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RESUMEN

Se analizaron virus de los serotipos 2, 3 y 4 que circularon en el Departamento de Santander, Colombia, entre 1998-2004.
Identificar el subtipo de un serotipo del virus del dengue es una herramienta para vigilar factores de riesgo de severidad, porque
las cepas se diferencian en el potencial para causar dengue hemorragico. Se usé la técnica de amplificacion simultanea de
secuencias reconocidas por endonucleasas de restriccion o restriction site-specific— polymerase chain reaction (RSS-PCR) y el
subtipo se determind comparando el patron electroforético del aislado local con el del virus de referencia. Virus del serotipo 2
resultaron subtipo A igual a un aislado de Tailandia (1996) y uno de Puerto Rico (1986); los del serotipo 3 fueron subtipo C como
virus de Sri-Lanka (1990), Honduras (1995) y Puerto Rico (2000); los del serotipo 4 resultaron una variante del subtipo B igual
que un virus de Puerto Rico (1987) y uno de Tahiti (1985). Se confirmd la presencia en Colombia de los subtipos de virus dengue

que circulan en América.
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El dengue es causado por el virus del mismo
nombre y es la enfermedad transmitida por un
artrépodo mas frecuente en paises tropicales. En
la mayoria de los casos se manifiesta como un sin-
drome leve autolimitado conocido como fiebre den-
gue (FD) y en algunos de forma severa o fiebre
hemorrégica del dengue (FHD), que puede llegar
a ser fatal cuando se acompafia de choque
hipovolémico (FHD/SCD). En Colombia, entre
2000-2004 se reportaron 236 319 casos de dengue
a la Organizacion Panamericana de la Salud.?

Existen 4 serotipos del virus del dengue, cono-
cidos como DEN-1, 2, 3y 4; cada uno agrupa va-
riantes genéticas de aislados. La divergencia entre

virus del mismo serotipo se detecté comparando
secuencias completas o parciales de los genes E o
NS1. De esta manera, virus DEN-1 y DEN-2 se
han agrupado en 5 subtipos,2 DEN-3 en 43y
DEN-4 en 2 subtipos.* Otros métodos diferentes
a la secuenciacion nucleotidica se han usado para
genotipificar virus dengue, entre estos, la amplifi-
cacion simultanea de secuencias reconocidas por
endonucleasas de restriccion o restriction site
specific polymerase chain reaction (RSS-
-PCR).5¢ La técnica permite identificar homologia
o divergencia genética entre aislados comparando
el patron electroforético de los fragmentos ampli-
ficados. Asi, los virus DEN-1 se agrupan en 3
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subtipos (A - C), DEN-2en 7 (A - G), DEN-3 en
3(A-C)yDEN-4en2 (Ay B). En cada subtipo
RSS-PCR se agrupan aislados de localidades y afio
de aislamiento similares, que corresponden a 1 de
los subtipos generados por secuenciacion
nucleotidica o mas.

Varios estudios han demostrado que la frecuen-
cia de casos hemorragicos durante una epidemia
de dengue depende de la cepa del virus. Por lo
tanto, el monitoreo de la distribucién temporal de
serotipos y subtipos en areas endémicas provee
informacion del riesgo de FHD. El DEN-2 es el
serotipo que con mayor frecuencia produce casos
severos seguido por el DEN-3, DEN-1y DEN-4,
pero existen diferencias en el potencial virulento
entre cepas.’ Los virus DEN-2 subtipo 11 y DEN-
3 subtipo 111 son los que mas se aislan de casos
severos.®®

En Colombia, la presencia del virus dengue se
detectd por primera vez en los afios setenta cuan-
do se aislaron los serotipos 1, 2 y 3, y posterior-
mente, en 1986 con la introduccion del serotipo
4.2 Desde entonces los virus se contindan aislan-
do aunque el DEN-3 estuvo ausente entre 1978 y
2000. Algunas cepas de los serotipos 1, 2y 4 se
han tipificado por secuenciacién nucleotidica, re-
sultando de los subtipos 111, 111 y 1, respectiva-
mente.®121% De los virus del serotipo 3 no hay
informacion documentada del subtipo generado por
andlisis de secuencias. No obstante, algunas ce-
pas que circularon en el Departamento de
Santander luego de su reintroduccion en 2001, fue-
ron tipificadas usando la RSS-PCR vy resultaron
del subtipo C o “Sri-Lanka”.** El subtipo de virus
serotipos 2 y 4 que han circulado en Santander no
se conoce. El objetivo de este estudio fue tipificar
virus aislados entre 1998 y 2004 en periodos con
epidemiay sin esta, usando la RSS-PCR, incluidas
cepas del serotipo 3 diferentes a las analizadas
previamente.

