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Eficiencia de la amplificacion del genoma del virus

del dengue
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Desde el punto de vista epidemioldgico, el virus del
dengue (DENV) es la infeccion transmitida por artrépo-
dos maés frecuente en el planeta. La infeccién es causada
por cualquiera de los cuatro serotipos virales denomina-
dos DENV-1 a DENV-4. Recientemente, la OMS/TDR ha
clasificado las formas sintométicas de la enfermedad en
dengue con signos de alarma o sin ellos y dengue grave.

El diagndstico especifico de la infeccion por el virus
dengue constituye un elemento
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region capside-premembrana (C-prM), utilizada clasica-
mente para amplificacion y la regién 3'NC viral, a partir
de 167 muestras de ARN viral aislado de casos sospecho-
sos clinicamente de la enfermedad.

Entre los resultados mas relevantes de esta investigacion
se encontré que las tres regiones génicas tuvieron per-
files de amplificacion/coeficientes de correlacion similares
(0.987-0.999). La region NS5 tuvo la eficiencia de am-
plificacién mas elevada para los cuatro serotipos (98%
al 100%). Durante el proceso de validacion, 41.1%
(67/167) de las muestras de suero resultaron positivas
para DENV al menos por dos de las regiones gendmicas
empleadas. Los valores de concordancia entre las regio-
nes NS5/C-prMy NS5/3'NC fueron de 56.7% y 97 %, res-
pectivamente. La concordancia fue débil entre las regio-
nes NS5/C-prM (< 0.109; intervalo de confianza del 95%
[IC 95%]), sin embargo, fue moderada entre las regiones
NS5/3'NC (< 0.489; IC 95%). La naturaleza de la varia-
cion gendmica en el dengue se atribuye principalmente a
fenébmenos de degeneracion de un coddn, especialmente

en las regiones que codifican la

clave para la instauracion de
medidas terapéuticas destinadas
a evitar las complicaciones aso-
ciadas con las diversas formas
clinicas de esta enfermedad.
Las pruebas confirmatorias de la
enfermedad se realizan basadas
en la fase en que se encuen-
tra el paciente. Durante la fase
aguda se realizan pruebas virales
(cultivo o amplificacién por reac-
cion en cadena de la polimerasa
[PCR]) y en la fase critica y de
recuperacion se utilizan la deter-
minacion de anticuerpos del tipo
IgM anti-dengue. Los métodos
de amplificacion viral descritos
en la literatura utilizan regiones

capsula, la membrana y la envol-
tura viral. Por lo tanto, cualquier
modificacion no predecible de la
secuencia del gene de la unién
capside-premembrana  pudiera
generar variaciones entre los
ensayos de amplificacion cuando
se utilizan virus del dengue de
varios origenes. Por el contario, la
secuencia usada para amplificar
la region 3'NC incluye al menos
52 nucledtidos bien conservados
entre los serotipos virales, permi-
tiendo una mejor eficacia de la
regién comparada con NS5.
Otras variables estudiadas en
este estudio fue la comparacién
de las quimicas SYBRGreen®-I

variables tales como la regién de
la envoltura (E), premembrana,
NS3, NS5 y 3'NC tanto por las técnicas de PCR punto
final, como en tiempo real. El principal problema de la
amplificacion del DENV son sus posibles variaciones en las
secuencias del genoma viral.

El objetivo del estudio* fue evaluar la eficiencia de am-
plificacién de la regién gendémica NS5, una de las areas
més conservadas del DENV, mediante un ensayo cuanti-
tativo de PCR-tiempo real (gPCR), comparandola con la
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y el ensayo TagMan®, bien sea
en formato uniplex o en forma-
to multiplex. El ensayo de tipificacién en formato uniplex
mostré alta sensibilidad (100%) cuando se comparé con el
ensayo C-prM utilizando SYBRGreen®-I (76%). El formato
multiplex de la regién NS5 no permitié la amplificacion de
los cuatro genotipos al mismo tiempo, disminuyendo la
sensibilidad alcanzada por el formato uniplex.

La validacién externa del ensayo mostré una significa-
tiva concordancia entre los resultados de la amplificacién



H http://www.siic.info

de la region NS5, comparada con los resultados combina-
dos de amplificacion de la regién premembrana, cultivo
viral y determinacion del antigeno NS1. Igualmente, una
alta sensibilidad (100%), especificidad (78%) y acuerdo
alto entre los ensayos utilizados.

Un hallazgo inesperado fue la existencia, en un 17.3%
de los casos, de coinfecciones por mas de un serotipo
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del DENV, donde la méas observada fue entre DENV-1/
DENV-2.

En conclusion, la amplificacién de la region NS5 ofrece
la mayor opcién para la deteccién y serotipificacion del
DENV en muestras clinicas provenientes de casos sos-
pechosos venezolanos y posiblemente de virus circulando
en las Américas.

*Nota de la redaccidn: La autora hace referencia al trabajo publica-
do en Investigacion Clinica 54(1):5-19, Mar 2013. Los lectores que
precisen el articulo completo pueden solicitarlo gratuitamente a la Bi-
blioteca Biomédica (BB) SIIC de la Fundacion SIIC para la promocion
de la Cienciay la Cultura.
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