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Resumen 

La enfermedad causada por el virus del dengue, Dengue virus (DENV), es una de las 

enfermedades virales reemergentes de mayor importancia a nivel mundial y en Paraguay 

constituye un problema de salud pública. Se estudió la epidemiologia molecular del DENV 

aislado de pacientes del Hospital Central del Instituto de Previsión Social entre febrero y junio 

del 2011. El DENV aislado se tipificó por amplificación de los genes que codifican la proteína 

NS5 y de la envoltura (E). Se secuenció el gen de la proteína E, las secuencias obtenidas se 

compararon con secuencias de aislados de diferentes países. Se aisló DENV a partir de 78/98 

sueros de pacientes con resultados positivos para NS1, de los cuales 60 correspondían a DENV-1 

y 18 a DENV-2. Se secuenció el gen de la proteína E de 45 DENV-1 y 11 DENV-2, estos 

pertenecían al genotipo V y al genotipo Americano/Asiático respectivamente. Se mostró una 

relación filogenética de los virus aislados con virus provenientes del Caribe y se sugirió que la 

introducción de ambos tipos pudo haber sido a través de Brasil. Se observó que los DENV-1 y 

DENV-2 aislados en 2011 pertenecían a grupos distintos de los detectados en años anteriores, 

sugiriendo la ocurrencia de un reemplazo de grupos. No obstante, se precisan más estudios para 

demostrar la asociación entre la introducción de nuevos grupos y el aumento de casos y muertes 

registrados en 2011 en Paraguay. Este estudio refuerza la relevancia de una vigilancia continua 

de los virus circulantes en el país. 

 

Palabras claves: dengue, epidemiología molecular, proteína de la envoltura, diversidad genética 
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Abstract 

The disease caused by the Dengue virus (DENV), is one of the most important viral re-emergent 

diseases worldwide and has a major impact on public health in Paraguay. We studied the 

molecular epidemiology of DENV isolated from patients of the “Hospital Central del Instituto de 

Previsión Social” between February and June in 2011. The isolated DENV was typified by 

amplifying the genes encoding the NS5 and envelope (E) proteins. The entire envelope gene was 

sequenced and the obtained sequences were compared to those from different countries. DENV 

was isolated from 78/98 sera from patients with positive results for NS1, of which 60 were 

DENV-1 and 18 were DENV-2. The envelope gene of 45 DENV-1 and 11 DENV-2 were 

sequenced, they belonged to genotype V and American/Asian genotype respectively. It was 

shown a phylogenetic relationship with virus isolated from the Caribbean and it was suggested 

that introduction of both types may have been through Brazil. It was observed that DENV-1 and 

DENV-2 isolates in 2011 belonged to other groups than those detected in the country in previous 

years, suggesting the occurrence of a group replacement. However, further studies are needed to 

demonstrate the association between the introduction of new groups in the raise of number of 

cases and deaths registered in 2011 in Paraguay. This study strengthens the need for continuous 

surveillance of circulating virus in the country.  

Keywords: dengue, molecular epidemiology, envelope protein, genetic diversity 
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1. INTRODUCCIÓN 



 

5 

 

 

1.1 Dengue, la enfermedad. Generalidades  

El dengue es una enfermedad infecciosa no contagiosa causada por el virus del dengue 

(DENV), el cual consta de 4 tipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y es transmitida 

principalmente por mosquitos vectores del género Aedes (aegypti y albopictus). Es considerada 

la patología viral transmitida por artrópodos de mayor importancia en términos de morbilidad y 

mortalidad humana, encontrándose entre las patologías infecciosas emergentes y re-emergentes 

de mayor impacto a nivel global (1, 2).  

Esta enfermedad afecta a más de cien países,  principalmente a aquellos localizados en 

las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), dos billones y medio de personas viven en áreas de riesgo de contraer esta enfermedad. 

Anualmente se reportan entre cincuenta a cien millones de individuos infectados, de los cuales 

aproximadamente quinientos mil requieren hospitalizaciones, registrándose una tasa de 

mortalidad anual del 1 al 5 % (3, 4). 

1.1.1 Reseña histórica  

El término “dengue” se originó en América entre 1827 y 1828, a raíz de una epidemia en 

el Caribe que causaba fiebre, artralgias y exantema. Los esclavos provenientes de África 

identificaron a esta entidad patológica como dinga o dyenga, homónimo del Swahili Ki denga 

pepo, que significa ataque repentino (calambre o estremecimiento) provocado por un “espíritu 

maligno” (5). 

La enfermedad del dengue fue descripta clínicamente por Benjamin Rush en Filadelfia, 

Pensilvania, EUA, en 1780 (6). Se trata de una patología antigua que se distribuyó mundialmente 

en los trópicos alrededor de los siglos XVIII y XIX a causa de la expansión de la industria y el 
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comercio marítimo. La epidemiología a nivel global y la dinámica de transmisión del virus del 

dengue cambiaron drásticamente en el sudeste asiático durante la Segunda Guerra Mundial; 

dicha zona geográfica fue identificada como fuente para la rápida y dramática re-emergencia del 

dengue a nivel mundial, inicialmente facilitada por el movimiento de buques (7).  

1.1.2 Manifestaciones clínicas 

La enfermedad puede darse de forma asintomática o presentarse con una amplia variedad de 

signos y síntomas. La información clínica de los brotes ocurridos a finales de 1960 en el sudeste 

asiático fue la base para la clasificación clínica del dengue, la misma fue publicada en las guías 

de la OMS en 1975 y actualizada en 1997 (8, 9). De acuerdo con la antigua clasificación de la 

OMS, las infecciones sintomáticas causadas por el virus del dengue se agruparon en tres 

categorías: fiebre indiferenciada, fiebre por dengue (FD) y fiebre hemorrágica por dengue 

(FHD). Además, la FHD, se clasificó en cuatro grados, según su gravedad, donde los grados III y 

IV corresponden al síndrome de choque por dengue (SCD). Los grupos expertos de consenso en 

América Latina (Habana, Cuba, 2007), Asia Suroriental (Kuala Lumpur, Malasia, 2007)  y en las 

oficinas principales de la OMS en Ginebra, Suiza en 2008 acordaron que: “el dengue es una sola 

enfermedad con presentaciones clínicas diferentes y a menudo con evolución clínica y resultados 

impredecibles”. Debido a esto, se llegó a un consenso en cuanto a la clasificación del dengue de 

acuerdo a su gravedad y fue publicada en una nueva guía de la OMS en 2009 (10). Utilizando 

una serie de parámetros clínicos, de laboratorio o ambos, se puede observar unas diferencias 

entre el dengue grave y el dengue, dividiéndose éste último en dos subgrupos: dengue con 

signos de alarma y dengue sin signos de alarma (11).  
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En el cuadro febril, relativamente autolimitado, pueden presentarse fiebre, dolor de 

cabeza, dolo retro-ocular, artralgia y mialgia, además, anorexia, náuseas, vómitos y otros pueden 

acompañar el cuadro clínico (8).  

El dengue puede progresar a dengue grave caracterizado por fiebre alta, fenómenos 

hemorrágicos, hepatomegalia, a menudo alteraciones circulatorias y choque, además puede 

observarse trombocitopenia moderada o marcada con simultánea hemoconcentración, 

hematocrito aumentado, aumento de la permeabilidad vascular, etc. Los principales cambios 

fisiopatológicos que determinan la gravedad del dengue hemorrágico son la hemostasia anormal 

y la extravasación de plasma de forma selectiva en las cavidades pleural y abdominal (12). 

 La extravasación de plasma puede resultar en una disminución del volumen plasmático 

que compromete el sistema circulatorio llevando al choque hipovolémico y en algunos casos a la 

muerte. Cuando se producen las hemorragias, éstas se asocian a un choque profundo debido a la 

combinación de trombocitopenia, hipoxia y otros factores que llevan al fallo de múltiples 

órganos y a la coagulación intravascular diseminada (13).  

1.1.3 Fisiopatología e Inmunidad 

Los mecanismos moleculares que subyacen a la enfermedad y los factores exactos que 

contribuyen al progreso de la enfermedad aun no son muy claros. Entre los parámetros conocidos 

involucrados se encuentran factores asociados al huésped, tales como edad, sexo, estado 

nutricional y la genética. Además, infecciones anteriores por DENV y la presencia de 

anticuerpos maternos interfieren y afectan el curso de la infección por DENV (14). Datos 

epidemiológicos indican que factores virales también deben influir en el desarrollo de la 

enfermedad y que la virulencia difiere entre las cepas de DENV, incluyendo cepas dentro del 

mismo tipo viral (15, 16). 



 

8 

 

La infección con uno de los tipos de dengue produce inmunidad permanente contra ese 

tipo en particular, pero se origina solo una protección a corto plazo contra los demás tipos (12).  

Los casos de dengue grave se presentan en una pequeña proporción de pacientes, 

observándose la mayoría de los casos en pacientes con infección secundaria, aunque también 

puede ocurrir en pacientes experimentando infección por el virus del dengue por primera vez 

(17). En 1970, Halstead y colaboradores (y col.) propusieron la teoría de que los individuos que 

cursan con una infección secundaria debida a un tipo viral distinto al de la primera infección, 

desarrollan una respuesta exacerbada dependiente de anticuerpos (antibody-dependent 

enhancement ADE), lo cual condice a presentar las formas más graves de la enfermedad. Esto se 

debe a que anticuerpos no neutralizantes pre-existentes opsonizan el virus y favorecen su entrada 

a monocitos/macrófagos, con la posterior inducción de la liberación de mediadores vasoactivos 

resultando en el aumento de la permeabilidad vascular característica del dengue grave (18, 19). 

Además, ciertos productos virales tales como la proteína no estructural 1 (NS1) puede también 

jugar un importante papel en el desarrollo de las formas graves de la enfermedad a través de la 

regulación de la activación del sistema complemento y la permeabilidad vascular (20, 21).   

1.2  Agente etiológico. Virus del dengue  

1.2.1 Características  estructurales 

 El virus del dengue (DENV) corresponde a un arbovirus («arbo» acrónimo del inglés 

arthropod-borne, transmitido por artrópodos), pertenece al género Flavivirus de la familia 

Flaviviridae. La partícula viral del DENV está constituida por una membrana lipoprotéica y por 

una nucleocápside de simetría icosaédrica. Posee un genoma viral de ARN (Ácido Ribonucleico) 

de cadena simple y de polaridad positiva, con un tamaño molecular de aproximadamente 10,7 

kilobases (kb). Este ARN, que funciona como mensajero, presenta un único marco de lectura 
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abierto (ORF, Open Reading Frame), flanqueado por dos regiones no codificantes denominadas 

5´y 3´UTRs (del inglés Untranslated regions) de aproximadamente 95-135 y 114-650 

nucleótidos respectivamente, las cuales poseen estructuras secundarias características que son 

necesarias para una eficiente traducción y replicación. El ORF codifica para una única 

poliproteína precursora la cual es procesada por proteasas virales y del huésped en tres proteínas 

estructurales (“C” de la nucleocápside, “prM/M” premembrana/membrana y  “E” de la 

envoltura) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) 

(Figura 1) (22, 23).  

 

Figura 1. Esquema del genoma del DENV 

El único marco de lectura abierto se encuentra flanqueado por dos regiones no codificantes (5´y 3´UTRs), 

codifica para tres proteínas estructurales: Cápside (C), membrana (M) y envoltura (E); y siete proteínas no 

estructurales: NS1,NS2A,NS2B,NS3,NS4A,NS4B y NS5. Fuente: Guzmán y col., 2010 (24). 

 

  

 Estudios de similitud de secuencias revelaron que las proteínas NS5 son las de mayor 

conservación entre las proteínas no estructurales de los flavivirus (25). Por ello varios trabajos 

han seleccionado a esta proteína como blanco de amplificación tanto para detección del género 

flavivirus como para la identificación de especies específicas y tipos en el caso del DENV (26-

30). Además, se han realizado estudios filogenéticos basados en las secuencias del gen que 

codifica para dicha proteína (31-34).   

 La glicoproteína E de DENV corresponde al mayor componente de la superficie viral y se 

compone de 3 dominios (Dominios I, II, y III), de conservación estructural significativa 
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comparando con otros flavivirus. Se ha sugerido que el dominio III de la proteína E, que adopta 

un plegamiento tipo inmunoglobulina, contiene sitios de reconocimiento de los receptores 

celulares de superficie (35, 36), por lo que esta proteína se encuentra involucrada en mecanismos 

de tropismo celular y su participación es determinante en el mecanismo de entrada del virus a la 

célula mediante interacciones con receptores celulares (37) . 

1.2.2 Replicación viral 

Las partículas virales ingresan a la célula por endocitosis mediada por receptor.  

Específicamente, la unión se produce cuando la glicoproteína E de la envoltura viral se une a un 

receptor en la superficie celular. Esta interacción induce a la internalización por endocitocis. 

Posteriormente el endosoma que contiene la partícula viral se funde con el lisosoma y esto 

ocasiona a una disminución del pH intraendosomal. La proteína E sufre un reordenamiento 

conformacional debido al pH reducido del endosoma, este cambio conformacional induce la 

fusión de la membrana viral con la membrana endosomal de la célula huésped, liberando el ARN 

en el compartimiento citoplasmático (37, 38). Posteriormente comienza la traducción de la 

poliproteína y su procesamiento en la membrana del reticulo endoplasmático (RE), la misma es 

procesada mediante proteasas virales y del huésped. El complejo replicativo viral es producido, 

ocurriendo la replicación y el empaquetamiento viral. El montaje de la partícula viral se produce 

dentro del lumen del RE, luego es transportada al complejo de Golgi donde nuevamente la 

partícula viral inmadura sufre modificaciones post traduccionales como glicosilaciones y 

procesamiento de la prM formando una partícula viral madura, la cual finalmente es liberada de 

la célula por exocitosis (Figura 2) (39, 40).  
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Figura 2. Representación esquemática del ciclo replicativo del DENV 

Esquema del ciclo de replicación viral del DENV. La partícula viral ingresa a la célula a través de 

un mecanismo de endocitosis mediada por receptor. El genoma viral es liberado al citoplasma y se inician 

los procesos de replicación, montaje y maduración de nuevas partículas virales que luego serán liberadas 

de la célula mediante exocitosis. Fuente: Modificado de Lindenbach y col., 2007 (38). 

 

1.2.3 Ciclo de transmisión. Vectores 

Los cuatro tipos virales son mantenidos en dos ciclos de transmisión: selvático y humano. 

