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RESUMEN

Se estudiaron algunas propiedades bioldgicas de las cepas de dengue 2: A-15 (aislada en Cuba en 1981), Jamaica (aistada en Jama
en 1981) y la cepa estandar Nueva Guin€a (NG"C") que presentan diferencias en sus secuencias nucleotidicas. Los resultados
mostraron que la aparicion del efecto citopatico en la linea celular C6/36 HT fue mas temprano para la cepa A-15y la
fluorescencia se detectd primero en las cepas Jamaica y A-15, esto parece indicar que la rapidez de la deteccién de las cepas n
guarda relacién con su historia de pases ni con el sistema de aislamiento original. A-15 y NG"C" mostraron un patréon
heterogéneo de placas grandes y pequefias; la talla promedio fue menor en la segunda. Jamaica s6lo present6 placas pequefas. La
capa méas neurovirulenta en ratones fue la' GlGseguida por A-15, mientras que Jamaica no fue neurovirulenta. Estos resultados
sugieren que A-15 tiene un comportamiento bioldgico distinto, probablemente por causa de diferencias intrinsecas. Se debe
considerar que se hallaron 7 cambios aminoacidicos en la proteina de envoltura que pudieran haber afectado la expresiéon de
algunas propiedades biologicas.

Descriptores DeCS VIRUS DEL DENGUE/genética; SECUENCIA DE BASES.

El dengue es la enfermedad viral transmitida por partir del afio 1994, comenzaron a detectarse en la regién
artropodos mas importante del mundo. La incidencia dey en Tailandia otras cepas de dengue 2 del genotipo Nueva
esta enfermedad ha tenido un incremento dramético erGuinea relacionadas con FEJQue dieron como resultado
las Ultimas décadad.a fiebre del dengue (FD) y la fiebre unincremento constante en la incidencia de la enfermedad
hemorrégica del dengue/sindrome del choque por dengu€0n un aumento de la a_lctividad epidémicay la circulacién
(FHD/SCD) es causada por 4 serotipos virales (Den-1,d€ @ menos 26 3 serotipos en un mayor nimero de paises.
Den-2, Den-3, Den-4) antigénicamente muy relacionados. ! Patron heterogéneo entre cepas de dengue se ha

De acuerdo con estudios genéticos realizados en Ig€mostrado serologica y molecularmente; sin embargo,
region de las Américas, se han identificado hasta eln0 esta claro cuales cambios genémicos pueden

: . . elacionarse con la virulencia de una cepa en partitular.
momento 3 genotipos de dengue 2: el genotipo american . Y . o
9 b 9 9 P ~Es por ello que la identificacion de los cambios gendémicos

integrado por cepas aisladas desde la década de los anaae puedan relacionarse con la expresion de alguna
50 hasta la actualidad y no relacionadas con la prOdUCCié'?)ropiedad bioldgica o antigénica resulta de gran
de FHD; el genotipo Jamaica integrado por cepas aisladanportancia, al considerar que la informacion obtenida de
en Brasil, Venezuelay Colombia asociadas con FHD, y elestos estudios resultaria de interés para establecer
genotipo Nueva Guinea aislado en el afio 1981 en Cubagstrategias de control de la enfermedad, a partir de la
asociado con la epidemia de mayor severidad ocurrida egaracterizacion completa (bioldgica, antigénica y
la region?® Estudios recientes han demostrado que amolecular) de las cepas del virus dengue.
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En este estudio se presentan los resultadosmantenimiento y después fueron incubadas durante 7d a
obtenidos al evaluar el comportamiento bioldgico de 33 °C. El efecto citopatico (ECP) se observo diariamente.
3 cepas del serotipo dengue 2; las cuales al ser evaluadas
previamente parestriccion enzimaticg secuenciacion .
nucleotidica mostraron diferencias que es probableDETERMINACION DE LAINMUNOFLUORESCENCIA
pudieran relacionarse con la expresion de algunas de las
propiedades bioldgicas evaluadas. Todos los dias, a partir de las 24 hasta las 96 h, las

células se fijaron en acetona fria. La inmunofluorescencia
indirecta se realiz6 con un anticuerpo monoclonal

METODOS especifico de dengue 2 y un anticuerpo policlonal de raton
anti-dengue 2 (donado por el profeRmbert Shopele
Virus y lineas celulares la Universidad de Texas, EE.UU.).

