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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 2x104 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 útil para la extracción, purificación y detección
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 límite de detección establecido de 2x104 UFP/ml. Esta metodología es extensiva a los
otros tres serotipos virales del Dengue reemplazando los cebadores tipo específicos y pue-
de utilizarse para la tipificación viral en muestras de suero humano.

PALABRAS CLAVES: flavivirus, virus del Dengue , RT-PCR, ARN viral, Aedes aegypti.
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INTRODUCCIÓN

La Fiebre del Dengue (FD) y la Fiebre
Hemorrágica del Dengue (FHD) son causadas por
la infección con cualquiera de los cuatro seroti-
pos del virus del Dengue (VD), pertenecientes a la
Familia Flaviviridae. Esta enfermedad reviste un
interés particular por su alcance social y económi-
co en sus estados endémicos y episodios epidé-
micos [14]. La sintomatología presenta dos for-
mas: fiebre moderada autolimitada en la FD, o
una más severa: la FHD, con anormalidades vas-
culares y hemostáticas que puede evolucionar en
síndrome de colapso, con una alta tasa de morta-
lidad [12, 15].

El VD es transmitido principalmente por el
mosquito Aedes aegypti, el cual se cría en reci-
pientes domiciliarios y peridomiciliarios sujetos a
fluctuaciones pluviales. En el continente america-
no la expansión de la noxa a otras áreas geográfi-
cas está sujeta a cambios ecológicos y etológicos
humanos, los que favorecen el desarrollo de este
vector [6].

La prevención y control de brotes epidémicos
se sustenta principalmente en la vigilancia
epidemiológica del vector Aedes aegypti y en los
casos clínicos declarados. Un sistema de vigilan-
cia constante permite la implementación de medi-
das de acción directa como son el uso de insecti-
cidas y la destrucción del hábitat de la población
larvaria [14]. Sin embargo, el monitoreo de pobla-
ciones de mosquitos adultos y larvas con densi-
dad poblacional baja no es un indicador sensible
para la prevención de brotes epidémicos. Por ello,
la detección de la presencia de VD en poblaciones
del vector constituye un complemento valioso a
la vigilancia activa y alerta temprana de potencia-
les brotes  [3].

La falta de vacunas y de campañas de erradi-
cación globalizadas, hacen del desarrollo de siste-
mas de vigilancia basados en técnicas rápidas de
laboratorio, el único 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
infección con un serotipo heterotípico, suceso que
acontece cuando circula un nuevo serotipo viral
o cocirculan dos serotipos virales. Así, la tipifi-
cación viral adquiere un carácter prioritario, nece-

sitándose para ello metodologías rápidas, sensi-
bles y específicas [13].

La técnica tradicional de tipificación viral se
basa en el aislamiento del agente viral mediante
cultivo celular en líneas establecidas (i.e.: C6/36)
seguido de inmunofluorescencia indirecta  [5, 17,
18], o bien mediante su detección por neutraliza-
ción [1]. Indistintamente de cuál de estas técnicas
clásicas sea la utilizada, ambas presentan como
principales desventajas el tiempo requerido para
su realización y su costo asociado.

Como alternativa, el análisis basado en técni-
cas moleculares de amplificación de ácidos nu-
cleicos in vitro (RT-PCR y PCR) ofrece un méto-
do rápido, sensible y específico para la detección
y tipificación viral [9, 10]. Además, planteando
un correcto diseño experimental, estas metodo-
logías presentan una relación costo-beneficio
aceptable para países en vías de desarrollo  [8].

En el presente trabajo se presenta un protoco-
lo experimental útil para la extracción, detección
y tipificación 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 metodología en estudios
epidemio-lógicos permite detectar la infección del
vector, elemento primario en la historia natural de
la enfermedad, y evaluar las condiciones poten-
ciales de transmisibilidad a humanos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepa viral y títulos virales

La cepa viral empleada como patrón fue ca-
racterizada como serotipo 2, subtipo III, Brazilian
strain [11], gentilmente cedida por el Laboratorio
de Flavivirus del Instituto Oswaldo Cruz (Río de
Janeiro, Brasil).