El ciclo selvático es ecológica y evolutivamente distinto del ciclo de transmisión humano. El 

mismo tiene lugar en los entornos selváticos del sudeste de Asia y África Occidental, en la 

península de Malasia y en el este de Senegal respectivamente. En este ciclo, la transmisión es 

mediada por artrópodos del género Aedes (Ae.) y los primates no humanos parecen actuar como 

únicos huéspedes amplificadores y reservorios. Así en África, los principales vectores incluyen 

Ae. (Stegomyia) luteocephalus, Ae. (Diceromyia) furcifer, y Ae. (Diceromyia) taylori. A pesar de 

que solo han sido reconocidos dos focos de transmisión selvática de DENV, si se considera la 

amplitud de la distribución geográfica tanto de vectores como reservorios primates, es probable 

que la transmisión selvática ocurra en otras zonas tropicales de África y Asia (41-43).  
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En la actualidad, casi todas las infecciones humanas se deben a cepas de DENV que 

circulan exclusivamente en ambientes domésticos y peridomésticos, donde el humano participa 

como único hospedador amplificador y reservorio. En este ciclo de transmisión humana, el 

mosquito Ae. aegypti actúa como vector principal del DENV, mientras que otras especies de 

Aedes spp., como Ae. albopictus y Ae. polynesiensis, sirven como vectores secundarios (Figura 

3) (7, 44).  

 

Figura 3. Aedes aegypti, principal vector de transmisión del DENV 

Fuente: Public Health Image Library. Disponible en: http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/9254/9254_lores.jpg 

 

1.2.4 Tipos y genotipos 

El virus consta de cuatro tipos antigénicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y 

DENV-4, que a pesar de que son casi idénticos epidemiológicamente, son genéticamente muy 

distintos. Por otra parte, estudios filogenéticos de cepas humanas de DENV han demostrado que 

cada tipo se organiza en grupos (clusters) los cuales fueron denominados como genotipos (5, 33, 

45, 46).  

A nivel mundial, existe una importante diversidad entre las cepas de DENV, incluyendo 

los cuatro tipos diferentes,  los cuales difieren en un 25 a 40% a nivel de aminoácidos. (35, 47).  

Estudios filogenéticos de DENV-1 basados en secuencias del gen de la proteína E, así 

como también secuencias genómicas completas,  han reconocido cinco genotipos distintos para 

http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/9254/9254_lores.jpg
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DENV-1, agrupados como se detalla a continuación: a) genotipo I: representado por cepas 

procedentes de todo el Sudeste asiático, China y Oriente Medio (Arabia Saudí). b) genotipo II: 

incluye algunas cepas de Tailandia. c) genotipo III: en el que están incluidos cepas selváticas 

aisladas en Malasia, sin embargo, la naturaleza selvática de dichos aislados ha sido cuestionada 

(42, 43). d) genotipo IV: en el que se agrupan cepas de Japón, Corea, China, Myanmar, Malasia e 

Indonesia, Islas del Pacífico Este (Polinesia Francesa, Nauru, Filipinas y Hawai) y de Australia. 

e) genotipo V: representado por cepas colectadas en las Américas, este de África y Asia (46, 48-

54).     

Si bien estudios filogenéticos anteriores basados en secuencias parciales (prM/E) o 

secuencias completas del gen de la proteína E de DENV-2 habían identificado cuatro genotipos, 

estudios posteriores describieron seis genotipos para este tipo de DENV (42, 46, 55-58). Los 

mismos incluyen: a) genotipo asiático I: en el que se encuentran agrupadas cepas provenientes 

de Tailandia, Malasia, Camboya, Myanmar, Vietnam y Australia. b) genotipo asiático II: 

representado por cepas de China, Indonesia, Filipinas, Taiwán, Sri Lanka, India, Honduras y 

México. c) genotipo del Sudeste asiático y América: incluye cepas del Sudeste asiático y del 

Centro y Sur de América y el Caribe colectadas en los últimos treinta años. d) genotipo 

cosmopolita: el cual incluye cepas distribuidas en una amplia área geográfica, incluyendo el Este 

y Oeste de África, Oriente Medio, India, Islas del Pacífico y Australia  e) genotipo Americano: el 

cual incluye cepas de Centro y Sur de América, el Caribe y cepas más antiguas aisladas en el 

subcontinente indio y las islas del Pacífico. f) genotipo selvático, incluyendo cepas humanas, de 

mosquitos y primates no humanos colectados recientemente en el Oeste de África y el Sudeste 

asiático (41, 59-61).  
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En 1994 Lanciotti y col. describieron por primera vez los cuatro genotipos de DENV-3 

basados en la secuencia de los genes de las proteínas prM/M y E. Fueron agrupadas cepas 

representativas de diferentes regiones de la siguiente manera: (a) genotipo I, Sudeste asiático, 

Filipinas y las Islas del Pacífico Sur; (b) genotipo II, Sudeste asiático continental; (c) genotipo 

III, representado por cepas que se propagan a través de Asia, África del Este y en las Américas y 

(d) genotipo IV, Puerto Rico y Tahití . Varios estudios filogenéticos posteriores basados en el 

secuenciamiento de todo el gen de la proteína E han confirmado estos genotipos (62-68). Así 

también estudios del genoma completo han demostrado la misma distribución de genotipos (69-

71).  

Análisis filogenéticos realizados por diversos grupos de investigadores basados en las 

secuencias genómicas completas como secuencias del gen de la proteína E han descripto un 

quinto genotipo para DENV-3 cuya clasificación precisa ha sido controversial (42, 72, 73).  

Por último, han sido identificados cuatro genotipos para DENV-4  (74-76). El estudio 

reciente realizado por Chen y col. basado en secuencias de la proteína E, han confirmado la 

existencia de los cuatro genotipos agrupándose de la siguiente manera: a) genotipo I: incluye 

cepas de Filipinas, Tailandia, Vietnam, Myanmar, Malasia, Sri Lanka, India, Japón, China y 

cepas aisladas en Brasil (77, 78). Este genotipo incluye el prototipo de DENV-4 (H241) aislado 

en Filipinas en 1956. b) genotipo II: agrupa a cepas de todo el sudeste asiático (Indonesia, 

Malasia, Singapur), China, las islas del Oeste del Océano Pacífico, Australia, el Caribe y las 

Américas. c) genotipo III: representado por cepas de Tailandia aisladas entre 1997 y 2001. d) 

genotipo IV: el cual incluye las tres cepas aisladas de monos centinelas en Malasia durante la 

década de 1970, estas cepas son genéticamente distintas a las cepas mencionadas anteriormente y 

se lo describe como el genotipo ancestral (43, 79). 
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Estudios basados en la diversidad genética del DENV han sugerido la existencia de 

“grupos” “clados” o “linajes” dentro de cada genotipo, con diferentes relaciones geográficas y 

temporales (62, 80-83). La identificación de los mismos puede llevar a un mejor conocimiento de 

los patrones de migración, así como la detección de virus emergentes con alteraciones en cuanto 

a virulencia, antigenicidad, etc (62).  

Una observación cada vez más común en los estudios filogenéticos de DENV es el 

cambio o reemplazo de linajes. Esto puede ocurrir debido a que ciertos linajes de virus aislados 

en un determinado momento no generan linajes descendientes debido a que poseen mutaciones 

deletéreas por lo que son eliminados y/o a causa de que no se aíslan en los años posteriores 

debido a “cuellos de botella” en el tamaño de la población de virus. De otro modo más 

dramático, este fenómeno puede producirse cuando un clado o linaje que ha persistido en un 

lugar por años luego experimenta la extinción y a veces es reemplazado por un nuevo clado (47, 

72, 75, 84).     

Se ha reportado que el reemplazo o introducción de un nuevo tipo, genotipo o linaje de 

DENV está generalmente relacionado a un aumento en la incidencia de la enfermedad y 

frecuentemente por la aparición de brotes sustanciales (85, 86) 

1.3 Diagnóstico   

El diagnóstico clínico del dengue resulta muy difícil pues la infección por el DENV 

puede presentarse con un amplio espectro clínico y sin signos ni síntomas específicos, así el  

diagnóstico de la enfermedad se basa en pruebas laboratoriales. Después de la aparición de los 

signos y síntomas, el virus se puede detectar durante cuatro a cinco días en: suero, plasma, 

células sanguíneas circulantes y otros tejidos. El aislamiento del virus, la identificación por 

inmunofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales específicos y la detección del genoma 
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viral mediante la reacción en cadena de la polimerasa previa retrotranscripción (RT-PCR) 

convencional o en tiempo real confirman la infección (87, 88).  

El enfoque a nivel global del diagnóstico del dengue se basa principalmente en la 

detección de anticuerpos del tipo IgM anti-DENV y de antígeno viral NS1; en laboratorios más 

especializados el mismo se ve reforzado mediante la detección del ARN viral a través de RT-

PCR y en raras ocasiones del aislamiento del virus. Por lo general la técnica de detección de IgM 

es robusta pero presenta ciertas limitaciones, escasa sensibilidad en los primeros días de 

enfermedad, reactividad serológica cruzada con otros flavivirus en algunas regiones y en 

infecciones secundarias pueden producirse niveles bajos hasta indetectables de anticuerpos del 

tipo IgM (87, 89, 90).  

Entre las técnicas utilizadas para el diagnóstico se encuentran: 

A. Técnicas para la detección viral: 

a) Aislamiento viral: El principal método utilizado para el aislamiento del DENV es la 

inoculación de la muestra sospechosa en células en cultivo, así también puede realizarse en 

mosquitos o ratones recién nacidos. La línea celular que a menudo se utiliza para el aislamiento 

en cultivo celular corresponde a la C6/36  que consiste en células de mosquito Aedes albopictus; 

(91). Luego de cinco a siete días de incubación de la muestra por lo general es posible observar 

un efecto citopático en las células (92, 93). 

b) Detección de antígenos virales (NS1): Las células infectadas por el DENV, secretan la 

glicoproteína viral NS1 de 55 kDa, la misma ha sido detectada en suero de pacientes 

concomitante con la viremia y coincidente con la etapa febril de la enfermedad, desde el primer  

día de fiebre disminuyendo luego de 6 a 7 días. Alcon y col. lograron detectar la proteína incluso 

cuando la RT- PCR convencional fue negativa o en la presencia de anticuerpos del tipo IgM (94-
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96). Varios estudios comparativos que evaluaron tanto ELISAs como test rápidos han obtenido 

rangos de sensibilidad del 60 – 87% y de especificidad de 97 – 100%. En un estudio 

multicéntrico realizado en seis países en el 2010 en el cual se ensayaron dos métodos de ELISA 

para detectar NS1, concluyeron que combinando la detección de IgM y NS1 se aumentaba la 

sensibilidad del diagnóstico de dengue (89).  

c) Detección del material genético viral (RT-PCR): Desde hace varios años, se vienen 

desarrollando innumerables métodos de RT-PCR convencional para detectar el genoma viral 

(97-99), permitiendo algunos de ellos la identificación de los tipos del DENV (100-102). 

Se han desarrollado ensayos de RT-PCR en tiempo real cuyas ventajas principales son la 

alta sensibilidad, la reducción del tiempo necesario para el análisis, bajo riesgo de contaminación 

con productos amplificados, y que permite la cuantificación de la carga viral (103). Varios 

utilizan sondas marcadas específicas como las TaqMan
® 

 (30, 104-106). El alto costo que 

implican las sondas fluorogénicas puede ser paliado con la sustitución de las mismas por agentes 

intercalantes del ADN como el SYBR
®
 Green. En un estudio de costo-efectividad para la 

detección y tipificación del DENV, demostraron que el uso del  SYBR
®

 Green redujo a la mitad 

los costos materiales de diagnóstico en comparación con los ensayos que utilizaban sondas (107). 

Dos Santos y col. desarrollaron un método de RT-PCR en tiempo real que detecta los cuatro 

tipos del DENV en un solo paso, utilizando SYBR
®

 Green. En este estudio fue demostrado que 

el mismo resultó ser mil veces más sensible que la RT-PCR convencional (108). En otro estudio 

realizado en el 2011, Paudel y col. describieron que la sensibilidad y especificidad de un ensayo 

con SYBR
®
 Green eran bastante similares a aquellos que utilizaban sondas, además señalaron 

que el mismo fue igual de sensible en infección primaria o secundaria (109). 

B. Técnicas serológicas 
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Entre las pruebas serológicas, se encuentra por un lado el ensayo de inhibición de la 

hemaglutinación y por otro, los métodos de ELISA de detección de anticuerpos de los tipos IgM 

e IgG que son los más utilizados y son considerados como requisitos mínimos para la 

confirmación de casos (87, 110). 

Para el diagnóstico serológico definitivo son necesarias muestras de sangre pareadas 

colectadas entre los días cero y cuatro por un lado, y de los diez a veintiún días de la enfermedad 

por otro, a modo de que sea posible confirmar la seroconversión de anticuerpos del tipo IgM. 

(111). Un aumento de cuatro veces en el título de IgG es también consistente con una infección 

reciente (112, 113).  

1.4 Prevención y control  

Actualmente no existe una droga antiviral disponible contra el virus, ni se cuenta con un 

tratamiento específico para la enfermedad, lamentablemente, a pesar de los esfuerzos realizados, 

tampoco se dispone de una vacuna segura y eficaz para prevenirla. Entre los factores que  

influyen en la complejidad de la producción de la vacuna se incluye: la necesidad de desarrollar 

una vacuna contra los cuatro tipos para evitar el fenómeno de ADE, la poca comprensión de los 

mecanismos de la inmunidad protectora contra el virus, la falta de un modelo animal para la 

evaluación de las vacunas, entre otros; sin embargo se han observado avances significativos en 

los últimos años (114, 115). 

En 2010, el desarrollo de la vacuna del dengue ha alcanzado un avance muy importante 

con el inicio de la fase III del ensayo clínico para investigar una vacuna tetravalente CYD TDV 

(CYD Tetravalent Dengue Vaccine de Sanofi Pasteur) la cual está compuesta de cuatro vacunas 

recombinantes vivas atenuadas (CYD 1-4)  sobre una base de la organización genómica de la 

cepa de la vacuna 17D del virus de la fiebre amarilla (Yellow fever virus), donde a través de 
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manipulaciones en el genoma fueron sustituidos los genes prM y E por el de cada una de los 

genes de las proteínas prM y E de cada uno de los cuatro tipos del DENV. En el 2011 se informó 

que fue administrada a más de seis mil niños y adultos de 15 países endémicos y no endémicos 

de dengue y que no se habían presentado preocupaciones sobre su seguridad. Para fines del 2012 

se esperan resultados preliminares de la eficacia y seguridad a gran escala de un estudio 

realizado en alrededor de cuatro mil niños tailandeses (116).   

La vigilancia vectorial juega un papel decisivo en el control de epidemias  del dengue, 

mediante la cual es posible identificar aumentos en la presencia del vector y los posibles 

criaderos, permitiendo una acción rápida para prevenir o disminuir la transmisión de la 

enfermedad. Sin embargo, hasta hoy el principal problema es la sostenibilidad, se recomienda 

que la aplicación de estrategias de control integradas, incluyendo herramientas para reducir los 

índices larvarios y la cantidad de moquitos adultos sea complementada con la participación 

intersectorial y de la comunidad (114, 117). 

