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RESUMEN

El desarrollo del Sistema Nacional de Vigilancia y Alerta Temprana para el Control
del Vector de Dengue y Fiebre Amarilla: SATVEC DENGUE PIC-12-INH-002, un
proyecto del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) y la
Secretaria de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT);
contempla como una de sus lineas de investigacion a la identificacion de los serotipos

del virus del dengue presentes en la poblacion de vectores Aedes aegypti.

El dengue, una enfermedad infecciosa que en Ecuador ha presentado un
comportamiento endémico y epidémico desde su reemergencia a finales de 1988, pone
en riesgo a cerca de 8 millones de personas que habitan en zonas tropicales y
subtropicales del pais que presentan deficiencias en cuanto a servicios basicos y
sanitarios. EIl estudio se realiz6 en la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas
ubicada en Santo Domingo de los Tsachilas durante los meses de enero a abril de 2014,
siguiendo los protocolos desarrollados por el proyecto. La fase de laboratorio se realizé
tomando como referencia las metodologias utilizadas por Lanciotti et al., 1992 y Harris
et al., 1998; las mismas que han sido adaptadas a las condiciones y a la disponibilidad
de materiales y equipos en el laboratorio de Biologia Molecular de Entomologia
Médica del INSPI-Quito.

Se aplico la metodologia de extraccion de RNA total mediante el kit RNAqueous, a
partir de individuos hembra de la especie Aedes aegypti capturadas en campo;
posteriormente se realizaron ensayos para la estandarizacién de los programas de RT-
PCR Multiplex, siguiendo los rangos establecidos por el fabricante del Kit
SuperScript® 111 One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase.

Como resultados se identificaron tres serotipos del virus circulando en la poblacion de
vectores, de los cuales el DENV-2 fue el mas prevalente en el tiempo; el analisis
estadistico de ANOVA no demostro relacion entre la presencia del virus del dengue
con el mes de captura de las muestras (p-value=0,114) y la zona donde fueron
colectadas (p-value=0,08).

Palabras clave: Dengue virus, RT-PCR Multiplex, Aedes aegypti, RNA viral, Sistema
de Alerta de vectores



ABSTRACT

The development of the National Early Warning Surveillance and Control Vector of
Dengue and Yellow Fever: DENGUE SATVEC PIC-12-INH-002, a coperative project
of the Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) and Secretaria de
Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT); includes as one
of its fields of research to the identification of the serotypes of dengue virus presents

in the population of Aedes aegypti.

Dengue is an infectious illness that in Ecuador has been represent an endemic and
epidemic behavior since its reemergence at the end of 1988; about 8 million of people
who living in tropical and subtropical areas of the country that have deficiencies in
basic and health services, are currently at risk. The present study was realized in the
Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas located in Santo Domingo de los Tsachilas
during the months from January to April of 2014, following the protocols developed
by the Project SATVEC Dengue. The laboratory phase was conducted with reference
to the methodologies used by Lanciotti et al., 1992 and Harris et al., 1998 the same that
have been adapted to the conditions and the availability of materials and equipment in

the laboratory of Molecular Biology of Medical Entomology in INSPI-Quito.

Extraction methodology of total RNA was applied by micro RNAqueous kit from
Ambion, from female individuals of the species Aedes aegypti field captured; then
multiple tests were conducted to standardize programs of Multiplex RT-PCR,
following the ranges established by the kit manufacturer Superscript 111 One-Step RT-
PCR System with Platinum ® Tag DNA Polymerase from Life technologies.

The results showed that the three serotypes of virus circulating in the vector population
was identified; of which the DENV-2 was the most prevalent at the time; ANOVA
statistical analysis showed no relationship between the presence of dengue virus with
the month of capture of samples (p-value=0,114) and the area where they were

collected (p-value=0,08).

Key words: Dengue virus, RT-PCR Multiplex, viral RNA, Aedes aegypti, Vector
Warning System.



INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad infecciosa provocada por uno de los cuatro serotipos del
virus del mismo nombre, que es transmitida al ser humano por la picadura de
mosquitos infectados del género Aedes. En nuestro pais el Unico vector identificado
hasta la fecha es el mosquito de la especie Aedes aegypti que se encuentra presente en
un 70% del territorio poniendo en riesgo a cerca de 8 millones de personas que habitan
en las zonas tropicales y subtropicales; esto junto con variables socio-econdmicas tales
como el limitado acceso a agua potable, alcantarillado, recoleccion de basura y otros
servicios sanitarios basicos, conforman el ambiente adecuado para el desarrollo del
insecto vector y en consecuencia de la aparicion de epidemias de dengue en ciertas
épocas del afio desde finales de 1988, cuando se dio una reinfestacion del pais por el

vector Aedes aegypti.

El Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) con auspicio de la
Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion
(SENESCYT), se encuentran desarrollando el proyecto de investigacion titulado:
Sistema Nacional de Vigilancia y Alerta Temprana para el control del vector de
Dengue y Fiebre Amarilla (SATVEC DENGUE PIC-12-INH-002), que busca
desarrollar un sistema que permita la prevencion de brotes de la enfermedad. Dentro
de sus lineas de investigacion se encuentra la identificacion de los serotipos del virus
del dengue en las poblaciones de Aedes aegypti en diferentes localidades de alto riesgo

epidemioldgico del pais.

En la actualidad, la disponibilidad y aplicabilidad de herramientas en investigacién y
analisis moleculares, nos permite realizar estudios a nivel genético con una cantidad
limitada de material; esto nos abre la puerta a la realizacion de este estudio a nivel de
individuo para el conocimiento mas amplio del virus y sus serotipos en el organismo
vector. La reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) ha
sido ampliamente utilizada para estudios de RNA con resultados satisfactorios, siendo
empleada en la actualidad para muchos procesos de diagndstico principalmente en
enfermedades virales. La especificidad, rapidez y confiabilidad de los resultados
obtenidos mediante esta metodologia nos brindan un sustento cientifico para sentar las

bases del presente estudio; el empleo de cebadores especificos para cada serotipo del

1



virus del dengue en una RT-PCR Multiplex, nos permite la identificacion simultanea
de cualquiera de los serotipos virales en un solo vial de reaccion, con una pequefa
cantidad de material genético, permitiendonos observar si existe co-infeccién con mas

de un serotipo en un individuo infectado.



CAPITULO 1
GENERALIDADES

1.1 Planteamiento del problema

El Dengue es una enfermedad infecciosa provocada por el virus del Dengue y es
transmitido por la picadura de mosquitos infectados del género Aedes, principalmente
el mosquito Aedes aegypti (Centers for Disease Control and Prevention, 2012)
(Organizacion Mundial de la Salud, 2009) (Lobo, 2011, pag. 1).

En Ecuador la enfermedad ha presentado un comportamiento endémico y epidémico
desde su reemergencia a finales del afio 1988, desde entonces la enfermedad se ha
propagado de manera progresiva en concordancia con la dispersién del mosquito
vector y a la circulacion de los serotipos virales registrados en los ciclos epidémicos
(Ministerio de Salud Pudblica, 2013). Esta ligada a componentes sociales, culturales,
econdmicos y ambientales; ya que afecta principalmente a zonas que presentan
deficiencias en materia de servicios basicos como agua, potable, alcantarillado,
servicio recolector de basura y otros.; constituyendo asi un entorno éptimo para el
desarrollo del vector principalmente en la temporada lluviosa; poniendo en riesgo a la
poblacion que habita en las zonas de alto riesgo epidemioldgico (Ministerio de Salud
Publica, 2013).

El estudio de los serotipos virales del dengue que circulan en la poblacion de Aedes
aegypti de las diferentes localidades del pais, es uno de los objetivos del proyecto para
el desarrollo del sistema; la biotecnologia que aplica las técnicas de estudio en biologia
molecular, junto con analisis estadisticos de los resultados obtenidos, permitira
determinar la circulacion de los serotipos del virus en el mosquito vector y anticipar el

riesgo de una epidemia.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Historiay situacion del dengue en el mundo y en América Latina
El término dengue proviene de la frase swahili: “ka denga pepo ”, que sefiala un cuadro
convulsivo con fuertes dolores y que es provocado por malos espiritus; a su vez
corresponde al espainol para definir “afectacion”, cuidado” o cauteloso” (Lobo, 2011,
pag. 1) (Fajardo, 2011, pag. 8). Su origen es aln incierto, pero se ha propuesto que
pudo originarse en los bosques asiaticos en un ciclo infeccioso que involucra primates

y mosquitos (Lobo, 2011, pag. 2).

El registro posiblemente mas antiguo que se tiene de la enfermedad del dengue, se
encuentra en la Enciclopedia China de Sintomas de Enfermedades y Remedios
publicado durante la dinastia Chin entre el afio 265 a 420 a.C.; la enfermedad era
llamada “veneno de agua” y se creia que estaba relacionada con insectos voladores
asociados con el agua (Gubler, 1998, pag. 480). Para 1635 se reportaron epidemias
con sintomas similares a la enfermedad del dengue en las Antillas Francesas y en
Panama en 1699. El tratamiento para la enfermedad propuesto por el Dr. José Sabater
en 1771 consistia en pequefias cantidades de ron; a la misma época la enfermedad fue
llamada “fiebre rompe huesos” debido a los sintomas que manifestaban los infectados
(Lobo, 2011, pag. 1). En el afio de 1780 la epidemia mas tarde conocida como
“dengue” fue documentada por primera vez como “fiebre remitente biliosa”, en
Filadelfia Pensilvania por el Dr. Benjamin Rush; los sintomas incluian fiebre, dolores
en articulaciones, dolores musculares, dolor de cabeza, sarpullido, debilidad, nauseas,

vomito y sangrado (Fajardo, 2011, pag. 11) (Lobo, 2011, pag. 1).

El dengue hemorragico, actualmente conocido como “Dengue con signos de alarma”;
fue descrito por primera vez en 1960, posterior a epidemias registradas en: Filipinas,
Manila y Bangkok; aunque autores como Halstead y otros. en 1980 plantearon un
estudio retrospectivo que indica un registro de la enfermedad en Grecia en 1928 con
una alta tasa de mortandad (Kouri, 2006, pag. 143).

Entre 50 y 100 millones de personas son infectadas con el virus del dengue alrededor
del mundo cada afio; de estas un estimado de 500000 personas, principalmente nifios,
presentan el llamado “dengue grave”; en algunos paises esta clase de dengue causa
mortalidad en cerca del 5% de los pacientes (Lobo, 2011, pag. 1). Actualmente, un

aproximado de 3 billones de personas alrededor del mundo que viven en las regiones



tropicales del sureste asiatico, Africa, las Américas y el Pacifico se encuentran en
riesgo de contraer la infeccion (Lobo, 2011, pag. 1), la amplia distribucion del vector
Aedes aegypti que se muestra en la figura 1, nos brinda una idea de la distribucion de
los 2,5 mil millones de personas que viven en paises donde la enfermedad es endémica
y esté estrechamente relacionada con las condiciones econémicas, sanitarias, socio-
culturales y ambientales de la poblacion. Los lugares con mayor susceptibilidad se
encuentran en las areas urbanas y periurbanas, aunque se han registrado casos en las
zonas rurales; esto debido principalmente a la creciente expansion geografica de las

areas urbanas a rurales.

Distribucion geografica de la presencia del Aedes aegypti

Figura 1: Regiones del planeta donde la presencia del vector del dengue es constante durante todo el
afio.

Fuente: OMS; TDR, 2009

En la region de las Américas, el dengue constituye una patologia con méas de 200 afios
de existencia; el primer antecedente data de un brote en Filadelfia en el afio de 1780

(Amunarriz, Rios, Torres, & Solis, 2009, pag. 9).

En América Latina es reportada por primera vez una epidemia de dengue en el afio de
1818 en Peru con cerca de 50000 casos; esta epidemia se convirtié en pandemia entre
los afios de 1824 a 1828. Posteriormente, entre 1827 y 1828 se registraron pandemias
en la region del Caribe Golfo-Atlantico, el oeste de Cuba, Jamaica, Venezuela, y




Veracruz en México. De igual manera durante estos afios se vieron afectados paises
como Curazao, las Antillas, Colombia y Bermudas con casos que presentaban
hemorragias (Badii, Landeros, Cerna, & Abreu, 2007, pag. 249).

En Brasil se registraron casos por primera vez entre 1846 y 1848; En la década de 1850
se reportan en Cuba casos de la enfermedad con presencia de hemorragias y en 1851
en Lima. Para el siglo XX la enfermedad presenta casos en Cuba, Panama (primer
reporte de DENV-2 en la region en 1941), Colombia, Chile, Puerto Rico, Argentina,
Brasil, Bahamas, México, Venezuela y Per( (Badii, Landeros, Cerna, & Abreu, 2007,
pag. 258).

1.2.2 Historiay situacion del dengue en Ecuador
En el caso de Ecuador, para el afio de 1958, le es otorgado el certificado de erradicacion
de Aedes aegypti, vector del dengue, en la XXV Conferencia Sanitaria Panamericana,
X Reunién del Comité Regional de la Organizaciéon Mundial de la Salud para las
Américas (OPS); en la Resolucién XXXV CSP15.R35 ES, a consecuencia de la
“Campafa continental de erradicacion del Aedes aegypti” con la siguiente resolucion

(Anexo 1: Estado de la Erradicacion del Aedes aegypti en las Américas, OMS 1958):

“Aceptar los informes presentados en los que se declara que Belice, Bolivia, Brasil,
Ecuador, Guayana Francesa, Nicaragua, Panama, Paraguay, Per(, Uruguay y Zona del

Canal, han quedado libres de Aedes aegypti” (Organizacion Mundial de la Salud, 1958,
pag. 53).

A pesar de los esfuerzos realizados y a las recomendaciones de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) para lograr una vigilancia y control éptimos para la
poblacion de Aedes aegypti en los territorios declarados como libres del vector de
dengue, en el afio de 1975 se da una nueva infestacion del mosquito, reportandose en
1988, cerca de 32 afios después del ultimo reporte, la primera epidemia de dengue
posterior a la erradicacion y presentando el serotipo del virus DENV-1 (Real, y otros,
2012), siendo este el primer reporte del serotipo en el Ecuador (Badii, Landeros, Cerna,
& Abreu, 2007, pag. 261). Para 1990 se presenta un brote de la enfermedad en la

ciudad de Guayaquil, con el serotipo DENV-2, genotipo americano.



Tres afios después en 1993, se reporta por primera vez el serotipo DENV-4
presentdndose hasta el afio de 1999 una circulacion simultanea de los tres serotipos en
el pais (Real, y otros, 2012, pag. 3). Finalmente en el afio 2000, se reporta el primer
caso de dengue causado por el serotipo DENV-3 y la introduccién del genotipo asiatico
del DENV-2, observandose desde entonces un aumento de los casos de Dengue
Hemorragico (actualmente dengue con signos de alerta) (Badii, Landeros, Cerna, &
Abreu, 2007, pag. 264). Asi se registra la presencia de los cuatro serotipos del virus,
circulantes en el pais hasta Gltimos datos de los afios 2012 y 2013 en los cuales no se

ha registrado circulacién del serotipo DENV-3 (Ministerio de Salud Publica, 2013).

El serotipo DENV-1 fue registrado entre los afios de 1988 hasta 1999 en las provincias
de Guayas, Manabi, el Oro, Loja, Esmeraldas, Sucumbios, Chimborazo y Bolivar. A
partir del mes de enero de 1990 se reporta la presencia del serotipo DENV-2 en
Guayas, Manabi, EI Oro y Bolivar. El serotipo DENV-4 es registrado desde el mes de
febrero de 1992 en Guayas y El Oro.

Desde la introduccion del serotipo DENV-2 en la ciudad de Guayaquil en 1990, hasta
el afio de 1999 se evidencia un alza en la incidencia del dengue; presentandose de
manera endémica en Guayaquil y epidémica en diferentes zonas de la costa

ecuatoriana, llegando a valles subtropicales de la sierra y a la Amazonia.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia del virus del dengue y los serotipos presentes en hembras
del mosquito Aedes aegypti capturados en la “Cooperativa de Vivienda Provincias

Unidas” en la ciudad de Santo Domingo, Ecuador.

