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EXTRACTION, PURIFICATION AND MOLECULAR DETECTION OF DENGUE TYPE 2 GENOME IN
MOSQUITOES Aedes aegypti

This work describes a reliable protocol for the extraction, purification and detection of Den-
gue type 2 viral RNA from infected Aedes aegypti mosquitoes by RT-PCR. The entire
process takes about 12 hours with a detection limit of 2x10* PFU/ml. This proposed
method can also be applied to the detection of the other three Dengue virus serotypes in
mosquitoes and infected human serum samples with the sole inclusion of type specific
primers.
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El presente trabajo describe un protocolo util para la extraccién, purificacion y deteccion
del genoma del virus del Dengue serotipo 2 a partir de mosquitos vectores Aedes aegypti
infectados mediante RT-PCR. El proceso completo insume aproximadamente 12 horas, con
un limite de deteccién establecido de 2x10* UFP/mI. Esta metodologia es extensiva a los
otros tres serotipos virales del Dengue reemplazando los cebadores tipo especificos y pue-
de utilizarse para la tipificacion viral en muestras de suero humano.
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INTRODUCCION

La Fiebre del Dengue (FD) y la Fiebre
Hemorréagica del Dengue (FHD) son causadas por
lainfeccién con cualquiera de | os cuatro seroti-
posdel virus del Dengue (VD), pertenecientesala
Familia Flaviviridae. Esta enfermedad reviste un
interés particular por su alcance social y econdmi-
co en sus estados endémicos y episodios epidé-
micos [14]. La sintomatologia presenta dos for-
mas: fiebre moderada autolimitada en la FD, o
unamas severa: laFHD, con anormalidades vas-
cularesy hemostéticas que puede evolucionar en
sindrome de colapso, con una altatasa de morta-
lidad [12, 15].

El VD es transmitido principal mente por el
mosquito Aedes aegypti, el cual se criaen reci-
pientes domiciliariosy peridomiciliarios sujetos a
fluctuaciones pluviales. En el continente america-
no laexpansién delanoxaaotras éreas geografi-
cas esta sujeta a cambios ecol 6gicosy etoldgicos
humanos, |os que favorecen el desarrollo de este
vector [6].

Laprevenciony control de brotes epidémicos
se sustenta principalmente en la vigilancia
epidemioldgica del vector Aedes aegypti y enlos
casos clinicos declarados. Un sistemade vigilan-
cia constante permite laimplementacién de medi-
das de accio6n directa como son el uso de insecti-
cidasy ladestruccion del habitat de lapoblacion
larvaria[14]. Sin embargo, el monitoreo de pobla-
ciones de mosquitos adultosy larvas con densi-
dad poblacional baja no es un indicador sensible
parala prevencion de brotes epidémicos. Por €llo,
ladeteccion de lapresenciade VD en poblaciones
del vector constituye un complemento valioso a
lavigilanciaactivay alertatemprana de potencia-
lesbrotes [3].

Lafaltade vacunasy de campafias de erradi-
cacion globalizadas, hacen del desarrollo de siste-
mas de vigilancia basados en técnicas rapidas de
laboratorio, el Unico camino actualmente viable
para generar una alerta temprana sobre potencia-
les epidemias por FD. El vector debe ser contro-
lado esté o no infectado [7].

Un importante factor de riesgo necesario para
el desarrollo de la forma severa FHD-SSD es la
infeccién con un serotipo heterotipico, suceso que
acontece cuando circula un nuevo serotipo viral
o cocirculan dos serotipos virales. Asi, latipifi-
cacion viral adquiere un carécter prioritario, nece-
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sitandose para ello metodol ogias rapidas, sensi-
blesy especificas[13].

