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RESUMEN

Un test de diagndstico temprano (RT-PCR y Nested-PCR) fue evaluado v comparado con
métodos convencionales {cultive in vitro, IFt y MAC-ELISA). Treinta y cuatro sueres de
pacientes correspondientes de un brote spidémico de la costa norte peruana {(Mancora,
Piura) en mayo de 1987 fueron incluidos en este estudio. Todos los sueros fueron obtenidos
‘de pacientes que presentaron en los primeros cinco dias manifestaciones clinicas siendo
diagnosticados luego como dengue serotipo 1. Asimismo, RT-PCR permitié diagnosticar 82%
de los sueros {28/34), sin embargo Mac-ELISA y cultivo in vitro reconocieron unicarmente 41%
de los sueros {14/34) y 38% de los sueros {13/34) respectivamente. Por o tanto, ! uso de esta
herramienta molecular (RT-PCR y Nested-PCR) permitird dar un diagndstico tempranca estos
pacientes y actuar inmediatamente ante la presencia de un brote epidémico.
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ABSTRACYT

An early diagnostic test (RT-PCR and Nested-PCR) was assessed and compared with
conventionat methods {in vitro culture, IF! and MAC-ELISA). Thirty four sera of patiemts
corresponding o a dengue virus outbreak from the Peruvian North Coast {Mancora, Plura) in
May 1997 were included in this study. Al seras were obiained from patients suffering the first
five days of clinical manifestation and were diagnosed as dengue. Likewise, RT-PCR was
able to diagnose B2% sera (28/34) however MAC-ELISA and in vitro culture recognised only
41% sera (14/34) and 38% sera {13/34) respectively. Therefore, the use of this melecular tool
{RT-PCR and Nested-PCR]} will allow to give an early diagnosis to the patients and to act
immediately in the presence of an epidemic outbreak.
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INTRODUCCION

a infeccién en humanos por el virus

dengue estd considerada como una
enfermedad reemergente en América
Central y det Sur' por lo que su diag-
néstico temprano es importante en salud
ptblica. En el Pend, se han reportado
varios brotes epidémicos en ciudades de
la Selvaamazdnicanorte y centraly en la
Costa norte producidos porel virus dengue
serotipo 1 desde 19902 Debido a la

Bivision de Biologia Molecular, Ceniro Nacional
de Laboratorios en Salud Pdblica, Instituse
Nacional de Salnd. Lima - Pert

Jejaremn, Instituto Nacional de Salud, Limo - Peril

Division de Virologia, Centre Nacional de
Laboratorios en Salud Priblica, Instituto Na-
cional de Salud, Lima-Peri., ‘

aparicidn de infecciones ocastonados por
el virus dengue serotipe 2 en 1995, el Perd
se ubicé como un pais en riesgo de pre-
sentar dengue hemorrdgico®. Sin embargo.
es de resaltar que hasta la actuahdad séio
se han reportado casos de dengue clasico
en el Perd .

Generalmente, el diagndstico serolé-
gico de laenfermedad usando MAC-ELISA
permite detectar anticuerpos virales a partir
del quinto dia de las manifestaciones clini-
cas del paciente®. Asimismo, la con-
firmacitn del agente ettoldgico se realiza
por cultivo celular mediante la visualiza-
cidn del efecto citopético y por evaluacién
del IFI. Sin embargo, ambos métodos re-
quieren de tiempos prolongados a fin de
obtener un diagndstico satisfactario.
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Este trabajo de investigacidn reporta
ia optimizacién y validacion de las técni-
cas Transcripcién Reversa-Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) v
Nested-Reaccidn en Cadena de la Polime-
rasa {Nested-PCR) para el diagndstico del
dengue circulante en nuestro pafs. Deesta
manera, el Instituto Nacional de Salud dis-
pone de herramicntas moleculares a ser
usadas en una intervencién temprana ante
un brote epidémico del virus dengue.

MATERIALES Y METODOS
SUEROS

Durante ¢l brote de dengue ocurride
en el mes de mayo 1997 gn la Costa norte
peruana {Mancora, Piura), treinta y cuatro
sueros fueron obtenidos provenien-
tes de pacientes con sintomas clinicos
compatibles a esta enfermedad. Estas
muesiras seroldgicas fuercn evaluadas por
latécnica de MAC ELISA, Bl y RT-PCR.
Asimismo, diez sueros fueron obtenidosde
donantes sanos y usados como controles
negativos para evaluar las técnicas,