1.3.2 Objetivos especificos
Evaluar la distribucion geoespacial de Aedes aegypti en el area de estudio.

Identificar los serotipos del virus del dengue que circulan en el area.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 La enfermedad del Dengue

El dengue es una enfermedad infecciosa reemergente endémico-epidémica de gran
importancia a nivel mundial en términos de mortalidad, morbilidad e impacto
economico (De la Mora, Jiménez, & Trevifio, 2010, pag. 128); esta presente en todas
las regiones tropicales y subtropicales del planeta (Organizacion Mundial de la Salud,
2012) y es causada por el virus del dengue, un flavivirus transmitido por la picadura
de mosquitos hembras infectados del género Aedes, principalmente el Aedes aegypti
(Diptera, Culicidae) (Centers for Disease Control and Prevention, 2012) (Organizacion
Mundial de la Salud, 2009, pag. 15) (Lobo, 2011, pag. 2). Aedes aegypti es un
mosquito doméstico de aguas generalmente limpias, con comportamiento diurno y
antropofilico (Ortega, 2001, pag. 43) que puede transmitir el virus después de un
periodo de 8 a 12 dias de incubacion extrinseca posterior a la ingestion de sangre; en
el ser humano la incubacion varia desde 3 a 14 dias siendo el promedio entre los 3y 7
dias (Gubler, 1998, pag. 484).

La enfermedad causada por cualquiera de los cuatro serotipos produce una
sintomatologia variada, que va desde una enfermedad febril leve a severa; hasta el
cuadro hemorragico mortal en funcién de los factores de riesgo tales como la cepa y
serotipo del virus infectante, estado inmune, edad y antecedentes genéticos del
paciente. En zonas consideradas como endémicas, la enfermedad suele ser inespecifica
desde el punto de vista clinico, principalmente en los nifios quienes presentan sintomas
de un sindrome viral que son catalogados con una variedad de nombres de acuerdo a
la region. (Gubler, 1998, pag. 484).

2.2 Justificacion

El proyecto de investigacion: “Sistema Nacional de Vigilancia y Alerta Temprana para
el Vector de Dengue y Fiebre Amarilla: SATVEC DENGUE PIC-12-INH-002”,
ejecutado por INSPlI y SENESCYT contempla como uno de sus objetivos la

identificacion de los serotipos del virus en el mosquito Aedes aegypti.



Para el presente estudio se escogio a la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas,
zona que presento la mayor tasa de infectados por cada 100000 habitantes de dengue
grave en el afio 2012, con un total de 74 casos y una circulacion del serotipo DENV-2
unicamente (Ministerio de Salud Publica, 2013). Por esta razon constituye una de las
localidades de mayor interés para el estudio de la patologia y su causa. La
“Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas”, es un barrio de reciente desarrollo
urbano, agrupa los factores ecologicos propicios para el desarrollo del vector; siendo
comprobada la presencia del mismo y la circulacion del virus en la zona por reportes
de pacientes infectados, por lo que se considerd un espacio geogréfico idoneo para la

realizacion del presente estudio.
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2.2.1 Fasesy sintomas de la enfermedad
El dengue presenta tres fases durante su ciclo: Fase febril, fase critica y fase de
recuperacion o convalecencia (Organizacion Panamericana de la Salud, 2010, pag. 5)
(Organizacion Mundial de la Salud, 2009, pag. 25).

La fase febril que se presenta entre los dos a siete dias posteriores a la infeccion se
caracteriza por sintomas como dolores de cabeza, de articulaciones, erupciones
cutaneas, dolor corporal, falta de apetito y vomito; la reduccion del nimero de glébulos
blancos pueden considerarse como un indicador de la presencia del virus del dengue
(Organizacion Mundial de la Salud, 2009, pag. 26).

La siguiente fase de la enfermedad denominada como fase critica se caracteriza por un
descenso de la fiebre entre los tres a siete dias de padecimiento; la extravasacion del
plasma y una disminucion en el recuento de plaguetas puede dar lugar a un aumento
de la permeabilidad capilar lo que significaria una mejoria del paciente, caso contrario
la pérdida del volumen plasmatico seria perjudicial para su estado presentandose el
denominado estado de “choque” precedido por signos de alarma. Si este periodo es

prolongado puede producir deterioro en varios érganos y sistemas.

El descenso de la fiebre puede dar lugar a la mejoria del paciente, lo que determinaria
un dengue sin signos de alarma; un agravamiento de su estado por la presencia de
signos de alarma que pueden ser controlados con rehidratacion intravenosa. EI dengue
grave esta determinado por el deterioro progresivo del estado del paciente por los

signos de alarma (Organizacion Panamericana de la Salud, 2010, pag. 56).

La fase final de la enfermedad corresponde a la fase de recuperacion o convalecencia
y se da si el paciente ha sobrevivido a la fase critica, la misma que no excede de 48 a
72 horas; se pueden evidenciar mejorias en el apetito, diuresis, nimero de plaquetas y
glébulos blancos (Acosta & Gomez, 2005, pags. 122-124) (Organizacion Mundial de
la Salud, 2009, pag. 16).

2.2.2 Clasificacion del dengue
Durante cerca de 30 afios la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocio6 la
clasificacion del dengue como: fiebre del dengue (FD) y fiebre hemorrégica de dengue
(FHD) con o sin sindrome de choque por dengue (SCD). Sin embargo al ser
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dependiente de los resultados de laboratorio y no inclusiva con enfermos que presentan
diferentes niveles de gravedad que manifestaban sintomas como encefalitis,
miocarditis o hepatitis grave; se plante6 un estudio llamado DENCO (Dengue control)
que a partir del analisis de 2000 casos confirmados en siete paises de dos continentes,
concluyé que entre el 18% y 40% de los casos no podian ser categorizados dentro de
la clasificacion empleada; de igual manera mas del 15% de los casos con shock no

podian ser categorizados como “graves” (Ministerio de Salud. Argentina, 2013).

Como resultado del estudio se propuso una clasificacion del dengue en funcion de los
signos de alarma, condiciones pre-existentes, riesgo social y sintomas. De esta manera
se plantea la enfermedad del dengue sin signos de alarma ni co-morbilidad, con co-
morbilidad, con signos de alarma y dengue grave (Ministerio de Salud. Argentina,
2013).

El dengue con signos de alarma es aquel que presenta condiciones coexistentes como
embarazo, nifios, adultos mayores, obesidad, diabetes mellitus, cardiopatias y otras
condiciones clinicas y de riesgo social como vivir solo, dificil acceso a un hospital, y
pobreza extrema, que requieran una modificacion del tratamiento; en este caso es
necesario referir al paciente a un hospital (Acosta & GoOmez, 2005, pag. 124)

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2010, pag. 26).
Los criterios para calificar un caso de dengue grave son uno o mas de los siguientes:

e Chogue hipovolémico por fuga de plasma
e Distres respiratorio por acumulacién de liquidos
e Sangrado grave

e Dafio organico importante

Bajo estas condiciones de analisis, la nueva clasificacion tiene una sensibilidad del
95% y especificidad del 97% en los casos de dengue y sus manifestaciones (Ministerio
de Salud. Argentina, 2013, pag. 12).

2.3 El vector Aedes aegypti
Aedes aegypti es un mosquito originario del cinturén tropical de Africa, donde se
encuentran la mayoria de especies del subgénero Stegomyia (De la Mora, Jiménez, &

Trevifio, 2010, pag. 128); pertenece a la clase Insecta, orden Diptera, suborden
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Nematocera y familia Culicidae; las hembras son hemat6fagas, se alimentan de sangre
y puede ser transmisoras de enfermedades a humanos, aves, otros mamiferos, reptiles
y anfibios; aunque puede llegar a alimentarse de sangre de peces, no puede
transmitirles ninguna enfermedad (Thirion, 2003, pag. 15). Es considerado como la
especie de mayor importancia en salud publica debido a su amplia distribucion en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo; esto debido a factores como la migracién,
deficiencia en la prestacion de servicios basicos, condiciones de las viviendas, pobreza
y expansion urbana (De la Mora, Jiménez, & Trevifio, 2010, pag. 128) (Ministerio de
Salud Publica, 2013) y por su capacidad de transmitir varias enfermedades arbovirales
a los humanos como el dengue, la fiebre amarilla y el virus del Chikungunya. El
mosquito posee habitos principalmente domésticos en areas urbanas y suburbanas
aunque ha colonizado ciertas zonas en areas rurales (Thirion, 2003, pag. 32) (Maquetti,
2008, pags. 12-14). Los lugares de cria de sus fases inmaduras se centran en las
viviendas o sus alrededores, encontrandose tanto en contenedores artificiales como
floreros, tanques, llantas, como también en criaderos naturales como céscaras de

frutos, huecos en arboles, axilas de plantas. (Thirion, 2003, pag. 107).

El ciclo de vida del mosquito atraviesa cuatro fases que inician con la ovipostura cuya
abundancia esta en funcion de la ingesta sanguinea de la hembra; es vespertina y se da
cerca de tres dias después de la alimentacién (Centers for Disease Control and
Prevention, 2014). Los huevos miden cerca de un milimetro de largo y son puestos
uno a uno adheridos a las paredes del criadero. Esta fase dura entre 2 y 3 dias y requiere
de abundante humedad; en su interior se desarrolla la larva que puede permanecer en
estado de diapausa por periodos de varios meses hasta un afio (Thirién, 2003, pag. 11)
(Colvard, 1978, pag. 23).

Cuando los contenedores o criaderos se han llenado con agua y la actividad bacteriana
de la materia organica disuelta ha disminuido la tensién del oxigeno en el medio, el
huevo eclosiona dando inicio a la fase acuatica que comprende cuatro estadios larvales,
donde la caracteristica principal es la alimentacion de materia organica y su desarrollo
(Nelson, 1986, pag. 96) (Montero, 2009, pag. 4). Con condiciones favorables de
nutricion y temperatura (25°C-29°C), las etapas larvales pueden culminar al cabo de 5
a 7 dias; la mortalidad mas elevada se da en los primero estadios 0 a su vez en

condiciones inestables (criaderos de pequefio tamafio o a la intemperie). Las larvas no
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pueden tolerar temperaturas inferiores a 10°C y superiores a 42°C (Thirion, 2003, pag.
31) (Maquetti, 2008, pag. 17) (Montero, 2009, pag. 5).

Concluidas las etapas larvarias se da lugar al desarrollo de la pupa, un estadio donde
no se requiere alimentacion y cuyas condiciones 6ptimas se encuentran entre 28°C y
32°C (Thirion, 2003, pag. 31) donde se da lugar a modificaciones anatémicas y
fisioldgicas. Las pupas presentan un comportamiento activo, siendo sensibles a
estimulos como la vibracion. Posterior a un periodo comprendido entre 1 y 3 dias del
periodo de pupa, se produce la emergencia del adulto, el cual mantiene un reposo para
lograr endurecimiento del exoesqueleto y las alas (Montero, 2009, pag. 5).

Ciclo de vida del Aedes aegypti

L] 1 2 3 4 5 \\
—— e R
MILIMETROS r )

HUEVECILLOS

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 2: Ciclo de vida desde huevo a adulto del vector Aedes aegypti

Fuente: Hospital Especial De Cubarg, 2013

Un mosquito adulto de Aedes aegypti, tiene un tamafio de cerca de 5 milimetros de
longitud, presenta un color negro con escamas plateadas formando un disefio de lira
en el dorso del térax y patas anilladas. Las hembras presentan una proboscis adaptada
para la ingestion sanguinea, de igual manera presentan dimorfismo sexual al presentar
palpos menos pilosos que los machos (figura 2). Las hembras pueden vivir hasta 50
dias y tienen un rango de vuelo de hasta 150 metros de la vivienda humana (Ministerio
de Salud EI Salvador, 2000, pag. 1) (Thirion, 2003, pag. 23) (Gubler, 1998, pag. 485).
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2.4 El virus del dengue y su estructura

El virus del dengue es un arbovirus (Arthropod-borne virus) perteneciente a la familia
Flaviviridae y género Flavivirus, que comprende a un grupo de cuatro serotipos virales
relacionados pero diferentes antigénicamente y serologicamente denominados:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Mamani, 2013, pdg. 13) (Velandia &
Castellanos, 2011, pag. 33), con una homologia del 70% entre ellos, principalmente
en los serotipos 1, 2 y 3. Adicionalmente los serotipos pueden presentar variantes
genéticas dentro de si mismos (topotipos o genotipos) que estan relacionados con su
virulenciay origen geografico (Cabezas, y otros, 2005, pag. 214). Como caracteristicas
fisico-quimicas del virion se conoce que muestra estabilidad a los tratamientos con
sacarosa y a la conservacion a -70°C. Puede sufrir alteraciones o ser inactivado por
solventes como éter, cloroformo, formalina, detergentes, proteasas, radiacion UV y
ultrasonido (Montes, 2001).

La parte externa del virus esta constituida por la nucleocapside que tiene una forma
esférica de aproximadamente 30 nandémetros, derivada de la bicapa lipidica de la célula
infectada. La nucleocapside cubre a la membrana lipidica, la misma que rodea la
capsula viral que es la encargada de la proteccion del ARN viral como se muestra en
la figura 3 (Laredo, Guo, & Bocanegra, 2012, pag. 30).

Estructura del virus del dengue

Proteina
de envoltura E

Proteina
de membrana M

Proteina
de capside C

ARN de
monocadena
positiva

Figura 3: Estructura del virus del dengue

Fuente: Cabezas, et al., 2005
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El genoma del virus estd constituido por una cadena simple de RNA de 10,7 Kb de
polaridad positiva, es decir que no necesita DNA intermedio para su replicacion;
resultan idénticos al RNA mensajero (MRNA) por lo que pueden ser traducidos por la
célula infectada (Uribarren, 2010).

El virion completo mide aproximadamente 50 nandémetros presentando una forma
esférica, tiene un unico marco de lectura abierto de entre 10158 bases del DENV-4 y
10173 bases de los serotipos DENV-2 y DENV-3 codificantes de poliproteinas de
cerca de 3400 aminoacidos (Gunther, 2007, pag. 16). Esta flanqueado por dos regiones
no traducidas en los extremo 5’ y 3° que codifican para una poliproteina dividida por
proteasas celulares y virales, resultando tres proteinas estructurales (proteina C, M, E)
y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Fajardo, 2011,
pag. 10); producto de un procesamiento proteolitico cotraduccional y postraduccional
(Montes, 2001). Estd compuesto por un 6% de RNA, 66% de proteinas, 9% de
carbohidratos y 17% de lipidos; el virion es infeccioso (Cabezas, y otros, 2005, pag.
215).

Dentro de las proteinas estructurales se encuentran: la proteina C (primer polipéptido
viral sintetizado) que es componente de la nucleocapside y el ndcleo que rodea y
protege al RNA, la proteina M que es una derivacion de la proteolisis de prM
(precursor de membrana contenido en el virus inmaduro intracelular en la etapa de
maduracion viral) y forma la membrana viral; la proteina E, la mas grande del virion,
conforma la envoltura y esta relacionada con la penetracion del virus al medio celular
(Montes, 2001) (Fajardo, 2011, pag. 17). Las proteinas no estructurales NS1, NS3 y
NS5 son extremadamente conservadas entre los cuatros serotipos del virus, la NS3
posee funciones requeridas para la sintesis de RNA viral y la formacion de la capside;
ademas de su funcidn proteasa al formar un complejo con NS2B siendo el responsable
del corte de NS2B, NS3, NS4A, NS5 y el extremo carboxilo de la proteina C (Fajardo,
2011, pag. 15). Por su parte las proteinas NS2A, NS2B, NS4A y NS4B presentan un
comportamiento hidrofobico. Las proteinas NS4A y NS4B tienen como funcion la
formacion de un complejo replicativo en la membrana del reticulo endoplasmatico. La
proteina NS5 actlla como una RNA polimerasa dependiente de RNA (Glnther, 2007,
pag. 15). Las funciones de algunas de las proteinas tanto estructurales como no

estructurales se detallan en la figura 4.
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Organizacion del genoma del virus del dengue

Proteinas. Estructurales. Proteinas No Estructurales

C: Encapsidacion RNA
Eg Unidn y fusién celular
Principales epitopos inmunoldgicos
NS2A: Inhibicién de la sefial del interferén
NS3: Proteasa serina (con NS2B)
Helicasa
RNA trifosfatasa
NS4B: Inhibicién de la sefial del interferén
NS5: RNA polimerasa
Metiltransferasa

Figura 4: Organizacion de las proteinas estructurales y no estructurales en el genoma del virus del
dengue y su funcion.

