Implementacion de un protocolo para la deteccion de virus dengue por RT-gPCR en

muestras biologicas.

Vanegas Moncada Oscar Leonardo

Directora: Calvo Tapiero Eliana Patricia

Grupo de Virologia.

Vicerrectoria de investigaciones

Universidad EI Bosque
Facultad de Ciencias.
Programa de Biologia

Bogotéa D.C. junio de 2022



TABLA DE CONTENIDO

RESUIMEN ...t re et r s ree e e e e e s e s s s e a s e e s s e a e s e ass s e nasssansssansssensssenns 6
Y 2 I 1L S 7
MARCO DE REFERENCIA........cue it ree s s eae s sas s s s s saas s e as s senssssansssassssansanen 8
o] o [=Taa1To] FoT={ - FO P U R UURR 8
IV AT L B 1T o= U USRS 9
D14 oo 1 i ol F U PU SRRt 10
Pruebas MOIECUIAIES ....c...ei ittt sttt s e s e st e s be e s bee s neeeans 11
DL o TSl =T o T @] (o] 2 Y - 1SRN 11
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEIMIA ........cuuieeiiieiiiiiriireai e reee s s s ssa s saas s seas s seaa s s an s s e nansnansns 13
PREGUNTA DE INVESTIGACION ......cceeeruerreerrerreecseessesssessesssesssesssessessssssesssssssesssesssssssssssssssssssnes 14
L0 2 T 2 1 0 14
(0] o=y AV o X CT=T o= - | AU 14
(0] oY1 LAY o I XY 1< § {1l LSRR 14
MATERIALES Y IMETODOS .....cuiiieiiiiieiiieeiiieiieaiieesiraesrsaiiteasereasssasssenesssasssseasssenssssnsssensssnnnses 15
ArEa de ESTUAIO ....cuvuieieieiiiciee ettt ettt ettt ettt r s ne e 15
Y L= o PP PP PO PP PP OPPPTUTON 15
e goTol<Te 1001 =T0) o LTS PP PO PPROTPPOt 15
-Extraccion de ARN Viral a partir de muestras liquidas .........ccccuveeeeieiiiiieee e 15
-Extraccion de ARN d& MOSQUITOS ........uuiiiiiiiiiiiiiiee et e e et e e e eectrre e e e e e e saaae e e e e s eennraeeeaeens 16
-CUaNtificaCion dE ARN .....couiiiiiee ettt et ettt es 17
-Deteccion de DENV por RT-PCR anidada. .......cccoeciiiiiiieeiiiiiieeee e ecitee e et e e e nvee e e e e nveee s 17
-Deteccion de DENV POr RT-0PCR .....uciiiiiiiiiiiiee ettt e e eeettre e e e e ettt e e e e e s aaae e e e e e s nnraeeeseeennnraneas 18
~CONLrOIES B ARN ...ttt a e st e sa bt e s at e e sbe e e s ab e e sae e e sabeesabeesareesareenas 20
-Controles de ADN PlasmidliCO......ueuiuiiiiiiiiieiieert ettt ettt et sare e s esareeeas 20
-Construccidn de las curvas de calibracion .........o.cueoiiieiiiiiiienieee e 21
2] L 7Y 0 T 0 1 22
Estandarizar tres protocolos para la deteccién especifica de ARN viral de DENV por RT-gPCR
[0 YU1 L] o] L= TR 22
.............................................................................................................................................. 27

Determinar la eficiencia y sensibilidad de cada protocolo para detectar los cuatro serotipos de
VIiFUS HENBUE. ... ceiiieeiiiiiiiiiiiteiirreisteeerenstteasessnsssrnssssnsssrenssssssessnssssnsssensssssssssnssssanssssnsssensssanne 27



Determinacién de la sensibilidad analitica del protocolo de RT-PCR semianidado...........c.......... 36

Evaluar la utilidad del protocolo de RT-qPCR para detectar virus dengue en muestras bioldgicas.

-Se estandarizaron tres protocolos para la deteccién de virus dengue por RT-PCR en tiempo real.
El protocolo que incluye el gen de Cépside asi como el que incluye el fragmento 3’"UTR permiten
detectar el virus pero sin distincidn de serotipo; mientras que el protocolo multiplex permite

tanto la deteccidn como la serotipificaCion.........cooccuiiiiii e 45

REFERENCIAS.....cctuiiiitiiiiiiiiiiitiiiiiitieiiitiieiiieietaiiietessssistesssistessssistesssssstessssssessssssssssssessesnans 46



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 . Métodos virolégicos y seroldgicos para confirmar infeccion por virus Dengue. 10

Figura 2 Casos reportados de DENV en l0s GItimos 10 af0S..........ccoccoeiinenninenieninee, 12
Figura 3 Mapa de plantillas: para los plasmidos CDZy DENV 1-4..........cccccoeeveiveveennenne. 21
Figura 4 Representacion esquematica del genoma de DENV ..., 23
Figura 5 Definicidn de la concentracion dptima de oligos y sonda para el reconocimiento
0[] I 1 O USSP O TP TP PSPPI 23
Figura 6 . Definicion de la concentracién 6ptima de oligos y sonda para el reconocimiento
(oL F T =To 1o T O I OSSPSR 24
Figura 7 Dteccion del gen C y el fragmento UTR en ARN obtenido de los cuatro seritpos
de DENV en las condiciones establecidad ... 25
Figura 8 Definicion de la concentracion éptima de oligos y sonda para el reconomiento
eSPECITICO de CaTa SEIOLIPO ... ..evereeiiiiiieete et 26
Figura 9 Deteccion del gen NS1,E y M en ARN obtenido de los cuatro serotipos del DENV
.............................................................................................................................................. 27
Figura 10 Deteccion simultanea de los cuatro serotipos de DENV. .......c.ccccoevvivivecvciene. 27
Figura 11 Curva de Calibracion para DENV C.........cccccooiiiiiiiniinesenesese e 28
Figura 12 Curvas de Calibracion especifica de Serotipo. ........ccoceovererciinienensiese e, 30
Figura 13 Deteccidon de DNEV 1 con los tres protcolos de RT-Qpcr utilizando diluciones
seriadas de ARN VIFAL..........ooiiiiiiiie e bbbt 32
Figura 14 Deteccion de DENV?2 con los tres protocolos de RT-qPCR utilizando diluciones
seriadas de ARN VIFal.........coiiiiiii ettt e e e steeneesneenne s 33
Figura 15 Dteccion de DENV3 con los tres protcolos de RT-qPCR utilizando diluciones
seriadas de ARN VIFal........cooiiii e 34
Figura 16 Deteccion de DENV4 con los tres protocolos de RT-gPCR utilizando diluciones
Seriadas de ARN VIFal.........coviieiioi et sae s e sreesneeneeaneenne s 35
Figura 17 Deteccion de DENV por RT-PCR semianidada ..........ccccooeveirinenncnenieneee, 38
Figura 18 .A Deteccion de DENV por RT-qPCR en muestras de donantes de sangre. ....... 39
Figura 19 Deteccidn de DENV por RT-gPCR anidada en muestras de mosquitos.............. 40
Figura 20 Deteccion de DENV por RT-PCR anidada en mosquitos...........cceceevververieceenne. 41


file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993265
file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993265
file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993269
file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993269
file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993272
file:///D:/Desktop/Protocolo%20para%20la%20detección%20de%20virus%20dengue%20por%20RT-qPCR%20en%20muestras%20biológicas..docx%23_Toc104993280