METODOS
AREADELESTUDIO

Santander es uno de los 32 departamentos de
Colombia, ubicado en la regién nororiental cerca
de la frontera con Venezuela. Estd conformado
por 87 municipios en un area de 165 000 km?y
2 086 459 habitantes (2005). Su capital es Bucara-
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manga, localizada a 380 km de Bogot4, la capital
del pais.

VIRUS

Las cepas de cada serotipo incluidas en el estu-
dio, el afio de aislamiento y la fuente se describieron
en latabla 1. Los virus fueron aislados del suero de
pacientes con dengue en células de mosquito Aedes
albopictus (clon C6/36-HT) como previamente se
describid.* Para el estudio, las cepas locales y las de
referencia se replicaron de nuevo en las mismas cé-
lulas por 7 da 32 °C. El sobrenadante de los cultivos
se colectd, se clarific por centrifugacion y luego de
la adicion de suero bovino fetal (20 %) se almacend
a - 70 °C hasta usarlo.

TABLA 1. Cepas de virus dengue usados en el estudio

Cepa Origen Afio Fuente?
DEN-2

PR159 Puerto Rico 1969 1
PR1808 Puerto Rico 1986 1
188 Tailandia 1996 1
PHIL187 Filipinas 1984 1
98045 Santander, Colombia 1998 2
98218 Santander, Colombia 1998 2
98020 Santander, Colombia 1998 2
99005 Santander, Colombia 1999 2
00325 Santander, Colombia 2000 2
01270 Santander, Colombia 2001° 2
02124 Santander, Colombia 2002 2
04080 Santander, Colombia 2004 2
DEN-3

H87 Filipinas 1956 1
SK698 Sri-Lanka 1990 1
HN179 Honduras 1995 1
PR636 Puerto Rico 2000 1
01072 Santander, Colombia 2001 2
01163 Santander, Colombia 2001 2
01168 Santander, Colombia 2001 2
02132 Santander, Colombia 2002 2
02271 Santander, Colombia 2002 2
02281 Santander, Colombia 2002 2
02288 Santander, Colombia 2002 2
02310 Santander, Colombia 2002 2
02311 Santander, Colombia 2002 2
LV046 Santander, Colombia 2003 2
LV058 Santander, Colombia 2003 2
LV065 Santander, Colombia 2003 2
LV073 Santander, Colombia 2003 2
04050 Santander, Colombia 2004 2
DEN-4

— Tahiti 1985 1
PR418 Puerto Rico 1987 1
00000 Santander, Colombia 2000 2
00357 Santander, Colombia 2000 2
01035 Santander, Colombia 2001 2
01308 Santander, Colombia 2001 2
01320 Santander, Colombia 2001 2
01324 Santander, Colombia 2001 2

21: doctor V. Vordam, CDC, Puerto Rico; 2: Laboratorio de
Arbovirus, CINTROP, Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia; °: Afios con epidemia.t
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EXTRACCION DEARN VIRALY SINTESIS DE ADN

El sobrenadante (125 pL) de cultivos infecta-
dos se mezcld con 375 pL de Trizol (Invitrogen
Corp.) y la mezcla se incub6 a temperatura am-
biente por 5 min. Al término se adicionaron 100 pL.
de cloroformo y después de extraccion se
centrifugd a 12 000 rpm. La fase acuosa recupe-
rada se mezclé con 250 pL de isopropanol y luego
de centrifugacion a 12 000 rpm el precipitado se
lavé con 500 pL de etanol 75 %'y se seco a tempe-
ratura ambiente. E1 ARN viral se resuspendi6 en
50 puL de agua tratada con dietil-pirocarbonato
(DEPC) y luego se almacené a - 70 °C. Para sin-
tesis de ADN se usaron 5 pL. del ARN extraido
que se adicionaron a una mezcla de reaccion que
contenia 200 uM de cada dANTP, 0,5-1,0 uM de
iniciadores anti-sentido,> 1 mM de Mn(Cl,,0,25U
de enzima Tth DNA Polimerasa (Promega), 2,5 pL
de buffer, en un volumen final de 25 pL. La reac-
cion se llevo a cabo a 90 °C por 2 min y luego a
60 °C por 30 min.