Fuente: Coba J., 2014

Debido a la ausencia de una actividad correctora en la RNA polimerasa, el virus
presenta una elevada tasa de error al momento de su replicacién; esto produce su
organizacion en poblaciones de alta diversidad genética (cuasi especies) que le da al
virus su capacidad de adaptacién a los cambios selectivos (Domingo, 2002, pag. 462).
La circulacion simultanea de diferentes genotipos virales de un mismo serotipo del
virus en un hospedero genera una recombinacién entre cepas del virus del dengue que
tiene como producto el desarrollo de nuevas cepas con mayor capacidad de
transmision, replicacion y virulencia; esto desemboca en el alto grado de variabilidad
genética que presentan los serotipos del virus del dengue (Twiddy & Holmes, 2003,
pag. 433).
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2.4.1 Ciclo viral
El ciclo viral comprende las etapas desde la entrada de la particula viral a la célula,
hasta su liberacidn al citoplasma, resumido en la figura 5 y figura 6; tiene como punto
de partida la ingestion de sangre infectada por hembras de Aedes aegypti; las personas
enfermas de dengue pueden transmitir el virus a un mosquito durante un periodo de
tiempo de pocos dias anteriores a la finalizacion del periodo febril (Laredo, Guo, &

Bocanegra, 2012, pag. 29).

Ciclo viral del dengue
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Figura 5: Ciclo del virus del dengue y ubicacion de cada suceso

Fuente: Coba J., 2014

En los mosquitos el virus del dengue infecta a las células epiteliales del intestino
medio, diseminandose por la lamina basal hacia el sistema circulatorio infectando las
células de las glandulas salivales, donde el virus se torna persistente debido a la
replicacion que ahi ocurre en un periodo de tiempo entre ocho y doce dias posteriores

a la ingestion sanguinea (Uribarren, 2010).
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Ciclo del virus del dengue en la célula

8. Liberacion de viriones
maduros infecciosos

1. Adsorcion e Internalizacion

através de endocitosis

mediada por receptor ) 7. Maduracion

2. Fusion

3. Penetracion de la
capside y desnudamiento
del ARN viral

6. Ensamblado y brotacion
de viriones inmaduros no
infecciosos

5. Replicacion del ARN
4. Traduccion y procesamiento
de la poliproteina

Figura 6: Ciclo del virus del dengue en la célula.

Fuente: Mamani, 2013

2.4.2 Entrada de la particula viral

El ingreso del virus del dengue a las células de mamiferos como también a las del
mosquito, inicia con el acercamiento de la particula viral a la superficie celular y la
glicoproteina E, mediante su dominio Il (ubicado en el extremo carboxiterminal);
interactla con proteinas o proteoglicanos de la membrana celular (como el heparan
sulfato de carga negativa que puede actuar como receptor primario para favorecer el
acercamiento de las particulas virales) gue intervienen en la union y endocitosis del
virus mediada por receptores (posiblemente correceptores) (Velandia & Castellanos,
2011, pég. 37) (Fajardo, 2011, pag. 14). Posteriormente la vesicula endocitica se
transforma en endosoma temprano, seguido de una transformacion a endosoma tardio;
este se fusiona con un lisosoma que acidifica el pH de la vesicula lo que genera un
cambio de conformacion en el dominio Il de la glicoproteina E, favoreciendo la
exposicion y el anclaje del péptido de fusion a la membrana de la vesicula. Esto
desemboca en la liberacién de la nucleocépside al citoplasma (Velandia & Castellanos,
2011, pag. 37) (Montes, 2001).
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2.4.3 Traducciony replicacion del RNA

Los procesos de traduccidon y replicacion del RNA ocurren en el citoplasma; el RNA
gendémico del virus del dengue es monocatenario de polaridad positiva (que actua
directamente como mRNA) con un unico marco de lectura que traduce un polipéptido
que es procesado en el reticulo endoplasmatico por proteasas celulares y por la
actividad NS3pro, que libera las tres proteinas estructurales y las siete no estructurales
(encargadas de la replicacion viral y ensamblaje viral) de manera ordenada como se
explica en la figura 7 (Velandia & Castellanos, 2011, pag. 38) (Mamani, 2013, pag.
15).

Esquema del RNA gendmico del virus del dengue

RNA gendmico del virus del dengue
. e

b _d_n_m- 1 ﬂ j

Figura 7: Esquema del RNA gendmico del virus del dengue y de la poliproteina sintetizada en la
traduccién.

Fuente: Coba J., 2014

La replicacion puede ser detectada tres horas posteriores a la infeccién, es un proceso
que no esta comprendido en su totalidad, pero se plantea que ocurre en la regién
perinuclear de la célula infectada. En estudios in vitro se han podido detectar tres
especies de RNA en funcidn de su coeficiente de sedimentacion: 20S, 20/28S y 40S.
Los RNA 20S estan constituidos por dos cadenas de RNA de polaridad contraria
(positiva y negativa); no son degradados por RNAsas y se los conoce como formas de
replicacion debido a que incluye los intermediarios negativos que actlan como
plantilla para la sintesis de los RNA de polaridad positivo. Los RNA de 20 a 28S se
conocen como intermediarios de replicacion y corresponden a hebras de RNA de
polaridad positiva en proceso de elongacion. Los RNA 40S corresponden al RNA

gendmico encontrado en los virus ensamblados, pueden ser empleados en la traduccién
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proteica 0 a su vez para formar junto con la proteina C, la riboproteina (nuevos
viriones); este tipo de RNA puede ser degradado por RNAsas (Montes, 2001)
(Velandia & Castellanos, 2011, pag. 39).

En la etapa de traduccion, el polipéptido es acompafiado por las proteinas BiP,
calnexina y calreticulina; posteriormente cada proteina viral se organiza en la
membrana del reticulo endoplasmatico y es procesada por proteasas como la furina,
signalasa o NS3Pro para ser modificadas después de la transduccion (Velandia &
Castellanos, 2011, pag. 39).

2.4.4 Ensamblaje, maduracion y liberacion de la particula viral

El proceso de ensamblaje de las particulas del virus del dengue no es conocido en su
totalidad, sin embargo tras algunos experimentos se ha sugerido que ocurre en las
distensiones del reticulo endoplasmatico conocidas como membranas convolutas; es
aqui donde ademas ocurre el proceso de traduccién de la proteina simultdneamente
con el ensamblaje del virus (Velandia & Castellanos, 2011, pag. 39) (Resino, 2006).
La formacion de la nucleocapside determina el inicio del ensamblaje, esto por
interaccion del RNA gendmico y la proteina C en presencia de pequefias cantidades
de lipidos; posteriormente se asocian las proteinas prM/M y E inmersas en la
membrana del reticulo endoplasméatico (Velandia & Castellanos, 2011, pag. 40)
(Montes, 2001).

La maduracion de la particula viral del dengue, ocurre en dos etapas: en primer lugar
las proteinas prM/M y E se organizan de forma heterodimérica, siendo la proteina
prM/M, el recubrimiento de la proteina E confiriéndole un aspecto rugoso. La siguiente
etapa esta marcada por la transicién de la particula generada en el paso anterior, desde
el reticulo endoplasmaético hasta las regiones cis y trans del complejo de Golgi; es aqui
donde se inicia la siguiente etapa de maduracién donde los cambios de disposicion y
rotacion de la proteina E generan homotrimeros antiparalelos de si misma; esto le
otorga a la particula viral una apariencia de superficie lisa (Perera & Kuhn, 2008)
(Velandia & Castellanos, 2011, pags. 39-40).

Finalmente cuando se libera el virus, el pH neutro del espacio extracitoplasmatico
genera el desprendimiento del péptido pr; la proteina E que ha logrado su

conformacién final, es reconocida por las moléculas receptoras de las células sensibles
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para iniciar nuevamente el ciclo de infeccion (Perera & Kuhn, 2008) (Velandia &
Castellanos, 2011, pag. 40).

2.4.5 Transmision vertical en el vector

Ademas de la transmision horizontal del virus del dengue que implica una interaccion
mosquito-humano-mosquito, existe el mecanismo de transmision vertical donde el
virus es transmitido entre mosquitos. “Comunmente en epidemiologia, este término es
empleado para referirse a la transmision transovarica” (Hernandez, 2002, pag. 210).
Este mecanismo esta involucrado con la persistencia del virus en la naturaleza, el
mismo que ha sido documentado para otros flavivirus (Glnther, 2007, péag. 23)
(Montes, 2001, pag. 5).

Estudios realizados por Lee & Rohani, 2005, Hartanti, Suryani, & Tirtadjaja, 2010 y
Rosen, Shroyer, Tesh, Freier, & Lien, 1983; demuestran transmision transovarica del
virus del dengue, desde hembras adultas hacia huevos y larvas colectadas en campo,
lo que demuestra que este tipo de transmisidn ocurre en la naturaleza y esta implicado

con la persistencia del virus en ciertas regiones (Gunther, 2007, pag. 23).

Sin embargo la tasa de infeccion de los individuos analizados con este objetivo, es
muy baja (menor al 1%); su importancia radica en la supervivencia del virus en
periodos de tiempo con condiciones ambientales adversas para la reproduccion del
vector, gracias a la gran adaptabilidad y resistencia de los huevos fecundados que han
permanecido latentes en desecacion y contintan su proceso de maduracion cuando el
agua acumulada da lugar a la formacidn de criaderos; esto explicaria los brotes anuales
de dengue al inicio de la época lluviosa (Hernandez, 2002) (Giinther, 2007, pag. 24),
(Lee & Rohani, 2005, pag. 107), (Hartanti, Suryani, & Tirtadjaja, 2010, pag. 68).
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CAPITULO 3

AREA DE ESTUDIO Y METODOLOGIA

3.1 Delimitacion del area geografica

La provincia de Santo Domingo de los Tséachilas fue la localidad con la tasa mas alta
de dengue grave por cada 100000 habitantes en el Ecuador para el afio 2012; “con un
porcentaje de 18,73 y un total de 74 casos de la enfermedad” (Ministerio de Salud

Publica, 2012).

La “Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas” estd ubicada en la parroquia
Abraham Calazacon al sur-occidente de la ciudad de Santo Domingo en el km. 3 de la
via hacia el Recinto “El Poste”. Esta conformada por 20 manzanas y cerca de 208
viviendas cubriendo un area de aproximadamente de 82.000 m? (figura 9). Es una zona
peri-urbana que no dispone de los servicios basicos de agua potable ni alcantarillado,
tampoco cuenta con adoquinado ni pavimentacion en sus calles a excepcién de la via

al recinto “El poste” que atraviesa la zona longitudinalmente (figura 8).

Ubicacién de la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en la ciudad de Santo Domingo,

Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas; Ecuador

dl

=)

i

Figura 8: Ubicacion del area de muestreo en la ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas

Fuente: SATVEC-Dengue, 2014
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Las coordenadas obtenidas en los puntos limites del barrio son los siguientes:

o P1:-79.22578; -0.25875
o P2:-79.22351; -0.25923
e P3:-79.22591; -0.2619

o P4:-79.22422; -0.26228

Delimitacion geogréafica del &rea de estudio
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Figura 9: Delimitacion del &rea de muestreo

Fuente: SATVEC-Dengue, 2014

3.2 Captura de adultos de Aedes aegypti en campo y toma de datos
georeferenciales
La captura de Aedes aegypti en la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas, se
realizd siguiendo el protocolo de captura de adultos de Aedes aegypti del proyecto
“Sistema Nacional de Vigilancia y Alerta Temprana para el Control del Vector de
Dengue y Fiebre Amarilla” SATVEC- PIC-12-INH-002, SENESCYT Convenio
N°20120469. Las colectas en campo se realizaron durante la primera semana de cada
mes, entre enero a abril de 2014; donde las condiciones climaticas son propias de la
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estacion lluviosa, siendo un escenario Optimo para la aparicion de criaderos de

mosquitos.

Posterior al reconocimiento del lugar de muestreo y sus limites se tom6 como punto
de inicio a la vivienda ubicada frente a la escuela “César Augusto Guaman Cando”
ubicada en zona sur-oeste del &rea. En la primera visita, se recolectaron datos socio-
econdmicos de los habitantes del sector junto con las muestras de fases inmaduras de
culicidos en las viviendas como contempla el protocolo de salidas técnicas de muestreo
del proyecto SATVEC Dengue (SATVEC Dengue, 2013).

El procedimiento de captura se realizé durante las horas del dia entre las 8:00 y 17:00
horas, cuando el vector se encuentra en los lugares de descanso; posterior a una
presentacion explicativa a los habitantes de la vivienda visitada sobre las actividades
a realizarse y bajo consentimiento verbal de los propietarios, para que nos permita el
ingreso a la misma, se procedio con la codificacion de la vivienda que corresponde a
un codigo numeérico que fue asignado de manera ascendente, en funcion del orden de

visita.

La toma de datos geograficos de latitud y longitud se la realizé con un equipo de GPS
(Global Positioning System) de la marca “Magellan explorist 110”. Los parametros de
altitud y hora de captura fueron tomados con un equipo de monitoreo ambiental de la
marca “WindMate WM-350”. Todos estos datos obtenidos fueron ingresados en la
“Planilla de Captura de Adultos de Aedes aegypti” que se muestra en el anexo 2
(SATVEC Dengue, 2013).

Para la recoleccion de individuos adultos de Aedes aegypti se realiz6 una aspiracion
con la aplicacién del aspirador entomoldgico de mochila de la marca “Entomopraxis
G855” (figura 10) en el interior de las viviendas; en los dormitorios, bajo las camas,
detras de muebles, entre los toldos y principalmente entre la ropa. El tiempo de
aspiracion en cada vivienda fue entre 20 y 30 minutos. Posterior a la aspiracion de
insectos, es importante el mantenimiento de los individuos vivos en los colectores

hasta su siguiente tratamiento de conservacion.
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3.3 Identificacion morfoldgica, seleccion y almacenamiento de individuos en
campo

Debido a que la aspiracidn captura todo tipo de insectos presentes en el interior de las

viviendas, fue necesaria la identificacion y seleccién de los individuos de interés, es

decir las hembras de Aedes aegypti.

En el mismo orden de aspiracion de las viviendas, se expuso a los insectos a Acetato
de Etilo provocando su muerte, para esto se empled un algodon o papel absorbente
ubicandolo en la parte inferior del colector del aspirador que tiene una malla, evitando
que el solvente se volatilice fuera de ella.

Aspirador entomoldgico de mochila y colectores de la marca entomopraxis G855

Figura 10: Aspirador entomoldgico de mochila empleado en los muestreos.

Fuente: Coba J., 2014

Posteriormente se realizo la identificacion morfoldgica de los individuos de interés; el
Aedes aegypti es caracterizado principalmente por ser de color oscuro, con rayas
blanco-plateadas; en el térax y muestra un disefio en forma de lira en su parte dorsal;
tiene patas anilladas; presentan dimorfismo sexual, ya que los machos poseen antenas
sensoriales mas pilosas que las hembras como se muestra en la figura 11 (Almirén,
2009).

26




Morfologia de la hembra de Aedes aegypti

Figura 11: Rasgos principales para identificacion morfologica del Aedes aegypti macho y hembra.

Fuente: SATVEC-Dengue, 2014,

De los individuos encontrados se selecciond Unicamente las hembras que fueron
sumergidas individualmente en tubos epperdorf de 1,5 mL con 500 pL de reactivo
RNAlater® (AM7021) de Life Technologies.

Después de transcurrida la semana de recoleccion y manteniendo las muestras en el
campo, se llevé las mismas a congelacion en ultra-congeladores a una temperatura de

-80°C donde fueron conservados hasta su procesamiento.