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Secuencias de primers para deteccion de arbovirus por RT-PCR anidada ............. 18
Tabla 2 Secuencias de primers y sondas para deteccion de DENV por RT-gPCR............... 19
Tabla 3 Construccion de curva de calibraCion...........cccoveveieiiiiiiciseee e 22
Tabla 4 Resultados obtenidos de la curva de calibracion............cc.ccocvvvvniineneniieseens 28
Tabla 5 Comparacion de los valores de Ct obtenidos con los tres métodos de deteccion de

DENV para Cada SEIOTIPO ......ccuerueriieiieieierie sttt sttt sttt bbb enes 36



RESUMEN

El dengue es una enfermedad tropical causada por un virus perteneciente a la familia
Flaviviridae, es transmitido principalmente por artrépodos hemat6fagos especialmente por
la picadura de mosquitos hembra de la especie Aedes aegypti; este virus presenta cuatro
serotipos que causan desde una enfermedad asintomatica, sintomas similares a una gripe,
hasta hemorragias, falla sistémica y muerte. En Colombia, el principal método de deteccion
molecular del virus en muestras bioldgicas es la PCR convencional o semianidada; dado
que el pais en la actualidad tiene una mayor capacidad en infraestructura y personal
calificado para realizar pruebas de PCR cuantitativa o en tiempo real (QPCR) en este
estudio se evalud el desempefio de tres protocolos reportados de RT-gqPCR en la literatura.
Uno tiene como blanco de deteccidn el gen de capside, otro el extremo 3'no traducible y el
tercero un fragmento especifico de cada serotipo. Una vez estandarizadas las condiciones
de amplificacion para cada protocolo, se establecid la eficiencia de la reaccion y la
sensibilidad analitica de cada ensayo. Los resultados demostraron que el protocolo
multiplex, que permite la serotipificacion, es el que presenta mayor sensibilidad y por tanto
fue utilizado para la deteccion del virus en muestras provenientes de donantes de sangre y
mosquitos Ae. aegypti recolectados en campo. La comparacion de los resultados obtenidos
con RT-gPCR contra el método tradicional de RT-PCR anidada, nos permite sugerir que
este Gltimo permite identificar muestras con cargas virales mas bajas, por lo cual seria el

indicado para definir infeccion infeccion por virus dengue.

Palabras clave: Dengue, serotipo, RT-qPCR, deteccion.



ABSTRACT

Dengue is a tropical disease caused by the dengue virus belonging to the Flaviviridae
family. It is transmitted mainly by hematophagous arthropods, especially by the bite of
female mosquitoes of the Aedes aegypti species. The four serotypes cause since
asymptomatic disease, flu-like symptoms, to hemorrhages, systemic failure, and death. In
Colombia, the main method of molecular detection of the virus in biological samples is
conventional or semi-nested PCR; given that the country currently has a greater capacity in
infrastructure and qualified personnel to perform quantitative or real-time PCR (qPCR)

tests, this study evaluated the performance of three reported RT-qPCR protocols.

In the first one, the target is the capsid gene; in the second one, the 3' non-translated end
and in the third a specific fragment for each serotype. Once the amplification conditions for
each protocol were standardized, the reaction efficiency and analytical sensitivity were
established. The results showed that the multiplex protocol, which allows serotyping, is the
one with the greatest sensitivity and was therefore used for viral detection in samples from
blood donors and mosquitoes collected in the field. The comparison between RT-gPCR
results and nested RT-PCR results showed that the latter identify samples with lower viral

loads, so it would be indicated to define infection by dengue virus.

Keywords: Dengue, serotype, RT-gPCR, detection



MARCO DE REFERENCIA

La fiebre del dengue es considerada actualmente, como la infeccion de origen viral mas
importante transmitida por insectos. El virus dengue (DENV) es el agente etiol6gico del
dengue y es transmitido por la picadura de mosquitos del género Aedes aegypti
principalmente (Wilder et al. 2016). La infeccion puede cursar de forma asintomatica
subclinica o inaparente hasta en el 75% de los casos, mientras que el cuadro clinico varia
desde leve denominado también dengue sin signos de alarma (DSSA), caracterizado por
fiebre, dolor muscular de intensidad moderada nauseas, vomito, erupciones cutaneas.
Dengue con signos de alarma (DCSA) como sangrado de mucosas, intenso dolor
abdominal, vomito persistente y trombocitopenia entre otras; hasta Dengue grave (DG)
caracterizado por hemorragias severas y falla sisttmica que puede desencadenar en la

muerte (World Health Organization, 2009).

Epidemiologia
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO), se estima que ocurren

entre 100 y 400 millones de infecciones de dengue cada afo; de los cuales unos 500.000
evolucionan a dengue grave y 20.000 llegan a ser fatales (WHO). En 2010, 2013, 2016 y
2019 los casos de dengue reportados en las Américas mostraron un aumento alarmante
pasando de 1.648.569 casos en 2010 a 3.190.778 en 2019. Los paises mas afectados del
continente fueron Brasil, México, Nicaragua, Honduras y Colombia con 2 248 570,
268.450, 186.173 y 132.143 casos reportados y 1773 muertes asociadas a la infeccion.
Hasta el primero de diciembre de 2021 se han reportado 1.130.661 casos en las Américas;
Colombia, luego de Brasil y Per( es el tercer pais con mayor nimero de notificaciones

(PLISA; OPS; OMS 2021).



Durante 2019 se report6 el mayor numero casos de toda la historia a nivel mundial; siendo
el Sudeste Asiatico y las Américas las regiones con mayor afectacion. En Asia, Filipinas y
Viet Nam, presentaron los mayores reportes con 420 000 y 320 000 casos respectivamente

(PAHO 2019).

El Virus Dengue
ES un flavivirus de la familia Flaviviridae, presenta cuatro serotipos DENV1, DENV2,

DENV3 y DENV4 antigénicamente diferentes que pueden co-circular y causar infecciones

con diversos grados de severidad (Kurane, I., & Takasaki, T. 2001).

Es un virus envuelto de aproximadamente 40-50 nm, estd compuesto por una membrana
lipidica que se obtiene de las células del huésped en donde se insertan las proteinas de
membrana (M) y envoltura (E). En el interior contiene un complejo riboprotéico constituido
por proteinas de capside (C) y por el genoma viral que consiste en una hebra de ARN de
sentido positivo. EI genoma codifica un Unico polipéptido que comprende de proteinas
estructurales (C, prM y E) y las proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A
y NSb) estas Ultimas encargadas de la replicacion del ARN viral (Velandia M. L., &

Castellanos J. E. 2011).

El genoma de los cuatro serotipos presenta una similaridad de 65—70 % y una identidad del

40% a nivel de nucleotidos



Diagnostico
La infeccion por DENV se confirma mediante métodos virologicos como la deteccion de la

proteina no estructural 1 (NS1) que es secretada al plasma, deteccion del ARN viral, o por
aislamiento del virus en células susceptibles a la infeccion. Pruebas que se deben realizar en
la fase febril, virémica o aguda de la infeccion (Figura 1). O por métodos serologicos, que
detectan una respuesta inmunologica especifica como anticuerpos IgM en la fase aguda y

anticuerpos IgG en la fase convaleciente. (Castellanos JE; Coronel-Ruiz C.2013).
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Figura 1. Métodos viroldgicos y seroldgicos para confirmar infeccion por virus Dengue.
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Pruebas Moleculares
Las pruebas moleculares se han aplicado con éexito en el diagnéstico de enfermedades

infecciosas como las provocadas por SARS CoV2 ya que presentan ventajas como una
mayor sensibilidad y especificidad frente a las pruebas seroldgicas. Para DENV se llevan a
cabo a partir ARN obtenido de muestras de sangre, suero, plasma o tejidos, consisten en la
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de un blanco
especifico en el genoma, luego de la sintesis de ADN complementario (ADNCc) por accion
de una transcriptasa reversa (RT). El protocolo de uso méas frecuente en Colombia fue
descrito por Lanciotti y colaboradores (1992) y modificado por Chien y colaboradores
(2006), que consiste en una primera ronda de RT-PCR con oligos que reconocen la region
C-PreM de cualquier serotipo de DENV y amplifican un fragmento de 511 pb. Seguida por
una segunda ronda de PCR utilizando el amplicon de 511 pb como plantilla y primers
especificos para cada uno de los serotipos. Cada serotipo da lugar a un producto de tamafio

especifico que permite diferenciarlos luego de electroforesis en gel de agarosa.