El título viral fue obtenido mediante el ensayo
de placas. Células BHK21-15 crecidas hasta un
90 a 95% de confluencia se inocularon por dupli-
cado con 200 µl de diluciones seriadas del stock
viral. Después de 2 horas a 37°C se cubrió la
monocapa celular con agarosa al 1% conteniendo
medio esencial mínimo enriquecido con 5% de
suero fetal bovino, y se incubó 7 días a 37°C con
un 5% de CO2. Las células se fijaron con solución
de formaldehído por 2 horas y se colorearon con
una solución de rojo neutro al 0.3%.
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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 la ciudad
de Posadas, provincia de Misiones, Argentina.
La clasificación taxonómica de los mismos se lle-
vó a cabo en colaboración con la Cátedra de
Ecología I de la Facultad de Ciencias Exactas,
Químicas y Naturales de la Universidad Nacio-
nal de Misiones. Debido a la ocurrencia esporá-
dica del fenómeno de transmisión transovárica
del VD no se utilizaron adultos capturados a
campo  [16].

Muestras analíticas
Ensayos de extracción y purificación de

genoma viral. Se utilizaron muestras puras de
VD tipo 2 (1x105 UFP/ml) resuspendidas en 100
µl de buffer fosfato salino estéril, pH 7,8.

Análisis del posible efecto inhibitorio del
material orgánico del vector. Considerando el
posible efecto inhibitorio sobre las reacciones de
amplificación molecular por material orgánico
dependiente del número de mosquitos presentes
en cada muestra analítica, se fijaron lotes de 1,
20 y 50 cabezas de Aedes aegypti, a los cuales se
dispensó 1x105 UFP/ml de cepa viral patrón.

Extracción y purificación del ARN viral
Cada lote de cabezas de mosquito fue mace-

rado en micromortero con 100 µl de buffer de
lisis (isotiocianato de guanidinio 6 M, citrato de
sodio 50 mM, Sarkosyl 1%, RNAt de E. coli 20
µg/ml, ? -mercaptoetanol 100 mM, pH 5,5-6,0),
homogeneizándolo por inversión durante 10 mi-
nutos. El sobrenadante de interés fue separado
de la quitina cefálica del vector  mediante centri-
fugación [9].

La purificación del ARN viral se realizó por
doble extracción con fenol-cloroformo-alcohol
isoamílico 25:24:1. Para la extracción del mismo
se dispensaron 5 µl de partículas de sílica con
tratamiento ácido a la fase acuosa de cada mues-
tra, incubándose la mezcla por 5 minutos a tempe-
ratura ambiente. El sedimento de sílica fue lavado
posteriormente con 200 µl de buffer compuesto
por 50% de etanol , Tris-ClH 10 mM pH 7,4 y 50
mM ClNa. Finalmente, cada sedimento se
resuspendió en 15 µl de agua libre de nucleasas,
5 mM ditiotreitol (DTT) y 1 U/µl RNAseOUT™

(GIBCO BRL), se incubó durante 5 minutos a
50°C±1°C, empleándose una alícuota de 2,5 µl
del sobrenadante para la reacción de RT-PCR.

Transcripción reversa (RT-PCR)

La reacción de RT-PCR es una modificación
de las metodologías presentadas por Lanciotti et
al . (1992) y Harris et al. (1998), empleándose en
este caso como única enzima la rTth  pol
(Promega) de Thermus thermophilus para la sín-
tesis de la primera y segunda cadena de ADN,
como también para la PCR genérica posterior.

La mezcla de reacción para la RT contenía
para un volumen final de 10 µl, 10 mM Tris-ClH
pH 8,3, 90 mM ClK, 1 mM Cl2Mn, 200 µM de
cada uno de los cuatro desoxinucleótidos
trifosfatos, 5 mM DTT, 2 U/µl RNAseOUT™
(GIBCO BRL), 1 pmol/µl del cebador D2 (TTG
CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT
TC), y 0,25 U/µl de rTth pol (concentración fi-
nal de 0,05 U/µl en la PCR genérica).

La reacción de RT se llevó a cabo en un
ciclador Techne PHC3 a 60°C durante 30 minu-
tos. Posteriormente, a cada tubo se agregó la
mezcla de reacción de PCR genérica: buffer
quelante (10 mM Tris-ClH pH 8,3, 0,1 M ClK,
0,75 mM EGTA, 0,05% Tween®20, 5 % glicerol),
1 mM Cl2Mg, 200 µM de cada uno de los cuatro
desoxinucleótidos trifosfatos, 1 pmol/µl del
cebador D2, y 1 pmol/µl del cebador D1, (TCA
ATA TGC TGA AAC GCG CCA GAA ACC G)
para un volumen final de 50 µl, seguido por 40
ciclos de amplificación de 94°C 45 seg., 55°C 45
seg., 72°C 60 seg., con una extensión final a 72°C
durante 10 minutos.