1.5 Epidemiología del dengue  

1.5.1 Dengue en las Américas 

En América, el DENV-1 fue detectado por primera vez en 1977 causando una epidemia 

que empezó en Jamaica, se expandió a Cuba, Puerto Rico y Venezuela, y eventualmente al resto 

de los países del Caribe, México, América Central y países del norte y sur de América (118-120). 

Desde entonces se ha mantenido principalmente en un patrón endémico asociado a formas 

clásicas de la enfermedad y esporádicamente asociado a casos graves de la misma (50).  

Por otra parte, la primera evidencia de DENV-2 en las Américas se produjo en 1953 en 

Trinidad (121). Luego en 1981, en Cuba este tipo de DENV fue el causante de la primera gran 
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epidemia de dengue grave en las Américas donde fueron reportados 10.312 casos graves y 158 

casos fatales (3, 122). Se postuló que un factor determinante en la aparición de casos graves en 

las Américas fue la importación a la región de genotipos distintos a los genotipos nativos. La 

rápida propagación de la enfermedad llevó a epidemias posteriores en Jamaica (1981-1982), 

Venezuela (1989-1990) y Brasil (1990), hasta extenderse en gran parte de Centro y Sudamérica 

(123-125).  

El DENV-3 se asoció con las epidemias de 1962–1963 y 1968–1969 en varios países del 

Caribe y los últimos aislamientos realizados coincidieron con el momento de entrada del DENV-

1 en la región en 1977 (126). Este tipo de DENV fue re-introducido en las Américas en 1994 

causando epidemias en Nicaragua y Panamá, dispersándose luego a los países de América 

Central, México, países del Caribe y finalmente a Sudamérica (65, 127, 128).  

En 1981, fue introducido el DENV-4 al continente americano, causando epidemias en 

países del Caribe, México, América Central y del Sur (119).  

Actualmente los cuatro tipos de DENV circulan en América y desde 1963, la región ha 

experimentado brotes causados por al menos un genotipo de DENV-1, dos genotipos de DENV-

2, tres genotipos de DENV-3 y un genotipo de DENV-4 (129). En los años noventa, los tipos 

circulantes más frecuentes en las Américas fueron DENV-1 y DENV-2. Este patrón cambió en el 

periodo 2000 a 2007 cuando DENV-2 y DENV-3 fueron reportados como tipos más frecuentes 

(118). 

La incidencia global del dengue ha aumentado dramáticamente en los últimos años, hasta 

la semana epidemiológica (SE) 30 del año 2010,  fueron reportados 1,082,402 de casos en la 

región de las Américas (130).  
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1.5.2 Dengue en Paraguay  

En Paraguay se registraron dos grandes epidemias de dengue atribuidas al DENV-1, en 

los años 1988-1989 (aproximadamente 40.000 casos) y 1999-2000 (alrededor de 27.000 casos) 

(131, 132). En el 2001 se registró por primera vez la circulación del DENV-2 el cual co-circuló 

con el DENV-1, luego, en el 2002 se introdujo al país el DENV-3, registrándose alrededor de 

1800 casos. En el mismo año se detectó la circulación simultánea de los DENV-1, DENV-2 y 

DENV-3. El DENV-3 fue nuevamente detectado en los siguientes dos años, luego en el 2005 

circuló en el país el DENV-2 (133, 134).  

En el 2006, 1700 casos se reportaron en una epidemia de dengue en Asunción atribuida al 

DENV-3, este tipo viral siguió circulando en el 2007, a comienzos de ese año se registraron los 

primeros casos graves con desenlace fatal. Este evento marcó un punto de inflexión en la historia 

del dengue en el Paraguay, ya que fue la primera vez que esta forma clínica grave fue observada 

en el país. En total, en el 2007 se reportaron 28.182 casos de dengue, 55 de dengue grave y 17 

muertes. (134). 

En la epidemia del 2008-2009 se detectaron DENV-1 y DENV-3 con predominancia de 

éste último. En el año 2010 volvieron a registrarse casos graves y muertes causadas por la 

infección por el virus, 30 y 15 casos respectivamente. En este año se reportó  la circulación de 

DENV-1 y DENV-3 que ya habían sido detectados el año anterior, pero además fue detectado el 

DENV-2 que no había sido reportado en los últimos cinco años. Luego, en el 2011 se produjo la 

mayor epidemia en cuanto a la cantidad de casos y muertes registradas con respecto a años 

anteriores. En total fueron reportados 42.264 casos, de los cuales 97 fueron clasificados como 

dengue grave y se registraron 62 muertes. Se identificó la circulación de DENV-1 y DENV-2 en 

forma simultánea, con predominio de este último. Existe un claro aumento en el registro de casos 
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de dengue en nuestro país, así, la cantidad de casos confirmados en el año 2011 equivale a 

aproximadamente tres veces más de los registrados en el 2010 y cerca de diez veces más de los 

confirmados en el 2009 (135).  

En marzo del 2012 se reportó la introducción del DENV-4 por primera vez al país, el 

mismo fue detectado solo en Asunción y el Departamento Central. El DENV-2 se mantuvo como 

tipo de DENV predominante. Las notificaciones de casos confirmados acumuladas del año 2012, 

hasta el 28 de junio, ascendieron a 24.924 y se registraron ya 55 muertes (136). 

Mediante la comparación entre los años 2011 y 2012, la tasa de incidencia acumulada en 

el 2012 (hasta la SE 33) fue de 432 por 100.000 habitantes que con respecto al año 2011, es 

inferior en un 32% (137). Analizando la cantidad de casos y muertes en el mismo periodo en 

ambos años (hasta la SE 26) pudo observarse una mayor cantidad de casos registrados en 2011 

(32.106) comparado con el 2012 (24.924), sin embargo es interesante resaltar que la tasa de 

letalidad de la enfermedad es mayor en el año 2012 (0,22%) con respecto al año anterior (0,17%) 

(136, 138). Existen ciertos estudios de caracterización molecular de aislados de DENV en 

Paraguay, Avilés y col. estudiaron cepas virales de DENV-1 correspondientes a la epidemia del 

año 2000 de Paraguay y Argentina (139). Por otro lado, Aquino y col. realizaron el análisis 

filogenético de los aislados de DENV-3 provenientes de Brasil y Paraguay (2002-2004), 

demostrando que los aislados pertenecían al genotipo III circulante en las Américas con un 

ancestro común probablemente originado en el Sudeste de Asia. Además sugirieron que este tipo 

de DENV había sido introducido al país al menos tres veces desde Brasil (66). También, Díaz 

Aquino y col. estudiaron la variabilidad genética de DENV-2 y DENV-3 aislados de epidemias 

ocurridas en el periodo 2001-2006 (140). Finalmente, el estudio más reciente de aislados de 

DENV de nuestro país fue publicado por Alfonso y col., el mismo describió la relación 
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filogenética de aislados de DENV-3 de Brasil y Paraguay teniendo en cuenta las secuencias 

completas del marco abierto de lectura (ORF). Los autores describieron la agrupación de las 

cepas en genotipos, linajes y sub-linajes. Además observaron que construyendo árboles 

filogenéticos con cualquiera de las secuencias de los genes que codifican para las proteínas 

virales es posible identificar los genotipos de DENV-3 (80).  
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1.6 Justificación 

En los últimos cuatro años, en Paraguay, han sido reportados más de 85.000 casos de 

dengue y alrededor de 130 muertes a causa de la enfermedad. En las epidemias ocurridas en el 

país se ha detectado DENV-1, DENV-2 y DENV-3; y desde el año 2012, el DENV-4 (135, 137). 

En 2011, Paraguay ha sufrido la mayor epidemia en comparación a años anteriores, durante la 

misma fue detectada la circulación de DENV-1 y DENV-2 (135). 

Estudios filogenéticos de DENV aislados en Paraguay han demostrado la circulación de 

cepas pertenecientes a diferentes grupos dentro de los genotipos designados para los distintos 

tipos de DENV, así también se ha reportado la posible asociación entre la introducción de un 

nuevo grupo y el cambio de tipo viral predominante (139, 140) 

En países endémicos para el dengue se ha demostrado que pueden ocurrir reemplazos de 

tipos de DENV o genotipos así como de grupos dentro de los genotipos (84, 141). Además, 

reportes previos han señalado la asociación entre los mencionados reemplazos y cambios en la 

incidencia y severidad de la enfermedad (15, 141, 142).  

A pesar que la patogénesis de los casos graves es aún poco comprendida, estudios 

filogenéticos del DENV han sugerido la asociación entre los genotipos específicos y la severidad 

de la enfermedad (143). Así también, se ha descripto que aislados de diferentes epidemias, leves 

o graves, formaron grupos genéticamente distintos, sugiriendo un rol de la genética viral en el 

desarrollo de casos graves (15). Los estudios filogenéticos pueden constituir  una herramienta 

importante para realizar el monitoreo de la introducción y dispersión de los virus, además de 

predecir las posibles consecuencias epidemiológicas potenciales de este tipo de eventos (83). 

Dichos estudios permiten determinar la variabilidad genética de los virus y establecer relaciones 
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filogenéticas entre virus aislados en diferentes regiones o de diferentes epidemias, estableciendo 

posibles patrones de migración y evolución de los virus (144).  

Varios estudios han analizado diferentes regiones del genoma del virus así como del 

genoma completo del DENV a fin de determinar el origen, la evolución, además de examinar la 

diversidad viral (145). Debido a que se conoce que la proteína de la envoltura (E) del virus es el 

mayor determinante del tropismo, constituye el principal blanco de anticuerpos neutralizantes y 

es la responsable de mediar la unión y fusión del virus a las células huésped, encaminamos este 

estudio al análisis filogenético basado en la secuencia completa del gen que codifica para esta 

proteína (37, 146) 

Por lo citado anteriormente, destacando el impacto del dengue para la salud pública del 

Paraguay y considerando que no existen muchos datos de variabilidad genética de DENV 

aislados en el país, en el presente estudio se estudió la epidemiología molecular del DENV 

aislado de pacientes del Hospital Central del Instituto de Previsión Social  entre febrero y junio 

del 2011. 

Los resultados obtenidos del estudio aportarán datos acerca de los tipos circulantes en una 

población de Paraguay en 2011, la variabilidad genética de las cepas virales aisladas y su 

relación filogenética con aislados a nivel mundial, incluyendo los virus aislados en el país en 

años anteriores.  
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo General  

Estudiar la epidemiología molecular del virus del dengue aislado de pacientes del 

Hospital Central del Instituto de Previsión Social entre febrero y junio del 2011. 

 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

1. Identificar los tipos virales y determinar la distribución geográfica de los mismos. 

2. Determinar la variabilidad genética mediante el análisis de secuencias nucleotídicas del 

gen de la proteína E de los virus aislados. 

3.  Analizar el relacionamiento filogenético y evolutivo de los virus aislados.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1 Diseño, local y población del estudio  

3.1.1 Diseño y local del estudio  

 

Se llevó a cabo un estudio observacional descriptivo de corte transverso, con muestreo 

no probabilístico a criterio. Las muestras fueron colectadas en el Servicio del “Laboratorio de 

urgencias, hormonas y marcadores tumorales” del Hospital Central del Instituto de Previsión 

Social (HC-IPS) durante el periodo entre febrero y junio del 2011.  

El IPS, tiene a su cargo la administración del Seguro Social en Paraguay, cuenta con 93 

servicios organizados en tres niveles de atención y 8 niveles de complejidad. El Hospital Central 

de IPS, se encuentra ubicado en el barrio Santo Domingo de Asunción, representa al nivel 

terciario especializado y brinda atención a pacientes de diferentes localidades, principalmente de 

Asunción además de otras ciudades del Departamento Central. El “Departamento de Análisis 

Clínicos” del HC-IPS ofrece cobertura integral en la realización de análisis laboratoriales y en la 

totalidad del año 2011 atendió a 551.916 pacientes, a su vez, una de las divisiones del 

mencionado departamento corresponde al “Servicio de Laboratorio de Urgencias, Hormonas y 

Marcadores Tumorales” que en el mismo año recibió a 137.561 pacientes (Datos obtenidos del 

Dpto. Epidemiología, HC-IPS). 

3.1.2 Población de estudio y colecta de muestras  

En este estudio fueron inicialmente incluidos 178 pacientes, de ambos sexos y de todas 

las edades, que acudieron al HC-IPS durante el periodo de febrero a junio del 2011 con sospecha 

clínica de infección aguda por DENV y que contaban con pedido médico para la realización del 

test rápido (TR) de detección de antígeno NS1 de dengue (hasta 5 días después del inicio de los 

síntomas).  
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En el momento de la toma de muestra de sangre para realizar el TR de NS1, una parte de 

la misma (2-3 mL), fue separada en un tubo estéril libre de ribonucleasas y desoxi-ribonucleasas 

(RNAsas-DNAsas), conservada a 4ºC y luego transportada al Instituto de Investigaciones en 

Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asunción (IICS-UNA). Posteriormente, se obtuvo 

el suero mediante centrifugación y se fraccionó en alícuotas que fueron conservadas a -70ºC 

hasta su procesamiento. Luego de obtener los resultados del TR para NS1 (Standard 

Diagnostics,Inc., Korea) del Laboratorio de Urgencias del IPS, las muestras con resultados 

positivos, en total 98, fueron seleccionadas para realizar la caracterización molecular del virus 

del dengue. Según datos del fabricante la sensibilidad del TR para NS1 era del 92,8% y la 

especificidad del 98.4%.  

Los datos de los pacientes fueron registrados en la ficha clínica-epidemiológica del 

Ministerio de Salud Pública y Bienestar Social, Paraguay (MSPyBS) (Anexo 1), los mismos 

fueron procesados en forma de códigos asegurando la confidencialidad y protegiendo la 

identidad de los pacientes. El protocolo de investigación del proyecto fue aprobado por los 

comités científico y ético del IICS-UNA. En base a los registros de las ciudades y/o barrios de 

los cuales provenían los pacientes se representó la ubicación geográfica en mapas mediante el 

programa Google Earth  6.2.2.6613 (Google Inc., EUA).  

El procesamiento de las muestras se llevó a cabo en el Departamento de Producción-

Bioquímica del IICS-UNA y en el Laboratorio de Virología de la Facultad de Ciencias 

Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Universidad de San Pablo, Brasil. 