Durante los muestreos realizados en el mes de enero de 2014, se mantuvo los
mosquitos en etanol al 70%, como lo recomienda Céaceres (2003); con las temperaturas

y condiciones citadas anteriormente.

3.4 Serotipificacion Molecular

3.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa con Transcripcion Inversa
Multiplex

La metodologia de serotipificacion molecular del virus del dengue mediante la

aplicacion de RT-PCR Multiplex en muestras de Aedes aegypti hembras capturadas en

campo, contempla cuatro etapas:

e Extraccion de RNA total
e Alineamiento de cebadores
e Programa de RT-PCR Multiplex

27




e Electroforesis

Previo al procesamiento de muestras obtenidas en campo, fue necesaria la
estandarizacion de cada proceso principalmente en la etapa de extraccion de material

genético y condiciones del programa de RT-PCR.

Los controles positivos empleados en los ensayos, corresponden a un sobrenadante de
cultivo celular en células C6/36 de Aedes albopictus infectados con cada serotipo del
virus del dengue, fueron proporcionados por el Centro de Investigacion Traslacional
(CIT) de la Universidad de las Américas de Quito (UDLA).

3.4.1.1 Estandarizacion
El proceso de estandarizacién de la metodologia molecular fue desarrollado en el
laboratorio de Biologia Molecular de Entomologia Médica y en el laboratorio de

Diagnostico e Investigacion Microbioldgica del INSPI-Quito.

3.4.1.1.1 Extraccion de RNA total
En primer lugar se realizé la estandarizacion del proceso de extraccion de RNA total
con el kit RNAqueous® Micro kit (AM1931) de Life Technologies; se siguieron los
parametros recomendados por el fabricante del kit para la recuperacion de RNA de
pequefios tamafios, entre ellos el RNA viral de interés. Las modificaciones que se
realizaron corresponden al aumento del volumen de la solucidn de lisis y del etanol
grado ACS a 125uL en lugar de 100uL en los primeros pasos del proceso de
extraccion; de igual manera es de gran importancia la conservacion del material
procesado en cadena de frio durante todo el proceso, incluyendo los pasos de
centrifugacion. El procedimiento de extraccion se detalla en el anexo 7: Extraccion de

RNA total a partir de individuos de Aedes aegypti

A la vez se realizo la extraccion de individuos adultos macho y hembra de Aedes
aegypti, eclosionados en el insectario del Instituto Nacional de Investigaciones en
Salud Publica, junto con una alicuota de 10uL de sobrenadante del cultivo celular en
células C6/36 de Aedes albopictus de cada uno de los serotipos del virus del dengue,
siguiendo la metodologia planteada por Harris y otros (1998). El empleo de individuos

machos y hembras en los controles tanto negativos como positivos de estos ensayos,
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ayudan a comprobar que no existen fragmentos de RNA en los individuos que generen
amplificaciones inespecificas o falsos positivos por union a los cebadores empleados.

Para superar problemas relacionados con la obstruccion de los filtros de extraccion con
estructuras de los mosquitos, se dejo reposar al mosquito en la solucion de lisis en frio
durante aproximadamente un minuto, tras lo cual se procedid a su trituracién con un
pistilo estéril con la ayuda de un homogeneizador Power Gen, lo que nos permite una
trituracion mas efectiva y mas rapida en la solucion de lisis, algo que no se lograba
mediante la trituracion manual; ademas bajo recomendaciones del fabricante del kit de
extraccion se procedid a agregar 50pL més de etanol 100% grado ACS en las columnas

obstruidas con estas estructuras (Life Technologies, 2010).

3.4.1.1.2 RT-PCR Multiplex
Posterior a la obtencion del material genético fue necesaria la estandarizacion del
programa empleado en el termociclador GenMate B960, para la amplificacion
mediante RT-PCR Multiplex de los cuatro serotipos del virus del dengue. Para esto
fue necesario comprobar la homologia de los cebadores utilizados con el genoma de
cada serotipo en estudio, empleando el software MEGA 6.0 junto con la pégina del
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Los cebadores usados en el
estudio fueron los descritos por Lanciotti y otros (1992) y por Harris y otros (1998)
(tabla 1), que estan dirigidos a la amplificacion gendmica de la regién C/prM, que
codifica para las proteinas estructurales de la capside y el precursor de membrana; este
fragmento esta flanqueado por una secuencia conservada entre todos los serotipos del
virus del Dengue (Organizacion Panamericana de la Salud, 2013, pag. 88). El cebador
D1 actia como forward para todos los serotipos, mientras que los cebadores TS1, TS2,

TS3 y DEN4 actlian de manera especifica (tabla 2).
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Tabla 1

Secuencias de los cebadores empleados en el estudio.

5’>-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-¥»
5’-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’
5’-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’
5’-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3
5-TGTTGTCTTAAACAAGAGAGGTC-3’

Cebadores D1, TS1, TS2 y TS3 empleados por Laciotti et al. 1992.

Notas:
Cebador DEN4 empleado por Harris et al, 1998.
Elaborado por: Coba J., 2014

Tabla 2

Tamafios de fragmento y cebadores empleados en la amplificacion.

D1+ TS1

D1+ TS2 119 pb
D1 + TS3 290 pb
D1 + DEN4 392 pb

Notas: Harris, et al., 1998; Lanciotti, et al., 1992

Elaborado por: Coba J., 2014
Las concentraciones de reactivo para la preparacion de la Mastermix empleada en la
PCR vy las condiciones de cada etapa de termociclado se detallan en la tabla 3 y tabla

4.

Tabla 3

Volumenes y concentraciones empleados por reaccién de mastermix

2X Reaction Mix X
MgSO4 12,5 uL 1,6 mM
dNTPs 200uM
Muestra de RNA 5uL
Primer Forward: D1 0,5 uL 10uM 0,2 uM
TS1 0,5 uL 0,2 uM
. TS2 0,5 uL 10uM 0,2 pM
Primers
Reverse TS3 0,5 uL 10uM 0,2 uM
DEN4 0,5 uL 10uM 0,2 uM
SuperScript 111 RT / 07 uL i?JO#aS“SfartsigL'rﬂt; 140U SuperScript;
Platinum Taq Mix T q uL 0,7U Taq Platinum
Hasta volumen
Agua final= 25pL

Notas: Life Technologies, 2011
Elaborado por: Coba J., 2014

30



Tabla 4
Programa de RT-PCR Multiplex

51 30 min
94 2 min
94 15 seg
55 30 seg
68 1 min
68 5 min

Notas: Life Technologies, 2011
Elaborado por: Coba J., 2014

Para la estandarizacion del programa de RT-PCR Multiplex one step, en primer lugar
se trabajo en la temperatura ideal de sintesis de cDNA que se determing a 50°C durante
30 minutos, para esto se realizaron ensayos en gradiente de temperatura en un
termociclador MasterCycler de la marca Eppendorf, entre los 45°C hasta los 60°C
durante 30 minutos que es el rango recomendado por el fabricante del kit (Life
Technologies, 2011).

Durante el proceso de estandarizacion del programa de RT-PCR se presentaron una
serie de problemas relacionados con la aparicion de fragmentos inespecificos
amplificados por lo que se trabajé con base en las recomendaciones del fabricante del
Kit SuperScript® I11 One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase
de Invitrogen, donde se sugieren modificaciones en la temperatura de annealing y en
la concentracién de sulfato de magnesio (MgSOas) en la reaccion, cuya funcion es la
de regular la actividad de la enzima polimerasa para obtener una cantidad adecuada de
copias del fragmento de interés. Sin embargo, con base en la informacién
proporcionada en el inserto del kit para RT-PCR, se lleg6 a la resolucién de no
modificar la concentracion de magnesio en la reaccion, puesto que el contenido de la

misma era el adecuado (Life Technologies, 2011).

Bajo estos analisis se decidié modificar la temperatura de annealing en los ciclos de
amplificacion por PCR, para esto se tom6 como referencia la menor temperatura del
rango indicado por el fabricante (55°C — 65°C) en un ensayo de RT-PCR en gradiente
de temperaturas en un termociclador MasterCycler Gradient de la marca Eppendorf;

empleando cada uno de los controles positivos de los serotipos del virus del dengue
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(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) en un mismo vial de reaccién, con la
finalidad de determinar las condiciones adecuadas para una RT-PCR Multiplex donde
se puedan apreciar las cuatro bandas de los productos con la mayor claridad; de esta
manera se definié a la temperatura de annealing en 55°C debido a que a mayores
temperaturas, la especificidad de los cebadores que amplifican el DENV-4 se veia

afectada y perdia definicion en la banda esperada.

3.4.1.1.3 Electroforesis
La migracion electroforética se la realiz6 en una camara de electroforesis horizontal
de la marca VWR y una fuente de poder de la marca CBS Scientific; se preparo el gel
de agarosa al 2% de la marca Invitrogen en buffer TAE 0,5X, tefiido con 60000
unidades de SYBRSafe. Se cargd 2uL del buffer de carga BlueJuice junto con 6L del
producto de RT-PCR. Las condiciones de electroforesis fueron determinadas en 80

voltios durante 100 minutos.

Las fotografias del gel fueron adquiridas en un fotodocumentador BioRad ChemiDoc

XRS, junto con el software QuantityOne.

3.5 Andlisis estadistico de resultados

La prevalencia y seroprevalencia aparente del virus del dengue en la Cooperativa de
Vivienda Provincias Unidas ubicada en la ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas,
se lo realizé empleando la ecuacién de prevalencia aparente (Salman, 2009, pag. 3),
(Jaramillo & Uriza, 2005, pag. 1853) y (Acufia, 2002, pag. 41).

b lenci ) individuos positivos a la prueba 100
evalencia aparente = *
revalencia aparetl N (total de individuos analizados)

Se determind la prevalencia aparente del virus del dengue, en el area de estudio durante
el periodo de enero a abril de 2014 y de cada uno de los meses independientemente y
la prevalencia aparente de cada uno de los serotipos del virus del dengue, encontrados

en el area de estudio.
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Con la aplicacion del software QGIS 2.6.1 se desarrollaron mapas indicando los puntos
geogréficos de las viviendas donde se evidencid la presencia del vector Aedes aegypti

y la presencia del virus del dengue.

Para relacionar la presencia del virus con la zona de colecta y el mes de captura se

realiz6 un ANOVA, utilizando el software Minitab.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Serotipificacion Molecular

4.1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa con Transcripcion Inversa
Multiplex
4.1.1.1 Estandarizacion
4.1.1.1.1 RT-PCR Multiplex

Como parte de los resultados obtenidos dentro de la metodologia de RT-PCR
Multiplex, se encuentra la evaluacion del nivel de especificidad de los cebadores
empleados en el estudio. Mediante un anélisis conjunto con el programa MEGA 6.0 y
el Primer Blast del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (anexo 3:
Manual de procedimiento para el alineamiento de los cebadores D1, TS1, TS2, TS3y
DEN4, con los genomas de los cuatro serotipos del virus del dengue.) se demostro la
alta homologia de los cebadores con los genomas de los cuatro serotipos del virus del
dengue, junto con la no-homologia a otras regiones de los genomas; como lo plantean
Harris y otros (1998) y Lanciotti y otros (1992).

En relacion al programa de RT-PCR, se determinaron las condiciones adecuadas para
los pasos de sintesis de cDNA e hibridacion. En el primer caso, se determiné un ciclo
de 30 minutos a 51°C; posteriormente la temperatura de hibridacién (annealing) del
programa de RT-PCR fue determinado a 55°C, debido a que un incremento de la
misma produce la pérdida de nitidez de la banda correspondiente al serotipo DENV-4
como se muestra en la figura 12. De igual manera se trabajé en la concentracion de los
cebadores en la reaccion para disminuir los dimeros de primers; en las muestras
procesadas no se evidencio un cambio significativo, ya que su presencia persistio hasta

en las concentraciones mas bajas evaluadas.
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Ensayo de RT-PCR multiplex en gradiente de temperatura

Ladder 55¢C 55,7°C 57,82C 60,52C 63.12C 65,52C
100bp

DENV-1
DENV-4
DENV-3

DENV-2

Figura 12: Gel de agarosa al 2%, ensayo de RT-PCR multiplex en gradiente de temperatura de
annealing para controles positivos del virus del dengue

Elaborado por: Coba J., 2014

Como resultado de la aplicacion de los protocolos estandarizados y el programa de
RT-PCR con los controles positivos de cada serotipo del virus del dengue, se logro
obtener las bandas de cada serotipo con el tamafio de fragmento descrito en la literatura
(Lanciotti, Calisher, Gubler, Chang, & Vorndam, 1992, pag. 546) (Harris, y otros,

1998, pag. 2635) y analizado mediante el alineamiento de secuencias (figura 13).
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Gel de agarosa con los cuatro serotipos del virus del dengue

Ladder

100ph

B!

482pb

290ph
Con——

119ph

Figura 13: Gel de agarosa en 2%. Producto de estandarizacién de protocolo de RT-PCR multiplex con
controles positivos de los cuatro serotipos del virus del dengue

Elaborado por: Coba J., 2014

4.1.1.1.2 Serotipificacion del virus del dengue en Aedes

aegypti

Se procesaron 49 individuos hembras de Aedes aegypti colectados durante los meses
de enero a abril del 2014 (tabla 5).

Tabla5s

Resumen de resultados por mes de captura de Aedes aegypti

Enero 11 3 DENV-2
Febrero 24 7 DENV-2

Marzo 5 2 DENV-1; DENV-3

Abril 9 0 -

Total 49 12

Elaborado por: Coba J., 2014
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En el mes de enero de 2014 se pudieron colectar 11 individuos, de los cuales 3 fueron
positivos para el serotipo DENV-2. Es posible observar también una banda

indeterminada en la muestra E20-1 (figura 14).

Muestras mes de enero de 2014

Figura 14: Gel de agarosa al 2% con los controles positivos de los cuatro serotipos del virus del
dengue, muestras correspondientes al mes de enero y control negativo

Elaborado por: Coba J., 2014

En el mes de febrero de 2014, se colectaron la mayor cantidad de individuos hembra
del mosquito vector, siendo también el mes donde se encontré la mayor cantidad de
mosquitos infectados con el virus presentando Gnicamente el serotipo DENV-2. Como
producto del andlisis de la imagen, se puede determinar la presencia del serotipo
DENV-2 en siete muestras (F1-2, F30-2, F30-4, F33-1, F37-1, F38-1 y F40-1), junto

con la presencia de una nueva banda indeterminada en la muestra F1-1 (figura 15).
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Muestras mes de febrero de 2014
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Figura 15: Geles de agarosa al 2% con los controles positivos de los cuatro serotipos del virus del
dengue, muestras correspondientes al mes de febrero y controles negativos.

Elaborado por: Coba J., 2014

En el mes de marzo de 2014 se evidenciaron dos serotipos diferentes (DENV-1 y
DENV-3) en los mosquitos capturados, siendo también el mes donde existe una mayor
proporcion de individuos infectados con relacion al nimero de mosquitos capturados
(tabla 5).

De las 5 muestras obtenidas, 2 individuos fueron positivos a la presencia del virus; la
muestra M5-1 al serotipo DENV-3 y la muestra M34-1 al serotipo DENV-1. En la
muestra M3-1 se pudo observar una banda bien definida pero indeterminada (figura
16).
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Muestras mes de marzo de 2014

fOENV-1
Control
Negativo

Figura 16: Gel agarosa al 2% con los controles positivos, muestras del mes de marzo de 2014 y
control negativo

Elaborado por: Coba J., 2014

Durante el muestreo del mes de abril se obtuvieron 9 individuos Aedes aegypti
hembras, los individuos analizados no fueron positivos a los serotipo del virus del

dengue (figura 17).

Muestras mes de abril de 2014

Figura 17: Gel agarosa al 2% con los controles positivos, muestras del mes de abril de 2014 y control
negativo

Elaborado por: Coba J., 2014
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4.2 Anélisis estadistico de resultados

4.2.1 Prevalencia del virus del dengue en el area de estudio
La prevalencia calculada, nos indica que durante el mes de marzo de 2014, el virus del
dengue presente en la poblacion de Aedes aegypti capturados en la Cooperativa de
Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de los Tsachilas, presenta la
prevalencia mas alta en relacion con otros meses; se debe resaltar que durante este mes
de muestreo Unicamente se capturaron cinco hembras de las cuales dos resultaron

positivas a la presencia del virus.