Aunque se han publicado varios protocolos de deteccion por RT-gPCR o PCR cuantitativo
o0 en tiempo real (Usme-Ciro. Et al, 2012; Santiago GA et al, 2013; CDC, 2013), su uso en
Colombia ha sido limitado, dado que requiere de equipamiento y personal especializado; lo

gue aumenta los costos y limita su uso a laboratorios en las grandes ciudades.

Dengue en Colombia
Colombia es uno de los paises més afectados a nivel latinoamericano, desde el primer caso

reportado en 1971, diversos factores como el crecimiento demografico, variaciones
ambientales presentes en las temporadas que presenta el pais y la falta de control de los

vectores Aedes aegypti y Aedes albopictu, A partir de 1970 los casos de contagio
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aumentaron gradualmente presentando reportes que oscilan entre los 6.760 hasta los 36.825
casos, en los ultimos 20 afios se reportaron brotes importantes como en el 2010 del cual ha
sido el mayor pico de contagios reportados pasando de 44.412 a 147,670 casos. Estos
contagios de Dengue leve o Dengue clasico segin SIVIGILA se presentaron en el grupo de

edades de 15 a 45 afios.

El 90% de la poblacion infectada con el virus no presentan sintomas; en cuanto a la
letalidad del virus en Colombia en los ultimos reportes no representa mas del 1% por afio,
en el 2010 un 0,141% que equivalen a 223 muertes, en el 2013 un 0,28% con 352 muertes y

para el 2019 se reportaron 261 muertes las cuales representan el 0,204%.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los arbovirus son virus transmitidos por artrépodos hemat6fagos los cuales causan
infecciones con cuadros febriles inespecificos que constituyen uno de los principales
problemas de salud publica en las regiones tropicales y subtropicales del planeta. En
América y el Caribe, el virus dengue (DENV) que circula desde los afios 80 y los virus
chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) introducidos en 2013 y 2014 respectivamente, han

sido los arbovirus de mayor impacto en la salud en la Gltima década (Bhatt S, et al, 2013).

Los tres son transmitidos por la picadura de mosquitos del genero Aedes aegypti y Ae.
albopictus principalmente, lo que hace posible su co-circulacion y por ende la infeccion con
mas de un arbovirus (PAHO, 2020). Los sintomas tipicos de la infeccién en la fase aguda
incluyen fiebre, dolor de cabeza, dolor muscular, articular y erupciones cutaneas, entre
otras, razon por la cual no es posible distinguir entre una y otra Unicamente mediante la
evaluacion clinica. Dado que el curso de la enfermedad es diferente, siendo la infeccion por
DENYV la que puede causar cuadros clinicos mas graves que pueden ocasionar la muerte;
que la infeccion con CHIKV puede desencadenar en un sindrome de reumatismo cronico
post CHIKV; y que la infeccion con ZIKV puede producir complicaciones neurolégicas y
anomalias congénitas como microcefalia (PAHO, 2020), se requieren de métodos de
deteccion que permitan establecer de forma precisa y oportuna el agente causante de la

infeccion.

Dado que en los ultimos dos afios la deteccion de genoma viral mediante RT-gPCR
(cuantitativa o en tiempo real) se ha establecido como la prueba gold estandar para el
diagnostico de SARS CoV2, y que gracias a ello el pais hoy en dia cuenta con una mejor

infraestructura y capacidad operativa para realizar pruebas de deteccion molecular de ese

13



tipo y que el virus dengue sigue siendo el de mayor tasa de incidencia en Colombia; en el
presente trabajo se implementaron tres protocolos de deteccion DENV por RT-qPCR. Esto
con el fin de establecer (a corto plazo) un protocolo de deteccion simultanea de DENV;
CHIKV y ZIKV que sea transferible a laboratorios de ciudades en zonas endémicas, y
contribuya a mejorar la deteccién temprana de estos arbovirus y por ende a un mejor
manejo. Tanto del paciente como de individuos asintomaticos que contribuyen a la

transmision de la enfermedad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl de los tres protocolos implementados para la deteccion de Virus Dengue es el mas
eficaz y podria ser utilizado en formato multiplex, para la deteccion simultanea de este

junto con los virus de chikungunya y zika?

OBJETIVOS

Objetivo General
Establecer un protocolo para la deteccién de virus dengue por RT-gPCR en muestras

bioldgicas.

Objetivos Especificos
1. Estandarizar tres protocolos para la deteccion especifica de ARN viral de DENV por

RT-qPCR multiplex

2. Determinar caracteristicas operativas de las pruebas de RT-gPCR como eficiencia,
sensibilidad y rango lineal.

3. Determinar la sensibilidad de la RT-PCR semi-anidada para cada uno de los cuatro
serotipos

14



4. Evaluar la utilidad del protocolo de RT-gPCR para detectar virus dengue en muestras

bioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio
El proyecto se realizé en el laboratorio de virologia de la universidad El Bosque

Muestras
-Sueros provenientes donantes de sangre colectados en Bogota, Cali, Manizales y Medellin

en el marco del proyecto: Deteccidn de virus dengue y otros arbovirus en donantes de
sangre en Colombia: prevalencia de la infeccion y caracterizacion genémica de cepas

virales aisladas.

-Mosquitos Aedes aegipty o Ae. albopictus colectados en el marco del proyecto
“Evaluacion entomoldgica de los vectores de fiebre amarilla y su infeccidon natural en zona

urbana y rural del municipio de la Macarena (Meta)” PCI-2018-10153.

Procedimientos

-Extraccion de ARN Viral a partir de muestras liquidas
El ARN viral se extrajo con el estuche comercial Viral Nucleic Acid Extraction Kit (IBI

Scientific), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, a partir de 200l de muestra.

En un tubo de micro centrifuga de 1.5 ml, se adicionaron 200ul de muestra y 400ul de
Buffer de Lisis (VB), se mezcl6 con vortex y se incubd a temperatura ambiente por 10
minutos. Luego se afiadieron 450ul de Buffer de union (AD), el cual permite la unién del

ARN a la columna o matriz sélida. Esta solucion, se transfiri6 a la columna y se centrifugd

15



a 14000 rpm durante 1 minuto, luego de eliminar el eluido se agregé 400ul de Buffer de
lavado 1 (W1) y se centrifugd a 14000 rpm durante 30 segundos. Se descarto el eluido y se
afiadio 600ul de Buffer de lavado 2, se centrifugd nuevamente a 14000 rpm durante 30
segundos y luego de descartar el residuo, se centrifugd nuevamente a una velocidad de
14000 rpm durante 3 minutos, para eliminar todos los residuos del buffer de lavado.
Finalmente, la columna se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 ml y se adiciond 50ul de agua
libre de RNasas (pre-calentada a 70°C) en el centro de la membrana, se incub6 por 3
minutos y se centrifugé a 14000 rpm durante un minuto para eluir el ARN, el cual se

procesd inmediatamente para RT-gPCR y luego se almacend a -80°C hasta su uso.