Las cepas virales utilizadas fueron; la cépd5 -
aislada del suero de un paciente con FD durante |laTAMANO DE LAS PLACAS
epidemia cubana de FHD en 1981, con 5 pases enratény
5 pases en lalinea celular C6/36; cipaaicaaislada en
Jamaica en 1981 a partir de la sangre de un paciente c
diagnéstico FD (donada por el doctBobert Shope,
Universidad de Texas); con 2 pases en mosquito y 2 pases
en lalinea celular C6/36; y la cepa estaN@RIC" (Nueva
Guinea "C") con 23 pases en ratén y 4 pases en la line
celular C6/36.

Las lineas celulares utilizadas fuerBhrtK-21 clono

Las placas obtenidasueron evaluadas, se con-
jderaron placas pequefias las de diametré mm vy
placas grandes, las de un tamafio > 1 mm.

ETERMINACION DE LA NEUROVIRULENCIA EN
ATONES LACTANTES

Se inocularon por via intracerebral, grupos de 9 ra-

15, donadas por el profes®.B. HalsteadFundacion | h ) uCi .
Rockefeller), fueron multiplicadas a 37 °C en medio minimo tones lactantes de 24 h de nqados, con di uciones seriadas
: en base 10 de las 3 cepas diluidas en medio 199 con 2 %

ncial (MEM lement nl% n lucién .
esencla ( L ), supleme a_das co 6 de unaso UCI9Te SFBI. Los ratones se observaron diariamente por21d
de aminoécidos no esenciales y suero fetal bovino

. . . o en busca de cualquier signo de enfermedad o muerte. El
inactivado (SFBI) 10 %. El medio de mantenimiento titulo viral se calcul6 con el método de Reed y Muénch
consistio en medio de crecimiento, pero suplementadoL ; ; - !

’ a neurovirulencia se consider6 de acuerdo con la relacion
con SFBI 2 %. La linea celula€6/36-HT (Aedes

. ) . DL _ /titulo infectivo (ufp/mL)L° Las muertes ocurridas en
albopictug,” donada por el doctodavier Diaz s (ufp/mL):

K . . . las primeras 24 a 48 h no fueron consideradas a los efectos
(Laboratorio Departamental de Medellin, Colombia), del estudio.

multiplicada a 33 °C con MEM, aminoacidos no esenciales,

1 % de una soluciéon 200 mM de glutamina'y SFBI 10 %. El

medio de mantenimiento consistio en el medio de ReSULTADOS
crecimiento, suplementado con SFBI 2 %.

El ECP observado consistié en la formacion de
, sincitios, caracteristico en esta linea celular. La cepa
TITULACION VIRAL A15 presenté una mayor intensidad y rapidez en la
o ) ) aparicion y desarrollo del ECP; pues al tercer dia de
Se sigui6 el método descrito pborensy otros  phpservacion evidenciaba la formacion de sincitios en casi
(1985)7 para la titulacion en BHK-21 clono 15 por 25 9 de la monocapa celular con una expresion maxima al
formacion de placas. Las cepas se inocularon por triplicadaséptimo dfa posinoculacion (p.i.). En cuanto a las cepas
y cada experimento fue repetido 2 veces. Jamaica y NGC, el ECP se inici6 al sexto dia p.i.
La deteccion de antigenos virales por inmuno-
i i fluorescencia se realizo diariamente durante los 4 d p.i.
EFECTO CITOPATICO EN LA LINEA CELULAR De acuerdo con los resultados obtenidos; a las 24 h no se
C6/36-HT observo fluorescencia para ninguna de las cepas. A las
48 h ésta solo se observé para las cepas Jamacia y Al5,
Los tubos con monocapa confluente de la célulafue mas evidente para esta Ultima; mientras que la cepa
C6/36-HT; sanocularon por duplicado con las 3 cepas; NGC presento fluorescencia a las 72 h. Las cepas Jamaica
a una multiplicidad de infeccién (m.o.i.) de 0,01. Luego de y NGC mostraron un nivel estable de inmunofluorescencia
1 h de adsorcién; se adicion6 1 mL de medio dea pesar de los dias p.i.
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En lo que respecta al tamafio de las placas; las cepastenuacion, que puede resultar usual en cepas que han
A15 y NGC mostraron un patron de placas grandes ysufrido un elevado nimero de paS€dEsto pudiera
pequefias, predominaron las primeras. En cuanto akxplicar el valor obtenido en el tamafio promedio de las
tamafio promedio de las placas; la cepa A15 mostrd urplacas en la cepa NGC, si se tiene en cuenta que ésta
promedio mayor que la cepa NGC con resultados depresentaba un alto nimero de pases en otros sistemas
2,28 mmy1,69 mm, respectivamente; mientras que la cepade aislamiento al iniciar el estudio; sin embargo por el
Jamaica s6lo mostré placas pequefas. EI momento deontrario, la cepa Jamaica present6 un patron de placas
apariciéon de las placas fue similar para las 3 cepagequefias, o que parece sugerir que no siempre resulta
(5to. dia p.i.). La neurovirulencia en ratones se evaluéposible relacionar las placas pequefias con la
sobre la base de la mortalidad y se calcul6 la relaciénatenuaciéi®'*si se tiene en cuenta su presencia en una
DL, /ufp. Las cepas NGC y A15 mostraron indices de cepa capaz de producir cuadros severos de FHD.
0,01y 0,002, respectivamente. La cepa Jamaica no mostr6  La neurovirulencia en ratones lactantes fue menor
efectos de neurovirulencia, al no observarse signos de Ipara la cepa Al5 que para la cepa NGC; lo que podria
enfermedad en los animales inoculados, a pesar de que ektar posiblemente relacionado con el alto nUmero de
estudio se repitié en 2 ocasiones. pases que en dicho sistema presentaba esta Ultima. Por