CULTIVOS VIRALES IN YITRO

En el Laboratorio de Arbovirus del
Instituto Nacional de Salud los sueros pro-
venientes de casos clinicos sospechosos
con infecciones virales de dengue fueron
aislados in vitro y tipificados por inrauno-
fluorescencia indirecta (IFI) usando
anticuerpos monoclonales antidengue.
Asimismo, facron cultivados in virro las
cepas referenciales del virus dengue-1
{Hawai), dengue-2 {New- Guinea), den-
gue-3 (HE7) y dengue-d (H 241) propor-
cionados por el CDC de Atlanta, Georgia,
EE.UU. y el virus de fiebre amariila (F8).
El aislamiento del virns dengue se realizé
en cuitivo celular de mosquito Aedes
albopictus clon C6/36 en medio de culti-
vo MEM suplementado con 5% de suero
fetal bovino. Los cultivos se desarrollaron
hastaun 75% a 100% de visualizacién del
efecto citopitico.
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EXTRACCION DE ARN

Para la extraccion de ARN del virus
dengue a partir de cultivos y sueros fue-
ron empleados dos métodos. El primero
se realizé empleando el reactivo TRIZOL
{Gibco, BRL). Este método se basa en
separar 1as moléculas de ARN en un sis-
tema de fenol y precipitacion con alcohol®,

El segundo método fue realizado
usando un kit comercial (QLAamp Qiagen).
Para tal fin, la muestra biolégica es lisada
bajo condiciones desnaturalizantes, Pos-
teriormente, la muestra es colocada en una
columna de afinidad a la cual se unird el
ARN mientras que los contaminantes son
eliminados mediante lavados. Ef ARN puro
es liberado de 1a columna con la adicién
de agua.

RT-PCR

La transcripcion reversa (RT) se rea-
lizé usando el oligonucledtido D2 especifi-
co correspondiente a la region especifica
que codifica a la proteina preM del virus
dengue®. Asimismo, en el sisiema de re-
accién se incluyd a la enzima trans-
criptasa reversa AMV (Avian Myelo-
blastosis virus), por un perfodo de 90 mi-
nutos a 42°C,

La Reaccién en Cadena de 1a Polime-
rasa (PCR) fue realizada usando los
oligonucledtidos D2, D1 y laenzima ADN
Polimerasa Taq Gold (Perkin Elmer). La
etapa de desnaturalizacion se realizd a
94°C durante 50 scgundos, la hibridacién
a 57C durante 90 segundos v la exten-
sién durante 72°C por 120 segundos. PCR
se llevs a cabo en 35 ciclos seguidos de
una extension final a 72°C durante 10 mi-
nutos.

NESTED.PCR

El fragmento de ADNc amplificado
en RT-PCR diluido 1/100 fue sometido a
una segunda amplificacién (Nested-PCR),
usdndose el oligonucleétido iniciador D1
con oligonuciestidos especificos para cada
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serotipo®. Para amplificar el fragmento
especifico para virus dengue I se usaron
los oligonucleotidos TS1 y DI, para el
serotipo dengue 2 se usaron los
oligonucleotidos iniciadores TS2 y DI1.
Asimismo, para dengue 3 se uso TS3 con
D1 y para dengue 4 se uso TS4 con D1.
Las condiciones de amplificacién incluye-
ron 30 ciclos de desnaturalizacidn 94°C por
50 segundos, hibridacién a 57°C por 90
segundos y de extensidén a 72°C por 120
segundos seguida de una extensién final
de 72°C por 10 minutos con la enzima
ADN Polimerasa Taq Gold. Los produc-
tos de amplificacion fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 4%
y visualizados con luz ultravioleta previa
tincién con bromuro de etidio.

RESULTADGS
EXTRACCION DE ARN VIRAL

Ambos métodos fueron cemparados
y se determind que ambos pueden ser usa-
dos indistintamente puesto que la pureza y
calidad del material biolégico es satisfac-
torio. Sin cmbargo, se sugiere el uso del
kit de Qiagen para la extraccién de ARN
a partir de sueros por su rapidez, simplici-
dad y evitarel riesgo que residuos de etanol
alteren la actividad de la enzima durante
la PCR. Asimismo, para la extraccion de
ARN a partir de los cultivos virales se su-
giere el uso del reactivo Trizol.

DETECCION Y TIPIFICACION DEL Vi-
RUS DENGUE A PARTIR DE SUEROS Y
CULTIVOS IN VITRO

_ Alusar los oligonucleétidos inicia-do-
res carrespondientes a la region Pre-M del
virus (D1 y D2) y realizar el RT-PCR se
obtuvo exitosamente el producto de am-
plificacién correspondiente a 511pb. Este
producto al ser sometido al Nested PCR
para la identificacidn de los serotipos den-
gue 1, dengue 2, dengue 3 y dengue 4 se
obtuvieron, como se esperaba, fragmen-
tos de 482 pb, 119pb, 290 y 392 respecti-

vamente (Figura 1). Ademds, fueron eva-
tuados los ARN de los cultivos virales de
Fiebre Amartlia y ARN de cultivos de cé-
lulas de mosquite €6/36 sin infectar, no
observandose algin producto de amplifi-
cacién (Foto 1).