RSS-PCR

Virus de referencia y aislados locales de cada
serotipo fueron procesados simultdneamente, usan-
douna modificacion de los protocolos descritos por
Harris y otros® y Miagostovich y otros.® Breve-
mente, 10 pL de ADN viral copia se adicionaron a
una mezcla de reaccion que contenia 2 mM de
MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,35-0,8 uM de los
iniciadores, 5 uL de buffer quelante, 0,25 U de Tth
DNA Polimerasa (Promega), 5 uL de buffer de
enzima, en un volumen final de 50 puL. La amplifi-
cacion se realizo por 32 ciclos de 94 °C por 1 min,
54 °C por 1 miny 72 °C por 2 min con una exten-
sion final a 72 °C por 10 min. El ARN de cada
cepa fue amplificado por mas de una vez para con-
firmar la reproducibilidad del resultado.

SUBTIPORSS-PCR

Los productos de la amplificacion se analiza-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %
disuelto en tampon trisborato-EDTA (Tris-HCl
89 mM pH 8, acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM)
y usando un estandar de tamaios de 100-pb (DNA
ladder. Promega). En un mismo gel se colocaron
15-20 pL tanto de los amplificados obtenidos con

virus locales como con los de referencia del mismo
serotipo. Para determinar el subtipo se compar?6 el
patrén electroforético (tamano y nimero de fragmen-
tos) generado por la cepa local versus la prototipo.

RESULTADOS
VIRUS DEN-2

Se visualizaron 3 patrones electroforéticos que
fueron iguales o similares a los generados por vi-
rus de los subtipos A, D y F2, segun el niumero y
tamano de los fragmentos amplificados (tabla 2).
Las cepas de Santander generaron el patrén del
subtipo A como un virus de Puerto Rico aislado en
1986 y uno de Tailandia de 1996. Los virus locales
resultaron diferentes a un aislado de Filipinas en
1986 (similar al subtipo D) y uno de Puerto Rico
de 1969 (similar al subtipo F2). Un ejemplo repre-
sentativo de los patrones electroforéticos con vi-
rus DEN-2 se muestra en la figura 1.

800 ph
700 pb

300 pb

M: marcador 100-pb, linea 1: Tailandia 1996 (subtipo A), linea
2: Puerto Rico 1986 (subtipo A), lineas 3-4: Colombia 1998 y
2001, linea 5: Puerto Rico 1969 (similar al subtipo F), linea 6:
Filipinas 1984 (similar al subtipo D).

Fig. 1. Patrones electroforéticos de la RSS-PCR con virus
DEN-2.

VIRUSDEN-3

La amplificacion del genoma de los virus in-
cluidos en el estudio resultdé en los patrones
electroforéticos de los subtipos B2 y C (tabla 2).



Los virus de Santander resultaron del subtipo C
igual al de un virus de Sri-Lanka (India) aislado en
1990, uno de Puerto Rico de 2000 y uno de Hon-
duras de 1995. El patrén generado por los virus
locales fue diferente al de uno de Filipinas aislado
en 1956 (cepa H 87) previamente reportado como
subtipo B2. Un ejemplo representativo de los pa-
trones electroforéticos de virus DEN-3 se mues-
tra en la figura 2.
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VIRUS DEN4

Las cepas locales y de referencia generaron
un Unico patrén electroforético que fue similar al
del subtipo B previamente reportado por Miagos-
tovich y otros.® Se observé variacion en el tamafo
de 2 de los 5 fragmentos amplificados. Esto es
producto de 580 y 320 pb vs. 600 y 280 pb de los
esperados (tabla 2). Las cepas de Santander re-

TABLA 2. Patrones de la RSS-PCR de virus dengue serotipo-2, 3 y 4 obtenidos en este estudio

Serotipo Origen Subtipo® Fragmentos: pb®
DEN-2 Colombia, Santander (1998 — 2004) A€ 754; 676; 582

Puerto Rico 1986 A€

Tailandia 1996 A

Puerto Rico 1969 Similar al F2 676

Filipinas 1984 Similar al D 582; 676
DEN-3 Colombia, Santander (2001-2004) C 655; 527; 180

Sri-Lanka 1990 C

Honduras 1995 C

Puerto Rico 2000 C

Filipinas 1956 B2 655; 180

DEN-4 Colombia, Santander, (2000-2001)
Puerto Rico 1987
Tahiti 1985

Similar al B
Similar al B
Similar al B

1,300; 630; 580; 450; 325

* Comparado con el reportado por Harris y otros, y Miagostovich y otros. ® Valores aproximados segun el marcador
de peso molecular incluido en la electroforesis. © Se amplifico un fragmento de mas de 1 000 pb probablemente por

exceso de ARN viral.