3.2 Cepas virales 

 Como controles, se utilizaron cepas virales de DENV cedidas por el Laboratorio de 

Virología de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirao Preto (Universidad de San 
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Pablo, Brasil). Se incluyeron las siguientes cepas: DENV-1 cepa Mochizuki con título de 1x10
8
 

UFP/mL, DENV-2 cepa NGC con título de 5,75x10
6
 UFP/mL y DENV-3 cepa BR/D3 SL3/2002 

con titulo de 1x10
7
 UFP/mL. Los stocks virales provenientes de sobrenadante de cultivo celular 

de células C6/36 con 20% de SFB fueron conservados a -70
o
C.  

3.3 Extracción de ARN viral 

La extracción de ARN viral fue realizada tanto a partir del suero de pacientes con 

resultado positivo del TR para NS1 como del sobrenadante de cultivo de células C6/36 luego del 

aislamiento viral para su confirmación por RT-PCR en tiempo real.  

El ARN viral fue purificado a partir de 200 L de suero o sobrenadante de cultivo celular 

utilizando el kit de extracción AxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit (Axygen 

Biosciences, EUA), respectivamente, de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante, el 

ARN fue eluido con 60µl de tampón de elución y fue almacenado a -70°C hasta su 

procesamiento.  

3.4 Detección del genoma viral mediante RT-PCR en tiempo real 

 La reacción de RT-PCR en tempo real fue utilizada para detectar el genoma del DENV 

en suero de los pacientes con resultado positivo del TR para NS1 y en sobrenadante de cultivo 

celular a modo de confirmar el aislamiento del virus. La metodología empleada fue aquella 

descripta previamente por dos Santos y col. (108). Brevemente, se utilizó el  kit de un solo paso 

denominado SuperScript III Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-PCR (Invitrogen, EUA),  

oligonucleótidos (primers) que reconocen la región no codificante 5’UTR altamente conservada 

en los cuatro tipos de DENV, descriptos anteriormente por Aquino y col. (66). El volumen final 

de la mezcla de reacción fue de 25 L conteniendo: 12,5 L del reactivo 2X SYBR Green [0,4 

mM de cada dNTP, 6mM MgSO4], 0,5 L de las enzimas Retrotranscriptasa y ADN polimerasa: 
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SuperScript™ III RT/Platinum® Taq Mix [2.5 U], 0,5 L de primers: 5’ UTR-S [10 µM] y 

5’UTR-C [10 µM]  y 11 L de ARN purificado. La amplificación se realizó utilizando el sistema 

“Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System” (Applied Biosystems, EUA), en las siguientes 

condiciones: 50ºC por 20 minutos, 95ºC por 5 minutos, seguido de 45 ciclos de amplificación a 

95ºC por 15 segundos, 60ºC por 40 segundos, y 72ºC por 30 segundos. Finalmente, una curva de 

disociación fue construida incubando los productos amplificados de 60 a 95 ºC con un aumento 

de 0,2 ºC/segundo para determinar la especificidad de la reacción. La temperatura de disociación 

(Temperatura de melting, Tm) de los productos amplificados específicos correspondientes a los 

controles virales de los cuatro tipos de DENV se encontró en el rango de 78,9 – 80,8 ºC, mientras 

que el valor de Tm para los dímeros de primers fue menor, encontrándose en el rango de 72,2 – 

73,9ºC.  

Para la cuantificación viral relativa se construyó una curva estándar a partir de diluciones 

seriadas de una cepa control de DENV-2.  Para ello se utilizó el RNA obtenido del sobrenadante 

de cultivo de células C6/36 infectadas con la cepa control de DENV-2 NGC conteniendo 

5,75x10
6
 UFP/mL. La curva se obtuvo mediante el gráfico de los valores de Ct, del inglés 

“threshold cycle” en el eje de abscisas y el logaritmo de la concentración (UFP/mL) en el eje de 

ordenadas.  El valor de Ct se define como la cantidad de ciclos de PCR requeridos para que se 

detecte fluorescencia correspondiente a una muestra con la suficiente intensidad para alcanzar un 

límite predeterminado denominado “threshold”. El valor de Ct es inversamente proporcional a la 

concentración o cantidad de copias iniciales en la muestra. 

3.5 Aislamiento viral en cultivo celular 

El aislamiento viral se realizó mediante inoculación de los sueros de pacientes en cultivos 

de células C6/36 (91). Para ello fueron utilizados los sueros de pacientes en los cuales se detectó 
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el DENV mediante RT-PCR en tiempo real. Células C6/36 fueron cultivadas en medio Leibovitz 

(L-15) (Sigma-Aldrich, Inc., E.U.A.), preparado según recomendaciones del fabricante, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, Inc., E.U.A.), con 1% de 

penicilina/estreptomicina y mantenidas en estufa a 28ºC  (Quimis, Brasil). Luego, la monocapa 

celular fue inoculada con 20L de suero de pacientes e incubada a 28ºC por una hora con 

agitación suave cada 15 minutos. Transcurrido este tiempo se incubó con medio de 

mantenimiento L-15 suplementado con 2% de SFB a 28ºC por 5 a 7 días. Después de dos pasajes 

sucesivos, se colectó el sobrenadante celular, se añadió SFB para una concentración final del 

20%, conservando en alícuotas a -70ºC hasta su procesamiento. Como control negativo, células 

sin infectar fueron incubadas en paralelo. El aislamiento viral fue verificado mediante la técnica 

de RT-PCR en tiempo real.  

 

3.6 Caracterización molecular 

 

La caracterización molecular de los virus aislados fue realizada en Laboratorio de 

Virología, Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirao Preto (Universidad de San Pablo 

USP, Brasil). 

3.6.1 Transcripción Reversa (RT) 
 

El ADN complementario viral (ADNc) a partir del ARN extraído de los virus aislados fue 

sintetizado como sigue: Se preparó una primera mezcla de reacción conteniendo 23 L de ARN 

viral, 4 L de primers aleatorios [50 ng/L]  (random primers) y 1 L de la mezcla de los cuatro 

dNTPs (desoxi-ribonucleótidos trifosfato) [10 mM], fue incubada a 95˚C por 1 minuto y 

rápidamente colocada en hielo por 5 minutos.  Posteriormente, fue añadida una segunda mezcla 
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de reacción conteniendo: 2 L  de Transcriptasa reversa M-MLV [200 U/L] (Moloney Murine 

Leukemia Virus Reverse Transcriptase. Invitrogen, EUA), 8 L de tampón 5X [250 mM Tris-

HCl (pH 8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2],  1 L de DTT [0,1 M] y 1 L de inhibidor de 

ribonucleasas RNaseOUT
™ 

[40 U/L] (Invitrogen, EUA) dando un volumen total de 40 L. 

Finalmente, se incubó en el termociclador (BioRad My Cycler, EUA) a 25˚C por 10 minutos, 

37˚C por 2 horas y a 85˚C por 5 minutos. El producto se conservó a -20˚C hasta su 

procesamiento. 

3.6.2 Identificación de los tipos virales  

 Tipificación por amplificación de una región parcial del gen de la proteína NS5  

Se amplificó una región parcial del gen de la proteína no estructural 5 (NS5) mediante 

una reacción de PCR múltiplex para los cuatro tipos de DENV en un solo paso. Esta reacción fue 

adaptada del protocolo descripto por Bronzoni y col. (28). Brevemente, se realizó una mezcla de 

reacción conteniendo 1 L de cada primer [15/M], un primer “sentido”  FG1 común para todos 

los tipos de DENV y los cuatro primers “complementarios o reversos” específicos para los 

cuatro tipos (Anexo 2), 1 L de dNTPs [10 mM], 2 L de MgCl2 [50 mM], 5L de tampón 10X 

[200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl], 0,3 L de ADN polimerasa Platinum
®
 Taq [5 U/L] 

(Invitrogen, EUA) y 32,7 L de agua libre de ribonucleasas y desoxi-ribonucleasas. La mezcla de 

reacción fue añadida a 4 L de ADNc obtenido por retrotranscripción en el paso anterior, 

totalizando un volumen final de 50 L, la mezcla de reacción fue sometida a amplificación 

utilizando el termociclador (BioRad, EUA) bajo las siguientes condiciones: 95˚C por 2 minutos, 

seguida de 35 ciclos de 95˚C por 10 segundos, 53˚C por 30 segundos, 72˚C por 1 minuto, con 

una extensión final a 72˚C por 5 minutos. Finalmente, los productos amplificados fueron 



 

35 

 

sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1,8%  (Invitrogen, EUA) en tampón TAE 1X 

(0,04M Tris-acetato – 0,001M EDTA), llevada a cabo en cuba electroforética  (BioRad Subcell
®

, 

EUA) con fuente de poder (BioRad Power Pac
®

 EUA) a voltaje constante 60V por 1.5 horas. La 

tinción se llevó a cabo con GelRed™ 10.000X (Biotium Inc, EUA) y la visualización mediante 

un trans-iluminador de luz UV. A fin de comparar el tamaño de los productos amplificados se 

incluyó en la corrida electroforética un marcador de tamaño molecular de 100 pb (Axygen 

Scientific, Inc., EUA). Los fragmentos generados para los tipos de DENV: DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 y DENV-4, fueron de 472, 316, 659 y 222 pb, respectivamente. Los resultados 

obtenidos se registraron mediante fotodocumentador MultiImage
®

 Light Cabinet y el programa 

Alpha Imager (Alpha Innotech, EUA). 

 Tipificación por amplificación del gen de la proteína E  

Las muestras con resultados negativos mediante la reacción de tipificación por 

amplificación de la región parcial del gen de la proteína NS5 mencionada anteriormente, fueron 

tipificadas utilizando otra estrategia que consistió en la amplificación del gen de la proteína E. Se 

utilizaron primers tipo específicos en una sola reacción o en reacciones separadas para cada tipo 

de DENV debido a la proximidad de los tamaños de los fragmentos amplificados. Para DENV-1 

se utilizaron primers descriptos por Christenbury y col. (147), para DENV-3 aquellos descriptos 

por Aquino y col. (66) y para DENV-2 se utilizaron primers diseñados en este estudio (Anexo 2).  

No se incluyeron primers para DENV-4 pues en Paraguay aún no había registros de la 

circulación de este tipo, además tampoco se lo había detectado mediante la reacción de 

tipificación por amplificación de la región parcial del gen de la proteína NS5 realizada 

previamente (135). La mezcla de la reacción consistió en 1 L de dNTPs [10 mM], 1L de cada 

primer [15 M], 1,5 L de MgCl2 [50 mM], 5 L de tampón 10X [200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 



 

36 

 

500 mM KCl], 0,3 L de enzima ADN polimerasa Platinum
®
 Taq  [5 U/L] (Invitrogen, EUA), 

36,2 L de agua libre de ribonucleasas y desoxi-ribonucleasas y 4 L de ADNc, totalizando un 

volumen de 50 L. Las condiciones de termociclado fueron las siguientes: 95˚C por 2 minutos, 

seguido de 45 ciclos de 95˚C por 10 segundos,  55˚C por 1 minuto y 72˚C por 2 minutos, con una 

extensión final a 72˚C por 5 minutos. Los productos amplificados fueron sometidos a 

electroforesis en gel de agarosa al 1,8%, posteriormente teñidos con GelRed™ 10.000X (Biotium 

Inc, EUA) y visualizados mediante un trans-iluminador de luz UV en las condiciones ya 

descriptas. Los fragmentos generados para DENV-1, DENV-2 y DENV-3 fueron de 1855, 1680 

y 1735 pb respectivamente. 

3.6.3 Secuenciación del gen de la proteína E 

 Amplificación del gen de la proteína E de los virus aislados 

La reacción de amplificación del gen de la proteína E se realizó en las mismas 

condiciones descriptas para la tipificación de los aislados en el presente trabajo con algunas  

modificaciones. La enzima utilizada fue la ADN polimerasa de alta fidelidad Platinum
®
 Taq 

High Fidelity 5 U/L (Invitrogen, EUA),  además MgSO4 [50 mM] y tampón 10X para PCR de 

alta fidelidad [600 mM Tris-SO4 (pH 8,9) 180 mM (NH4)2SO4]. En las condiciones de 

termociclado se utilizó una temperatura de extensión a 68˚C. Los productos amplificados fueron 

sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1,8% para su posterior purificación con el reactivo 

comercial AxyPrep™ DNA Gel Extraction Kit (Axygen Scientific, Inc., EUA) siguiendo el 

protocolo recomendado por el fabricante con algunas modificaciones. El ADN fue eluido de la 

columna con 35 L de agua libre de Ribonucleasas/Desoxi-ribonucleasas. Se realizó un análisis 

de los fragmentos seleccionados a fin de confirmar la purificación de los mismos y cuantificar la 
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concentración de ADN mediante el bioanalizador Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Inc., Alemania). La técnica se basa en un ensayo de electroforesis en gel en 

formato de chip que consta de micro-canales los cuales son cargados con un polímero para el 

tamizaje molecular y agentes intercalantes fluorescentes para la detección de los fragmentos y 

estimación de la cantidad de ADN. El sistema provee información acerca del tamaño y 

cuantificación de ADN de los fragmentos en formato digital. En cada ensayo se incluye un 

marcador que contiene componentes de tamaños moleculares conocidos para la construcción de 

la curva estándar (tiempo de migración vs. tamaño) para luego calcular el tamaño de los 

fragmentos  analizados en base al tiempo de migración. Además se añaden dos marcadores, de 

concentraciones conocidas, a modo de controles internos por cada muestra, uno de los cuales se 

utiliza para la cuantificación de ADN. La concentración de ADN en cada muestra se calcula 

mediante la comparación del área bajo el pico de señal de fluorescencia emitida por la muestra 

con la del control interno.  

 Secuenciación nucleotídica del gen de la proteína E de los virus aislados 

Los productos amplificados y purificados fueron sometidos a secuenciación utilizando los 

primers mencionados anteriormente para la amplificación del gen de la proteína E y además un 

primer correspondiente a la región interna del mismo gen descripto por Christenbury y col. 

(147). Se utilizó el kit ABI PRISM
®

 BigDye Teminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, EUA), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El volumen total de 

reacción fue de 20 L conteniendo 4L de primer [0,8 M], 3 L de tampón de secuenciación 

BigDye 5X y 2 L de la mezcla de reacción terminadora BigDye con los cuatro 

dideoxinucleótidos marcados. Se utilizaron volúmenes de productos de PCR purificados para 

alcanzar concentraciones suficientes para secuenciar, se completó a volumen final de 20 L con 

Muestra 48* 
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agua libre de ribonucleasas y desoxi-ribonucleasas. Las condiciones de reacción fueron las 

siguientes: 96˚C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 96˚C por 15 segundos, 50˚C por 15 

segundos y 60˚C por 4 minutos utilizando el termociclador (BioRad, EUA) y posteriormente se 

utilizó el secuenciador automático ABI PRISM
®

 3500 DNA Sequencer (Applied Biosystems, 

EUA). Los electroferogramas obtenidos fueron analizados mediante el programa Mega 5.0 (148) 

y la secuencia nucleotídica consenso de cada virus aislado fue determinada con el programa 

BioEdit v.7.0.9 (149).  