Por otra parte la prevalencia del virus durante el mes de febrero de 2014 corresponde
al segundo valor més alto, siendo el tamafio de individuos analizados mucho mayor al

del mes de marzo lo que representaria una mayor confiabilidad de este dato (tabla 6).

Tabla 6

Prevalencia del virus del dengue en el periodo de enero a abril de 2014

Prevalencia aparente Prevalencia Prevalencia Prevalencia Prevalencia
enero-abril 2014 aparente enero  aparente febrero aparente marzo aparente abril
24.49% 27.27% 29.17% 40.00% 0.00%

Elaborado por: Coba J., 2014

El analisis de la Seroprevalencia aparente del virus del dengue en el area de estudio,
cuyos datos se exponen en la tabla 7 y en la tabla 8, nos indica que el serotipo DENV-
2 esta presente en la mayor cantidad de individuos analizados y a su vez tiene el mayor
valor de prevalencia que los otros dos serotipos encontrados en la poblacion de Aedes
aegypti colectados en el area de estudio; esto en parte concuerda con investigaciones
realizadas por Valdés y otros (1999), en Santiago de Cuba, donde determina que el
serotipo DENV-2 tiene una mayor prevalencia en los casos de dengue reportados en

personas y que a su vez se lo ha relacionado con casos de dengue grave.
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Tabla 7

Total de individuos positivos a cada serotipo del virus del dengue durante los meses de enero a
abril de 2014

Elaborado por: Coba J., 2014

Tabla 8

Seroprevalencia del virus del dengue del virus del dengue durante los meses de enero a abril de
2014

2.04% 20.41% 2.04%
Elaborado por: Coba J., 2014

4.2.2 Distribucion geoespacial de Aedes aegypti y el virus del dengue en
el area de estudio
A partir de la informacion obtenida durante los muestreos de campo, se relacioné el
numero total de viviendas donde se evidencid presencia del mosquito vector y el
numero de viviendas donde se encontro el vector infectado, los detalles se incluyen en
la tabla 9.

Tabla 9

Resumen de resultados de los muestreos realizados en el area de estudio.

40 14 3 11 3
42 19 6 24 7
35 2 2
37 0 0
154 47 11 49 12

Elaborado por: Coba J., 2014
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Podemos observar en la tabla 10, que durante el mes de febrero existe la més alta
proporcion de viviendas positivas, tanto a la presencia del mosquito vector como del
virus del dengue; durante el periodo de muestreo comprendido entre enero a abril del
2014, se tiene que el 29,83% de las viviendas visitadas, resultaron positivas a la
presencia del vector, de las cuales el 19,5% mostraron presencia del virus, siendo este
valor correspondiente al 6,88% del total de viviendas visitadas.

Tabla 10

Porcentajes obtenidos a partir de los analisis de resultados con base en el nimero de viviendas

Elaborado por: Coba J., 2014

En la figura 18, se muestran los resultados en funcién del numero de hembras
capturadas y analizadas en laboratorio. Es posible observar que durante el mes de
marzo se tiene el valor de proporcion mas alto de individuos hembra de Aedes aegypti
infectados con el virus del dengue, seguido por el mes de febrero y el mes de enero.
Cabe resaltar que el nimero de individuos capturados y analizados durante el mes de

marzo fue mucho menor a los de los meses anteriores.
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Individuos Positivos a DENV por mes

Abril
0%

Febrero
30%

HEnero HFebrero mMarzo u Abril

Figura 18: Porcentajes de individuos positivos a la presencia del virus del dengue por mes.

Elaborado por: Coba J, 2014

Los mapas desarrollados con el software QGIS 2.6.1, nos permiten determinar la
dispersion geografica tanto del mosquito vector del dengue como también del virus
que lo produce. A partir de los datos georeferenciales colectados durante la etapa de
muestreo en campo, se lograron plasmar las viviendas con presencia del mosquito

vector (figura 19) y del virus del dengue (figura 20).
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Mapa de presencia de Aedes aegypti

697400 697500 697600 697700 697800
3 3
g N 3
& &
(=] (=]
- A
al L |
- o [ ]
g = ® g
i i —
g m g
[ [
e RUTAEL o
. - .\_.--n-
.
=] L 7 | Ca =]
~ L Ly r~
S u 5
-~
n
O
2 - - - g
= LEYENDA o
& = &
o u & [ PRESENCIA o
.. s .' B Enero
B Febrero
[0 Marzo
= B Abril =3
= === CUERPOS DE AGUA =
X “ss VIA DE SEGUNDO ORDEN | |&
AREA DE ESTUDIO
50 0 50 100 m
N ..
697400 697500 697600 657700 697800

Figura 19: Mapa del area de muestreo con los puntos de las viviendas que muestran presencia de
Aedes aegypti

Elaborado por: SATVEC-Dengue, 2014

Con base en el mapa (figura 19) se pueden observar dos puntos principales que
muestran mayor hacinamiento de la poblacion del mosquito vector durante el periodo
de muestreo; la primera y mas abundante se ubica en la parte nor-oeste del mapa
mientras que la segunda, con menor abundancia, se encuentra en la parte sur-oeste.
Aungue existan estos puntos de agrupacion de la poblacion del vector, es posible
apreciar la amplia dispersién del mosquito en el area de estudio y cabe resaltar su

presencia en un mismo punto o0 puntos muy cercanos hasta por tres meses seguidos.

En el mapa expuesto en la figura 20 se muestran los puntos geograficos de las
viviendas donde los analisis mediante RT-PCR arrojaron resultados positivos de la

presencia del virus del dengue en los mosquitos vectores capturados en el interior. Es
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posible apreciar la gran dispersion del virus y principalmente la ausencia del virus en

un mismo lugar en el &rea durante el periodo de estudio.

Mapa de presencia del virus del dengue
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697400 697500 697600 697700 697800

9971400
=
9971400

9971300
9971300

9971200

9971200
O
]
2

LEYENDA

=] PRESENCIA
o o B Enero
W Febrero
[ Marzo
== CUERPOS DE AGUA
#s% VIA DE SEGUNDO ORDEN
AREA DE ESTUDIO

9971100
9971100

9971000
9971000

50 0
N .
697400 697500 697600 697700 697800

Figura 20: Mapa del area de muestreo con los puntos de las viviendas que muestran presencia del
virus del dengue en el vector

Elaborado por: SATVEC-Dengue, 2014

Los mapas individuales que presentan los puntos geograficos de presencia del vector

y del virus en la zona de estudio, se muestran en los anexos 5 y 6.

45




4.2.3 Analisis estadistico
Los datos obtenidos mediante el analisis de ANOVA nos indican que no existe una
relacién entre la presencia del virus del Dengue y el area de colecta, obteniendo valores
de p-value= 0.114 y o= 0,05. La relacion entre el mes de captura y la presencia del
virus nos arroja un valor de p-value= 0.08 con un a= 0,05 (anexo 8: Resultados del
andlisis de ANOVA en el software Minitab y anexo 9: Tabla de individuos analizados
por area de colecta), indicando que no existe relacion entre las dos variables. Este
analisis puede verse influenciado por el esfuerzo de muestreo realizado en cada mes
independientemente; y con el nimero de muestras colectadas y analizadas lo que

significaria una baja confiabilidad del analisis y su interpretacion.
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4.3 Discusion

El presente estudio estuvo marcado por dos ambientes de analisis bien diferenciados;
el primero siendo parte de la base del estudio, corresponde a la fase de trabajo de
campo que fue realizado en la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas ubicado en
la ciudad de Santo Domingo en la provincia de Santo Domingo de los Ts&chilas en el
Ecuador. Durante el periodo de muestreo cabe destacar que no se reportaron casos de
dengue en la zona, por lo que en principio supondria la ausencia del virus del dengue
en los individuos capturados. Adicionalmente, se logré observar que la mayoria de
individuos capturados por aspiracion en el interior de las viviendas correspondian al
género Culex y una pequefa cantidad a la especie de interés Aedes aegypti. Esto
concuerda con los estudios realizados por Guedes y otros (2010), al reportar una
abundacia superior de Culex quinquefasciatus sobre Aedes aegypti y Aedes albopictus,
siendo este Ultimo una especie no encontrada en la zona de muestreo y no reportada
hasta el momento en el territorio ecuatoriano. Es de considerar también que en esta
etapa de la investigacion se pudo evidenciar que la mayor cantidad de mosquitos
capturados se dieron entre las 16h00 y 18h00, esto debido a que el biorritmo de
picadura del mosquito presenta uno de sus picos de maxima actividad antes de la
puesta del sol (Thiridn, 2003, péags. 31-32). Dentro de la metodologia de muestreo
empleada cabe resaltar la importancia de la conservacion del tejido del individuo
fresco en el reactivo RNAlater y en frio a 4°C durante el tiempo de permanencia en
campo (cinco dias) después de los cuales deben ser congelados a -80°C para asegurar
la calidad del material genético para procesos posteriores y evitar la degradacion del
RNA del virus del dengue que puede estar presente en las muestras colectadas. Como
se menciono en el capitulo 3 correspondiente a la metodologia, las muestras obtenidas
en campo en el mes de enero fueron conservadas en etanol al 70% bajo las condiciones
ya mencionadas con base en los experimentos desarrollados por Caceres, 2003. Sin
embargo, como se puede observar en la figura 14, existe una gran cantidad de muestras
que han sufrido degradacion, esto evidenciado por la marca de “barrido” en la

migracién mediante electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR.

Como un segundo ambiente de desarrollo del presente estudio, tenemos la fase de
laboratorio que fue realizada en el laboratorio de Biologia Molecular de Vectores y en
el laboratorio de Diagnostico e Investigacion Microbioldgica, ambos del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) de la ciudad de Quito. La
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metodologia de estudios de RNA mediante la aplicacion de la reaccion en cadena de
la polimerasa con transcripcion inversa, ha sido empleada en una gran cantidad de
publicaciones con resultados satisfactorios gracias a su sensibilidad, eficiencia 'y en la
mayoria de los casos, por su rapidez para la obtencidn de resultados. Sin embargo es
importante considerar ciertos aspectos principalmente en los procesos de
estandarizacion de los programas de RT-PCR y del proceso de extraccion del material
genético para realizar los analisis del virus del dengue a nivel de individuo; de igual
manera es relevante considerar la disponibilidad de equipos, reactivos, recursos e

instalaciones para el fin.

La mayoria de las publicaciones disponibles referentes al estudio de los serotipos
virales del dengue presentes en las poblaciones del vector Aedes aegypti, los cuales
han sido empleados como base para la realizacion de este estudio, se han centrado en
el procesamiento de las muestras agrupandolos en pools de varios individuos (Céaceres,
2003, pag. 157) (De la Mora, Jiménez, & Trevifio, 2010, pag. 128) (Harris, y otros,
1998, pag. 2634) (Liotta, Cabenne, & Tonon, 2000, pag. 49) (Urdaneta, y otros, 2005,
pag. 178), para la extracciéon del RNA, sin embargo Urdaneta y otros (2005), plantean
la metodologia de extraccién de RNA a partir de individuos siguiendo las mismas
condiciones empleadas en los pools. Actualmente, se pueden encontrar en el mercado
una gran variedad de kits comerciales para la extraccion de RNA total y RNA viral,
mismos que presentan muchas ventajas en comparacion con los métodos de extraccion
“manuales” que resultan mas econémicos pero que representan una mayor inversion
de tiempo tanto en la estandarizacion de la metodologia como en la calidad del extracto
de material genético obtenido; pero cuyo desempefio, reproductibilidad y aplicabilidad

al estudio de nuestro interés no resulta adecuado o no ha sido comprobado.

Tal es el caso del kit RNAqueous® Micro kit (AM1931) de la marca Ambion de Life
Technologies aplicado en el presente estudio, que esta disefiado para la obtencién de
material genético a partir de tejidos de pequefio tamafio que segun lo indicado por el
fabricante del kit, tiene eficiencia con tejidos con un peso menor o igual a 10
miligramos (Life Technologies, 2010), lo que resultaria ideal para el estudio del virus
en un mosquito cuyo peso oscila entre 0,5 a 2,8 miligramos (Urdaneta, y otros, 2005,
pag. 178). Es importante considerar también que resultdé necesario efectuar algunas
modificaciones a lo establecido por el Kit; principalmente el mantenimiento de las

muestras en frio durante todo el proceso de extraccion y la aplicacion de volimenes
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mayores a lo recomendado tanto el paso de lisis, como en los lavados y en la elucion
final para la purificacion del material genético; esto con la finalidad de obtener la
mayor cantidad posible de RNA total y principalmente para conservar sin alteraciones
el RNA del virus del dengue que representaria una pequefia parte del RNA total

obtenido.

Se logro identificar tres serotipos del virus del dengue en el area: DENV-1, DENV-2
y DENV-3; siendo el méas prevalente el serotipo DENV-2. Segun informacion
presentada en el Boletin Epidemiolégico N°39 de la situacion de dengue en el Ecuador
2013, se ha reportado Unicamente el serotipo DENV-2 en pacientes de la provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas (Ministerio de Salud Publica, 2013). Es importante
considerar que se tuvieron que modificar en algunos casos, los tiempos de exposicidn
de la cAmara del fotodocumentador y las gamas de color para poder apreciar las bandas
obtenidas con mayor claridad; esto es debido a la baja concentracion de particulas
virales en un mosquito y en consecuencia a la baja concentracion de RNA viral en los
extractos. La presencia de dimeros de primers y marcas de corrida en los geles
producto, fueron un problema para apreciar las bandas positivas; pese a que se
realizaron modificaciones en la concentracién de los cebadores, la imagen revelada de
los geles no presentaron gran diferencia, por lo que la concentracidn de los primers no
es la causa para la aparicion de estas marcas, sino el disefio de la secuencia de los

primers y su hibridacion en si mismos en el programa de amplificacion.

La eficiencia de una reaccién de RT-PCR puede estar determinada por la presencia de
estructuras y a la concentracién de RNA presente en la muestra, ya que un exceso de
RNA puede inhibir la reaccién mientras que una baja concentracion resulta en una
pobre resolucién y apreciacion de la banda en el gel de agarosa; en este punto resulta
complicado determinar la concentracion de RNA viral presente en un extracto de RNA
total que fue lo que se empled en este estudio. Hay que considerar que en metodologias
manuales tanto de extraccion de RNA como de RT-PCR, se ha evidenciado la
presencia de inhibidores en los mosquitos que actdan con la enzima y afectan a la
reaccion de RT-PCR (Chungue, Roche, Lefevre, Barbazan, & Chanteau, 1993).

Resulta interesante observar en las muestras E20-1, F1-1 y M3-1, una banda de un
tamariio intermedio entre los serotipos DENV-2 y DENV-3; los analisis de esta banda

después de haber comprobado la homologia de los cebadores empleados a la region de
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interés en el genoma y la no-homologia a otras regiones, dan lugar a la formulacion de
dos hipdtesis: una de ellas explicaria una insercion o delecion en el fragmento al que
se unen los cebadores, produciendo copias de mayor peso que el DENV-2 0 a su vez
de menor peso que el DENV-3. La otra hipotesis manifiesta la posibilidad de un nuevo
serotipo del virus del dengue, posiblemente el DENV-5 de reciente descubrimiento
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2010).

Autores como Kow Chung & Yin Pang (2002); De la Mora, Jiménez, & Trevifio
(2010); Chow y otros (1998); y Urdaneta y otros (2005), han realizado estudios
similares principalmente analizando los serotipos virales en pools de mosquitos,
siendo Urdaneta y otros (2005), quién realizé estudios con individuos ademas de pools.
Sus reportes de porcentaje de presencia del virus del dengue han sido muy variados
siendo: 6,91%, 14%, 43,5% y 14% respectivamente; siendo en el caso del presente
estudio un porcentaje de 24,48% de individuos positivos. Se debe considerar que los
autores antes citados realizaron muestreos durante varios afos, teniendo a su
disposicion un gran nimero de muestras, que en comparacion con las 49 muestras
obtenidas durante los meses de enero a abril de 2014 en el area de estudio, no
corresponden a una muestra significativa de la poblacién del vector Aedes aegypti, que
represente su comportamiento. Sin embargo es de resaltar el desarrollo de la
metodologia de analisis, que puede ser aplicable a estudios de diversas enfermedades

trasmitidas por vectores artropodos a nivel de individuo con buenos resultados.