-Extraccion de ARN de mosquitos
Cada pool o grupo de mosquitos fue macerado con pistilos en 500ul de Trizol (Invitrogen)

y homogenizando con vortex, se afiadieron 100ul de cloroformo se incub6 por 3 minutos a
temperatura ambiente, y se centrifugé durante 15 minutos a 4°C por 12000 rpm con el fin
de separar dos fases: la acuosa que contiene el ARN, una interfase de proteinas de color
blanco y la fase organica de color rosado. Luego de transferir la fase acuosa a un tubo
nuevo se afiadid 250l de isopropanol, se homogenizé e incubo por 15 min para permitir la
precipitacion del ARN. Luego de centrifugacion a 12000 rpm a 4°C durante 10 minutos, el
sobrenadante fue eliminado y el ARN en el precipitado se lavé con 500l de etanol al 75%,
se recuperd por centrifugacion 7500 rpm a 4°C durante 6 minutos, se dejé secar a
temperatura ambiente durante 5 minutos para eliminar restos de etanol, y finalmente se
resuspendio en 30pul de agua libre de nucleasas (ADNasas y ARNasas). ElI ARN obtenido

se cuantifico y procesé inmediatamente para RT-gPCR, finalmente se almacend a -80°C.
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-Cuantificacion de ARN
La calidad y concentracion del ARN obtenido de los mosquitos fueron evaluadas con un

nanoespectrofotometro de referencia IMPLEN, utilizando 2ul de la muestra y las lecturas
de absorbancia a 260 y 280 nm. Las muestras se normalizaron a 80ng/ml aplicando la
formula de C1*V1=C2*V2 antes de proceder con el RT-PCR, reaccion donde se utilizan 5

microL de RNA o lo equivalente a 400 ng como plantilla.

-Deteccién de DENV por RT-PCR anidada.
Este protocolo fue descrito anteriormente por Calvo et al., 2016, en la que se amplifica
simultaneamente DENV, CHIKV y ZIKV en una reaccion de Transcripcion reversa y

amplificacion en una reaccion multiplex

La reaccién de RT-PCR se llevo a cabo en un volumen final de 20 microL con el sistema
Luna Probe RT-PCR (New England Biolabs. NEB), 5 microL de ARN y 0.2 mM de oligos
especificos para los tres virus, especificados en la tabla 1. Bajo el siguiente perfil de
amplificacion: 15 min a 55°C; 3 min a 95°C y 30 ciclos de desnhaturacion a 95°C por 30
seg, anillaje a 60°C por 30 seg, extension a 72°C por 30 seg; seguidos por una extension

final a 72°C por 5 min.

La Segunda ronda de amplificacion -Serotipificacion se llevd a cabo en 15 microL de
reaccién con el sistema sistema GoTaq (Promega), 2 microL del amplicon como plantilla,
2mM de MgCI2, 0.2mM de dNTPs y 0.2 mM de oligos especificos para cada serotipo,
especificados en tabla 1. Bajo el siguiente perfil de temperaturas: Denaturacion inicial a
95°C por 3 min y 25 ciclos de denaturacion a 95°C por 30 seg, anillaje a 60°C por 30 seg,

extension a 72°C por 30 seg; seguidos por una extension final a 72°C por 5 min.

17



El andlisis de los productos de PCR se realizd por electroforesis en geles de agarosa al 2%.
Para ello, a 5microL de cada producto se le adiciond 1microL de Buffer de carga 6X se
sembro6 en cada pozo y se permitio la separaciéon por 1h a 90V en buffer TBE 0.5X (Tris
89mM, Acido Bérico 89mM, EDTA 2mM). La deteccion de los productos se realizd por

luego de tincion con bromuro de etidio y exposicion a luz UV con el equipo GEL DOC

(BioRad).
Tabla 1 Secuencias de primers para deteccion de arbovirus por RT-PCR anidada

RT-PCR Primera Ronda Deteccidn Amplicon (pb)
DENV D1 AGTTGTTAGTCTRYGTGGACCG AC 511

D, TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC

PCR Segunda Ronda — Serotipificacion

D1 AGTTGTTAGTCTRYGTGGACCGAC

TS1 CCCGTAACACTTTGATCGC 211
DENV TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT 119

TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 288

TS4 TTCTCCCGTTCAGGATGTTC 266

-Deteccién de DENV por RT-gPCR

Se estandarizaron las condiciones de amplificacién para tres protocolos de deteccion por

RT-PCR en tiempo real en el formato maltiplex

La deteccion de un fragmento en el gen de Cépside (C) y la deteccion de un fragmento en la
region 3” no traducida o 3"UTR (Warrilow et al., 2002) permiten detectar cualquier serotipo
del virus en una reaccion maltiplex con otros arbovirus como CHIKV o ZIKV o un gen
control de origen humano. EI tercer protocolo permite la deteccion Gnicamente de virus
dengue, pero con la discriminacion del serotipo presente en la muestra (Santiago et al

2013). El conjunto de oligos y sondas utilizadas en este estudio se encuentra en la tabla 2.
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En todos los casos, la reaccién de RT-qPCR se realizd en un volumen final de 20 microL
con el sistema Luna Probe One-Step RT-gPCR — NEB, con 5 microL de ARN vy la
concentracion de oligos y sondas definidos, las cuales estuvieron entre 0.2mM y 0.4 mM.
Bajo el siguiente protocolo: retro transcripcion a 55°C por 15 min; denaturacion inicial a
95°C por 3 min y 40 ciclos de amplificacion asi 95°C por 15 seg, 55°C por 30 seg y 72°C

por 30 seg.

La linea base se ajustd a 200 RFU (Relative Fluorescence Units) para todos los canales
(Fluordéforos) utilizados y se establecié como positivo, toda amplificacion con un valor de

Ct (Cycle threshold ) menor a 38.

Tabla 2 Secuencias de primers y sondas para deteccion de DENV por RT-qPCR

Gen Secuencia Canal ﬁ;rg)plicon
F TAGAGAGCAGATCTCTGR
DENV | RCCTGCTGTTGGKGGDAT Quasar705 | 212
c P CAATATGCTGAAACGCGWGAGAA
F AAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC
DENV 'R CGTTCTGTGCCTGGAATGATG Cy5 108-200
VIR P AACAGCATATTGACGCTGGGAGAGACCAGA
F CAAAAGGAAGTCGYGCAATA
ﬁgl'\m R CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC FAM 112
P CATGTGGYTGGGAGCRCGC
F CAGGCTATGGCACYGTCACGAT
[E)ENVZ R CCATYTGCAGCARCACCATCTC HEX 78
P CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA
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F GGACTRGACACACGCACCCA
BIENV?’ R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT Texas Red | 74
P ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG
FTTGTCCTAATGATGCTRGTCG
',\DAENV“ R TCCACCYGAGACTCCTTCCA Cy5 89
P TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG
FTGGTAATTCTAGAGCTAATACATG
Control
Interno | R CCATGATTAAGAGGGAC HEX 190
Humano
P TTGACTCTAGATAACCTCG

-Controles de ARN
Como control positivo para DENV se utilizd ARN extraido de cosechas virales de cada uno

de los 4 serotipos obtenidas en células de Aedes albopictus C6/36.