3.6.4 Análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas   

 Base de datos de secuencias del GenBank  

Para el análisis filogenético se creó una base de datos conteniendo información de las 

secuencias del gen de la proteína E correspondientes a aislados de diferentes países que fueron 

colectadas de la página de internet del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

que tiene disponible la base de datos del GenBank.  La base de datos incluyó el código de acceso 

al GenBank, nombre de la cepa, país y año de aislamiento. Para cada cepa se creó una 

codificación compuesta por las iniciales del país de aislamiento seguido por el código de acceso 

y el año de aislamiento de la misma. Las secuencias fueron alineadas mediante el programa 

DAMBE 5.2.6 a fin de identificar las secuencias idénticas, las mismas fueron excluidas del 

análisis (150). También las secuencias depositadas como clones, mutantes y recombinantes 

fueron excluidas. Para el alineamiento final de las secuencias nucleotídicas se utilizaron 55 

secuencias de DENV-1 y 61 de DENV-2 recuperadas del GenBank, además fue incluida una 

cepa de DENV-3 aislada en Tailandia en el 2001 (FJ744728) para ser utilizada como grupo 

externo a fin de enraizar los árboles filogenéticos (Anexos 3 y 4). 
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 Análisis filogenético 

Las secuencias nucleotídicas del gen de la proteína E (1485 pb) obtenidas en este estudio fueron 

alineadas, de acuerdo al tipo de DENV identificado, con secuencias nucleotídicas provenientes 

de distintos países colectadas del GenBank, para ello fueron utilizados los programas CLUSTAL 

X 5.2 y/o el CLC Sequence Viewer 6.6.5 (CLCbio, Dinamarca) (151). El análisis de las 

secuencias nucleotídicas se realizó utilizando el método de distancias o agrupamiento de vecinos, 

Neighbor-joining (NJ). Las secuencias fueron analizadas mediante el programa jModeltest para 

identificar el mejor modelo de sustitución nucleotídica, basado en el criterio del test de razón de 

probabilidad jerárquica (hierarchical likelihood ratio test, hLRT) (152). Los árboles 

filogenéticos fueron construidos mediante el programa MEGA 5 (148) y soportados 

estadísticamente por el método de bootstrap utilizando 1000 réplicas. Las estimaciones de la 

divergencia evolutiva entre las cepas virales fueron calculadas utilizando el modelo de “p-

distance” con 1000 réplicas mediante el programa MEGA 5 (148), los valores fueron 

posteriormente convertidos a porcentajes. 
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4.  RESULTADOS 
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4.1 Características clínicas y demográficas de los pacientes 

Un total de 98 pacientes previamente diagnosticados para dengue mediante el TR de 

NS1 fueron incluidos en el estudio, de los cuales el 50% (49/98) correspondió a varones y el 

50% (49/98) a mujeres. La media de la edad de los mismos fue de  27 ±16 años, observándose un 

rango entre 2 y 78 años. Estratificando las edades en intervalos de 15 años, se observó que el 

59% del total de pacientes tenía menos de 30 años (Tabla 1). 

Tabla 1. Distribución de los pacientes según edad 

Intervalos de 

edades (años) 

Frecuencia 

N=98 %  

2 a 15 29 30 

16 a 31 28 29 

32 a 47 19 19 

48 a 63  10 10 

64 a 78 2 2 

Sin datos 10 10 

TOTAL 98 

  

Con respecto a las manifestaciones clínicas referidas por los pacientes, se registró una 

amplia variedad de signos y síntomas inespecíficos. Si bien ciertos signos y/o síntomas fueron 

más frecuentes, ninguno fue manifestado por la totalidad de los pacientes. Así, el 93,9% (92/98) 

de los pacientes refirió fiebre, ocupando el primer lugar como signo más frecuente en la 

población. Luego, con menos frecuencia que la fiebre, cantidades aproximadamente iguales de 

pacientes manifestaron dolores de cabeza y mialgias correspondiendo a 69,4% (68/98) y 68,4% 

(67/98) del total, respectivamente (Tabla 2). 

No se registraron manifestaciones graves de la enfermedad puesto que las muestras 

fueron colectadas de pacientes ambulatorios que acudieron al Laboratorio de Urgencias y no fue 
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posible acompañar la evolución de los mismos ni incluir muestras de pacientes con cuadros 

clínicos graves. 

Tabla 2. Manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes 

Manifestaciones 

clínicas 

Frecuencia 

(N=98) (%) 

Fiebre 92 93.9 

Cefalea 68 69.4 

Mialgias 67 68.4 

Artralgias 52 53.1 

Dolor retro-ocular 50 51.0 

Náuseas 38 38.8 

Dolor abdominal 22 22.4 

Vómitos 15 15.3 

Petequias 9 9.2 

Exantema 6 6.1 

 

En cuanto a la distribución geográfica de los pacientes según su procedencia, teniendo en 

cuenta la división política del Paraguay en 17 departamentos distribuidos en dos grandes 

regiones geográficas, oriental y occidental, se observó que los pacientes provinieron de 15 

ciudades correspondientes a 3 departamentos del país. La mayoría de los pacientes provinieron 

del Departamento Central (Región Oriental), incluyendo ciudades del área metropolitana 

(Asunción, Mariano Roque Alonso, San Lorenzo, Luque, Ñemby, Capiatá, Limpio, Fernando de 

la Mora, Lambaré y Villa Elisa) y otras ciudades dentro del mencionado Dpto. (Areguá, Itá, Juan 

Augusto Saldívar). Así, el 37,8% (37/98) de los pacientes refirieron provenir de distintos barrios 

de Asunción y el 16,3% (16/98) de la ciudad de Mariano Roque Alonso (Tabla 3). Además, dos 

pacientes provinieron de departamentos que limitan con el Dpto. Central, un paciente de la 

ciudad de Emboscada, Dpto. de Cordillera y otro paciente de la ciudad de Villa Hayes, capital 

del Dpto. Presidente Hayes (Región Occidental).  
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Tabla 3. Distribución geográfica de los pacientes según procedencia 

Ciudad 

Frecuencia 

N=98 % 

Asunción 37 37.8 

MRA 16 16.3 

San Lorenzo 6 6.1 

Luque 5 5.1 

Ñemby  5 5.1 

Capiatá 4 4.1 

Limpio 4 4.1 

Fndo. de la Mora 3 3.1 

Areguá 2 2.0 

Lambaré 2 2.0 

Villa Elisa 2 2.0 

Emboscada 1 1.0 

Itá 1 1.0 

J.A. Saldívar 1 1.0 

Villa Hayes 1 1.0 

Sin datos 8 8.2 

TOTAL 98  

MRA: Mariano Roque Alonso; Fndo. de la Mora: Fernando de la Mora; J.A. Saldívar: Juan Augusto 

Saldívar 

 

4.2 Detección del genoma viral en el suero de pacientes 

Se obtuvieron resultados positivos mediante RT-PCR en tiempo real en 93/98 (95%) 

muestras de suero, el valor promedio de Tm fue de 78,8±0,7ºC con un rango comprendido entre 

77,7 y 80,8ºC. El valor promedio de Tm para las muestras negativas fue de 72,9±0,5ºC, en un 

rango entre 72,2 y 73,4ºC, concordantes con los valores para los dímeros de primers. 

La carga viral relativa detectada en las muestras de suero se encontró en el rango de 2 a 

2x10
6 

UFP/mL (Tabla 4) Esta carga viral relativa fue determinada a partir de la curva estándar 

construida con una cepa control de DENV-2 (Figura 4).  
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Figura 4. Curva estándar para cuantificación de la carga viral 

La curva estándar fue construida con diluciones seriadas del RNA obtenido del sobrenadante de células 

C6/36 infectadas con la cepa control de DENV-2 NGC conteniendo 5,75x10
6
 UFP/mL.  

 

Aislamiento en cultivo celular 

El total de 93 muestras de suero con resultados positivos mediante la RT-PCR en tiempo 

real fueron inoculadas en células C6/36 para intentar el aislamiento viral. Luego de dos pasajes, 

fue colectado el sobrenadante celular, a partir del cual fue confirmado el aislamiento por RT-

PCR en tiempo real en 78 de las 93 muestras inoculadas (84%) (Tabla 3). La carga viral relativa 

de los virus aislados se encontró entre 1,17x10
2
 y  7,72x10

7 
UFP/mL, la misma fue obtenida a 

partir de la curva estándar (Figura 4). El efecto citopático observado se muestra en la figura 5. 

 
 

Figura 5. Efecto citopático observado en células C6/36  

A: Control Negativo: Monocapa de células C6/36 sin infectar. B: Efecto citopático observado en las 

células C6/36 luego de 5 a 7 días post-inoculación con suero positivo mediante RT-PCR en tiempo real.  
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4.3 Caracterización molecular 

4.3.1 Identificación de tipos de DENV 

Mediante la amplificación de una región parcial del gen de la proteína NS5 fueron 

identificados los tipos de DENV en 49/78 (63%) de los virus aislados en cultivo celular. Los 

mismos se clasificaron en 31 DENV-1 y 18 DENV-2 (Figura 6). Para los aislados que no 

pudieron ser tipificados mediante esta reacción, se utilizó una segunda estrategia de 

amplificación del gen de la proteína E con primers tipo específicos. De esta manera se confirmó 

que los 29 aislados restantes correspondían a DENV-1 (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Electroforesis en gel de agarosa al 1,8% de los productos amplificados obtenidos en la reacción de 

tipificación mediante amplificación del gen de la proteína NS5. Carril 1: Marcador de peso molecular de 

100pb (Fermentas, EUA); Carriles 2, 6, 7 y 8: Muestras correspondientes a DENV-2 (316pb); Carriles 4 y 

5: Muestras correspondientes a DENV-1 (472pb); Carril 3: Muestra sin determinar el tipo de DENV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Resultados de la tipificación mediante amplificación del gen de la proteína NS5 
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Electroforesis en gel de agarosa al 1,8% de los productos obtenidos por amplificación del gen de la 

proteína E para tipificación. Carril 1: Marcador de peso molecular 100pb (Axygen, EUA); Carriles 2-4: 

Muestras correspondientes a DENV-1 (1855pb); Carril 5: Control positivo de DENV-1 cepa Mochizuki 

(1855pb); Carril 6: Control positivo de DENV-2 cepa NGC (1680pb); Carril 7: Control positivo de 

DENV-3 cepa Be3D3 (1735pb); Carril 8: Control Negativo (agua libre de ARNasas/ADNasas).  

 

Finalmente, se tipificaron los 78 DENV aislados, resultando 60 (77 %) aislados de 

DENV-1 y 18 (23 %) aislados de DENV-2 (Tabla 4). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Resultados de la tipificación mediante amplificación del gen de la proteína E 
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Tabla 4. Resultados de la RT-PCR en tiempo real, aislamiento y tipo viral 

Código 

muestra   

(N=98) 

RT-PCR 

tiempo 

real 

Tm        

(°C) 

Carga viral 

relativa* 

(UFP/mL) 

Aislamiento 

viral 

Tipo 

DENV 

2 P 80.7 11.4 N  

3 P 78.9 197724.1 P DENV-2 

4 P 79.3 542.8 P DENV-1 

5 P 79.9 248139.8 P DENV-1 

6 P 79.1 44.1 P DENV-1 

7 P 79.3 11066.0 P DENV-1 

8 P 78.3 49830.2 P DENV-2 

9 P 80.1 13987.4 P DENV-1 

10 P 78.7 3.5 P DENV-2 

11 P 78.1 4225.4 P DENV-2 

12 P 79.3 242736.4 P DENV-1 

13 P 78.3 547.8 P DENV-2 

14 P 78.9 4.6 P DENV-1 

15 P 79.1 3.3 P DENV-2 

16 P 79.3 14588.5 P DENV-1 

17 N 72.2    

18 P 78.3 4377.9 P DENV-2 

19 P 79.5 80603.1 P DENV-1 

20 P 78.1 192480.3 P DENV-1 

21 P 78.1 38.6 P DENV-1 

22 P 79.0 193.1 P DENV-1 

23 N 72.7    

24 P 80.0 1485133.4 P DENV-2 

25 P 80.8 1908.1 P DENV-1 

26 P 80.0 352.9 P DENV-2 

27 P 79.2 2.2 P DENV-1 

28 P 77.7 305701.0 P DENV-2 

29 N 73.4    

30 P 77.9 1281.3 P DENV-1 

31 P 77.7 2.5 P DENV-1 

32 P 77.7 3.1 P DENV-2 

33 P 80.5 7925.8 P DENV-1 

34 P 79.1 16.9 P DENV-2 

35 P 78.5 9.5 P DENV-1 

36 P 77.7 2.0 N  

37 P 77.7 4.7 N  

38 P 78.7 278.6 P DENV-1 

39 P 78.5 46.0 P DENV-1 
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Código 

muestra   

(N=98) 

RT-PCR 

tiempo 

real 

Tm        

(°C) 

Carga viral 

relativa* 

(UFP/mL) 

Aislamiento 

viral 

Tipo 

DENV 

40 N 73.2    

41 P 78.9 13741.2 P DENV-1 

42 P 78.7 118.8 P DENV-1 

43 P 78.3 1666.1 P DENV-2 

44 P 78.1 4.7 P DENV-1 

45 P 77.7 3.1 N  

46 P 78.3 7279.7 P DENV-2 

47 P 79.1 465484.7 P DENV-1 

48 P 79.1 18215.7 P DENV-1 

49 P 78.3 462539.0 P DENV-2 

50 P 78.5 8.2 N  

51 P 78.9 23796.1 P DENV-1 

52 P 77.8 5.3 N  

53 P 78.6 75263.1 P DENV-1 

54 P 79.0 292.2 P DENV-1 

55 P 78.6 74721.2 P DENV-2 

56 P 78.6 7.1 N  

57 P 78.4 18.2 P DENV-1 

58 P 79.0 52316.7 P DENV-1 

60 N 72.9    

61 P 78.6 519.2 P DENV-1 

62 P 78.6 579.3 P DENV-1 

63 P 78.6 3584.1 P DENV-1 

64 P 78.8 939.9 P DENV-1 

65 P 78.4 70.5 P DENV-1 

66 P 79.2 16.5 N  

67 P 79.4 35139.7 P DENV-1 

68 P 77.7 3.0 P DENV-1 

69 P 79.4 526.3 P DENV-1 

70 P 78.8 7.6 P DENV-1 

71 P 79.0 3.0 P DENV-1 

72 P 79.2 13040.4 P DENV-1 

73 P 79.0 231.4 P DENV-1 

74 P 79.0 949667.4 P DENV-1 

75 P 78.5 3.7 N  

77 P 78.4 19508.2 P DENV-2 

78 P 79.0 7.7 P DENV-1 

79 P 78.5 10.1 N  

80 P 78.5 8.1 P DENV-1 

81 P 77.7 3.7 P DENV-1 
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Código 

muestra   

(N=98) 

RT-PCR 

tiempo 

real 

Tm        

(°C) 

Carga viral 

relativa* 

(UFP/mL) 

Aislamiento 

viral 

Tipo 

DENV 

82 P 79.6 485.8 P DENV-1 

83 P 77.7 2.7 P DENV-1 

84 P 79.4 16510.9 P DENV-1 

85 P 79.0 19.7 N  

86 P 77.8 13.1 N  

87 P 79.0 9.2 N  

88 P 79.8 5812.8 P DENV-1 

90 P 79.3 163260.0 P DENV-1 

91 P 79.5 48071.7 P DENV-1 

92 P 79.1 1778.6 P DENV-1 

93 P 79.5 6118.2 P DENV-1 

94 P 79.5 15185.6 P DENV-1 

95 P 79.5 2036081.8 P DENV-1 

96 P 79.7 1653038.0 P DENV-1 

97 P 79.5 48791.3 P DENV-1 

99 P 79.5 209958.8 P DENV-1 

100 P 78.5 986737.5 P DENV-2 

101 P 79.0 12.1 N  

102 P 77.7 4.5 N  

104 P 79.0 7260.1 P DENV-1 
 

*La carga viral relativa fue cuantificada mediante una curva estándar utilizando una cepa control de DENV-2.  