otra parte, la cepa Jamaica no produjo neurovirulencia

en los ratones lactantes; quizas porque nunca se ha
DISCUSION multiplicado en este sistema. Sin embargo, no puede

descartarse la posibilidad de que la diferencia observada

La infeccién de cultivos celulares de mosquito con respecto a la neurovirulencia se pueda relacionar con
diferentes flavovirus puede manifestar un marcado ECPcaracteristicas inherentes a las cepas; se debe tener en
caracterizado por una extensa fusiGunque no todas cuenta que datos no publicados demostraron que 2 cepas
las cepas de dengue son capaces de producir sititios.de dengue 2 aisladas en Cuba en el afio 1997 en lineas
Las 3 cepas estudiadas inoculadas con igual m.o.icelulares de mosquitos, no fue posible aislarlas en ratones
mostraron los ECP caracteristicos, pero su velocidad déactantes; y considerar ademas que son productoras de
aparicion para cada una no parece estar influenciada pdelacas pequefias y pertenecen molecularmente al
su sistema original de aislamiento o por su historia degenotipo Jamaica. Por otra parte, tampoco resulta factible
pases, ya que si esto fuera cierto debi6 verse favorecidéxcluir la posibilidad de que la dificultad de aislamiento
el ECP de la cepa Jamaica por similitud con el sistemade la cepa Jamaica en los ratones lactantes se relacione
celular. Si dependiese de la historia de pases o de s@on la baja sensibilidad de este sistema para la
ndmero, era de esperar una ventaja para la cepa NG "Cmultiplicacion del virus dengue; a pesar de que se
Sin embargo, fue A15 la cepa que mas rapido evidencigecomienda como sistema de aislamiento viral cuando
ECP, por lo que pudiera decirse que éste depende dBO existen otros de mayor sensibilidad disponibiles.
caracteristicas inherentes a las cepas. Los resultados sugieren que la cepa A15 posee un

La deteccién de antigenos virales por inmuno- comportamiento distinto a las demas cepas, respecto a
fluorescencia se increment6 de acuerdo con el nimero dés propiedades biologicas evaluadas; lo que pudiera
dias posinoculacién. Aunque la m.o.i. fue la misma enindicar que esta cepa posee diferencias en zonas
todos los casos, el tiempo de apariciéon de lagenémicas probablemente involucradas en conferirles
inmunofluorescencia fue diferente para cada una de lagales propiedades. Estos hallazgos al parecer son
cepas, manifestandose primero para las cepas Jamaicagdpoyados por estudios no publicados donde se han
A15 con marcado incremento para esta Ultima de acuerd@ncontrado 7 cambios aminoacidicos en la proteina de
con los dias posinoculacién; mientras que la cepa NGCenvoltura de la cepa A15 respecto a las cepas Jamaica y
presentd inmunofluorescencia de forma tardia. Las cepa$!GC en zonas posiblemente relacionadas con la actividad
Jamaica y NGC mantuvieron un nivel estable de biologica de la cepa Al5 (doctora Maria Guadalupe
inmunofluorescencia independientemente de los diasGuzman T. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourf",
posinoculacion. Estos resultados concuerdan con lagiudad de La Habana, Cuba, comunicacion personal).