Latécnicatradicional de tipificacién viral se
basa en el aislamiento del agente viral mediante
cultivo celular en lineas establecidas (i.e.: C6/36)
seguido de inmunofluorescenciaindirecta [5, 17,
18], o bien mediante su deteccién por neutraliza-
cion[1]. Indistintamente de cuél de estastécnicas
clasicas sea la utilizada, ambas presentan como
principales desventgjas el tiempo requerido para
su realizacién y su costo asociado.

Como alternativa, el analisis basado en técni-
cas moleculares de amplificacion de acidos nu-
cleicosin vitro (RT-PCR y PCR) ofrece un méto-
do rapido, sensibley especifico paraladeteccion
y tipificacion viral [9, 10]. Ademas, planteando
un correcto disefio experimental, estas metodo-
logias presentan una relacion costo-beneficio
aceptable para paises en vias de desarrollo [8].

En el presente trabajo se presenta un protoco-
lo experimental Gtil paralaextraccion, deteccién
y tipificacion del genoma viral del Dengue en
mosquitos infectados, basado en los trabajos de
Lanciotti et al. (1992) y Harris et al. (1998). El
empleo de esta metodologia en estudios
epidemio-16gicos permite detectar lainfeccion del
vector, elemento primario en lahistorianatural de
la enfermedad, y evaluar las condiciones poten-
ciales de transmisibilidad a humanos.

MATERIALES Y METODOS

Cepa viral y titulos virales

La cepa vira empleada como patrén fue ca-
racterizada como serotipo 2, subtipo |11, Brazilian
strain [11], gentilmente cedida por €l Laboratorio
de Flavivirus del Instituto Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, Brasil).

El titulo viral fue obtenido mediante el ensayo
de placas. Células BHK 21-15 crecidas hasta un
90 a 95% de confluencia se inocularon por dupli-
cado con 200 pl de diluciones seriadas del stock
viral. Después de 2 horas a 37°C se cubrié la
monocapa celular con agarosaa 1% conteniendo
medio esencial minimo enriquecido con 5% de
suero fetal bovino, y seincubd 7 diasa 37°C con
un 5% de CO,. Las células sefijaron con solucion
de formaldehido por 2 horasy se colorearon con
una solucion de rojo neutro al 0.3%.



Mosquitos

Los ejemplares adultos de mosquitos Aedes
aegypti utilizados fueron obtenidos a partir de
larvas de tercer o cuarto estadio capturadas en
distintos relevamientos realizados en laciudad
de Posadas, provinciade Misiones, Argentina.
Laclasificacion taxondmica de los mismos selle-
vO a cabo en colaboracién con la Cétedra de
Ecologia | de la Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales de la Universidad Nacio-
nal de Misiones. Debido ala ocurrencia espora-
dica del fenébmeno de transmision transovérica
del VD no se utilizaron adultos capturados a
campo [16].

Muestras analiticas

Ensayos de extraccion y purificacion de
genoma viral. Se utilizaron muestras puras de
VD tipo 2 (1x1® UFP/mI) resuspendidas en 100
ul de buffer fosfato salino estéril, pH 7,8.

Andlisis del posible efecto inhibitorio del
material organico del vector. Considerando el
posible efecto inhibitorio sobre | as reacciones de
amplificacion molecular por material organico
dependiente del nimero de mosquitos presentes
en cada muestra analitica, sefijaron lotes de 1,
20y 50 cabezas de Aedes aegypti, alos cuales se
dispens6d 1x10° UFP/ml de cepa viral patron.

Extraccion y purificacion del ARN viral

Cada |ote de cabezas de mosquito fue mace-
rado en micromortero con 100 pl de buffer de
lisis (isotiocianato de guanidinio 6 M, citrato de
sodio 50 mM, Sarkosyl 1%, RNAt deE. coli 20
pg/ml, ?-mercaptoetanol 100 mM, pH 5,5-6,0),
homogeneizandol o por inversion durante 10 mi-
nutos. El sobrenadante de interés fue separado
delaquitinacefalicadel vector mediante centri-
fugacién [9].

