meses) este puede infectarse con dos o
mas serotipos al picar enfermos infectados con diferentes
serotipos pudiendo trasmitirlos posteriormente a personas
susceptibles. Esta susceptibilidad del A. aegypti a
infectarse estaria asociada a la capacidad vectorial y
genética, asi se ha observado que al estudiar A. aegypti
capturado en Tarapoto®® y compararlo con la descripcion
dada por la OPS* se encuentran diferencias: a) Periodos
de desarrollo més cortos, b) Marcada antropofilia y c) No
existe selectividad exclusiva de recipientes para la
oviposicion.

Estas caracteristicas del A. aegypti en el Per(y su genética,
explicarian en parte la alta capacidad de transmision del
virus dengue en localidades con bajos niveles de
infestacion, ademas de ser susceptible a la infeccion por
mas de un serotipo a la vez.

Este hallazgo podria ser la explicacion de la circulacion
conjunta de diferentes serotipos en un area determinada,
aumentando la probabilidad de la aparicién de dengue o
dengue hemorragico en areas libres o en areas sin presencia
todavia de la forma grave de la enfermedad, respectivamente.

Se tuvo que hacer diluciones de los productos de PCR antes
de hacer el Nested/Multiplex PCR, pues ante la incognita
de no saber cuanta carga viral pudiera existir en cada
mosquito y de no saber cuantos mosquitos de un pool
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pudieran estar infectados, es que se realizaron dos diluciones
(1/10y 1/50) para tener una mejor oportunidad de detectar
aguel serotipo con menor numero de particulas virales entre
aquellos que tuvieran mayor nimero de particulas virales.
Se realiz6 una dilucién intermedia por ejemplo 1/25 cuando
el resultado fue dudoso.

Finalmente, se ha evaluado un sistema de deteccién
utilizando metodologia molecular para detectar el virus en el
vector, por lo que se podria utilizarse como un sistema de
vigilancia vectorial molecular para monitorear la presencia
del virus en poblaciones de A. aegypti y advertir
tempranamente el riesgo de aparicion de la enfermedad en
areas no afectadas.
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