Rev Peru Med Exp Salud Publica 22(3), 2005

TRABAJOS ORIGINALES

TIPIFICACION MOLECULAR DEL VIRUS DENGUE 3 DURANTE EL
BROTE EPIDEMICO DE DENGUE CLASICO EN LIMA, PERU, 2005

Enriqgue Mamani Z!, Maria Garcia M, Victoria Gutiérrez P!, César Cabezas S?, Eva Harris?

RESUMEN

Objetivos: Identificar mediante trascripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y sitios especi-
ficos de restriccion - reaccion en cadena de la polimerasa (RSS-PCR) al agente causal del brote epidémico presen-
tado en el distrito de Comas, Lima en abril del afio 2005. Materiales y métodos: veinte muestras de suero
colectadas durante el brote de dengue fueron procesados por RT-PCR para determinar el serotipo, esta técnica se
realizé en un solo paso. Luego se aplicéd la técnica RSS-PCR para la identificacion del genotipo circulante y se
corroboraron los resultados posteriormente con aislamiento viral y secuenciamiento. Resultados: El andlisis del RT-
PCR del ARN extraido de las muestras presentd un producto amplificado de 290pb que corresponden al dengue
serotipo 3 (DEN 3). El analisis de los productos de RSS-PCR del ARN extraido a partir de aislamientos de DEN 3
correspondi6 al patrén C, incluido en el genotipo Ill. Los aislamientos de los virus dengue 3 en lineas celulares C6/36,
tipificadas por IFl y el secuenciamiento genético confirmaron los resultados obtenidos por las pruebas previamente
descritas. Conclusion: Durante el brote epidémico de dengue clasico en Lima, circul6 el genotipo Il del virus DEN 3.

Palabras clave: Brote de dengue clasico; virus dengue 3; tipificacion molecular; RT-PCR; RSS-PCR; Peru
(fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objectives: To identify the causative agent of the outbreak that occurred in Comas, Lima in April 2005 using reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and specific restriction site-PCR (RSS-PCR). Materials and
methods: 20 serum samples collected during the dengue outbreak were assessed using RT-PCR for identifying
serotypes, this technique was performed in a single step. Later, the RSS-PCR method was used to identify the
circulating serotypes, and the results were corroborated by viral isolation and sequencing. Results: RT-PCR of viral
RNA taken from the samples showed a 290-pb amplified product corresponding to dengue virus serotype 3 (DEN 3).
RSS-PCR product analysis of RNA from DEN 3 isolates corresponded to pattern C, included in genotype Ill. Dengue 3
virus isolates in C6/36 cell lines identified using indirect immunofluorescence and gene sequencing confirmed the
results obtained using the aforementioned tests. Conclusion: During the classic dengue fever outbreak in Lima, DEN
3 genotype lll circulated.

Key words: Outbreak of classic dengue; dengue 3 virus; molecular typing; RT-PCR; RSS-PCR; Peru (source:
DeCS BIREME).

INTRODUCION

El dengue es la enfermedad metaxénica viral mas
importante en salud publica, causada por alguno de
los cuatro serotipos (DEN-1, 2, 3y 4) del virus den-
gue, un virus ARN de cadena positiva de la familia
Flaviviridae, el cual produce un espectro de enferme-
dad que va desde una fiebre por dengue hasta el
dengue hemorragico / sindrome de choque (shock)

por dengue, esta Ultima una infeccion grave con anor-
malidad vascular y hemostatica que puede llevar a la
muertel.

La vigilancia seroldgica de dengue se basa principal-
mente en la deteccion de anticuerpos especificos IgM,
mientras que la deteccidon de serotipos circulantes se
realiza tradicionalmente por el aislamiento viral y su
identificacion.

t Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Pera.
2 Division of Infectious Diseases, School of Public Health, University of California. Berkeley, CA, United States.

161



Rev Peru Med Exp Salud Publica 22(2), 2005

Mamani E. et al.

Desde hace unos afios se comenzé a aplicar la prue-
ba de trascripcion reversa- reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), que permite la identificacion de
los serotipos en muestras de suero y sobrenadantes
de células infectadas con muestras clinicas*®. El RT-
PCR es util para obtener informacion rapida de los
serotipos circulantes de dengue; sin embargo, es muy
importante aislar el virus para confirmar su identidad y
realizar estudios méas detallados.

Cada serotipo del virus esta subdividido en subtipos
basados en la diversidad genética del gen de envoltu-
ra (E)®. Estos subtipos son estudiados para un mejor
entendimiento del origen y de la evolucion de las ce-
pas de virus y la correlacion existente entre subtipos y
grado de severidad de la enfermedad presentes en
los brotes epidémicos.