La purificacion del ARN viral se realiz6 por
doble extraccion con fenol-cloroformo-al cohol
isoamilico 25:24:1. Parala extraccion del mismo
se dispensaron 5 pl de particulas de silica con
tratamiento &cido alafase acuosa de cada mues-
tra, incubandose la mezcla por 5 minutos a tempe-
ratura ambiente. El sedimento de silicafuelavado
posteriormente con 200 ul de buffer compuesto
por 50% de etanol , Tris-CIH 10 mM pH 7,4y 50
mM CINa. Finalmente, cada sedimento se
resuspendi6 en 15 pl de agualibre de nucleasas,
5 mM ditiotreitol (DTT) y 1 U/ul RNAseOUT ™

(GIBCO BRL), se incubd durante 5 minutos a
50°C+1°C, empleandose una alicuota de 2,5 pl
del sobrenadante paralareaccion de RT-PCR.

Transcripcion reversa (RT-PCR)

Lareaccién de RT-PCR es una modificacion
de las metodol ogias presentadas por Lanciotti et
al. (1992) y Harriset al. (1998), empleandose en
este caso como Unica enzima la rTth pol
(Promega) de Ther mus ther mophilusparalasin-
tesisde laprimeray segunda cadena de ADN,
como también parala PCR genérica posterior.

La mezcla de reaccion para la RT contenia
para un volumen final de 10 ul, 10 mM Tris-CIH
pH 8,3, 90 mM CIK, 1 mM CI,Mn, 200 uM de
cada uno de los cuatro desoxinucledtidos
trifosfatos, 5 mM DTT, 2 U/ul RNAseOUT™
(GIBCO BRL), 1 pmol/ul del cebador D2 (TTG
CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT
TC), y 0,25 U/ul derTth pol (concentracion fi-
nal de 0,05 U/pl en la PCR genérica).

La reaccion de RT se llevd a cabo en un
ciclador Techne PHC3 a 60°C durante 30 minu-
tos. Posteriormente, a cada tubo se agregé la
mezcla de reaccion de PCR genérica: buffer
guelante (10 mM Tris-CIH pH 8,3, 0,1 M CIK,
0,75 mM EGTA, 0,05% Tween®20, 5 % gliceral),
1mM CI,Mg, 200 uM de cada uno de los cuatro
desoxinucleétidos trifosfatos, 1 pmol/ul del
cebador D2, y 1 pmol/ul del cebador D1, (TCA
ATA TGC TGA AAC GCG CCA GAA ACC G)
para un volumen final de 50 pl, seguido por 40
ciclos de amplificacion de 94°C 45 seg., 55°C 45
seg., 72°C 60 seg., con unaextension final a72°C
durante 10 minutos.

PCR"seminested" tipoespecifica

Se tomaron 10 ul de lareaccién de PCR ge-
néricay se agregaron a un volumen de reaccion
fina de 50 pl, 50 mM CIK, 10 mM Tris-CIH pH
8,4, 0,01% Triton® X-100, 45 mM ClLMg, 200
1M de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos
trifosfatos, 1 pmol/ul deloscebadoresD1y TS2
(CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG). Lue
go deuninicio hot start a 80°C durante 3 minu-
tos, se dispensaron 1,5 U/l de la enzima Taq pol
de Thermus aquaticusy se sometié lareaccion a
35 ciclos de 94°C 30 seg., 68°C 45 seg., 72°C
45 seg., con unaextension final a72°C durante 5
minutos.
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L os productos de amplificacién generados
fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% y tefiidos con 0,5 pg/ml
bromuro de etidio. Una banda tnica de aproxi-
madamente 120 pb indicé positividad para
genomav viral de Dengue tipo 2.