DENV1: Cepa 33; Origen Huila-2012; Titulo 1.2X10° PFU/mI

DENV2: Cepa 28; Origen Cundinamarca-2014. Titulo 1.2X10° PFU/m

DENV3: Cepa 07 Origen Cundinamarca-2014. Titulo 1.4X10* PFU/ml

DENV4: Cepa 32 Origen Cundinamarca-2014. Titulo 1.6X10° PFU/ml

-Controles de ADN Plasmidico
Los plasmidos son moléculas de DNA circular de origen bacteriano que se auto replican,

contienen un bajo nimero de genes por lo general que le confieren ventajas de crecimiento,
como genes de resistencia antibidticos, éstos pueden ser modificados para transportar un

ADN foréneo. Para este estudio se solicitd la sintesis del plasmido control en MACROGEN
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Korea, DENV C-1-4 contiene el fragmento C y un fragmento correspondiente a cada uno
de los cuatro serotipos; por lo tanto sirve como plantilla para la amplificacion de cuatro

fragmentos correspondientes a los 4 serotipos (Figura 3).

Figura 3 Mapa del plasmido control DENVC 1-4

-Construccion de las curvas de calibracion
Para la cuantificacion del nimero de copias gendmicas presentes en muestras biologicas

como suero, plasma, liquido cefalorraquideo, o en el sobrenadante de células infectadas por
PCR cuantitativo (QPCR) se utiliza un método de cuantificacion absoluta; para lo cual es
necesario construir una curva de calibracién generada a partir del valor de Ct (ciclo en el
cual la muestra se diferencia del background) obtenido con una serie estandares de ADN de
concentracion conocida. Normalmente, la curva estandar en qPCR es una gréfica del Ct Vs
el logaritmo de la concentracion o cantidad de ADN, expresado en nimero de copias. La
ecuacion de la recta que relaciona las dos variables se utiliza para calcular la cantidad de
ADN plantilla en las muestras; mientras que la pendiente de la recta permite calcular la

eficiencia de la reaccién de PCR.
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En este caso, las preparaciones del pladsmido DENVC-1-4 se cuantificaron por
espectrofotometria, se calculé el nimero de copias presente y se prepararon diluciones
seriadas en base 10, las cuales fueron utilizadas como plantilla en una reacciéon de RT-
gPCR con los primers especificos de serotipo. El valor de Ct de cada uno de los estandares
y el logaritmo del NUumero de copias correspondiente, se utilizaron como variables en la

construccion de la curva de calibracion.

Tabla 3 Construccion de curva de calibracion

CDZ DENV C-1-4
Dil -1 3 X10%cg/rx | 3.5 X10%cg
Dil -2 3 X10’ 3.5 X10’

Dil -3 3 X10° 3.5 X10°

Dil -4 3 X10° 3.5 X10°

Dil -5 3 X10* 3.5 X10*

Dil -6 3 X10° 3.5 X10°

Dil -7 3 X10° 3.5 X10°

Dil -8 3 X10" 3.5 X10"

RESULTADOS

Estandarizar tres protocolos para la deteccidn especifica de ARN viral de DENV por
RT-gPCR multiplex

Los oligos DENV CF y DENV CR reconocen una region de 212 pb ubicados en el extremo
5°del gen C, que corresponde al inicio de la region codificante de la poliproteina (Fig 4).

Para definir las concentraciones adecuadas de oligos y de sonda a utilizar en la reaccién de
RT-gPCR, se realizaron amplificaciones utilizando como plantilla con 3 X10* copias del
plasmido control y tres concentraciones diferentes de oligos y sonda; como se observa en la
figura 5. Las tres combinaciones funcionan de manera adecuada, se generan las curvas de

amplificacion tipicas, pero la sefial de fluorescencia va aumentando a medida que aumenta
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la concentracién, alcanzando las 2500 RFUs (unidades de fluorescencia) con una
concentracion de 400 nM de primers y sondas. En la figura 5 se presenta el producto de la
amplificacion de 212pb aproximadamente, obtenido al realizar la deteccion utilizando las

condiciones establecidas

DENV C
F TAGAGAGCAGATCTCTGR DENV2 E
R CCTGCTGTTGGKGGDAT F CAGGCTATGGCACYGTCACGAT DENV UTR

R CCATYTGCAGCARCACCATCTC FAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC
R CGTTCTGTGCCTGGAATGATG

[’

DENVI NS1
F CAAAAGGAAGTCGYGCAATA
R CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC

DENV4 M
F TTGTCCTAATGATGCTRGTCG
R TCCACCYGAGACTCCTTCCA

DENV3 M
F GGACTRGACACACGCACCCA
R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT

Figura 4 Representacion esquematica del genoma de DENV
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Figura 5 Definicion de la concentracion 6ptima de oligos y sonda para el reconocimiento del gen C



Los oligos DENV UTR F y R reconocen una region de longitud variable entre 100 y 200 pb
ubicados en el extremo 3"del genoma (Fig 4). Al llevar a cabo la reaccion de amplificacion
con la misma plantilla (3 X10* copias) y diferentes concentraciones de oligo y sonda
encontramos un resultado similar al anterior, aumento de la sefial de fluorescencia a medida
que se aumenta la concentracion, sin modificacién en el valor de Ct (Fig 6). La
concentracion optima se definié en 400 nM de primers y 200 nM de sonda. En la figura 7
se presentan los productos de la amplificacion obtenidos de 100 y 200 pb

aproximadamente, al realizar la deteccidn en las condiciones establecidas.

Amplification

T g T v v T

2000 +
300/200 nM

~200/200 nM

1500 +

Cycles

Figura 6 . Definicién de la concentracién éptima de oligos y sonda para el reconocimiento de la region UTR.

24



DENV-C 400/400nM  DENV UTR 400/200 nM
L J

. e Gy

e L >—

M r '

[ - ] | o= |

PR > -9 ’

- .. [_and
[ g .-

Figura 7 Deteccion del gen C y el fragmento UTR en las condiciones establecidas

Los oligos especificos de cada serotipo reconocen diferentes regiones en el genoma, al
llevar a cabo la reaccién de amplificacién con 3 X10* copias de ADNp y diferentes
concentraciones de oligo y sonda en la reaccion monoplex, encontramos que para DENV 1,
DENV3 y DENV4 se obtienen lecturas de fluorescencia cercanas a 2000 RFUs (Unidades
relativas de fluorescencia) utilizando 400nM de primer y 200 nM de sonda; mientras que
para DENV 2 sélo se alcanzaron lecturas cercanas a los 1000 RFUs, con la concentracion

maés alta utilizada (Figura 8).
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Implementaciéon de un protocolo para la deteccion de DENV por RT-qPCR.

Vanegas Moncada Oscar L
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Figura 8 Definicion de la concentracion éptima de oligos y sonda para el reconocimiento especifico de cada serotipo
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Una vez establecidas las concentraciones 6ptimas de uso, se llevo a cabo la reaccion en formato
multiplex, es decir, la deteccion simultanea de los cuatro serotipos en un mismo tubo de
reaccién utilizando ARN como plantilla y asi comprobar que en la reaccion multiplex es

posible detectar los 4 serotipos en las condiciones de amplificacion determinadas (Figura 10).

Ampification

: ; ] DENV 4 400/200 nM
2500 1 : : .~ DENV 3 400/200

e
Figura 9 Deteccién del gen NS1, E y M en ARN obtenido de los cuatro serotipos del DENV

i = DENV 2 400/400

:
1000 +

—feee

RFU
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t
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Figura 10 Deteccidén simultanea de los cuatro serotipos de DENV.

Determinar la eficiencia y sensibilidad de cada protocolo para detectar los cuatro
serotipos de virus dengue.