caracteristicas de tiempo de aparicién e intensidad deFsto parece sugerir que tal vez las divergencias
ECP. encontradas en algunas de las propiedades bioldgicas

En cuanto a la evaluacion de las placas, es dede las mencionadas cepas puedan estar relacionadas con
destacar que la cepa NGC mostré un tamarfio promedio d®s cambios hallados en dichos estudios; pues aunque
placas menor que la cepa A15. Al respecto, es importantéa patogenicidad de los flavovirus depende de una
sefialar que las placas pequefias han sido consideradagriedad de factores del hospedero, hay elementos en la
por algunos autores como un posible marcador desecuencia de la proteina de envoltura que han sido



180

postulados como determinantes del tropismo tistitar.

Por lo tanto, resulta indispensable la realizacién de
estudios adicionales de caracterizacion bioldgica de las g

5. Sanchez I, Ruiz B. A single nucleotide change in the E protein
gene of dengue virus 2 Mexican strain affects neurovirulence
in mice. J Gen Virol1996;77:2541-5.

Després P, Frenkiel MP, Deubel V. Differences between

cepas virales involucradas en procesos patoldgicos Como  cell membrane fusion activities of two dengue type-1
los causados por el virus del dengue, para tratar de isolates reflect modifications of viral structur&irology

establecer las posibles relaciones entre la expresion de
las propiedades biolégicas, su posible origen genético y
lo mas significativo, establecer una posible relacion con

la virulencia de dicho virus.

SUMMARY

Some biological properties of Dengue-2 strains such as A-15

1993;196:209-19.

7.Zhu Guan-fu. Dengue virus microculture. Institute of
Microbiology & Epidemiology, Academy of Military Medical
Sciences, Beijing 1982;7(3):139-141.

8. Morens D, Halstead S, Repik P, Ravithat, Raybourre N.
Simplified plaque reduction neutralization assay for dengue
viruses by semimicro methods in BHK. Virology
1990;174(2):494-504.

9. Reed L Muench H. A simple method of stimating fifty per
cent end pointsAm J Hyg1938;27:493-7.

(isolated in Cuba in 1981); Jamaica (isolated in Jamaica in 1981)10. Eckels K, Brandt W, Harrison V, McCown J, Russell P.

and New Guinea "C" (NG"C") standard strain differing in their

Isolation of a temperature sensitive dengue 2 virus under

nucleotide sequences were studied. The results showed that the —conditions suitable for vaccine developmentfect Immun

cytophatic effect in C6/36 HT cell line occured earlier in A-15

1976;14:1221-7.

strain and that fluorescence was first detected in Jamaica and A-1511. Suitor EC Jr, Paul FJ. Syncytia formation of mosquito cell
strains. This seems to indicate that rapid detection of strains does Cultures mediated by type 2 dengue viNisology 1969;38:482-

not have any relation to neither their history of passage nor the

original isolation system. A-15 and NG"C" strains exhibited an

5.
12. Eckels KH, Harrison VR, Summers PL, Russell PK. Dengue-2

heterogeneous pattern formed by big and small plaques but average Vvaccine: preparation from a small-plaque virus cloheect

size of plaques in NG"C" was lower whereas Jamaica showed only

Immun 1980;27:175-80.

small plaques. The most neurovirulent strain in mice was NG"G" 13. Halstead SB, Eckels KH, Putvatana R, Larsen LK, Marchette

followed by A-15 whereas Jamaica was not neurovirulent at all.
These results indicate that A-15 has a different biological behaviour
which is probably due to intrinsic differences. It should be taken
into account that 7 amino acid changes were found in the evelope

NJ. Selection of attenuated dengue 4 viruses by serial passage
in primary kidney cells IV. Characterization of a vaccine
candidate in fetal rhesus lung celldm J Trop Med Hyg
1984;36:435-42.

protein which may have affected the expression of some biological 14- Morens D, Halstead S. Measurement of antibody-dependent

properties.
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