Confirmacion de la especificidad de reaccion

Para validar que el producto de aproximada-
mente 120 pb obtenido por PCR correspondia
inequivocamente al esperado de laamplificacion
delaregién 5' no codificante (5'NC) del genoma
del VD tipo 2, se realizaron dos experimentos
adicionalesindependientes: como control positi-
VO @) una restriccion enzimética con la enzima
Hinc Il cuya accion sobre el amplicon especifico
produce dos fragmentos de restriccion de 85 pb
y 35 pb respectivamente; y como control negati-
vo b) una PCR multiplex empleando 1 pmol/pul
del primer TS1 (CGT CTC AGT GAT CCG GGG
G) que genera un producto de 482 pb especifico
parael VD serotipo 1.

Determinacioén del limite de deteccién del
método

El limite practico de deteccion del método desa-
rrollado se evalué partiendo de lotes analiticos
con 1, 20 y 50 cabezas de mosquitos contenien-
do diversas concentraciones de particulas virales
en el rango de 2x10* a 1x1®® UFP/ml. Este ran-
go se estimo considerando: a) la informacion
existente para VD serotipo 3[9]; y b) el nimero
de particulas virales promedio encontradas en
mosquitos Aedes aegypti infectados a campo
(2x10* - 1x105 UFP/mI) (20).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y purificaciéon de genoma viral

El protocolo de extraccion y purificacion de
genomaviral del Dengue serotipo 2 consiste en
una modificacion del ensayo propuesto por
Harris et al. (1998). Los principales cambios
implementados fueron el uso de isotiocianato de
guanidinio y solventes organicos en el proceso
de extraccién y purificacion del genomaviral, y
el de particulas de silica con tratamiento acido
para concentrarlo como alternativa ala precipi-
tacion etandlica, acelerando considerablemente
los tiempos de extraccion [2,4] .
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De todos los lotes analizados se recuperé
genoma viral, con unaligeraincidencia del ni-
mero de cabezas de mosquitos presentes en cada
lote sobre la cantidad y calidad del genoma ob-
tenido, observandose menor rendimiento extrac-
tivo en los lotes con mayor cantidad de cabezas
(Figura 1).

Deteccion por RT-PCR y tipificacion viral

El proceso de deteccion se realizo en dos eta-
pas [10]: una RT-PCR genérica y una PCR
seminested tipoespecifica. El empleo de laenzi-
marTth pol en lugar de otras retrotranscriptasas
aportala posibilidad de amplificacién genérica
con la misma enzima en presencia del cocatién
Mg** ademés de una disminucién en el tiempo
total de reaccion.

Para la PCR seminested tipoespecifica se
empled una elevada concentracién de Mg** (4,5
mM) y una alta temperatura de hibridacién de
los cebadores (68°C), lo que evito la frecuente
generacién de bandas inespecificas de mayor
peso molecular a la esperada, probablemente
originadas por la secuencia génica particular de
la cepa utilizada como patrén [19].

FIGURA 1: deteccion y tipificaciéon por RT-PCR del virus
del Dengue tipo 2 a partir de muestras de Aedes aegypti.
Calles 1 a4y 6 a9, muestras con 0, 1, 20 y 50 mosquitos,
diluciones 1/10 y 1/50 del producto de amplificacién genéri-
co, respectivamente. Calles 10 y 11, control (+) y (-) de PCR
tipoespecifica. Calle 5 escalera de 100 pb y Calle 11 pro-
ducto de 120 pb tipoespecifico.

Especificidad y sensibilidad de la reaccién

El limite de deteccion obtenido fue de 2x10*
UFP/ml, si bien laintensidad de lasefial disminu-
y6 con el nimero de cabezas de mosquitos (Figu-
ra 2). En los muestreos a campo de mosquitos
adultos, aproximadamente el 80% de los lotes es-
tén conformados por 1 a 5 mosquitos (datos pro-
pios del grupo de investigacion), y la cargaviral
en vectores infectados durante la estacién hiume-
daesen promedio de 1x10° UFP/mI [20] . Deeste
modo, €l limite de deteccién alcanzado aseguraria



|a deteccion molecular con un alto grado de certe-
za

FIGURA 2: determinacion del limite de deteccién por RT-
PCR del VD tipo 2 a partir de muestras de Aedes aegyptiin-
fectadas en laboratorio. Calles 2 a 5, muestras con 0, 1, 20
y 50 mosquitos, respectivamente. Calle 1y 7, control (+) y
(-), respectivamente. Calle 6, escalera de 100 pb.