El aislamiento viral fue confirmado por RT-PCR en tiempo real. P: Positivo;  N: Negativo; Tm: Temperatura de 

disociación. 
 

En relación a la ubicación geográfica de los pacientes se observó que la mayoría, 30/78 

(38,5%), provino de la ciudad de Asunción, de los cuales 21 (70%) aislados correspondieron a 

DENV-1 y 9 (30%) a DENV-2. Así también 10/13 (77%) de los aislados de la ciudad de 

Mariano Roque Alonso correspondieron a DENV-1. Se detectaron ambos tipos de DENV en 

Asunción, Mariano Roque Alonso, San Lorenzo y Areguá. (Tabla 5).   
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Tabla 5. Distribución geográfica de los aislados tipificados 

Ciudad 

Frecuencia (N=78)  

DENV-1 DENV-2 

Total 

aisladas por 

ciudad 

Total 

colectadas 

por ciudad 

Asunción 21 9 30 37 

MRA 10 3 13 16 

San Lorenzo 2 3 5 6 

Luque  4 - 4 5 

Limpio 3 - 3 4 

Ñemby  3 - 3 5 

Areguá 1 1 2 2 

Lambaré 0 2 2 2 

Capiatá 2 - 2 4 

Fndo. de la Mora 2 - 2 3 

Emboscada 1 - 1 1 

Itá 1 - 1 1 

Villa Elisa 1 - 1 2 

Villa Hayes 1 - 1 1 

Sin datos 8 - 8 8 

J. A. Saldívar - - - 1 

Total 60 18 78 98 
 

MRA: Mariano Roque Alonso; Fndo. de la Mora: Fernando de la Mora; J.A. Saldívar: Juan Augusto 

Saldívar. 

 

 

La distribución geográfica de los aislados tipificados fue representada en un mapa, en el 

mismo se observó que ambos tipos de DENV prácticamente se distribuyeron en toda el área que 

comprendió a las ciudades de las cuales provinieron los pacientes (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

 

 

 

 

 

 

El mapa superior corresponde a una ampliación a nivel de la ciudad de Asunción y ciudades contiguas, 

del Paraguay (mapa inferior). Se puede observar la distribución geográfica de los aislados de DENV-1 y 

DENV-2 representados por círculos de color verde y amarillo respectivamente. A fin de poder diferenciar 

las ciudades y sus límites (marcados color anaranjado) la foto fue ampliada por lo que aislados 

provenientes de Villa Hayes, Emboscada (Norte) e Itá (Sur) quedaron fuera de la figura por encontrarse 

más alejados. 8 aislados no pudieron ser ubicados por falta de datos de procedencia de los pacientes. 

Figura 8. Mapa de distribución de los aislados de DENV-1 y DENV-2 
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4.3.2 Secuenciación del gen de la proteína E 

Fragmentos de ADN que abarcaron todo el gen de la proteína E de 60 aislados de DENV-

1 (1855 pb) y 18 DENV-2 (1680 pb), respectivamente, fueron amplificados y purificados para 

ser sometidos a la secuenciación nucleotídica. Los fragmentos purificados fueron analizados con 

el bioanalizador de fragmentos. El análisis de los electroferogramas obtenidos indicó la presencia 

de una única señal, proporcional a la concentración del fragmento purificado y correspondiente 

al tamaño acorde al esperado, corroborando así la purificación de los fragmentos deseados 

(Figura 9). Los mismos fueron representados como una banda única en un gel “virtual” (Figura 

10). La concentración de ADN se encontró en el rango de 2,1 a 125,1 ng/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Electroferogramas obtenidos del análisis utilizando el bioanalizador de fragmentos. El gráfico indica 

“intensidad de fluorescencia (FU) vs. Tamaño del fragmento (pb)”. La fluorescencia es proporcional a la 

concentración del producto amplificado. Los picos situados en los extremos laterales corresponden a 

marcadores de concentraciones conocidas utilizados como controles internos. Los picos que se encuentran 

entre los controles internos corresponde al fragmento purificado de las muestras: 48 (DENV-1) y 55 

(DENV-2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Electroferograma obtenido del análisis de los fragmentos purificados 
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Figura 10. Representación del gel virtual obtenido del análisis de los fragmentos 

purificados  

Representación de la corrida electroforética en gel “virtual” de los fragmentos purificados luego del 

análisis con el bioanalizador de fragmentos. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carriles 2-7: Aislados 

de DENV-1 (códigos: 47, 48, 53, 84, 91, 96); Carriles 8-13: Aislados de DENV-2 (códigos: 

3,11,18,24,26,55). La intensidad de las bandas es proporcional a la concentración de los productos 

amplificados, las mismas se indican en la parte inferior de la figura en ng/L. 

 

 1       2       3       4        5       6        7        8       9       10      11      12     13 

       [ng/L]  6,3    5,2      16      9,5     12,2   4,8     12,4    8,3      2,1 1,6      2,6     5,1 
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4.3.3 Análisis filogenético de DENV basados en la secuencia del gen de la proteína E  

Se logró obtener secuencias completas del gen de la proteína E a partir de 45/60 aislados 

de DENV-1 y 11/18 aislados de DENV-2 (1485 pb). Las secuencias nucleotídicas obtenidas 

fueron comparadas con las de aislados virales de diferentes países.  

El análisis filogenético de la secuencia del gen de la proteína E de DENV-1 mostró la 

existencia de cinco agrupaciones acordes con los cinco genotipos ya descriptos. Las cepas de 

DENV-1 descriptas en este estudio se agruparon dentro del genotipo V, junto con cepas aisladas 

principalmente en las Américas. En dicho genotipo también se encontraron cepas aisladas en 

Paraguay en años anteriores pero formando diferentes grupos (Figura 11).  

Para una mayor claridad, se amplió la imagen del árbol filogenético a nivel de la 

ramificación del genotipo V,  donde se encontraron los DENV-1 aislados en Paraguay (Figura 

12). Interesantemente, la topología del árbol filogenético reveló que las cepas de DENV-1 

aisladas en Paraguay se distribuyeron en tres grupos que fueron denominados I, II y III, los 

cuales fueron soportados con altos valores de bootstrap (≥88%). El grupo I comprendió a las 

cepas aisladas en 2011, relacionadas filogenéticamente a cepas aisladas en Río de Janeiro, Brasil 

en 2010 y 2011 (Figura 12, grupo I), así como también con un grupo de cepas aisladas en el 

Caribe, específicamente en Haití (HA/DB066/2010), Rca. Dominicana (DR/DB004/2007) y 

Puerto Rico (PR/DB009/2007). El grupo II incluyó a una cepa aislada en Paraguay en el 2000 

agrupada con cepas aisladas en Argentina en el mismo año (Figura 12, grupo II). Por último, el 

grupo III comprendió a cepas paraguayas aisladas entre 1999 y 2000 relacionadas 

filogenéticamente con cepas aisladas en Argentina en el año 2000 (Figura 12,  grupo III).  
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DENV-1 mediante el método de Neighbor-Joining 55 
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Figura 11. Árbol filogenético derivado de la secuencia del gen de la proteína E de los aislados de DENV-

1 en Asunción (2011) y de aislados provenientes de diferentes países utilizando el método de Neighbor-

Joining. Las 15 cepas virales aisladas en este estudio se encuentran marcadas con ▲. Las cepas aisladas 

en el país en años anteriores se encuentran marcadas con ●. Las codificaciones de las cepas están 

compuestas de: Iniciales del país de aislamiento/Código de acceso al GenBank/Año de aislamiento. El 

mejor modelo de sustitución nucleotídica fue el de Tamura Nei, considerando una tasa de variación con 

distribución gamma (G=1). La fiabilidad del árbol filogenético inferido fue estimada por el método de 

bootstrap utilizando 1000 réplicas, se muestran los valores de bootstrap superiores a 50 y están indicados 

en los nodos; las longitudes de las ramas horizontales se encuentran a escala y son proporcionales al 

porcentaje de divergencia. El árbol fue enraizado utilizando una cepa de DENV-3 aislada en Tailandia 

(Código de acceso FJ744728). La barra de escala representa 0,05 variaciones de nucleótidos por sitio. 
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Representación ampliada del genotipo V de DENV-1 a partir del árbol filogenético basado en la 

secuencia del gen de la proteína E de los aislados de DENV-1 en Asunción (2011) y de aislados 

provenientes de diferentes países utilizando el método de Neighbor-Joining. Las 15 cepas virales aisladas 

en este estudio se encuentran marcadas con ▲. Las cepas aisladas en el país en años anteriores se 

encuentran marcadas con ●. Las codificaciones de las cepas están compuestas de: Iniciales del país de 

aislamiento/Código de acceso al GenBank/Año de aislamiento. El mejor modelo de sustitución 

nucleotídica fue el de Tamura Nei, considerando una tasa de variación con distribución gamma (G=1). La 

Figura 12. Representación ampliada del genotipo V obtenida del árbol filogenético basado 

en la secuencia del gen de la proteína E de DENV-1 mediante el método de Neighbor-

Joining 
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fiabilidad del árbol filogenético inferido fue estimada por el método de bootstrap utilizando 1000 

réplicas, se muestran los valores de bootstrap superiores a 50 y están indicados en los nodos; las 

longitudes de las ramas horizontales se encuentran a escala y son proporcionales al porcentaje de 

divergencia. La barra de escala representa 0,005 variaciones de nucleótidos por sitio. 

 

Se observó un alto porcentaje de identidad nucleotídica entre las cepas de DENV-1 

caracterizadas en este estudio (99,5 a 100%), donde 31/45 (69%) fueron idénticas. Así, 15 

secuencias presentaron al menos una variación nucleotídica y fueron incluidas para el análisis 

filogenético. 

La comparación entre las cepas de DENV-1 aisladas en el estudio y las cepas aisladas en 

Brasil que fueron agrupadas en el mismo grupo (grupo I) mostró una divergencia nucleotídica de 

0,3 a 0,7%, así también se observó una divergencia de 1 a 1,3% con las cepas aisladas en Haití, 

Puerto Rico y Rca. Dominicana (Tabla 5). Esto concordó con lo observado en el árbol 

filogenético descripto previamente. 

Por otro lado con las cepas aisladas en el país en años anteriores se observó una 

divergencia de 2,9 a 3,9 % a nivel de nucleótidos y de 0,8 a 1,2 % a nivel de aminoácidos    

(Tabla 6). 
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Tabla 6. Divergencia nucleotídica y aminoacídica entre cepas de DENV-1 aisladas en Paraguay y otras recuperadas del GenBank basados 

en la secuencia del gen de la proteína E 

Aislados en Paraguay en 2011: (1) D1PY/MR74/11 (2) D1PY/LU25/11, (3) D1PY/VE82/11, (4) D1PY/NM88/11, (5) D1PY/MR84/11, (6) 

D1PY/MR44/11, (7) D1PY/LM54/11, (8) D1PY/LM38/11, (9) D1PY/CA57/11, (10) D1PY/AS95/11, (11) D1PY/AS67/11, (12) 

D1PY/AS65/11, (13) D1PY/AS27/11, (14) D1PY/AS12/11, (15) D1PY/93/11. Aislados en Paraguay en años anteriores: (16) 99-36-1HuNIID 

(PY/AB111065/1999), (17) 280par00 (PY/AF514878/2000), (18) 259par00 (PY/AF514883/2000). Aislados en Brasil: (19) 

15_2010/BR/RJ/2010 (BR/HQ696612/2010), (20) 0122_2011/BR/RJ/2011 (BR/JN122281/2011). Aislados en Caribe: (21) DR/DB004/2007 

(DO/JF804017/2007), (22) PR/DB009/2007 (PR/JF804022/2007), (23) HA/DB066/2010 (HA/JF969281/2010). Las codificaciones entre 

paréntesis son las que figuran en los árboles filogenéticos (Figuras 11 y 12). 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1   0.0 0.2 0.2 0.0 0.2 0.2 0.0 0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

2 0.1   0.2 0.2 0.0 0.2 0.2 0.0 0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

3 0.1 0.2   0.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.8 1.0 0.8 0.0 0.2 0.2 0.0 0.2 

4 0.1 0.2 0.1   0.2 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.8 1.0 0.8 0.0 0.2 0.2 0.0 0.2 

5 0.1 0.2 0.3 0.3   0.2 0.2 0.0 0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

6 0.1 0.2 0.3 0.3 0.3   0.4 0.2 0.2 0.2 0.6 0.2 0.2 0.2 0.2 1.0 1.0 1.2 0.4 0.6 0.6 0.4 0.6 

7 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2   0.2 0.2 0.2 0.6 0.2 0.2 0.2 0.2 1.0 1.2 1.2 0.4 0.6 0.6 0.4 0.6 

8 0.1 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2   0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

9 0.1 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3   0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

10 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2   0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

11 0.3 0.4 0.3 0.3 0.5 0.5 0.4 0.5 0.5 0.4   0.4 0.4 0.4 0.4 1.0 1.2 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

12 0.1 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3 0.2 0.5   0.0 0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

13 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.4 0.2   0.0 0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

14 0.1 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3 0.1 0.5 0.3 0.2   0.0 0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

15 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.4 0.2 0.1 0.2   0.8 1.0 1.0 0.2 0.4 0.4 0.2 0.4 

16 3.5 3.6 3.5 3.5 3.6 3.6 3.6 3.5 3.6 3.6 3.6 3.5 3.6 3.6 3.6   0.2 1.2 0.8 1.0 1.0 0.8 1.0 

17 3.8 3.9 3.8 3.8 3.9 3.9 3.9 3.8 3.9 3.9 3.7 3.8 3.9 3.9 3.9 0.3   1.4 1.0 1.2 1.2 1.0 1.2 

18 3.0 3.1 3.0 3.0 3.2 3.2 3.1 3.0 3.2 3.1 3.1 2.9 3.1 3.2 3.0 3.2 3.5   0.8 1.0 1.0 0.8 1.0 

19 0.3 0.4 0.3 0.3 0.5 0.5 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.5 0.4 0.5 0.4 3.3 3.6 2.8   0.2 0.2 0.0 0.2 

20 0.6 0.7 0.6 0.6 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 3.6 3.9 3.2 0.5   0.4 0.2 0.4 

21 1.0 1.1 1.0 1.0 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 3.3 3.6 2.8 0.8 1.2   0.2 0.4 

22 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1 1.2 1.2 1.1 1.1 1.2 1.1 1.2 1.1 3.5 3.8 3.0 1.0 1.3 0.3   0.2 

23 1.1 1.2 1.1 1.1 1.3 1.3 1.2 1.3 1.1 1.2 1.2 1.3 1.2 1.3 1.2 3.6 3.9 3.0 1.1 1.4 0.5 0.6   

  

La divergencia nucleotídica (%) se muestra debajo de la diagonal y la divergencia aminoacídica (%) se muestra encima de la diagonal. 
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El análisis filogenético basado en la secuencia del gen de la proteína E de DENV-2   

demostró la existencia de seis agrupaciones conforme con los seis genotipos ya descriptos.  Las 

cepas de DENV-2 caracterizadas en el presente estudio se agruparon dentro del genotipo 

Americano/Asiático, junto con cepas aisladas en las Américas. Cepas aisladas en Paraguay en 

años anteriores también se encontraron dentro del mismo genotipo pero formando grupos 

distintos (Figura 13). 