Se prepararon diluciones seriadas del plasmido control y se realizo la reaccion de RT-qPCR
con las concentraciones de primers y sondas establecidas previamente. Esto con el fin de
determinar la eficiencia de la reaccion, asi como el rango de linealidad, es decir el rango en
el que hay una relacion lineal entre el valor de Ct y el logaritmo de la cantidad de plantilla
inicial (SQ) y por tanto es posible utilizar el valor de Ct para calcular la cantidad plantilla
presente en una muestra. En la figura 11. se observa la curva de calibracion para detectar el

fragmento C; se indica el valor de R?, 0 “medida” de la linealidad, el cual debe ser superior
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a 0.99, la eficiencia de la reaccion, que idealmente debe ser de 100% o presentar valores

entre 90-110%. En este caso, la eficiencia fue de 90.5%, el R? 0.997.

oy

Cycien

q

¢ s
Log Startng Quastsy

En la figura 12

Figura 11 Curva de Calibracion para DENV C.

se muestran las curvas de calibracion obtenidas para cada serotipo

utilizando como plantilla diluciones seriadas del plasmido DENVC1-4 (contiene un

fragmento especifico de cada serotipo). Todas las curvas de calibracion presentaron una

muy buena correlacion lineal con valores de R? superiores a 0.99 y eficiencias por encima

del 90%:; en la tabla 7 se condensan los resultados obtenidos.

Tabla 4 Resultados obtenidos de la curva de calibracion

EFICIENCIA | R? LINEARIDAD
DENV C 90.5% 0.997 10°°10°
DENV 1 93.9% 0.999 10°10°
DENV 2 112% 0.996 10" 10°
DENV 3 93.1% 0.995 10°°10°
DENV 4 105% 0.999 10°10°

Una vez se tuvo las curvas estandar, se procedié a cuantificar el nimero de copias

genomicas presentes en los ARN aislados de cosechas virales, las cuales son sobrenadantes

de células infectadas con cada serotipo. Con la ecuacion de la recta y el valor de Ct arrojado
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utilizando el ARN obtenido de cada cosecha se calculé que la cepa de DENV1 tiene

1.2x107 cg; DENV?2 1.5x10"; DENV3 1.5x10° y DENV4 3.8 x10®
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Implementaciéon de un protocolo para la deteccion de DENV por RT-qPCR.
Vanegas Moncada Oscar L
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Figura 12 Curvas de Calibracidn especifica de serotipo.
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2.1 Evaluar la capacidad de cada protocolo para detectar los cuatro serotipos de virus
dengue

Los tres protocolos de deteccion de DENV se corrieron de manera simultdnea con
diluciones seriadas de ARN viral de cada serotipo, con el fin de determinar cudl de los tres
protocolos permite detectar el menor nimero de copias gendmicas, es decir cual presenta
mayor sensibilidad analitica; como se puede observar en las figuras 13 a 16 y en la tabla 5,
el protocolo con el que se detecta el menor nimero de copias es el que utiliza primers
especificos del serotipo o multiplex DENV1-4 con el cual se detectan 10 * copias por
reaccion para DENV4 y 10 para los demas serotipos. El protocolo que ofrece menor
sensibilidad es la deteccion del fragmento UTR; para el serotipo 2 y 3 so6lo alcanza a
detectar cerca de 10° copias. Con todos los serotipos se observé una diferencia de casi 5
ciclos entre los valores de Ct obtenidos en estos dos protocolos (Tabla 5). En cuanto a la
deteccion del gen C, el protocolo funciona de manera apropiada para los serotipos 3 y 4,
con valores de Ct cercanos a los obtenidos con los primers especificos del serotipo.
Mientras que para DENV1y DENV?2 la diferencia en los valores de Ct es cercano a 6.

En conjunto estos resultados indican que muestras bioldgicas con cargas virales muy bajas
serian catalogadas como negativas al utilizar el protocolo de deteccion DENV UTR, o
DENV C si la infeccion ocurre con los serotipos 1 y 2. El protocolo de RT-gPCR con el

cual es posible detectar cargas virales bajas de cualquier serotipo es el multiplex DENV1-4.
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Implementacién de un protocolo para la deteccidon de DENV por RT-qPCR.
Vanegas Moncada Oscar L
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Figura 13 Deteccion de DENV1 con los tres protocolos de RT-qPCR utilizando diluciones seriadas de ARN viral
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Implementaciéon de un protocolo para la deteccion de DENV por RT-qPCR.

Vanegas Moncada Oscar L
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Figura 14 Deteccion de DENV2 con los tres protocolos de RT-qPCR utilizando diluciones seriadas de ARN viral.
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Implementaciéon de un protocolo para la deteccion de DENV por RT-qPCR.
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Implementacién de un protocolo para la deteccidon de DENV por RT-qPCR.

Vanegas Moncada Oscar L
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Figura 16 Deteccion de DENV4 con los tres protocolos de RT-qPCR utilizando diluciones seriadas de ARN viral
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Tabla 5 Comparacidn de los valores de Ct obtenidos con los tres métodos de deteccion de DENV para cada serotipo

Copias/Rx | C (Ct) UTR (Ct) |DENV 1 (Ct)
1,00E+01 | N.A. N.A. N.A.
1,00E+02 |N.A. N.A. 37,13
1,00E+03 |N.A. 36,57 30,73
1,00E+04 |35,38 33,39 27,26
1,00E+05 (31,76 29,55 23,76
1,00E+06 |26,43 25,49 19,71
1,00E+07 |22,88 21,81 16,24
Copias/Rx |C UTR DENV 2
1,00E+01 | N.A. N.A. N.A.
1,00E+02 | N.A. N.A. 36,8
1,00E+03 | N.A. 38,6 32,36
1,00E+04 |37,23 34,66 29,15
1,00E+05 | 33,38 31 25,6
1,00E+06 |29,42 27,28 21,75
1,00E+07 |25,46 23,26 17,77
Copias/Rx |C UTR DENV 3
1,00E+01 (37,47 N.A N.A
1,00E+02 |33,28 38,82 32,40
1,00E+03 |[29,90 34,78 29,84
1,00E+04 |26,91 32,09 27,35
1,00E+05 |23,08 28,31 23,87
1,00E+06 |18,57 24,32 19,84
Copias/Rx |C UTR DENV 4
1,00E+01 (34,24 40,08 36,03
1,00E+02 | 30,46 36,99 32,32
1,00E+03 |28,01 34,22 29,09
1,00E+04 |24,55 30,70 25,47
1,00E+05 |21,27 28,07 22,14
1,00E+06 (17,41 24,58 18,25

Determinacion de la sensibilidad analitica del protocolo de RT-PCR semianidado
El protocolo para la deteccion y serotipificacion de DENV por RT-PCR semianidado

publicado previamente por el grupo de investigacion se ha venido utilizando desde entonces

para la deteccion no s6lo de DENV sino de CHIKV y ZIKV en diferentes tipos de
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muestras bioldgicas como sueros de habitantes de zonas endémicas sin sintomas aparentes
(Calvo et al., 2016); sueros de individuos con sindrome febril no especificado (Castellanos
et al., 2020), muestras de donantes de sangre (Céceres et al., 2020) y mosquitos colectados
en zonas endémicas; razon por la cual fue necesario determinar la sensibilidad de ese
protocolo con el fin de establecer si el ensayo de RT-gPCR DENV 1-4 presenta una
sensibilidad igual o mejor. Para ello, se utilizaron las mismas diluciones seriadas de ARN
viral de cada uno de los serotipos utilizadas en el segmento anterior y la primera ronda de
amplificacion multiplex se corrié de forma simultanea con los ensayos de RT-qPCR.
Aungue en la figura 17 se presentan los resultados obtenidos en la segunda ronda de
amplificacion, se observa el producto de 511pb correspondiente al producto amplificado
durante el RT-PCR, ademas de la banda correspondiente al producto esperado 211pb para

DENV1; 119 pb para DENV?2, 288 pb para DENV3 y 266 pb para DENV4.