800 pb
700 pb

300 pb

M: marcador 100-pb), linea 1: Filipinas 1956 (subtipo B2), linea
2: Puerto Rico 2000 (subtipo C), linea 3: Honduras 1995 (subtipo
C), linea 4: Sri Lanka 1990 (subtipo C), linea 5: Colombia,
Santander 2001.

Fig. 2. Patrones electroforéticos de la RSS-PCR con virus
DEN-3.

800 pb
700 pb

300 pb

M: marcador 100-pb); 1: Colombia, Santander 2000; 2:
Colombia, Santander 2001; 3: Puerto Rico 1987 (similar al subtipo
B); 4: Tahiti 1985 (similar al subtipo B).

Fig. 3. Patrones electroforéticos de la RSS-PCR con virus
DEN-4.
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sultaron iguales a un virus de Puerto Rico aislado
en 1987 y uno de Tahiti de 1985. Un ejemplo repre-
sentativo de los patrones electroforéticos generados
por virus DEN-4 se muestra en la figura 3.

DISCUSION

De todos los virus del dengue, las cepas del
serotipo 2 asiatico son las que con mayor frecuen-
cia producen casos severos.”®!! La circulacion
permanente en paises de América del subtipo I1I
de este serotipo, conocido como “Americano-Asia-
tico” o “Jamaica”, se ha considerado una de las
causas del incremento notorio de la FHD en la
region.® Este virus produjo la epidemia de mayor
severidad que se haya registrado en Cuba ocurri-
da en Santiago en 1997, con 205 casos de FHD de
los cuales 12 murieron.'*!* Los virus DEN-2 subtipo
III se agrupan en el subtipo A de acuerdo con el
patréon electroforético de la RSS-PCR.’ En
Santander, el DEN-2 ha sido el serotipo prevalente,
su dominancia entre 2000-2001 estuvo asociada
con incremento de casos hemorragicos. De los in-
fectados con el virus, 27,5 % desarrollaron FHD y
13,7 % fueron fatales.'' Los resultados de este
estudio muestran que los aislados entre 1998 y 2004
fueron subtipo A donde se agrupan cepas del
genotipo “Americano-Asiatico”. Este hallazgo fue
el mismo que con virus de Nicaragua de la epide-
mia de 1998 y de Brasil de 2000 a 2001 tipificados
por la RSS-PCR.!6!7

De los virus DEN-3, las cepas del subtipo III
o0 “Sri-Lanka” se consideran las mas virulentas® y
se agrupan en el subtipo C segun la técnica de la
RSS-PCR.’ Como se muestra en la figura 2, los
aislados colombianos fueron subtipo C y este mis-
mo resultado se report6d con virus del Brasil de la
epidemia de 2000 y de Nicaragua de 1998.'%'" La
circulacion permanente del subtipo 1l en la isla de
Sri-Lanka desde 1990 se ha relacionado con la
aparicion de la FHD? y su introduccion en Brasil
en el 2000 produjo la epidemia con mas casos se-
veros y fatales que se haya registrado en ese pais.'®
En Colombia, el DEN-3 estuvo ausente entre 1978
y 2000, reapareciendo en 2001 por primera vez en
Santander. Aqui, la dominancia del virus luego de
su introduccion se asocid con disminucion de la
FHD, 89,1 % de los infectados con este serotipo

desarrollaron FD.!! Una situacion similar se vio en
Venezuela luego de la aparicion del virus en 2000."

La causa que explique la diferencia entre la
severidad de las epidemias por DEN-3 subtipo III
en paises de América se desconoce. Diferentes
factores relacionados con el individuo y diferen-
cias genéticas de los virus pueden haber contribui-
do. En relacion con el virus, es conocido que una
simple mutacion no sinénima puede causar incre-
mento de virulencia o atenuacion de una cepa de
dengue. En el gen E de virus DEN-3 se han repor-
tado sustituciones de residuos de la proteina que
participan en el reconocimiento antigénico y esto
podria resultar en cambios de susceptibilidad del
virus a eliminacién por la respuesta inmune.? Al-
gunas evidencias sugieren evolucion genética in
situ de la cepa del virus DEN-3 introducida en
Nicaragua y Panama en 1994, que pudieron modi-
ficar la virulencia y originaron cepas con diferente
potencial para producir casos severos. '