Para visualizar con mayor claridad, se amplió la ramificación del genotipo 

Americano/Asiático, al cual pertenecieron las cepas de DENV-2 aisladas en el estudio (Figura 

14). La topología del árbol filogenético mostró que las cepas de DENV-2 aisladas en Paraguay se 

distribuyeron en tres grupos soportados con altos valores de bootstrap (≥96%), los mismos 

fueron denominados I, II y III. El grupo I incluyó cepas aisladas en el 2011 en este estudio, 

relacionadas filogenéticamente con cepas aisladas en Brasil entre 2007-2010 (Figura 14, grupo 

I). El grupo II comprendió a cepas paraguayas aisladas en 2001 y 2005, las cuales se 

relacionaron filogenéticamente con una cepa aislada en Brasil en 2006 (Figura 14, grupo II). El 

grupo III incluyó a una cepa aislada en el país en 2005 relacionada filogenéticamente con una 

cepa aislada en Brasil en 1998 (Figura 14, grupo III).    

Además, la topología del árbol filogenético sugirió la relación filogenética del grupo I 

con una cepa aislada en Rca. Dominicana en 2003, soportada con un valor de bootstrap de 99% 

(Figura 14).  
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Figura 13. Árbol filogenético derivado de la secuencia del gen de la proteína E de los 6 aislados de 

DENV-2 en Asunción (2011) y de aislados provenientes de diferentes países utilizando el método de 

Neighbor-Joining. Las 6 cepas virales aisladas en este estudio se encuentran marcadas con ▲. Las cepas 

aisladas en el país en años anteriores se encuentran marcadas con ●. Las codificaciones de las cepas están 

compuestas de: Iniciales del país de aislamiento/Código de acceso al GenBank/Año de aislamiento. El 

mejor modelo de sustitución nucleotídica fue el de Tamura Nei, considerando una tasa de variación con 

distribución gamma (G=1). La fiabilidad del árbol filogenético inferido fue estimada por el método de 

bootstrap utilizando 1000 réplicas, se muestran los valores de bootstrap superiores a 50 y están indicados 

en los nodos; las longitudes de las ramas horizontales se encuentran a escala y son proporcionales al 

porcentaje de divergencia. El árbol fue enraizado utilizando una cepa de DENV-3 aislada en Tailandia. La 

barra de escala representa 0,05 variaciones de nucleótidos por sitio. 
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Representación ampliada del genotipo Americano/Asiático a partir del árbol filogenético  derivado de la 

secuencia del gen de la proteína E de los 6 aislados de DENV-2 en Asunción (2011) y de aislados 

provenientes de diferentes países utilizando el método de Neighbor-Joining. Las 6 cepas virales aisladas 

en este estudio se encuentran marcadas con ▲. Las cepas aisladas en el país en años anteriores se 

encuentran marcadas con ●. Las codificaciones de las cepas están compuestas de: Iniciales del país de 

aislamiento/Código de acceso al GenBank/Año de aislamiento. El mejor modelo de sustitución 

nucleotídica fue el de Tamura Nei, considerando una tasa de variación con distribución gamma (G=1). La 

fiabilidad del árbol filogenético inferido fue estimada por el método de bootstrap utilizando 1000 

 

Grupo I 

Grupo II 

Grupo III 

Figura 14. Representación ampliada del  genotipo Americano/Asiático obtenida del árbol 

filogenético  basado en la secuencia del gen de la proteína E de aislados de DENV-2 mediante el 

método de Neighbor-Joining 
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réplicas, se muestran los valores de bootstrap superiores a 50 y están indicados en los nodos; las 

longitudes de las ramas horizontales se encuentran a escala y son proporcionales al porcentaje de 

divergencia. El árbol fue enraizado utilizando una cepa de DENV-3 aislada en Tailandia. La barra de 

escala representa 0,05 variaciones de nucleótidos por sitio. 

 

Entre las cepas de DENV-2 aisladas en el presente estudio se observó alto porcentaje de 

identidad nucleotídica (99,7 a 100%), de las cuales 6/11 (54%) presentaron al menos una 

variación nucleotídica y se incluyeron en el análisis filogenético.  

La comparación entre las cepas de DENV-2 aisladas en el estudio con las cepas aisladas 

en Brasil (2007-2010) agrupadas en el grupo I, demostró una divergencia nucleotídica de 0,1 a 

0,8%, así también se observó una divergencia de 0,9 a 1% con una cepa de Rca. Dominicana 

aislada en 2003 (Tabla 7). Esto estuvo acorde a lo demostrado en el árbol filogenético descripto 

previamente. 

Además, comparando con las cepas aisladas en el país en años anteriores se observó una 

divergencia nucleotídica de 2,4 a 3,6% y una divergencia aminoacídica de 1 a 1,6% (Tabla 7). 
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Tabla 7. Divergencia nucleotídica y aminoacídica entre cepas de DENV-2 aisladas en Paraguay y otras recuperadas del GenBank basados 

en la secuencia del gen de la proteína E 

Aislados en Paraguay en 2011: (1) D2PY/AR100/11, (2 D2PY/SL13/11, (3) D2PY/AS49/11, (4) D2PY/MR28/11, (5) D2PY/AS55/11, (6) 

D2PY/LA8/11. Aislados en Paraguay en años anteriores: (7) D2PY-04/01 (PY/EU045311/2001), (8) D2PY-21/05 (PY/EU045312/2005), (9) 

D2PY-22/05 (PY/EU045313/2005). Aislados en Brasil: (10) 2007/BR/88034 (BR/GQ368164/2007), (11) 2007/BR/87183 

(BR/GQ368162/2007), (12) 2008/BR/305 (BR/GQ368169/2008), (13) 2008/BR/312 (BR/GQ368170/2008), (14)  2008/BR/246 

(BR/GQ368166/2008), (15) 2008/BR/T1 (BR/GQ368176/2008), (16) 2008/BR/337 (BR/GQ368172/2008), (17) 2008/BR/T2 

(BR/GQ368175/2008), (18) 2008/BR/316 (BR/GQ368171/2008), (19)  692/2010/BR/RJ/2010 (BR/JQ710658/2010), (20) BR0023/RJ/2010 

(BR/HQ012531/2010), (21) BR0199/RJ/2010 (BR/HQ012532/2010). Aislado en Caribe: (22) DR/DB018/2003 (DO/JF804031/2003). Las 

codificaciones entre paréntesis son las que figuran en los árboles filogenéticos (Figuras 13 y 14). 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

1   0.2 0.2 0.0 0.2 0.0 1.0 1.0 1.4 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

2 0.1   0.4 0.2 0.4 0.2 1.2 1.2 1.6 0.2 0.2 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.0 0.4 

3 0.1 0.2   0.2 0.4 0.2 1.2 1.2 1.6 0.2 0.2 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

4 0.1 0.1 0.2   0.2 0.0 1.0 1.0 1.4 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

5 0.1 0.1 0.2 0.1   0.2 1.2 1.2 1.6 0.2 0.2 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

6 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2   1.0 1.0 1.4 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

7 2.4 2.5 2.6 2.5 2.5 2.6   0.0 0.8 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.2 1.2 

8 2.8 2.9 3.0 2.9 2.9 3.0 0.6   0.8 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.2 1.2 

9 3.5 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 2.9 3.2   1.4 1.4 1.4 1.6 1.4 1.6 1.4 1.6 1.4 1.4 1.4 1.6 1.6 

10 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 2.4 2.8 3.5   0.0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

11 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 2.4 2.8 3.5 0.0   0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

12 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 2.5 2.9 3.6 0.1 0.1   0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

13 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 2.6 3.0 3.7 0.3 0.3 0.1   0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

14 0.3 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 2.6 3.0 3.6 0.1 0.1 0.3 0.4   0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

15 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 2.5 2.9 3.6 0.1 0.1 0.2 0.3 0.2   0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

16 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 2.4 2.8 3.5 0.0 0.0 0.1 0.3 0.1 0.1   0.2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 

17 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 2.5 2.9 3.6 0.1 0.1 0.2 0.3 0.2 0.1 0.1   0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

18 0.5 0.6 0.7 0.6 0.6 0.7 2.6 2.9 3.6 0.3 0.3 0.5 0.6 0.5 0.4 0.3 0.4   0.0 0.0 0.2 0.2 

19 0.5 0.5 0.6 0.5 0.5 0.6 2.6 3.0 3.8 0.3 0.3 0.4 0.5 0.4 0.3 0.3 0.3 0.6   0.0 0.2 0.2 

20 0.4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 2.5 2.9 3.7 0.2 0.2 0.3 0.5 0.3 0.3 0.2 0.3 0.5 0.2   0.2 0.2 

21 0.7 0.6 0.8 0.7 0.7 0.8 2.8 3.2 3.8 0.5 0.5 0.6 0.7 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.7 0.7   0.4 

22 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 2.3 2.7 3.4 0.7 0.7 0.8 0.9 0.8 0.7 0.7 0.7 0.9 0.9 0.9 1.0   

La divergencia nucleotídica (%) se muestra debajo de la diagonal y la divergencia aminoacídica (%) se muestra encima de la diagonal. 
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5. DISCUSIÓN 
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La enfermedad del dengue se ha convertido en una de las principales preocupaciones de 

la salud pública a nivel mundial; así, en las tres últimas décadas se ha producido un llamativo 

aumento de la incidencia de esta enfermedad, registrándose 4,5 veces más casos reportados sólo  

en las Américas (4, 118). En la actualidad, los cuatro tipos del DENV se pueden encontrar en 

casi todos los ambientes urbanos y peri-urbanos de las regiones tropicales y subtropicales donde 

los principales vectores Ae. aegypti y Ae. albopictus están presentes. Debido a la distribución 

global de estos vectores, casi un tercio de la población humana mundial se encuentra en riesgo de 

infección (24).  

El estudio de la variación del DENV es especialmente importante para entender mejor los 

mecanismos involucrados con su patogénesis (33). Así también, la evolución de los genotipos 

del DENV puede conducir a cambios fenotípicos en los virus que pueden alterar su potencial de 

causar epidemias con distintos grados de gravedad de la enfermedad, por lo que estudios 

evolutivos basados en análisis filogenéticos combinados con datos epidemiológicos son útiles 

para investigar la asociación entre los genotipos del DENV con la gravedad de la enfermedad 

(15, 46, 142, 153).  

Teniendo en cuenta que el dengue tiene un impacto importante en la salud pública en 

Paraguay y destacando el valor de aportar datos de variabilidad genética del DENV aislados en 

el país, en el presente trabajo se ha estudiado la epidemiologia molecular del DENV aislados de 

pacientes que acudieron al Hospital Central de IPS entre febrero y junio del 2011.     

  Estudios previos han demostrado la asociación entre la carga viral y la gravedad de la 

enfermedad (154, 155). Si bien esta correlación podría aportar información acerca de la 

patogénesis de la enfermedad, en el presente estudio no fue posible correlacionar la carga viral 

con la gravedad de la enfermedad debido a que todas las muestras correspondieron a pacientes 
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con dengue y no fue posible acompañar la evolución de los mismos ni colectar muestras de casos 

graves.  

Por otro lado, un alto porcentaje de aislamiento viral en cultivo celular (84%) fue 

alcanzado, comparable con un estudio previo realizado en Singapur el cual reportó 88% de virus 

aislados a partir de muestras positivas por PCR. En el mencionado estudio destacaron que el 

corto trayecto para el transporte de las muestras al laboratorio podría asegurar la integridad de las 

muestras biológicas, así como también la colecta en etapa temprana de la enfermedad 

posibilitaría contar con mayor carga y viabilidad viral (107). Así, la colecta de muestras dentro 

de los 5 primeros días de iniciados los síntomas de la enfermedad, el adecuado transporte y 

conservación de las mismas, sumado al hecho que se utilizaron muestras con resultados positivos 

mediante RT-PCR en tiempo real podrían explicar el alto porcentaje de aislamiento viral en 

nuestro estudio.  

La identificación de los tipos correspondientes a los virus aislados, fue realizada 

utilizando un protocolo de reacción modificado del ensayo de Multiplex Nested RT-PCR (PCR 

anidada múltiple) descripto previamente por Bronzoni, que amplifica una región de la proteína 

NS5 de flavivirus, incluyendo los cuatro tipos de DENV (28). Este protocolo modificado fue 

optimizado a un único paso por Poloni y col. a fin de minimizar el riesgo de contaminaciones 

cruzadas que pueden producirse en la amplificación en múltiples etapas, sin embargo observaron 

una baja sensibilidad de la reacción (156). La adaptación de reacciones de este tipo ya ha sido 

descripta en la literatura. Harris y col. adaptaron un ensayo de nested RT-PCR descripto 

previamente por Lanciotti y col. y desarrollaron un ensayo de un solo paso para realizar la 

retrotranscripción del ARN viral y amplificar fragmentos específicos para cada tipo de DENV 

(97, 102).  
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A pesar de la sensibilidad baja de la reacción mencionada por Poloni y col., la misma fue 

utilizada debido a que en nuestro estudio las muestras a testar correspondieron a aislados de 

DENV ya confirmados mediante RT-PCR en tiempo real y la mayoría con títulos altos de carga 

viral. Sin embargo, no todas las muestras pudieron ser tipificadas utilizando esta reacción, por lo 

que se optó por una segunda estrategia amplificando el gen de la proteína E.  