PCR "seminested" tipoespecífica
Se tomaron 10 µl de la reacción de PCR ge-

nérica y se agregaron a un volumen de reacción
final de 50 µl, 50 mM ClK, 10 mM Tris-ClH pH
8,4, 0,01% Triton® X-100, 4,5 mM Cl2Mg, 200
µM de cada uno de los cuatro desoxinucleótidos
trifosfatos, 1 pmol/µl de los cebadores D1 y TS2
(CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG). Lue-
go de un inicio hot start a 80°C durante 3 minu-
tos, se dispensaron 1,5 U/µl de la enzima Taq pol
de Thermus aquaticus y se sometió la reacción a
35 ciclos de 94°C 30 seg., 68°C 45 seg., 72°C
45 seg., con una extensión final a 72°C durante 5
minutos.



50

Año 3 / Nº 3 / 2000

Los productos de amplificación generados
fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% y teñidos con 0,5 µg/ml
bromuro de etidio. Una banda única de aproxi-
madamente 120 pb indicó positividad para
genoma viral de Dengue tipo 2.

Confirmación de la especificidad de reacción

Para validar que el producto de aproximada-
mente 120 pb obtenido por PCR correspondía
inequívocamente al esperado de la amplificación
de la región 5' no codificante (5'NC) del genoma
del VD tipo 2, se realizaron dos experimentos
adicionales independientes: como control positi-
vo a) una restricción enzimática con la enzima
Hinc II cuya acción sobre el amplicón específico
produce dos fragmentos de restricción de 85 pb
y 35 pb respectivamente; y como control negati-
vo b) una PCR multiplex empleando 1 pmol/µl
del primer TS1 (CGT CTC AGT GAT CCG GGG
G) que genera un producto de 482 pb específico
para el VD serotipo 1.

Determinación del límite de detección del
método

El límite práctico de detección del método desa-
rrollado se evaluó partiendo de lotes analíticos
con 1, 20 y 50 cabezas de mosquitos contenien-
do diversas concentraciones de partículas virales
en el rango de 2x104 a 1x105 UFP/ml. Este ran-
go se estimó considerando: a) la información
existente para VD serotipo 3 [9]; y b) el número
de partículas virales promedio encontradas en
mosquitos Aedes aegypti infectados a campo
(2x104 - 1x105 UFP/ml)  (20).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Extracción y purificación de genoma viral
El protocolo de extracción y purificación de

genoma viral del Dengue serotipo 2 consiste en
una modificación del ensayo propuesto por
Harris et al. (1998). Los principales cambios
implementados fueron el uso de isotiocianato de
guanidinio y solventes orgánicos en el proceso
de extracción y purificación del genoma viral, y
el de partículas de sílica con tratamiento ácido
para concentrarlo como alternativa a la precipi-
tación etanólica, acelerando considerablemente
los tiempos de extracción  [2, 4] .

De todos los lotes analizados se recuperó
genoma viral, con una ligera incidencia del nú-
mero de cabezas de mosquitos presentes en cada
lote sobre la cantidad y calidad del genoma ob-
tenido, observándose menor rendimiento extrac-
tivo en los lotes con mayor cantidad de cabezas
(Figura 1).

Detección por RT-PCR y tipificación viral
El proceso de detección se realizó en dos eta-

pas [10]: una RT-PCR genérica y una PCR
seminested tipoespecífica. El empleo de la enzi-
ma rTth pol en lugar de otras retrotranscriptasas
aporta la posibilidad de amplificación genérica
con la misma enzima en presencia del cocatión
Mg++ además de una disminución en el tiempo
total de reacción.

Para la PCR seminested tipoespecífica se
empleó una elevada concentración de Mg++ (4,5
mM) y una alta temperatura de hibridación de
los cebadores (68°C), lo que evitó la frecuente
generación de bandas inespecíficas de mayor
peso molecular a la esperada, probablemente
originadas por la secuencia génica particular de
la cepa utilizada como patrón [19].