El virus DEN-4 fue introducido en América
en 1986 y de los 2 subtipos de este serotipo el Il ha
sido el unico detectado.*'* Los aislados de Améri-
ca se agrupan en el subtipo B usando la técnica de
la RSS-PCR.°En este estudio se analizaron cepas
de Santander, Puerto Rico y Tahiti que produjeron
un mismo patrén electroforético, diferente en el
tamafo de 2 de los 5 fragmentos esperados para
el subtipo B (tabla 2). Para confirmar el subtipo de
virus de Santander, se hizo secuenciacidon
nucleotidica de un segmento del gen prM de uno
de los aislados en 2000 (Laboratorio de Enferme-
dades Infecciosas y Transmitidas por Vectores,
Universidad del Estado de Colorado, Fort Collins,
Colorado, EE. UU.). Como se esperaba, el virus
resulto subtipo II como virus de otros de paises de
América (Diaz F. Epidemiologia molecular de vi-
rus dengue de América. En: 1¢. Simposio Nacio-
nal de Virologia, Medellin, Colombia, 2004). El
subtipo II también fue el de una cepa colombiana
aislada en 1996 en un departamento distinto a
Santander.'® A diferencia de los virus serotipos 2 y
3, el 4 se considera el que menos casos hemorra-
gicos produce.” En Santander, fue el serotipo me-
nos aislado entre 1998 y 2004; su emergencia no
parecio contribuir a la FHD.!

Varios factores influyen en la reproducibilidad
de los patrones de la RSS-PCR; principalmente
mutaciones en la secuencia blanco y condiciones



del ensayo como temperatura, concentracion y tipo
de reactivos. Como resultado puede ocurrir incre-
mento o disminucidn del nimero y tamafio de los
productos amplificados y esto requiere que el en-
sayo se implemente usando virus prototipo de 2
patrones reproducibles o mas, con diferentes pro-
tocolos.’ En este estudio no se amplificaron frag-
mentos menores a 500 pb de virus DEN-2, subtipos
F2 y D, y se detectaron cambios en el tamaio de
amplificados del DEN-4 (tabla 2). Este resultado
pudo deberse a variaciones en el tipo de reactivos
y porque algunas de las cepas de referencia fue-
ron diferentes a las usadas por los autores que ori-
ginalmente reportaron el método. Variaciones en
los patrones de cepas de un mismo subtipo como
las encontradas en este estudio han sido reporta-
das por otros.'¢!

Aunque la secuenciacion nucleotidica ha sido
el método de referencia para tipificar virus den-
gue, la necesidad de personal especializado, equi-
po, materiales y reactivos costosos, dificulta su uso
rutinario en laboratorios encargados de la vigilan-
cia virologica. Adicionalmente, la informacion, en
general, se conoce tiempo después de la epidemia
cuando el virus se aislo. La RSS-PCR es una al-
ternativa para tipificar virus en tiempo real en la-
boratorios poco desarrollados, por su bajo costo y
simplicidad. La utilizacion de esta técnica permitio
conocer el subtipo del DEN-3 durante la epidemia
que caus6 en Santander en 2001."

Los resultados de este estudio confirman la
presencia en Colombia del subtipo A (““America-
no-Asiatico”) del virus DEN-2, del subtipo C (““Sri-
Lanka’) del DEN-3 y del subtipo B (IT) del DEN-4,
iguales a virus aislados en otros paises de Amé-
rica. Por otro lado, muestran la utilidad de la
técnica de la RSS-PCR para soporte rutinario
de la vigilancia virologica del dengue en areas
endémicas.
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Subtypes of dengue virus serotypes 2, 3 and 4 isolated
in Santander District, Colombia

SUMMARY

Virus serotypes 2, 3 and 4 that had circulated in Santander District,
Colombia in the period 1998-2004 were analyzed. Identifying
the subtype of a dengue virus serotype is a useful tool for
surveillance of severe risk factors because the strain potential to
cause hemorrhagic dengue makes the difference among them.
Simultaneous sequence amplification technique known as
restriction site specific-polymerase chain reaction (RSS-PCR)
was used to determine the subtype by comparing the
electrophoretic pattern of the local isolate to the reference
virus. Virus serotype 2 corresponded to subtype A similar to the
one isolated in Thailand (1996) and to the other isolated in
Porto Rico (1986); virus serotypes 3 were of subtype C like the
virus found in Sri Lanka (1990), Honduras (1995) and Porto
Rico (2000); virus serotypes 4 were a variant of subtype B
similar to a virus from Porto Rico (1987) and to another virus
from Tahiti (1985). The study confirmed the presence in
Colombia of dengue virus subtypes circulating now in the
Americas.

Key words: Genotype, dengue, serotype, flavivirus, RSS-PCR.
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