Cuando lareaccion de PCR fuellevadaacabo
solamente con el cebador TS1 especifico para
genomaviral de Denguetipo 1, no se detecto se-
fial; mientras que cuando se ensay6 una PCR
multiplex con cebadores TS1y TS2 utilizandose
genoma viral del VD tipo 2, se obtuvo solo la
banda esperada de 120 pb (Figura 3).

Por otro lado, la restriccion enzimética con
Hinc Il del producto de 120 pb generé dos frag-
mentos menores de 85y 35 pb, respectivamente
(datos no presentados).

Lasensibilidad y especificidad obtenida con
esta metodol ogia permite genotipificar al VD tipo
2 inequivocamente, diferenciandolo de los otros
miembros de la familia que suelen dar reaccién
cruzada cuando se emplean métodos estandares
dediagndstico [12].

FIGURA 3: especificidad de reaccion. PCR tipoespecificas.
Calles 1y 2, PCR con cebador TS1 solo, diluciones 1/10 y 1/50;
Calles 3y 4, PCR con cebador TS2 solo, diluciones 1/10 y 1/50;
Calles 6 y 7, PCR multiplex con cebadores TS1 y TS2, dilucio-
nes 1/10 y 1/50; Calles 8 y 9, controles (+) y (-) de reaccién; Ca-
lle 5, escalera de 100 pb.

Ademas, el disefio de estudios prospectivosa
campo con estaciones de monitoreo permanente,
en los que deben considerarse diversas variables
como densidad poblacional humanay de vector,
requiere el andlisis de un nimero de lotes de mos-
quitos considerablemente grande. Por €llo, es ne-
cesario disponer de unametodologiarépiday sen-
sible.

Si el aumento de la densidad poblacional del
vector, expresada mediante el indice de casa (HI),
precede alaaparicioén de casos humanos de Den-
gue en zonas endémicas, es de esperarse un con-
comitante aumento de mosquitosinfectados den-
tro de la poblacion del vector. Chow et al. (1998)
observaron dicho incremento con seis semanas de
anticipacion al brote epidémico, aun cuando los
niveles deinfestacién registrados (HI) durante el
periodo pre-epidémico eran inferiores alos consi-
derados como criticos por la O.P.S. [14]. La
extrapolacion de estos resultados debe realizarse
con reservas para zonas subtropical es no endémi-
cas con riesgo de epidemia, debido aque ladina
micade lamantencién del virus en losreservorios
es distinta para ambas.

CONCLUSIONES

Durante la realizacién de este trabajo se ha
confirmado la presencia del mosquito vector
Aedes aegypti en laciudad de Posadas, provincia
de Misiones, cuya existenciaes un factor necesa-
rio paralatransmisién del VD.

Laextraccion y purificacion del genomaviral
de lotes de mosquitos es factible en este modelo
experimental mediante el empleo de agentes
caotrépicosy solventes organicos que inhiben €l
efecto de las ARNasas y detritos celulares; ade-
mas, el uso de particulas de silica disminuye con-
siderablemente el tiempo requerido por el proceso
extractivo en comparacion con otros métodos pro-
puestos.

Ladeteccion molecular del VD serotipo 2 lo-
grada mediante RT-PCR genérica emplea una
solaenzima (rTth pol) con una posterior PCR
seminested ti poespecifica, poseyendo unasensi-
bilidad que asegurala deteccién viral en trabajos
gue contemplen la captura del vector a campo.
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