Para determinar los subtipos, tradicionalmente, se
realiza el secuenciamiento para generar el arbol
filogenético mediante métodos laboriosos vy
sofisticados’®. Recientemente se desarroll6 un nuevo
método para la identificacion de los subtipos basado
en un simple PCR denominado Sitios Especificos de
Restriccién - Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RSS-PCR)°.

Desde los ultimos 100 afios no se habia documen-
tado la presencia de casos autdctonos de dengue
en Lima; sin embargo, la presencia del Aedes aegypti
fue notificado por primera vez en marzo del afio 2000
en cinco localidades del Lima'®; para abril del afio
2004 ya se registraba 44 localidades infestadas con
el vector, en el cual estaba incluido el distrito de
Comas!; aunado a la presencia de casos importa-
dos de dengue!? el riesgo de que se presente un
brote en Lima era alto.

Por ello se establecié un sistema de vigilancia vectorial
y de febriles de las zonas en riesgo, con el fin de detec-
tar oportunamente los primeros casos de dengue y
realizar acciones de control. En este contexto es que el
14 de abril de 2005 se notificaron en la zona de Co-
mas, casos de febriles con sintomatologia compati-
ble con dengue; se realiza la biusqueda activa de ca-
sos de febriles en la comunidad, y se encontraron 75
pacientes a los cuales se les tom6 muestras de suero
para el diagnéstico de la causa del brote®.

El objetivo del estudio fue identificar rapidamente me-
diante técnicas moleculares RT-PCR de un solo paso
y el RSS-PCR, al agente causal del brote epidémico
de dengue en Comas, Lima ocurrido en abril de 2005.
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MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS DE SUERO

De los 75 primeros casos del dia 14 de abril, se selec-
cioné en forma randomizada un grupo de 20 muestras
con un tiempo de enfermedad menor de cinco dias al
momento de la toma de muestra. Se procedid a reali-
zar el RT-PCR, simultaneamente, las muestras fueron
inoculadas en cultivo celular C6/36 para el aislamien-
to viral y analizados por RSS-PCR para la determina-
cion de los subtipos genéticos.

EXTRACCION DEL ARN VIRAL

El ARN fue extraido a partir de las muestras de suero
utilizando: QlAamp viral RNA Mini Kit cat. 52906
(QIAGEN, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con el proto-
colo establecido por el fabricante.

TRANSCRIPCION REVERSA Y AMPLIFICACION POR
RT-PCR

Se us6 un procedimiento descrito por Harris et al., esta
técnica de multiplex RT-PCR fue realizada en un solo
paso para la transcripcion reversa y la amplificacion
del ARN viral usando para ello un set de cinco primers2.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA -
SITIOS ESPECIFICOS DE RESTRICCION (RSS-PCR)
PARA DEN 3.

Para la subtipificacion de DEN 3 por RSS-PCR se si-
guio los procedimientos descritos por Harris et al°. Este
sistema de tipificacion rapido consiste de una
trascripcion reversa y una amplificacion de ADNc usan-
do cuatro primers que corresponden a regiones que
obtenidas mediante el uso de enzimas de restriccion
del gen de envoltura (E). Este método es de facil eje-
cucion, rapido, requiere equipo de laboratorio minimo
y se usa reactivos ampliamente distribuidos.

AISLAMIENTO VIRAL E IDENTIFICACION POR
INMUNOFLUORESCENCIA

Se inocul6 50puL del suero de los pacientes en linea
celular C6/36 Aedes albopictus, incubadas a 33 °C
por diez dias; se usé medio minimo esencial E-
MEM(Gibco-BRL) con sales de Earle's, L-glutamina,
aminoacidos no esenciales, 0,11% bicarbonato de
sodio, 105 U/mL de penicilina, 75 U/mL de
estreptomicina y suero bovino fetal al 2%. Se proce-
di6 a realizar la inmunofluorescencia usando un an-
ticuerpo policlonal grupo B, anticuerpos
monoclonales para DEN 1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4.
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Figura 1. Anadlisis del producto de RT-PCR por electroforesis
en gel de agarosa 1,5% del ARN extraido de pacientes con
dengue del brote de Comas, Lima-2005.

Carril 1: control negativo de reactivos; carril 2: control
negativo de amplificacién (agua); carril 3: 04-19508-05; carril
4: 04-19512-05, carril 5: 04-19513-05; carril 6: 04-19514-
05; carril 7: 04-19515-05; carril 8: 04-19519-05; carril 9:
04-19521-05; carril 10: 04-19523-05; carril 11(M): marcador
100pb; carril 12: control D1; carril 13: control D2; carril 14:
control D3; carril 15: control D4.

RESULTADOS

APLICACION DEL RT-PCR PARA IDENTIFICACION
DEL SEROTIPO

Después de seis horas de entregadas las muestras
de suero, el analisis del producto de RT-PCR por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del ARN ex-
traido de las muestras presenté un producto amplifi-
cado de 290pb que corresponden al DEN 3 (Figura 1).