Con la PCR semi-anidada se detectaron 10* copias por reaccién para DENV4 y 10? copias
para los demas serotipos. Para los serotipos 1 y 2 con 10 copias alin se observa banda de
intensidad moderada lo que nos indica que es necesario realizar el ensayo con 10 y 1 copia
por reaccion para establecer de manera mas precisa el limite de deteccion. Con el serotipo 3
no hubo amplicon utilizando 10 copias y con el 4 fue muy tenue, lo cual indica que una
muestra bioldgica se podria definir como positiva con este ensayo y presenta entre 10 a 100

copias genémicas.
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En conjunto estos resultados indican que la RT-PCR semianidada presenta una sensibilidad
similar al protocolo de deteccion y serotipificacion por RT-qPCR.
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Figura 17 Deteccion de DENV por RT-PCR semianidada

Evaluar la utilidad del protocolo de RT-qPCR para detectar virus dengue en
muestras bioldgicas.

El protocolo de deteccion y serotipificacion de DENV por RT-qPCR fue probado con El
ARN extraido de sueros provenientes donantes de sangre colectados por la Cruz Roja
durante la semana Ultima semana de octubre y la primera de noviembre de 2021 en Bogota
(10); Cali (16); Cartagena (8); Manizales (10) y Medellin (16). En un total de 60 muestras
procesadas, no se encontro sefial positiva para virus dengue en ninguna de ellas; en la figura
18A, sblo se observa la sefial de amplificacion para un control positivo de ARN, el cual

contiene todos los serotipos virales.
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Figura 18 .A Deteccion de DENV por RT-qPCR en muestras de donantes de sangre.

Para confirmar que la muestra contiene material genético en cantidad y calidad suficiente
para ser amplificado, 20 de las muestras colectadas en octubre y 20 de las colectadas en
noviembre se probaron en una reaccion de amplificacion para DENV C y para el ARN
ribosomal 18s, control de origen humano que debe ser detectado en todas las muestras, si el
proceso de transporte, almacenamiento y extraccion se lleva a cabo en dptimas condiciones.
En las figuras 17 B se observa la sefial de amplificacion para 18S (verde) en todas muestras

ensayadas Yy el control positivo para la deteccién de ARN viral.

En conjunto estos resultados nos permitieron establecer que las muestras analizadas no
presentan DENV o al menos no en cantidad necesaria para ser detectado por este sistema,

aunque si contienen material genético humano susceptible de ser amplificado.

Como método confirmatorio, las muestras se evaluaron por la RT-PCR semi-anidada, de

las 60 muestras encontramos sefial positiva para DENV 2 en cuatro de ellas y para DENV 1
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Implementacién de un protocolo para la deteccidon de DENV por RT-qPCR.
Vanegas Moncada Oscar L

en una (figura 19). Estos resultados sugieren que el protocolo basado en PCR convencional

permite discriminar mejor las muestras infectadas que el protocolo basado en RT-qPCR.

1500 +

1000 +

Figura 18 B. Deteccion de ARN 18s por RT-qPCR en muestras de donantes de sangre
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Figura 19 Deteccion de DENV por RT-qPCR anidada en muestras de donantes de sangre
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Implementacién de un protocolo para la deteccidon de DENV por RT-qPCR.
Vanegas Moncada Oscar L

Finalmente, quisimos evaluar la RT-gPCR DENV 1-4 con muestras de mosquitos
capturados en el area de la macarena, el ARN extraido de 30 pools o grupos de mosquitos
recién extraido fue evaluado simultdneamente por RT-gPCR y RT-PCR anidada.
Nuevamente, con el protocolo de PCR en tiempo real no se obtuvo sefial de amplificacion
en ninguna de las muestras mientras que con el convencional fueron detectadas 7 muestras

infectadas con DENV?2 (Figura 20) .

Estos resultados sugieren que el protocolo utilizado hasta el momento para definir infeccion

por DENV podria ser mas sensible que los métodos de RT-gPCR analizados en este estudio

500
400
300

200
100

Figura 20 Deteccion de DENV por RT-PCR anidada en mosquitos

DISCUSION

La infeccion por dengue sigue siendo la enfermedad viral mas importante transmitida por
mosquitos en términos de morbi-mortalidad alrededor del mundo (Bhatt et al 2013). En
Colombia para 2021 se report6 un total de 53.334 casos, que comparado con el pico
epidémico de 2019 mostré una disminucion del 30%. En ese afio, la incidencia de dengue a

nivel nacional fue de 472 casos por 100.000 habitantes en riesgo, mientras que en 2021 fue
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de 172,9 (BES 2022). Lejos de ser una enfermedad controlada y que tiende a disminuir
como se interpretaria de los reportes oficiales citados anteriormente, el nimero real de
casos de infeccion por dengue podria estar muy por encima. El problema es el subregistro
por fallas en el sistema de salud debido en parte, a la ausencia de métodos de deteccion que
permitan un diagnostico rapido, oportuno y accesible. En Colombia el diagnéstico de
dengue se hace principalmente mediante pruebas seroldgicas, el uso de técnicas
moleculares esta aun restringido a la vigilancia e investigacién, aunque han mostrado una

mayor sensibilidad y especificidad que las pruebas seroldgicas.

Debido a la contingencia por SARS COV2, en la actualidad el pais cuenta con una red de
laboratorios dotados con la infraestructura, los equipos y el personal calificado para realizar
pruebas de PCR cuantitativa o en tiempo real (JPCR) no solo en las grandes ciudades como
Cali, Medellin o Bucaramanga, sino en ciudades pequefias o intermedias ubicadas en zonas
endémicas para el virus como Cartagena, Villavicencio, Leticia, entre otras, que podrian
implementar métodos de diagndstico molecular de la enfermedad a muy corto plazo. Por
esta razon, en este trabajo se evalud el desempefio de tres protocolos de deteccion de
DENV por RT-gPCR. EI primero tiene como Unico blanco de deteccion el gen de cépside
(C), el segundo, el extremo 3'no traducible (3'UTR) y el tercero incluye un fragmento
especifico de cada serotipo como blanco de deteccion (DENV1-4), por lo cual es una
reaccion en la que es posible detectar NS1 para DENV1, E para DENV2 y M para DENV3
y DENV4 (Santiago et al., 2013; Waggoner et al., 2013, Warrilow et al., 2002). Como
primera medida se estandarizaron las condiciones de amplificacion para cada protocolo
(figuras 5-10) y luego se establecid la eficiencia de la reaccion de PCR, encontrando que

los tres protocolos presentan eficiencias similares y acordes con lo reportado en la literatura
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entre el 90 al 105%. Sin embargo, al evaluar la sensibilidad analitica, es decir, el nimero
més bajo de copias genémicas que pueden ser detectadas por cada protocolo para cada
serotipo si se observaron diferencias notables (figuras 13-16, tabla 5). Es asi como los
serotipos 3 y 4, se detectaron muy bien con el protocolo DENV C alcanzindose a detectar
10 copias virales por reaccion (Fig. 15,16); mientras que el mismo protocolo solo alcanz6 a
detectar 10.000 copias de los serotipos 1 y 2. EIl protocolo DENV1-4 fue el que mejor
funcion6 para detectar los cuatro serotipos detectando 100 copias de DENV1, 2y 3;y 10

copias de DENV4.