FIGURA 1:  detección y tipificación por RT-PCR del virus
del Dengue tipo 2 a partir de muestras de Aedes aegypti.
Calles 1 a 4 y 6 a 9, muestras con 0, 1, 20 y 50 mosquitos,
diluciones 1/10 y 1/50 del producto de amplificación genéri-
co, respectivamente. Calles 10 y 11, control (+) y (-) de PCR
tipoespecífica. Calle 5 escalera de 100 pb y Calle 11 pro-
ducto de 120 pb tipoespecífico.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Especificidad y sensibilidad de la reacción

El límite de detección obtenido fue de 2x104

UFP/ml, si bien la intensidad de la señal disminu-
yó con el número de cabezas de mosquitos (Figu-
ra 2). En los muestreos a campo de mosquitos
adultos, aproximadamente el 80% de los lotes es-
tán conformados por 1 a 5 mosquitos (datos pro-
pios del grupo de investigación), y la carga viral
en vectores infectados durante la estación húme-
da es en promedio de 1x105 UFP/ml  [20] . De este
modo, el límite de detección alcanzado aseguraría
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Además, el diseño de estudios prospectivos a
campo con estaciones de monitoreo permanente,
en los que deben considerarse diversas variables
como densidad poblacional humana y de vector,
requiere el análisis de un número de lotes de mos-
quitos considerablemente grande. Por ello, es ne-
cesario disponer de una metodología rápida y sen-
sible.

Si el aumento de la densidad poblacional del
vector, expresada mediante el índice de casa (HI),
precede a la aparición de casos humanos de Den-
gue en zonas endémicas, es de esperarse un con-
comitante aumento de mosquitos infectados den-
tro de la población del vector. Chow et al. (1998)
observaron dicho incremento con seis semanas de
anticipación al brote epidémico, aun cuando los
niveles de infestación registrados (HI) durante el
período pre-epidémico eran inferiores a los consi-
derados como críticos por la O.P.S. [14]. La
extrapolación de estos resultados debe realizarse
con reservas para zonas subtropicales no endémi-
cas con riesgo de epidemia, debido a que la diná-
mica de la mantención del virus en los reservorios
es distinta para ambas.

CONCLUSIONES

Durante la realización de este trabajo se ha
confirmado la presencia del mosquito vector
Aedes aegypti en la ciudad de Posadas, provincia
de Misiones, cuya existencia es un factor necesa-
rio para la transmisión del VD.

La extracción y purificación del genoma viral
de lotes de mosquitos es factible en este modelo
experimental mediante el empleo de agentes
caotrópicos y solventes orgánicos que inhiben el
efecto de las ARNasas y detritos celulares; ade-
más, el uso de partículas de sílica disminuye con-
siderablemente el tiempo requerido por el proceso
extractivo en comparación con otros métodos pro-
puestos.

La detección molecular del VD serotipo 2 lo-
grada mediante RT-PCR genérica emplea una
sola enzima (rTth pol) con una posterior PCR
seminested tipoespecífica, poseyendo una sensi-
bilidad que asegura la detección viral en trabajos
que contemplen la captura del vector a campo.
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FIGURA 2:  determinación del límite de detección por RT-
PCR del VD tipo 2 a partir de muestras de Aedes aegypti in-
fectadas en laboratorio. Calles 2 a 5, muestras con 0, 1, 20
y 50 mosquitos, respectivamente. Calle 1 y 7, control (+) y
(-), respectivamente. Calle 6, escalera de 100 pb.

1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 3:  especificidad de reacción. PCR tipoespecíficas.
Calles 1 y 2, PCR con cebador TS1 solo, diluciones 1/10 y 1/50;
Calles 3 y 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 reacción; Ca-
lle 5, escalera de 100 pb.

1 2 3 5 6 7 9 10 11

Cuando la reacción de PCR fue llevada a cabo
solamente con el cebador TS1 específico para
genoma viral de Dengue tipo 1, no se detectó se-
ñal; mientras que cuando se ensayó una PCR
multiplex con cebadores TS1 y TS2 utilizándose
genoma viral del VD tipo 2, se obtuvo solo la
banda esperada de 120 pb (Figura 3).

Por otro lado, la restricción enzimática con
Hinc II del producto de 120 pb generó dos frag-
mentos menores de 85 y 35 pb, respectivamente
(datos no presentados).

La sensibilidad y especificidad obtenida con
esta metodología permite genotipificar al VD tipo
2 inequívocamente, diferenciándolo de los otros
miembros de la familia que suelen dar reacción
cruzada cuando se emplean métodos estándares
de diagnóstico  [12].
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mosquitos y su experiencia transmitida en técni-
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