De los resultados obtenidos a partir de los ensayos se puede determinar que el serotipo
viral mas prevalente en el area de estudio, es el serotipo DENV-2; aunque se evidencid
la presencia de los serotipos DENV-1 y DENV-3. Estos analisis nos llevan a la
aceptacion de la hipdtesis de la investigacion que plantea la presencia de mas de un
serotipo viral circulante en la poblacion de insectos vectores en la zona. A partir de los
mapas obtenidos mediante el software QGIS 2.6.1, se puede observar gque tanto el
vector Aedes aegypti como el virus del dengue, presentaron una amplia distribucion
en el area de estudio, resaltando la presencia, hasta por tres meses seguidos del vector
en dos puntos principales al noroeste y suroeste del mapa. Por otra parte, se pudo
evidenciar que la presencia del virus del dengue no fue documentada mas de una vez

en un mismo lugar, por el contrario presentd una amplia distribucién por el area.
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El andlisis de los datos mediante una prueba de ANOVA demostré que no existe
relacion entre la presencia del virus del dengue con la zona de colecta ni el mes de
captura; el namero de individuos analizados puede ser la principal causa para no poder
establecer con certeza una relacion de la presencia del virus con cualquiera de las dos

variables independientemente.
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CONCLUSIONES
En la fase de trabajo de campo durante la aspiracion de individuos adultos en el interior
de las viviendas, se pudo observar la presencia de individuos del género Culex en

mayor abundancia que los de la especie Aedes aegypti.

La aplicacion del reactivo RNAlater Tissue Collection: RNA Stabilization Solution,
demuestra un comportamiento eficiente en el mantenimiento y conservacion del RNA

de los tejidos conservados en campo y posteriormente en laboratorio.

La aplicacion del kit de extraccion de RNA total RNAqueous-Micro kit Micro Scale
RNA Isolation Kit nos da como resultado un RNA total de buena calidad y adecuada

concentracion para la realizacion de ensayos por RT-PCR de los individuos en estudio.

El kit SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA
Polymerase, resulta una eleccion satisfactoria al momento de realizar ensayos
mediante RT-PCR, ya que nos permite la ejecucion de los procesos de transcripcion
inversa y amplificacion del cDNA sintetizado a partir de RNA, en un mismo vial de

reaccion y en un solo programa en el termociclador.

En base al ensayo realizado en la estandarizacion del programa de RT-PCR, se logro
concluir que a mayores temperaturas de annealing, el serotipo DENV-4 pierde
definicion.

El tiempo empleado en la migracion electroforética en gel de agarosa de los productos
de RT-PCR al voltaje empleado en el presente estudio, varia en funcion del tamafio
del gel; puesto que un gel pequefio de un volumen de 50mL., corre por un tiempo de
una hora mientras que un gel de 200mL. de volumen, necesita aproximadamente dos

horas para completar la migracion.

El serotipo DENV-2 fue el que presentdé una mayor prevalencia en la poblacion de
mosquitos vectores Aedes aegypti en el area de estudio. Esto concuerda con los
informes de casos de dengue en la ciudad de Santo Domingo de los Tséchilas, donde
se ha reportado unicamente la presencia de este serotipo, presentando para el afio 2013
su presencia en 10 de las 15 provincias donde se han generado reportes, seguido por

el DENV-1 que estuvo presente en 5 de las 15 provincias.

Se pudo observar a partir de la informacién obtenida en el muestreo en campo, que la

poblacién de Aedes aegypti en el area de estudio tuvo una disminucion significativa;
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esto debido a que se realizan controles de criaderos de fases inmaduras de culicidos en

cada visita técnica a la zona.

A partir de los analisis de los mapas se determinaron dos puntos de mayor
hacinamiento de la poblacion de Aedes aegypti en el &rea de estudio, uno al nor-oeste
y otro al sur-oeste mostrando su presencia hasta por tres meses seguidos. ElI mes de
mayor abundancia del vector corresponde al mes de febrero de 2014, coincidiendo con
el mayor numero de individuos hembras del mosquito infectados con el virus del

dengue.

El andlisis estadistico de ANOVA demostro que no existe una relacion significativa
entre la presencia del virus del dengue con el area de colecta y el mes de captura en
los individuos analizados. Posiblemente el tamafio de muestra empleado en el presente
estudio sea la causa por la cual no se pueda definir con un adecuado nivel de certeza,

la significancia de este analisis.
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RECOMENDACIONES
Empleo de kits comerciales de extraccion exclusivos para obtencion de RNA viral a

partir de muestras de tejidos para el estudio en cuestion.

Realizar un ensayo para la determinacion del nivel de sensibilidad del programa de
RT-PCR empleando los controles positivos de cada serotipo viral, con una
concentracion conocida de unidades formadoras de placas (PFU) por microlitro de

control para obtener resultados mas informativos.

Aplicacion de técnicas moleculares mas objetivas como la Real Time RT-PCR para la
obtencion de resultados cuantitativos que nos permita determinar conclusiones mas

precisas a partir de los datos obtenidos.

Emplear un mayor numero de muestras para el analisis, para poder determinar con
mayor certeza el grado de relacion entre la presencia del virus del dengue con la zona

de colecta y mes de captura.
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SIGLAS Y ACRONIMOS
RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcién Inversa.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPS/PAHO: Organizaciéon Panamericana de la Salud / Panamerican Health
Organization.

CDC: Center for Disease Control and Prevention.

TDR: Programa Especial para Investigacion y Capacitacion en Enfermedades

Tropicales
INSPI: Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica del Ecuador

SNEM: Servicio Nacional de Erradicacion de la Malaria / Servicio Nacional de

Control de Enfermedades Transmitidas por Vectores Artropodos.

MSP: Ministerio de Salud Publica del Ecuador

DENV: Virus del dengue.

prM: Proteina precursora de membrana (en la estructura del virus del dengue).
M: Proteina de Membrana (en la estructura del virus del dengue).

E: Proteina de la envoltura (en la estructura del virus del dengue).

SENESCYT: Secretaria Nacional de Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e

Innovacion del Ecuador.

SATVEC: Sistema de Alerta Temprana para el Control de Vectores.
DIGESA: Division de Vigilancia de Artropodos y Roedores de Per(
SENEPA: Servicio Nacional de Erradicacion del Paludismo de Paraguay
FD: Fiebre por dengue.

FHD: Fiebre Hemorragica por dengue.

SCD: Sindrome de Choque por dengue.

DENCO: Dengue Control.
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RNA: Acido Ribonucleico.

DNA: Acido Desoxirribonucleico.

MRNA: RNA mensajero.
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GLOSARIO

Criadero: Lugar donde se desarrollan las fases inmaduras de mosquitos.

Arbovirus: Conjunto de virus que son transmitidos por artrépodos (Arthropod borne

viruses)
Endémico: Propio y exclusivo de determinadas localidades o regiones.

Epidemia: Enfermedad que se propaga durante algin tiempo por un pais, acometiendo

simultaneamente a gran nimero de personas.
Vector: Ser vivo que puede transmitir o propagar una enfermedad.

Pandemia: Enfermedad epidémica que se extiende a muchos paises o que ataca a casi

todos los individuos de una localidad o region.

Mortalidad: Tasa de muertes producidas en una poblacion durante un tiempo dado,

en general o por una causa determinada.
Morbilidad: Proporcion de personas que enferman en un sitio y tiempo determinado.
Petequias: Mancha pequefia en la piel, debida a efusién interna de sangre.

Hematocrito: Aparato centrifugador que separa las células sanguineas del plasma para

averiguar su proporcion relativa y para realizar otros analisis.

Virion: Unidad estructural de los virus.

Proteasa: Enzima que rompe los enlaces de las proteinas.

Hidrofobico: Sustancia que no tiene afinidad con el agua.

RNA polimerasa: Enzima capaz de transcribir o replicar RNA.

DNA polimerasa: Enzima capaz de transcribir o replicar DNA.

RNAsas: Enzima que descompone el ARN.

Dnasas: Enzima que descompone el ADN.

Convoluta: Retorcido, arrollado, con una parte sobre otra en forma de rollo.

Traduccion: Cambio de la informacion contenida en la secuencia de los cuatro
nucleotidos del ARNm por la debida al ordenamiento de los 20 aminoéacidos en la

estructura de las cadenas polipeptidicas. Cada aminoacido se une a una pequefia
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molécula especifica de ARN que sirve para su identificacion, denominado ARN de
transferencia. Esta molécula transfiere los aminodacidos libres de la solucién al punto
de formacion de las cadenas polipeptidicas cuando esta indicado por las instrucciones
contenidas en la molécula de ARN mensajero. El proceso tiene lugar en la interaccién
de los codones del ARNm con la regién del anticodon de los aminoacil-ARNt. Se
distinguen en ella las etapas de iniciacion, elongacion y terminacion en la que

participan diferentes factores proteicos.

Transduccion: es un proceso mediante el cual el ADN es transferido desde una
bacteria a otra mediante la accion de un virus. También se utiliza para designar al
proceso mediante el cual ADN exdgeno es introducido en una célula mediante un
vector viral. Esta es una herramienta que usualmente utilizan los biélogos moleculares
para introducir en forma controlada un gen extrafio en el genoma de una célula

receptora.
Heterodimero: Proteina compuesta por dos subunidades diferentes.

Transcripcion Inversa: proceso empleado en biologia molecular para generar una

cadena de DNA de doble cadena a partir de RNA de cadena sencilla.

Primer o cebador: es una secuencia de &cido nucleico que sirve como punto de partida

para la replicacion de DNA.

Serotipo: Categoria en la que se clasifican los microbios o los virus segin su reaccion

en presencia de suero que contiene anticuerpos especificos.

Virus de ARN monocatenario positivo: virus que tiene &cido ribonucleico de cadena
sencilla de sentido positivo como material genético y no se replica usando DNA
intermedio por lo que pueden ser traducidos inmediatamente por la célula huésped. Su
replicacion se da en el citoplasma y no es tan dependiente del ciclo celular como los
virus de DNA.

Flaviviridae: familia de virus que se propagan principalmente por vectores artropodos
(especialmente garrapatas y mosquitos). Incluye los géneros Flavivirus (Virus de la
fiebre amarilla, Virus del Nilo Occidental y el Virus del dengue); Género Hepacivirus
(Virus de la hepatitis C); Género Pestivirus (Virus de la diarrea bovina Virus de la

peste porcina).
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ANEXOS
Anexo 1: Estado de la Erradicacion del Aedes aegypti en las Américas, OMS 1958

RESOLUCION XXXV CSP15.R35ES

ESTADO DE LA ERRADICACION DEL ABDES ANGYPTI EN LAS AMERICAS

La XV Conferencia Sanitaria Panamericana,

Tenlendo en cuenta cue los informes scbre el estade de la erradi-~
cacidn del ABdes aegypti correspondientes a Belice, Bolivia, Brasil,
Ecuador, Guayana Francesa, Nicaragua, Panami, Paraguay, Pertd, Uruguay v
Zona del Cansal, presentados en esta Conferencia, segin los cusles dichos

pafses y territorios se declaran libres de Afdes aegypti, después de

haberse cumplido satisfactoriamente las normas en oue se basan los

criterios establecidos por la Oficina Sanitaria Panamericana a este fin,
RESUELVE:

Aceptar los informes presentados en los gue se declara gue Belice,
Bolivia, Brasil, Ecuador, Guayana Francesa, Nicaragua, Panami, Paraguay,

Perd, Uruguay y Zona del Canal, han cuedado libres de Aedes asgypti ¥

hacer un llamamiento a los demds paises y territorios, todavia infestados,
a fin de cue intensifiguen sus actividades anti~aegypti en los términos
de la resolucidn aprobada en la XI Conferencia Sanitaria Panamericana

de Rio de Janeiro.

(Aprobada en la décimotercera
sesidn plenaria, celebrads el
2 de cctubre de 1958)
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Anexo 2: Planilla de coleccion de individuos adultos en campo. Proyecto
SATVEC

HETITUTD HACIONAL DE BMVEETISACION EN TALUD POBLICA "IN 3P
PROYECTD ™3icinma Naclonal des Wigilanods ¥ Alsria Temprans para &l Conirol de loc Veoborse da
Dangus, Malaria v Lelchmanlacic™

FORMATO 052 REGISTRO DE COLECCION DE ADULTOS EN CAMPO

codigo de sybcircuito: codigo de coleccion:
T | 1 gy /
COo0. FROV [ CIUDAD / CIRCUTOS SUBCIRCUITD | NORILESTRA fravincin  fCEnton JLacziicsd
FECHA DE COLECTA: | HORA DE COLECTA:
COLECTORES:
AMBIENTE GENERADO DOMINANTE: [ JURBAND [ JRURAL [ ]oTROD
INFORMACION GEOGRAFICA INFORMACION CLIMATICA
Codige equipe GPS: Aumedad TempErmturs Viento Huies Lluria
Coordenadas GFS: Relativs %) [*€l
Lanzod (1) Latitud V] E':‘"“j, ':‘"":j_ H '::“::,
=din edic =dio
[ =i [ Eeie 0O eeie
Altura fmsnm] [ ausent= [] ausents [] Awsent
METODO DE COLECTA
CoC TRAMPA ASFIRADCTR CEBD
wuz Mormisl “um
[ weww [ =5 centips [ stacnis [] =umene
i Amimal
O oz I:l Shannan D'-.'lanu-:l D
[] winto(uue/caz) Eual:
UBICACION DE LA COLECCIOM
DENTRD DE L& VIVIENDA AL BIRE LIERE DISTAMCIG HABITADA CASL
MUAE CERCAMA
I:l Darmatono D Pabo
I:l Zala D-’.’ria:lero- de snirmisles D menas o= 10 Fistros
[] =exina Cultivas
[ Comedar [] #esqus |:| 13-200 mztras
O Zmfa |:| mas de 100 metros
Otra: Otra:
VEGETACION ALEDAMA
(100m a la redonda)
[ Basgue Frimario
[0 Basgue Secundario
O rastizales
D Arbustas
[] Minguna
OBSERVACIONES:
FOTOS:
DIESIDE: | | =A5TA:
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Anexo 3: Manual de procedimiento para el alineamiento de los cebadores D1,
TS1, TS2, TS3 y DEN4, con los genomas de los cuatro serotipos del virus del
dengue.

Para evaluar el nivel de especificidad de los cebadores empleados para el estudio de

los serotipos del virus del dengue en el vector Aedes aegypti, se realizo la alineacion

de estos en cada uno de los genotipos del virus en la pagina del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) como se detalla a continuacion:

Ingresar a la pagina: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Seleccionar la base de datos de “Genome” y en el cuadro de busqueda insertar: Dengue
virus; aparecerd la siguiente pantalla con toda la informacion disponible incluyendo

los “RefSeq” de cada serotipo del virus.