Estos resultados ponen de manifiesto un factor muy importante a considerar al momento de
seleccionar los blancos para un sistema de deteccidn y es que no todos los segmentos del
genoma van a ser reconocidos con la misma eficacia y sensibilidad en la reaccion de PCR.
Por lo general cada estudio hace un andlisis muy exhaustivo de su set de primers y sondas
pero pocos hacen una comparacion entre métodos y serotipos como el que hemos realizado
aqui, asumiendo que un método va a reconocer cualquiera de los 4 serotipos de la misma
manera. Segun nuestros resultados, un sistema mas sensible de deteccion deberia incluir la

deteccion del gen NS1 de DENV1, E de DENV2, y C para DENV3 y 4.

Dado que el protocolo multiplex DENV1-4 fue el que presentd el mejor desempefio con los
4 serotipos, fue utilizado para la deteccion del virus en muestras provenientes de donantes
de sangre y mosquitos Ae. aegypti recolectados en campo, no obstante, no se logr6 la

deteccion de muestras positivas en ninguno de los grupos. Dado que el grupo de virologia

ha venido utilizando un protocolo para la deteccion y serotipificacion de DENV por RT-

PCR semianidado (Calvo et al., 2016), en diferentes tipos de muestras bioldgicas como
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sueros de habitantes de zonas endémicas sin sintomas aparentes (Castellanos et al., 2016),
sueros de individuos con sindrome febril (Castellanos et al., 2021), sueros de donantes de
sangre (Caceres et al., 2020) y mosquitos colectados en zonas endémicas; el panel de
muestras evaluadas por RT-gPCR se analizdé por RT-PCR semianidado, encontrando
muestras positivas para DENV2, tanto en donantes como en mosquitos. Lo que nos permite
sugerir que la RT-PCR anidada, seria el método indicado para definir infeccion por virus
dengue, aunque sea un método mas dispendioso , largo y de mayor atencién, debido a la
necesidad de dos rondas de amplificacién , la evaluacion del resultado por electroforesis en

gel de agarosa y una alta probabilidad de falsos positivos.

La RT-gPCR es una técnica que ha mostrado ser de facil aplicacion y manejo para la
obtencion rapida de resultados, en este estudio demostrd tener una baja sensibilidad en
muestras bioldgicas donde se esperan bajas cargas virales como en personas asintomaticas

y en el mosquito vector.
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CONCLUSIONES

-Se estandarizaron tres protocolos para la deteccion de virus dengue por RT-PCR en tiempo
real. El protocolo que incluye el gen de Cépside asi como el que incluye el fragmento
3’UTR permiten detectar el virus pero sin distincion de serotipo; mientras que el protocolo

multiplex permite tanto la deteccién como la serotipificacion.

-Se determind que los tres protocolos presentan valores éptimos de eficiencia (entre el 90-
110%) y un rango lineal semejante, es decir, que los tres permitirian la cuantificacion de

carga viral en una muestra, en un rango de 10% — 10 copias genémicas.

-Se establecié que el protocolo de deteccion por RT-gPCR que presenta una mayor
sensibilidad analitica es el multiplex o DENV1-4, dado que permite detectar de manera
confiable hasta 100 copias virales por reacciéon. Por lo tanto, de los tres protocolos
implementados este permitiria detectar cargas virales bajas en muestras biologicas

infectadas con cualquiera de los cuatro serotipos de virus dengue.

-El protocolo de deteccion por RT-PCR semianidada presenta una mayor sensibilidad que
el protocolo de deteccion y serotipificacion por RT-qPCR; con este protocolo fue posible
detectar los serotipos 1 y 2 en muestras provenientes de banco de sangre y el serotipo 2 en

mosquitos Aedes aegipty, muestras en las que el resultado de la RT-gPCR fue negativo.
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ANEXO 1
Deteccion de ARN 18S en muestras de donantes de Sangre

Se presentan los valores de Ct obtenidos para cada muestra

MUESTRA DENV UTR HIC RESULTADO
CR02-0109 NA 21,72 NEGATIVO
CR0O2-0117 NA 29,96 NEGATIVO
CR03-1563 N.A 10.82 NEGATIVO
CRO3-148 N.A 30.83 NEGATIVO
CROB-0096 NA 2897 NEGATIVO
CR02-0110 NA 36.70 NEGATIVO
CR03150 N.A 36.89 NEGATIVO
CRO5-141 N.A 2358 NEGATIVO
CR03-149 N.A 2553 NEGATIVO
CR06-0097 N.A 30.81 NEGATIVO
CR0O2-0111 N.A 31.31 NEGATIVO
CR03152 N.A 38,59 NEGATIVO
CRO5142 N.A 3579 NEGATIVO
CR05150 N.A 2915 NEGATIVO
CR06-0098 N.A 2761 NEGATIVO
CR0O20112 NA 1352 NEGATIVO
CR03154 NA 16.08 NEGATIVO
CRO5-143 N.A 21,04 NEGATIVO
CR06-0090 N.A 12,62 NEGATIVO
CR06-0093 N.A 10,99 NEGATIVO

CR0201113 NA 18.64 NEGATIVO
CR03-155 NA 2558 NEGATIVO
CRO5-144 NA 18.00 NEGATIVO
CR0O6-0091 NA 34,31 NEGATIVO
CR0O6-0100 NA 18.36 NEGATIVO
CR0O2-0114 N.A 36.73 NEGATIVO
CR03-156 N.A 2268 NEGATIVO
CR05-145 N.A 26,61 NEGATIVO
CR0O6-0092 NA 15,92 NEGATIVO
CR0O6-0101 N.A 30.14 NEGATIVO
CR0O2-0115 N.A 26.32 NEGATIVO
CR03157 N.A 19.87 NEGATIVO
CRO53-146 N.A 27,99 NEGATIVO
CR06-0094 N.A 21.78 NEGATIVO
CR0O2-0116 N.A 16,08 NEGATIVO
CR03-158 N.A 21,04 NEGATIVO
CR05147 N.A 12,62 NEGATIVO
CR06-0095 N.A 10,99 NEGATIVO

CONTROL NEGATIVO NA NA NEGATIVO
CONTROL POSITIVO 20.49 30.80 POSITIVO




L Muestra HIC DENV UTR | RESULTADO
06-93 N/A N/A NEGATIVO
06-0102 33,66 N/A NEGATIVO
06-0103 27,45 N/A NEGATIVO
06-0104 30,26 N/A NEGATIVO
06-0105 32,89 N/A NEGATIVC
06-0106 30,48 N/A NEGATIVO
06-0107 29,23 N/A NEGATIVO
06-0108 2891 N/A NEGATIVO
06-0109 33,55 N/A NEGATIVO
06-0110 3594 N/A NEGATIVO
060111 30,23 N/A NEGATIVO
06-0112 28,27 N/A NEGATIVO
04-0025 34,99 N/A NEGATIVO
04-0026 34,13 N/A NEGATIVO
04-0027 30,22 N/A NEGATIVO
04-0028 2875 N/A NEGATIVC
050151 35,51 N/A NEGATIVO
050152 27,79 N/A NEGATIVO
050153 32,54 N/A NEGATIVO
050154 36,00 N/A NEGATIVO
050155 27,59 N/A NEGATIVO
050156 30,78 N/A NEGATIVO
050157 31,98 N/A NEGATIVO
05-0158 28,01 N/A NEGATIVC
02-0120 29,44 N/A NEGATIVO
02--0126 32,65 N/A NEGATIVO
02--0127 27,17 N/A NEGATIVO
02-0128 31,08 N/A NEGATIVO
CONTROL - N/A N/A NEGATIVO
CONTROCL - N/A N/A NEGATIVO
CONTROL +| 33,87 25,30 POSITIVO
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