SENSIBILIDAD DE RT-PCR, MAC ELISA
Foto 1: Andlisis de los productos de Nested PCR
en gel de agarosa al 4%. Carril 1 RT-PCR de ARN
total de cultivo de célilas de mosguilo sin infeciar,
Carril 2 RT-PCR de ARN total de cultivo viral de
Sfiebre amarilla, Carril 3 RT-PCR de ARN ol de
cultivo viral de dengue 1 (para todos los serotipos
se obtuvo el producto del mismo tamario), Carril 4
Marcador Ladder 100 pb, Carril 5 Nested PCR
para el seroitpo de dengue 1, Carril 6 Nested PCR
para el serotipo de dengue 2, Carril 7 Nested PCR
para el serotipo de dengue 3, Carril 8 Nested PCR
para el serotipo de dengue 4.

Y CULTIVO IN VITRO

Las muestras de sueros fueron eva-
luadas por RT-PCR & Nested PCR. asi
como por MAC ELISA y cultivos virales.
La Tabla 1 muestra que los sueros de Piura
tipificados por IFl y RT-PCR & Nested-
PCR corresponden a dengue serotipo 1.
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Asimismo, el Nested-PCR reconocio al
82% de sueros (28/34) micntras que la
técnica de MAC ELISA reconocié 41%
{14434 de los sueros evaluados durante la
primera semana de las manifestaciones
clinicas. Una similar sensibilidad diag-
néstica fue observada a partir de los culti-
vos virales evaluados (38% = 13/34).

Sin embargo, los sueros que presen-
tan mayor tiempo de enfermedad (>4 dias)
no pudieron ser diagnosticados por RT-
PCR ni ser aislados por caltivos in vitro.
Por lo tanto, para evaluar sueros de pa-
cientes con sintomas clinicos mayora cua-
tro dias se les debe realizarel MAC ELISA
{Tablal)}. El serotipo (Dengue 1) fue tipi-
ficado en todas las muestras positivas por
IFA asi como también por Nested -PCR,

Tabla 1. Deteccidén del Virus Dengue
durante la primera semana de infeccidnen
muestras serolégicas provenientes de
Mancora (Piura).

Tiernpo de enfermedad
faf v 2 3 4 5 7 Tou

Test

TCULTIVO 1814 18 03 45 O/3 01 13734

MAC-ELISA [ 4/14 58 03 ¥/5 33 11 | 14/34

RI-PCA [14114 6/8 33 55 0/3 01

DISCUSION

EI virus dengue afecta a mis de 100
paises a nivel mundial v su prevalencia se
debe a miiitiples factores entre los que s¢
debe considerar las condiciones de pobre-
za y sanidad principalmente de las ciuda-
des tropicales y subtropicales de Améri-
ca. Por otro lado, 1a protiferacion del vector
Aedes albopictus y su rdpida dispersién
contribuyen a la reemergencia de epide-
mias que se pensaban estaban bajo con-
trol™*,

El desarrollo de recientes tecnologias
tal como la Reaccién en Cadena de la

i6

28/34 .

Polimerasa (PCR} permiten disponer de
un test de diagnéstico temprano a partir
de muestras serolégicas desde el primer
dia de las manifestaciones clinicas del vi-
rus dengue en humanos,

Existen muitiples reportes en Ia lite-
ratura sobre secuencias oligonucleotidicas
descritos para ser aplicados en el diagnds-
tico de esta enfermedad sin embargo es-
tas secuencias aucleotidicas inicialmente
deben ser validados en el pais donde se-
ran usados en el diagndstico para su co-
rrecta aplicacion epidemioldgica. Nuestros
resultados sugieren que los sets de oligonu-
cleStidos reportados por Lanciotti, 1992
pueden ser aphicados satisfactoriamente en
Piura. Sin embargo, necesitan ser evalua-
das otras areas epidémicas del virus den-
gue para poder usar estas secuencias
nucleotidicas a nivel nacional.

RT-PCR y Nested-PCR son técnicas
comparativamente mas sensibles que el
MAC-ELISA usadas en la deteccién y
tipificacion del virus dengue. Astmismo,
estas herramientas moleculares brindan un
diagndstico temprano de la enfermedad
puesto que la muestra serolégica debe ser
tomada durante los primeros cinco dias de
manifestaciones ciinicas. Es asi que pode-
muos disponer de un ensayo de diagndstico
rapido y conocer rdpidamente la coexis-
tencia de los serotipos de virus dengue cir-
cutando en territorio peruano para tomar
las medidas apropiadas frente al riesgo de
presentarse casos de dengue hemorrdgico.

Actalmente, los productos de ampli-
ficacion obtenidos en este trabajo de in-
vestigacion han sido clonados y su ADN
esta siendo secuenciade a fin de determi-
nar las variaciones en la secuencia del vi-
rus dengue serotipe 1 circulante en el
Perd. Asimismo, la disponibilidad de la
secuencia de este serotipo circulante per-
mitird desarrollar nuevos oligonucledtidos
iniciadores que permitan identificar nue-
vos serotipos y/o mejorar su identificacion
en el diagnéstico.
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