= NCBl  Resources ¥ How To &

Sign in to NCBI

Genome Genome ¥ ||dengue virus seach
Savesearch Limits Advanced Help
Display Settings: [ Overview Send to: )
Tools
Organism Overview ; Genome Assembly snd Annotstion repart [4] ID: 10208 Genome Resource

Dengue virus
Dengue virus cverview

Related information
Linsags: Virusss[3514]; ssRNA positivs-strand virusss. no DHA staps[375); Flavivinidas[55]: Favhirus[41]; Dengus virus group[1]: Dengus wirus[1] BicFroject
Sequence data: genome sssemblies 4 Gene
Cther genomes for species
«| Publications

Components
ngue virus type 2 in Martinique [French West Indies). Peyrefitie CN, et sl. J Protein
PubMed
with = 30 nuclectide delstion inis  Tayonomy
3. Construch in 18881 snd its sttenusted vecdne derivative, strain PDK-52.
Kinney RM. et al. Virclogy 1887 Apr 14 Search details
More... “Dengue vizuz® [Orgamizm]
+ @ Dengue virus 2
Submitter: NCEI
Status: Complate
Human Pathogen
BioProjects: PRINAZO182
— : - _ Search Se= more
Type Name RefSeg INSDC Size (Kb) GC% Protein Gene
- NC_0014742 USTAI 1072 55 1 1
« @ Dengue virus 4 Recent activity
Submitter: NIAID, LID. USA. Bethasds Tumor

Status: Complate
Human Pathogen
BioProjects: PRINA1SSSS
Type Name RefSeq INSDC Size (Kb) GC3% Protein Gene
- NC_D02540.1 AFI5E25.1 1065 a7 1 1

« B Dengue virus 2
Submitter: NCEI Genome Froject
Status: Complete
Human Pathogen
BioProjects: PRINA1S53S
Type Name Refseg INSDC Size (Kb} GC¥% Protein Gene
- NC_ 0014752 AYQIEIH 1om w7 1 1

« O Dengue virus 1
Submitter: NCBI Genome Froject
Status: Complate
Human Pathogen
BioProjects: PRINA15308
Type Name RefSeg INSDC Size (Kb) G0 Protein Gene
- NC_DO14TTA UBESIS1 1074 ®7 1 1

Pantalla del NCBI para la base de datos de genomas del virus del dengue

A continuacion seleccionamos el “RefSeq” de cada serotipo del virus obteniendo una

pantalla con toda la informacion del serotipo.
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En la parte derecha de la pantalla, tenemos una lista de opciones con el titulo: “Analyze

this sequence”; seleccionarmos la opcion “Pick Primers”

Nucleotide Nucleotide v | scarch
Limits  Advanced Help
Display Settings: (v GenBank Send:
Change region shown -
Dengue virus 1, complete genome
NCBI Reference Sequence: NC_001477 .1
EASTA  Graphics Customize view =
Locus NC_001477 10735 bp ss-RNA linear VRL 17-NOV-2011 Basic Features
DEFINITION Dengue virus 1, complete genome. ® Default features
ACCESSION  NC_001477 Gene, RNA, and CDS features only
VERSION NG 001477.1 GT:i9626685 Features added by NCBI
DELINK BioProject: @ 17 e 5
KEYWORDS  RefSeq. 7 conserved domains
SOURCE Dengue Display optians
ORGANISM Dengu 1 @ Show sequence
Virzses; ssRNA positive-strand viruses, no DNE stage; Flaviviridae; Show reverse complement
Flavivirus; Dengue virus group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 10735) Update View
AUTHORS  Furi,B., Nelson,W.M., Henchal,E.A., Hoks,C.H., Eckels,K.H.,
Dubois,D.R., Porter,K.R. and Hayes,C.G.
TITLE Molecular analysis of dengue virus attenuation after serial passage
in primary dog kidney cells Analyze this sequence -
JOURNAL J. Gen. Virol. 78 (PT 9), 2287-2291 (13937)
PUBMED i) 16 Run BLAST
REFERENCE 2 (baZes 1 o 10735) i i i Pick Primers
AUIHORS  Mc¥es,R.T. 7x., Bamcroft,W.H., Eckels,K.H., Reazy Designandtest primers for this sequence using Primer- Hiohlight Sequence Features
Summers,P.L. and Russell,P. BLAST. anig !
TITLE Lack of attenuation of a candidate dengue 1 vaced Find in this Sequence
human wolunteers
JOURNAL Zm. J. Trop. Med. Hyg. 36 (2), 435-442 (1987)
PUBMED 6504 P -
REFERENCE 3 (bases 1 to 10735) Dengue Virus Variation
CONSRIM  NCBI Genome Erojsct Analyze genomic variation and search for
TITLE Direct Submission sequence signals in the Dengue virus genome
JOURMAL  Submitted (01-AUG-2000) Naticnal Center for Biotechnology
Information, NIH, Bethesda, MD 20834, USA
REFERENCE 4 (bases 1 to 1073%) " -
AUTHCRS Puri,B. and Nelson,W.M. Articles about the DV179P1 gene
TITLE Direct Submission Dengue virus serotype 1 non-structural protein
JOURMAL  Submitted (05-FE3-1887) Inf. Dis. Dept, Naval Medical Research NS5 expression inter [Am J Trop Med Hyg. 2014]
Imstiturs, 2204 Wisconsin Ave., Bethesda, MD 2082975507, USR Interaction and inhibition of dengue envelope
COMMENT REVIEWED : This record has be ted by NCBI staff. The glyeoprotein with mammalian 1 (PLoS Ona. 2013]
reference sequence was derived from .
COMPLETENESS: full length. Dengue virus nonstructural protein 5 adopts
FEATURES Location/Qualifiers multiple conformations in so [Biochemistry. 2012]
source 1..10735
: . See all
Jorganism="Dengue virus 1"
/mol_type="genomic RNA™

Pantalla del NCBI con informacién del genoma del DENV-1

En la siguiente pantalla se insertard en “Primer Parameters”, la secuencia de los
cebadores para cada serotipo del virus; el cebador D1 actta como forward en todos los
serotipos, mientras que los cebadores TS1, TS2, TS3 y DEN4 actlan como reverse
para cada serotipo especifico.

< PrimerBLAST

¥ NCEI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).  WMore

Tips for finding s pecific primers

Reset page  Save search parameters  Retrieve recent results
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq recordis preferred) ) Clear Range
NC_001277.1 From To

Forward primer

Reverse primer
Z

Or, upload FASTA file

Seleccionar archivo | Ningtin archivo seleccionado

Primer Parameters
Use my own forward primer

20 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACC & Clear
(5>3" on plus strand) “
Use my own reverse primer CGTCTCAGTGATCCGGGGG @ Clear
(5>3' on minus strand) -

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 0

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures |57 0 600 630 3 @
(Tm) B

Pantalla del NCBI para alineacion de cebadores con el genoma del DENV-1
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A continuacion se selecciona la opcidon “Get Primers” al final de la pantalla, lo que
dara lugar a la aparicion de una nueva con la informacién necesaria para determinar la

especificidad de los cebadores empleados.

.:_, Primer-BLAST

» NCBI Primer-BLAST : results: Job 0UYpd63041_BeijliQZc3  more

Input PCR template  NC 001477.1 Dengue virus 1, complete genome
Range 1-10735
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences {Organism limited to
Dengue virus)
Other reports v Search Summary

Search parameters and other details
Number of Blast hits analyzed 138
Entrez query
Win total 2
Min 3’ end 2
Defined 3' end region length s
Wismatch threshold to ignore targats 3
Wisprimed product size deviation 4000
Max number of Blast target sequences 50000
Blast £ value 30000
Blast word size 7
Max candidate primer pairs 500
Min PCR product size 70
Max PCR product size 1000
Win Primer size 15
Opt Frimer size 20
Max Primer size 25
Win Tm 57
Opt Tm 60
Max Tm 63
Max Tm difference 3
Repeat filter AUTO
Low complexity filter Yes
(S graphical view of primer pairs
=) NC_001477.4:1.41K (11Kbp) v | Find xl Q| - < ATs I ARTools~ | Lconfigure & 7 ~
B i et pso b lwm e lsm e sm e e px  iw pr  lem Pl pm jec o
Genes
OUL_gpt
WP pg04331
Primer pairs for job uéBSrzNtemOUYpd6304T_BeiiliQZcd
Priner 1
(© Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self ity Self3' ity
Forward primer TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG  Plus 28 132 159 66.16 50.00 6.00 200
Reverse primer CGTCTCAGTGATCCGGGGG Minus 19 613 595 61796842500 1.00
Product length 482
Products on intended target
>NC_001477 1 Dengue virus 1, complete genome
produet length = 482
Forward primer 1 TCAATATGCTGARACGCGCGAGRRACCE 28
Template 132 eeiieniiiaeiiaeeeiaaaaaa 15%

Reverse primer 1 CGTCTCAGTGATCCGEEEE 18
Template 3 535

Pantalla del NCBI con la informacion resultante del alineamiento de cebadores con el genoma del
DENV-1

En el caso del serotipo DENV-1 obtenemos un resultado satisfactorio ya que nos
menciona que los cebadores tienen una unidn especifica en el genoma del virus lo que
reduce la posibilidad de uniones inespecificas en la reaccion de RT-PCR. El tamafio

de banda a esperarse para el serotipo DENV-1 sera de 482 pb (pares de bases).

El alineamiento de los cebadores para el serotipo DENV-2, DENV-3 y DENV-4, se lo
realizé empleando el software “MEGA 6.0” y la herramienta de “Pick Pimers” del

NCBI.
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En el software “MEGA 6.0” se selecciona el boton de “Align” y se escoge la opcion
“Edit/Build Alignment”. Se selecciona la opciéon “Create a new alignment” y se
presiona el boton “DNA” en el cuadro de dialogo que se presenta. Se obtendra la

siguiente pantalla:

| MEGA 6.06(6140212) = B
I W, &8 0w EBE O T
Models: Distance. Diversity Phylogeny  User Tree Ancsstors  Selection Rates Clocks. Diagnase

en er Display Help
D@ | = @G| WYKL B h RX X [BE| o [ By

{ DNASequences | Translated Protein Sequences

Site# |0 = @ with wio Gas
@ e & & = -] ® . L . @&
First Time User?  Tutorial Bwmpls  Ciston  ReportaBug  Updates?  MEGALiks  Tookar  Prefersnces

MEGA releass #5140212

Pantalla del software “MEGA 6.0” con la ventana de “Alignment Explorer” para alineamiento de
secuencias.

A continuacion, en la pestafia “Web” se selecciona la opcion “Do Blast Search”. Se

obtendrd la siguiente pantalla:

File Edit View Navigate Help
- = |hrtp:{{www.ncb\.n\m.n|h.gw{blasthIast.cg|7CMD=Web&LAYDUT=0ﬂeW|ndUWS&AL|c || s Add To Alignment

Mucleotide BLAST: Search nuceotide databases using a nudeotide query

-’,..J BLAST® My HCBI

Home RecentResults = Saved Strategies = Help LSian In] [Reqister]

' NCBI/BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTN programs search using a uery. more... Hesstpage Bookmark
Enter Query Sequence e = L
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &)
From
To
-
Or, upload file Choose File | No file chosen @

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @
[] Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database OHuman genomic + transcript ' Mouse genomic + transcript ® Others (nr etc.):
Mucleatide collection {nr/nt) v| @ v
< >

Pantalla del software “MEGA 6.0” para realizar bisqueda en Blast.

En el espacio de ingreso de nimero de acceso o secuencia en formato FASTA (Enter
accesion number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)), se ingresa individualmente los

numeros de acceso de cada serotipo como se plantea a continuacion:

e DENV-2: NC_001474.2
e DENV-3: NC_001475.2

70



e DENV-4: NC_002640.1

A continuacion se selecciona el boton “BLAST”, y en el cuadro que se presenta se
selecciona la opcidn del genoma del serotipo de interés que presenta mayor cobertura

(Query cover). Esta secuencia se agregara al alineamiento (Add to Alignment):

Eile Edit View Navigate Help
- =) ‘http:ﬁvmw.ncbl.nlm.mh.gw;’b\ast{ﬂlast.cgl ‘c H o Add To Alignment
NCBI Blastiref|NC_001474.2] (10723 letters)
Select: All Mone Selected:1 ~
:; Alignments [g}Download ~ GenBank Graphics Distance tree of results o]
Description Sh:::; ;I-DU;?L Ezsg vaIIEue Ident Accession
Dengue virus type 2 (sirain 16681) polyprotein mRNA, complete cds 20617 20617 100% 0.0 100% qil2155257|U87411.1
[ Denque virus type 2 polyprotein mRMA complete cds 20565 20565 100% 0.0 99% qil2155259]U87412.1
[0 Denque virus 2 isolate DENV-2TH/BID-V3357/1964, complete genome 20519 20519 99% 0.0 99% Qil259496212|GO868591.1
[ Denque virus tvpe 2 strain 16681 capsid protein (G) gene, matrix protein (M) gen 20271 20271 100% 0.0 99% ail323472|M84727.1
[ Denque virus tvpe 2 strain 16681-PDK53 capsid protein (C) gene. matrix protein 20265 20265 100% 0.0 99% ail323470|M84728.1
[0 Denque virus tvpe 2 strain ThD2 0038 74, complete genome 19481 19461 100% 0.0 98% Qil77024340|DQ181806.1
] Dengue virus 2 strain §16803, complete genome 19468 19458 100% 0.0 98% qil280987261|GU289914.1
[ Dengue virus tvpe 2 sirain ThDZ2 0168 79, complete genome 19244 19244 100% 0.0 98% Qqil77024338|DQ181805.1
[ Dengue Virus tvpe 2 partial gene for DEM2 polvprotein, genomic RNA 19221 19221 98% 0.0 98% Qil40643330|AJ487271.1
[ Denque virus type 2 strain ThD2 0438 84, complete genome 19071 19071 100% 0.0 98% qil77024226D0181204.1
[ Denque virus tvpe 2 strain ThD2 0433 85, complete genome 18973 18973 100% 0.0 97% Qil77024334/00181803.1
[0 Denque virus type 2 strain ThD2 0026 88. complete genome 18893 18893 100% 00 97% gil77024332|DQ181802.1
[0 Denque virus 2 strain DENV-2D/1022DN/1975, complete genome 18818 18818 100% 0.0 97% Qil300828779|GO398268.1
M — i, e - R P - - 5 A
Pantalla del software “MEGA 6.0” para seleccion de genoma para alineamiento de secuencias.
Al agregar el genoma al alineamiento, se obtuvo la siguiente pantalla:
EY Mé: Alignment Explorer = =
Data Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help
DS H% =@M WY oL SRR T- IR Y T
DNASequences | Translated Protein Sequences
Species/abbrv 4 |Group Hame
L. Dengue virus Type 2 L T A A B B A BB R R B R AR A
< >
Site # 10723 2 ®with O wlo Gans

Pantalla del software “MEGA 6.0” con la secuencia del DENV-2.

A continuacion en la pestafia “Edit” se selecciona la opcion “Insert BlanK Sequence”
y se pega las secuencias que se quieren alinear al genoma (D1 como cebador forward
para todos los serotipos del virus y TS2, TS3 y DEN4 como cebador reverse):
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" Mé6: Alignment Explorer = =

Data Edit 5Search Alignment Web Seguencer Display Help

S AT OB LR K K (B e | s
DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Rbbrv & | Group Name

1. Dengue virus type 2 == A B e A T S R B A A B A B A A B H R T A B e I R EEH A A AEREARE
2.0 [FlEfEGEGEERRREEEECGEZEEEEEEE - - - - - - - - - - -~~~ """~~~
5. = ENENCRRNNNERNEORER
< >
Site # |21 S| ®with O wio Gaos

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el genoma del serotipo DENV-2 y las secuencias de los
cebadores D1y TS2.

Posteriormente se seleccionan el genoma del serotipo del virus y el cebador forward
(D1) y en la pestafia “Alignment” se selecciona la opcidon “Align by ClustalW”; se

aceptan los valores predeterminados y se obtiene el siguiente resultado:

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D AU | =6 WY ol OB L REXE (mEar M BARE
DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Lbbry & Group Name J
1. Dengue virus Type 2 B ERA A A AR AR AR AR AR~ - o cronnrc e oo ancrl i c AR AR R R AR E AEA AR AR ARAR
R B e T T T e
E T T
< >
Site # 135 S ®wih O wio Gaos

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto de la alineacion del serotipo DENV-2 con el
cebador D1.