APLICACION DE RSS-PCR PARA IDENTIFICACION
DE GENOTIPO

El analisis de los productos de RSS-PCR por
electroforesis en gel de agarosa 1,5% del ARN extrai-
do a partir de aislamientos de DEN 3 correspondieron
al patron C, incluido en el genotipo Il o genotipo asia-
tico, ademas se encontré una homologia de 98,5%
con la secuencia del DEN3 aislado en Nicaragua en
1996 (Figura 2).

AISLAMIENTO VIRAL E IDENTIFICACION POR
INMUNOFLUORESCENCIA

Las muestras inoculadas en linea celular C6/36 pre-
sentaron efecto sincitial entre los siete a diez dias
después de la inoculacién, la tipificacién por IFI apli-
cando anticuerpos monoclonales dio como resulta-
do DEN 3, confirmando los resultados obtenidos por
las pruebas antes descritas.

DISCUSION

El primer brote de dengue epidémico documentado
en la localidad de Comas en Lima fue causado por el
subtipo Il o genotipo asiatico del virus DEN 3, diag-
nosticado con las técnicas moleculares de RT-PCR a
las seis horas de recibir la noticia de la presencia de
febriles en la zona y subtipificado por RSS-PCR, pos-
teriormente confirmado por el aislamiento viral e
inmunofluorescencia (IFl).

El diagnéstico etiolégico de dengue se realiza por el
aislamiento viral en linea celular y la identificacion de
los serotipos por IF, procedimiento que requiere entre
7-15 dias para obtener el resultado, ademas del alto
costo, aplicacién de técnicas laboriosas, obtencion,
almacenamiento y transporte de la muestra como fac-
tores que garantizan el éxito del diagndstico. Este pro-
cedimiento se viene realizando en nuestro laboratorio
desde 1990 fecha en el que se dio el primer brote de
DEN 1 en la zona tropical de Loreto. Actualmente sé6lo
se trabaja 10% de las muestras que vienen para este
diagndstico, debido principalmente al alto costo que
representa su ejecucion.

Alternativamente, la técnica del RT-PCR que aplicamos
para definir el brote de Comas en un tiempo corto, pre-
viamente descrito®, esta siendo usada en otros paises
como un método de vigilancia sélo en el inicio de bro-
tes?s. Otros laboratorios han logrado optimizar este pro-
cedimiento de tal forma que lo vienen usando como un
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Figura 2. Analisis del producto de amplificacién de DEN 3
mediante RSS-PCR por electroforesis en gel de agarosa 1,5%
de las muestras de pacientes con dengue del brote de Comas,
Lima-2005.

Carril 1: control negativo de reactivos; carril 2: 04-19508-05;
carril 3: 04-19512-05; carril 4: 04-19514-05; carril 5(M):
marcador 100pb; carril 6: patrén A, RSS-PCR (Indonesia); carril
7: patron B, RSS-PCR (Tailandia); carril 8: patrén C, RSS-
PCR(Nicaragua); carril 9: patron C, RSS-PCR(Cepa Berkeley) .
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diagnéstico de rutina, previamente validado contra el
aislamiento que es la prueba de oro', lo cual permite
simplificar el tiempo de respuesta y reducir los costos
del diagndstico. Esta es una opcién importante, tenien-
do en cuenta que 90% de las muestras de suero de
pacientes febriles con cuadro probable de dengue se
encuentran dentro de los primeros cinco dias de inicia-
do la enfermedad y que el aislamiento viral representa
un alto costo y tiempo de respuesta.

La determinacion del genotipo de los virus circulantes de
dengue es una informacion valiosa cuando se presenta
un brote, es sabido que algunos genotipos asiaticos
estan asociados con cuadros graves de dengue'®i®.

El sistema de tipificacion RSS-PCR?, es un procedimiento
de facil ejecucion similar a un método de PCR y mucho
mas accesible que un andlisis de secuencia y filogenia,
por lo que se constituye en una importante herramienta
en epidemiologia molecular para laboratorios que no
cuentan con sistemas de secuenciamiento.

Los resultados demostraron la circulacién del subtipo
Il del virus DEN 3, este subtipo es miembro del subtipo
Sri Lanka, de origen asiatico y ha sido asociado con
dengue hemorragico. Por los antecedentes de brotes
anteriores de DEN 3 en areas endémicas de Pert como
la region oriental y la costa norte'”!, hasta el momen-
to s6lo se ha observado la presencia del genotipo Il 'y
este ha estado asociado con casos clinicos de den-
gue hemorragico, lo observado en el brote de Comas
a la fecha son cuadros clinicos de dengue clésico.

El diagndstico rapido y oportuno permitié que las auto-
ridades del sector salud actuaran inmediatamente para
realizar las medidas de control del brote.
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