A continuacion se copia la secuencia del genoma correspondiente al cebador alineado
(CAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG) y se lo pega en la pantalla del NCBI
en la opcién “Pick Primers” para el serotipo de interés en el espacio del cebador
forward. En el caso del cebador reverse (TS2), primero se debe realizar el “Reverse

complement” antes de la alineacion con el genoma; se obtendra el siguiente resultado:

Dsta Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help

DS @Y= &6 WV 8k B Y EXH (BB A [ AHH R
DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Ebbrv Group Name

L T S A e
2. Dengue virus type 2 BEA| BEE T ERTEEEEE R EREE

S B e HHasEsREcEESNEREER

< >
Site # 233 5 ® with O w/o Gaps

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto de la alineacion del cebador TS2 (reverse
complement” con el genoma del serotipo DENV-2.
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La secuencia del genoma correspondiente al cebador alineado se copia y se pega en
una nueva secuencia ingresada en el mismo archivo; se realiza “Reverse Complement”

obteniendo el siguiente resultado:

Dsta Edit Search Alignment Web Sequencer Disply Help

DE S| =@M vV et B4 EXE (BB e | AR ®
DNASequences | Translated Protein Sequences
Species/Bbbrv Group Name
1. 152

2. Dengue virus type 2

3. T52 Genome Rev Comp

< >

Site# 1 5 ® with © wio Gans

Pantalla del software “MEGA 6.0”. Resaltado el producto del reverse complement de la secuencia del
genoma correspondiente al cebador TS2 alineado al genoma del DENV-2

La secuencia obtenida (CGCCACCAGGGCCATGAACA) se pega en la pantalla del
NCBI en la opcidn “Pick Primers” para el serotipo de interés en el espacio del cebador

reverse como se muestra a continuacion:

£ Primer-BLAST ~

» NCEIl Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).  More . Tips for finding specific primers
Resetpage Save search parsmeters Retrieve recent results

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (Arefseq record s preferred) & Clear Range

NC_001474.2
- From To

Forward primer
Reverse primer

Or, upload FASTA file Examinar_ | No se ha seleccionado ningtin archivo.

Primer Parameters
Use my own forward primer | AATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG @ Clear
(5->3 on plus strand)

Use my CLLIEEER primer CGCCACCAGGGCCATGAACA [*] Cle
(5'=3" on minus strand) -

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return m

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures (57,9 6500 63.0 3 ™
[Tm) @

Pantalla del NCBI con en nimero de referencia del serotipo DENV-2 y las secuencias de los
cebadores D1 y TS2 obtenidos por la alineacion en el software “MEGA”.

Se selecciona la opcion “Get Primers” al final de la pantalla y se obtendra la siguiente informacion:
BohoErme o 1

<, PrimerBLAST

+NCBU Priner BLAST : rosults: Job idev6RaY)

Tnput PCR template

Specificity of primers her targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organisn
Other report

Search parametors and other details
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(© Graphical view of primer pairs

£ WC_ooTez: 01,351 9001+ | P ST - RToons 1027

() Detailed primer reports

Primer pair 1

] Template strand Length Stani Stop Tm  GC%  Self Self 3’
Forvard primer GAAACGCGAGAGAAACCG Plus 2 134 161 8585 4643 400 200
Reverse primer \TGAACAC 21 252 232 6619 6667 600 100

Product length 19

=119
mer 1 TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 28
R (111

mer 1 CGCCACCAGGGCCATGAACAG 21
LT 232

Pantalla del NCBI con la informacion de los cebadores empleados para la amplificacion por RT-PCR
del serotipo DENV-2.

Los analisis de los cebadores empleados para la determinacién del serotipo DENV-2,
muestran una alta especificidad con un tamafio de fragmento amplificado de 119 pb

que concuerda con lo citado por la literatura.

ay Help.
1 Rk R X ¥ mB| e LR X A

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto del alineamiento de los cebadores D1 y TS2 con el
genoma del serotipo DENV-2.

El mismo proceso fue realizado con los pares de cebadores para el serotipo DENV-3
y DENV-4:

+ NCBU Priner BLAST

Tnput PCR template 1
1

Range
Specificity of primers  brin (gots were foun In selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Dengue wrus)
Other report: v

Search parametors and other details
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(E)Graphical view of primer pairs

3 MC_O0TS 111K [(11KBg) - | Find o e - - ® R T D 0
oo i 1500 2x LT 1559 ‘v asm _ Er [ 5 5500 i3 559 B oo a3 p500 e 0

w
© 92p3RCNRRKLORTHVAKTH LTRSS FIULVR
(] Detailed primet reports
Primer pair 1
Sequence (§'->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self 3’
Forward primer TCAATATGCTGARCGCGTGAGARACCS Pis 2 192 159 6623 4643 600 200
Reverse primer CAATATCATCATGAGAGAGAGD Winus 2 421 400 5453 4091 700 200

Product iengtn %0

Products on Intended target
NG 001475 2 Dengise vis 3, compiete genome:

product length = 299

Forward priner 1  TCAATATGCTGAAMMCGCGTGAGAAACCG 28
Template 132 i iennn 159

Reverse primer 1  CAATATCATCATGAGACAGAGC 22
Template S ap0

Pantalla del NCBI con la informacién de los cebadores empleados para la amplificacién por RT-PCR
del serotipo DENV-3.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
EEEIEEY AT [omy@ X B@ an» XXy |

DNASequences | Translated Protein Sequences |

Species/Apbry Group Name
1. Primer 01

2. Dengue virus type 3

3. Primer 153

<

Site# 132 5 ®witr O wio Gans

Dsta Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help
DEES S@ WY ot [ om e X mElan» XY X |

DNASequences | Transiated Protein Sequences |

specico Aoy Sroup wame
1. Primer D1

. Dengue virus type 3 B
5. Priner 153 -

<

site# 401 @ with O wio Gaps

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto del alineamiento de los cebadores D1 y TS3 con el
genoma del serotipo DENV-3.

Como resultado del analisis de los cebadores empleados para la deteccion del serotipo
DENV-3, se pudo determinar que la union de ambos cebadores resulta especifica para
el serotipo en cuestion. EI tamafio de fragmento que se espera por la amplificacion con

estos cebadores es de 290 pb.

-, PrimerBLAST
pot

S NCBU Priner BLAST : rosults: Job 1d+7PCUUE1aSHTBUSIVIHHAVEIZC208  msse

Input PCR template  1C_002640,1 Dengue virus 4, complete genome
1+ 10640

Spechficity of primers  Primer palrs are speciic to Input template as no other targety were found In selected database: NCBE Chromosome Sequences (Organism limited to Dengue virus)
Other reports ¥ Hearch Sunaey
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() Graphical view of primer pairs

3 NC_ORZBA01: 111K [11KB) - | Find.

Rtook= I

27
510 m s 2k 2se 3k pme ik aso sk sse sk 5500 . NN ase sk sse _wr
Eenes
f ot
e aazess
| —
briser sates for job TECUVEIASHTEOISSVANCIAVENIC2ONIL
Friner t
(S)Detalled primer reports
Primer pair 1
Saquence (53] Template strand Lengih Stnt Stop Tm  GC%  Self Saity’
TCAAT/ cCG Pus 28 1% 163 6385 4643 400 200
Reverse primer TGTTGTCTTAMCAAGAGAGGTC Winus 23 524 s %542 3013 800 200
Product length 369

Products on intended target
>N 007640 1 DENgue virus 4, compiste genome:

product length - 389

Forward primer 1  TCAATATGCTGAAACGCGAGAGARACCS 28
Template 136 i, 163
TGTTGTCTTARACAAGABAGETC

Reverse priner 1
524

3
Template 502

Pantalla del NCBI con la informacién de los cebadores empleados para la amplificacién por RT-PCR

del serotipo DENV-4.

Deta Edt Sewch Mignment Web Seguencer Dipley Help
Ded™ ¥aig wiy el
DHASequences | Translated Prolein Saqusnces |

shimgXx B ar APAR

Fpecasemee == =

. dwme vire wps ¢ [ T T T e e T e e e
e s ¥
: ;
Site # 137 L ®wim O wio Gaos

Dots [t Sesrch Mlignment Web Seguencer Dpplay Help
DE Ay @i WY ot
DriASewences | Transited Poten Sequences

eBmIEXE BB 0 ABAR

3. Proser eme

[Bpecies /bbrv Broap Ham

L. Premer 01 e
l2. Denque virns type o

<

e

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto del alineamiento de los cebadores D1 y TS3 con el

genoma del serotipo DENV-4.

Dsta Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help

x

-y AT

o BmiEX¥[RECr AHHR

DNASequences | Translated Protein Sequences |

Species/ApDIV Group lame

1. Primer D1 C

2. Dengue virus type 1 i

5. Prizer 151

< >
Site#t 133 5] @ witn O wio Gans

Deta Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help

x

IR Y EATE R

[om g X (mm| o [ shaae

DNASequences | Translated Protein Sequences |

species/Abbry
1. Primer DI

Group Name

2. Dengue virus type 1
3. Primer 151
<

sie# [133

| @ win O wio Gans

Pantalla del software “MEGA 6.0” con el producto del alineamiento de los cebadores D1 y TS3 con el

genoma del serotipo DENV-1.
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Anexo 4: Tabla de resultados de serotipificacion del virus del dengue por

individuo analizado.

Cddigo Fecha de colecta Resultado Serotipo
E16-7 07-ene-14 Negativo
E16-8 07-ene-14 Negativo
E18-1 07-ene-14 Positivo DENV-2
E18-2 07-ene-14 Negativo
E18-3 07-ene-14 Negativo
E18-4 07-ene-14 Negativo
E20-1 08-ene-14 Indeterminado
E26-1 08-ene-14 Positivo DENV-2
E37-1 08-ene-14 Positivo DENV-2
E37-2 08-ene-14 Negativo
E37-3 08-ene-14 Negativo
F1-1 03-feb-14 Negativo
F1-2 03-feb-14 Positivo DENV-2
F2-1 03-feb-14 Negativo
F4-1 03-feb-14 Negativo
F6-1 03-feb-14 Negativo
F9-1 03-feb-14 Negativo
F11-1 03-feb-14 Negativo
F13-1 03-feb-14 Negativo
F15-1 03-feb-14 Negativo
F16-1 04-feb-14 Negativo
F16-2 04-feb-14 Negativo
F20-1 04-feb-14 Negativo
F21-1 04-feb-14 Negativo
F22-1 04-feb-14 Negativo
F23-1 04-feb-14 Negativo
F30-1 04-feb-14 Negativo
F30-2 04-feb-14 Positivo DENV-2
F30-3 04-feb-14 Negativo
F30-4 04-feb-14 Positivo DENV-2
F33-1 05-feb-14 Positivo DENV-2
F34-1 05-feb-14 Negativo
F37-1 05-feb-14 Positivo DENV-2
F38-1 05-feb-14 Positivo DENV-2
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F42-1 05-feb-14 Positivo DENV-2

M3-1 06-mar-14 Indeterminado

M5-1 06-mar-14 Positivo DENV-3
M11-1 06-mar-14 Negativo

M31-1 06-mar-14 Negativo

M34-1 07-mar-14 Positivo DENV-1
A5-1 01-abr-14 Negativo

A7-1 01-abr-14 Negativo

All-1 01-abr-14 Negativo

A29-1 02-abr-14 Negativo

A32-1 02-abr-14 Negativo

A32-2 02-abr-14 Negativo

A32-3 02-abr-14 Negativo

A36-1 02-abr-14 Negativo

A36-2 02-abr-14 Negativo

Tabla de resultados con la codificacién, resultado y serotipo encontrado en las muestras procesadas.
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Anexo 5: Mapas del area de estudio con los puntos geograficos de presencia de

Aedes aegypti.

Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia de Aedes Aegypli en la
Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de los Tsachilas,
durante el mes de enero de 2014,
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Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia de Aedes Aegypti en la
Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de los Tsachilas,
durante el mes de febrero de 2014.
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9971200 9971300 9971400

9971100

Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia de Aedes Aegypti en la
Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de los Tsachilas,
durante el mes de marzo de 2014.
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Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia de Aedes Aegypti en la
Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de los Tsachilas,
durante el mes de abril de 2014.
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Anexo 6: Mapas del area de estudio con puntos georeferenciales de presencia del

virus del dengue.

Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia del virus del dengue en
el vector en la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de
los Tsachilas, durante el mes de enero de 2014.
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Mapa con puntos geograficos que muestran la presencia del virus del dengue en
el vector en la Cooperativa de Vivienda Provincias Unidas en Santo Domingo de
los Tsachilas, durante el mes de marzo de 2014.
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Anexo 7: Extraccion de RNA total a partir de individuos de Aedes aegypti

Previo al desarrollo del protocolo de extraccion de RNA total se reconstituyeron los
buffer de lavado: Wash Solution 1 Concentrate y Wash Solution 2/3 Concentrate. Para
el Wash Solution 1 se agreg6 10,5 mL de etanol 100% grado ACS; para el Wash
Solution 2/3 se debi6 agregar 22,4 mL de etanol 100% grado ACS. Ambos envases
debieron ser marcados para saber que el etanol fue afadido.

Para cada muestra a ser procesada se debio preparar una columna de filtro con su
respectivo tubo de colecta que viene incluido en el kit; el Wash Solution 2/3 se
acondicion6 a temperatura ambiente y se realiz6 una incubacién de una alicuota de

40uL por muestra de Elution Solution a 75°C en un termociclador de marca Techne.

Los individuos conservados en RNAlater fueron descongelados a temperatura
ambiente, se retiraron del reactivo y ubicados en papel absorbente para eliminar el

exceso de reactivo.

Cuando el individuo se encontraba seco se lo colocé en un tubo eppendorf de 1,5 mL
libre de RNAsas, se agregaron 125uL de Lysis Solution y con la ayuda de un pistilo
de plastico estéril adaptado a un homogeneizador de la marca PowerGen, se procedio
a triturar completamente al individuo. Se agregaron 125uL de Etanol 100% grado ACS

y se lo mezcl6 con la ayuda de un agitador vortex.

Se tomaron 150uL de la muestra y se lo colocaron en un conjunto de columna con
filtro y tubo de colecta; se centrifugd por 15 segundos a maxima velocidad hasta que
todo el liquido haya atravesado el filtro. Debido a que el volumen de la mezcla fue
mayor a 150uL, se tuvo que repetir este proceso con otros 150uL hasta completar el
volumen total. Debido a que la presencia de estructuras del mosquito en el filtro
provoco obstruccién al momento de la centrifugacion, fue necesario en algunos casos

agregar 50uL de Etanol 100% grado ACS en la columna de filtro.

Posteriormente se agrego6 a la columna de filtro 180uL de Wash Solution 1, se cerro la
tapa y se centrifugd a una velocidad de 13000 rpm durante 15 segundos o méas hasta
que todo el liquido haya pasado por el filtro. A continuacion se agregaron 180uL de
Wash Solution 2/3, se cerro la tapa y se centrifugd por 15 segundos a 13000 rpm; este
proceso se repitio una vez mas con una segunda alicuota de 180uL de Wash Solution
2/3.
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Se retird la columna de filtro del tubo de colecta y se descarté el liquido presente en
este Ultimo y se reubico el tubo de colecta; se procedio a centrifugar por un minuto y

medio a maxima velocidad para remover fluidos residuales y secar el filtro.

A continuacion se transfirio la columna de filtro a un nuevo tubo de colecta; se abri6
la tapa de la columna de filtro y se agregaron 10uL de Elution Solution precalentado
a 75°C en el centro del filtro, se cerrd la tapa y se dejo reposar durante 1 minuto a
temperatura ambiente. A continuacion se procedio a centrifugar a una velocidad de
13000 rpm durante 40 segundos para eluir el RNA del filtro. Este proceso se repitio

con una segunda y tercera alicuota de 10uL y centrifugacion.

El RNA extraido fue transferido a tubos eppendorf de 1,5 mL libres de RNAsas y
DNAsas, y almacenado a -20°C hasta la preparacién de las reacciones de PCR. Para

almacenamiento por mas tiempo se congelaron las muestras a -80°C.
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Anexo 8: Resultados del anélisis de ANOVA en el software Minitab

General Linear Model: Presencia de Virus versus Area de Colecta. Mes de
Captura

Method

Factor coding (-1. 0. +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values
Area de Colecta Fixed 4 a. b. c. d
Mes de Captura Fixed 4 Abril. Enero. Febrero. Marzo

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Area de Colecta 3 1,089 10,3630 2,10 0,114
Mes de Captura 3 1,249 0,4163 2,41 0,080

Error 42 7,251 0,1726
Lack-of-Fit 5 1,584 10,3169 2,07 0,091
Pure Error 37 5,667 0,1532

Total 48 9,001

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,415507 19,98% 8,54% 0,00%
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Anexo 9: Tabla de individuos analizados por area de colecta

Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Enero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Febrero
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril
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