En el presente estudio se detectó la circulación simultánea de DENV-1 (77%) y DENV-2 

(23%) que fueron aislados de pacientes provenientes de Asunción, y ciudades cercanas en 2011. 

La presencia de ambos tipos de DENV en el país concordó con lo reportado por el Ministerio de 

Salud Publica y Bienestar Social del país (MSPyBS), con la diferencia de que en nuestro estudio 

se detectaron más casos de DENV-1 (Tabla 5) mientras que en el reporte oficial del mencionado 

Ministerio se indicó el predominio de DENV-2 (135). Esto pudo deberse a que el estudio fue 

realizado en un centro hospitalario al cual acuden principalmente individuos provenientes de 

Asunción, además el muestreo no fue probabilístico y la cantidad de muestras tipificadas no fue 

muy grande, por tanto, en base a los resultados obtenidos en el estudio no se pueden realizar 

inferencias a nivel país. 

Según la distribución geográfica de las cepas virales aisladas (Tabla 5 y Figura 8), se 

observó que la mayoría provenía de la ciudad de Asunción, hecho que era de esperarse dada la 

ubicación del hospital donde las muestras fueron colectadas. Sin embargo, vale la pena destacar 

que según reportes del MSPyBS, en la región que abarca la ciudad de Asunción y el área 

metropolitana del Dpto. Central (Capiatá, Fndo. de la Mora, Lambaré, Limpio, Luque, Mariano 

Roque Alonso, Ñemby, San Lorenzo y Villa Elisa) se registró la mayor cantidad de casos a nivel 

país, correspondiendo al 54,5% (22.979/42.264) del total de casos registrados. La detección de 

un alto porcentaje de casos provenientes de la ciudad de Mariano Roque Alonso en nuestro 

estudio coincidió con un brote importante reportado en esta ciudad (135).  
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En Paraguay, la primera epidemia de dengue (1988-1989) fue atribuida al DENV-1 y  

luego de 10 años, causó otra gran epidemia (134). El DENV-2 se introdujo al país en el 2001, en 

el 2010, se detectó a éste como predominante sobre DENV-1 y DENV-3, en ese año fueron 

reportados casos de dengue grave y muertes. En el 2011, se identificó la circulación de DENV-1 

y DENV-2 en forma simultánea, con predominio de este último. En ese año se produjo la mayor 

epidemia en Paraguay en cuanto a cantidad de casos y muertes con respecto a años anteriores 

(135). De hecho, el DENV-2 siguió circulando en el país en el 2012 (137).  

Se considera que la patogénesis de los casos graves del dengue resulta de una compleja 

interacción, aun no muy bien comprendida, entre varios factores asociados al virus, huésped, a 

los mecanismos de la inmunidad, entre otros (115). También se debe tener en cuenta que varios 

estudios seroepidemiológicos apoyan la hipótesis que la infección previa con un tipo de DENV 

puede sentar las bases para una infección más letal por un tipo diferente (157, 158). Así la 

circulación de varios tipos de DENV en nuestro país podría tornar a la población susceptible de 

desarrollar las formas graves en las subsiguientes epidemias. Teniendo en cuenta los datos 

epidemiológicos de la circulación de los diferentes tipos de DENV mencionados anteriormente y 

considerando que el DENV-2 ha sido frecuentemente asociado a grandes epidemias y a 

manifestaciones clínicas más graves, se podría considerar la posibilidad de una cierta asociación 

entre la re-emergencia del DENV-2 en el país en el 2010 y la aparición de casos graves y 

muertes (2, 157). Sin embargo, se necesitan estudios profundos para poder establecer dicha 

relación.   

Por todo lo citado anteriormente, se recalca la necesidad de realizar más estudios para 

tratar de explicar la tendencia al aumento de casos graves y muertes a causa del dengue en 

Paraguay (137).  
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Análisis filogenético basado en la secuencia del gen de la proteína E  

La caracterización genética del DENV se ha convertido en un tema crítico para 

comprender los patrones epidémicos y la dispersión del virus (48). De allí la importancia de este 

estudio, se analizó la secuencia del gen de la proteína E debido a que la misma se encuentra 

involucrada en la inducción de la respuesta inmune por parte del huésped, media la unión con los 

receptores específicos de la superficie celular y constituye el mayor componente antigénico en la 

superficie del virus (37). 

La introducción del DENV-1 en las Américas ocurrió a través de Jamaica en 1977, 

proveniente posiblemente de Asia o África, siendo responsable de varias epidemias en diferentes 

países en los siguientes años (119, 120). Varios trabajos se han enfocado en estudiar la 

epidemiología molecular a fin de determinar el origen y la evolución del DENV-1 en diferentes 

países (45, 50, 159, 160). En Paraguay son muy escasos los estudios sobre la diversidad genética 

del DENV-1 (54, 139).  

Las cepas de DENV-1 aisladas en nuestro estudio se agruparon dentro del genotipo V, de 

acuerdo con el genotipo circulante en las Américas, pero formando un grupo diferente de 

aquellos detectados previamente en el país, sugiriendo la introducción de un nuevo grupo, 

reemplazando los detectados en años anteriores (48, 50, 54, 139). Se mostró que las cepas 

paraguayas aisladas en diferentes años se distribuyeron en tres grupos filogenéticos distintos, los 

mismos fueron denominados I, II y III (Figura 12).  

Se observó que las cepas de DENV-1 caracterizadas en este estudio se relacionaron 

filogenéticamente con dos cepas de Brasil, aisladas en 2010 y 2011, formando el grupo I. Cabe 

resaltar que en el 2010 se produjo la mayor epidemia de dengue en Brasil, en la cual se 



 

72 

 

registraron 673 muertes y fue causada predominantemente por DENV-1 (161). Es interesante 

destacar que la cepa 15_2010/BR/RJ/2010 fue aislada de un residente de Río de Janeiro que 

había viajado al estado de Mato Grosso do Sul, región oeste medio (83). Considerando que dicho 

estado brasilero limita al sur y sur oeste con territorio paraguayo, sumado al hecho de que existe 

un gran movimiento de personas entre ambos países en esta zona, este hallazgo podría sugerir la 

introducción de estos virus al Paraguay ya en el 2010. Sin embargo, son necesarios más datos 

para confirmar dicha hipótesis.  

También se observó que el grupo I se encontró relacionado filogenéticamente con cepas 

aisladas entre 2007-2010 en Haití, Rca. Dominicana y Puerto Rico sugiriendo una relación con 

cepas del Caribe. Otros autores mostraron que las cepas brasileras, incluidas en el grupo I en 

nuestro estudio, se encontraban relacionadas con cepas aisladas en Colombia, Venezuela y 

México entre 2007-2008 (83).      

La existencia de distintos linajes de DENV-1 fue reportada en varios estudios, así en 

Brasil, se identificó la circulación de múltiples linajes de DENV-1 causantes de diferentes 

epidemias en Río de Janeiro (83), otro estudio que incluyó cepas de DENV-1 aisladas entre 

1994-2008 en dicho país mostró una segregación independiente de diferentes linajes a lo largo de 

los años y se demostró el fenómeno de reemplazo de linajes (162). Además, el trabajo conducido 

por Drumond y col. demostró que la dinámica de DENV-1 en Brasil está caracterizada por 

introducción, movimiento, evolución local y reemplazo de linajes (163). También en estos 

estudios han sugerido que la introducción de nuevas cepas de DENV-1 al vecino país pudo 

provenir de otros países latinoamericanos debido a la proximidad geográfica, lo que indica que la 

dinámica de flujo de población alrededor del mundo contribuye a la rápida propagación y la 

introducción de nuevos linajes de este virus (52, 162, 163).    
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Por otro lado, se ha descripto la existencia de diferentes linajes de DENV-1 así como el 

reemplazo de linajes en otros países como Colombia, India, Tailandia, entre otros (48, 82, 84, 

160).  

Los virus de DENV-2 son genéticamente los más diversos entre los tipos de DENV 

(142). La primera gran epidemia de dengue grave en las Américas (Cuba, 1981) fue atribuida a la 

introducción del DENV-2 perteneciente al genotipo asiático (117). Estudios filogenéticos 

evidenciaron que el DENV-2 introducido al Brasil a través de Río de Janeiro en 1990, así como 

en Colombia, Venezuela y México, mostraron un progenitor común con aislados del Sudeste 

asiático, sugiriendo una dirección de transmisión desde el sudeste de Asia a las Américas (142). 

Al igual que para DENV-1, aun son muy escasos los estudios filogenéticos de aislados de 

DENV-2 en nuestro país (140).   

El análisis filogenético basado en la secuencia del gen de la proteína E de DENV-2 

llevado a cabo en nuestro trabajo coincidió con los hallazgos mencionados anteriormente en 

cuanto a la distribución en seis genotipos (42, 57, 58). Las cepas virales de DENV-2 aisladas en 

nuestro estudio pertenecieron al genotipo Americano/Asiático. Este resultado era esperado ya 

que dicho genotipo es el que circula en las Américas (57). Las mismas pertenecieron a un grupo 

distinto de los conformados por cepas aisladas en el país en años anteriores, sugiriendo la 

introducción de un nuevo grupo reemplazando los ya descriptos anteriormente (140). Se mostró 

que las cepas aisladas en Paraguay en diferentes años se distribuyeron en tres grupos a los cuales 

los denominamos I, II y III (Figura 14).  

El reemplazo de grupos mencionado podría estar asociado a un cambio de tipo de DENV 

dominante en nuestro país, dado que el DENV-2 fue designado como tal desde que volvió a 

detectarse en 2010 (138). Este fenómeno ya fue descripto previamente en el país (140). A pesar 
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de que se precisan más datos para comprobar estas apreciaciones, existen reportes previos de la 

asociación entre el reemplazo de grupos y el desplazamiento o cambio de tipos predominantes 

(84, 141, 164, 165).  

Además se destacó la relación filogenética estrecha entre cepas paraguayas y cepas 

brasileras (2007-2010) formando el grupo I, esto indicó que probablemente las cepas circulantes 

en Paraguay fueron introducidas desde el vecino país. Cabe destacar que en Brasil en el 2007-

2008 se produjo una gran epidemia en términos de números de casos y muertes en ese país, se 

registró una proporción de casos de dengue grave (2.706) que significó más del doble que el 

mayor número de casos reportados en años anteriores. Por otra parte, más del 53% de los casos 

fueron en niños menores de 15 años de edad (166-170). Oliveira y col. sugirieron que los DENV-

2 responsables de la mencionada epidemia eran genéticamente distintos a los circulantes en una 

epidemia anterior en 1998, y que su introducción pudo haber contribuido en el perfil de 

patogenicidad (166). De esta manera, se podría sugerir que probablemente los virus de DENV-2 

causantes de la epidemia grave en Brasil fueron introducidos al Paraguay causando casos graves 

de la enfermedad y registrándose la gran epidemia en el país en 2011. Se podría plantear también 

que probablemente estos virus ya ingresaron al país en el 2010, pues en ese año se detectó el 

DENV-2 concomitante con la aparición de casos graves y muertes (135).  

Por último, el análisis filogenético mostró que las cepas paraguayas del grupo I se 

agruparon con un aislado de República Dominicana. Esto coincide con lo publicado por Romano 

y col., donde mostraron que los virus responsables de las epidemias en Río de Janeiro (2007-

2010) se relacionaron estrechamente con aislados provenientes de Martinica, Cuba y República 

Dominicana sugiriendo una posible re-introducción de DENV-2 del Caribe (171). 
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Sintetizando, se sugirió que ambos tipos de DENV pudieron haber ingresado al Paraguay 

desde el Brasil, este ingreso se ve facilitado por el estrecho contacto comercial y turístico 

existente con el vecino país. Se mostró una relación filogenética entre los aislados en el estudio y 

virus provenientes del Caribe, esto podría sugerir un probable origen de los virus desde esta 

región, sin embargo esta relación podría deberse tal vez a un mejor monitoreo y sistema de 

detección en esta zona; por ello se necesitan más estudios para definir las rutas biológicas de la 

dispersión del virus. Por otro lado, tanto para los DENV-1 como para los DENV-2 caracterizados 

en este estudio se observó el mismo fenómeno de reemplazo de grupos. El análisis filogenético 

mostró que los aislados de DENV en el 2011 en Paraguay se agruparon de manera independiente 

de los virus detectados en el país en años anteriores, sugiriendo nuevas introducciones de fuera 

del país. Cabe destacar que estudios previos reportaron que la sustitución o introducción de un 

nuevo tipo, genotipo o linaje de DENV normalmente se relaciona con un aumento en la 

incidencia y frecuentemente, por la ocurrencia de brotes importantes (83, 85, 86). Además, 

análisis longitudinales han demostrado que linajes individuales o grupos/clados enteros 

frecuentemente surgen, persisten por un periodo de tiempo determinado y luego se reducen 

drásticamente en términos de frecuencia incluso experimentando la extinción, sustituyéndose a 

veces por un nuevo grupo (84).  

A pesar de no contar con la caracterización de todas las cepas causantes de epidemias 

anteriores en Paraguay, el reemplazo de grupos o linajes dentro de los genotipos de DENV a 

través del tiempo ya fue demostrada en varios estudios; así un linaje puede aparecer, persistir por 

un período de tiempo y luego desaparecer (48, 162). Estos eventos de reemplazos 

intragenotípicos podrían deberse a que ciertos grupos presentan ventajas sobre los predecesores, 
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a causa de factores estocásticos relacionados principalmente a la fluctuación del tamaño y 

densidad de la población del vector o debido a factores inmunológicos de la población (84). 

Estudios evolutivos del DENV han observado que el reemplazo de linajes parece ocurrir 

más frecuentemente que la persistencia a largo plazo de un linaje (50, 172). A pesar de que su 

relación como causante de la aparición de epidemias de carácter explosivo no está claro aún, los 

eventos evolutivos pueden potencialmente desencadenar cambios en la patogenicidad como en 

las manifestaciones clínicas presentadas por los individuos infectados por el virus (48, 173). Por 

ello, realizar la caracterización molecular del DENV en el marco de la vigilancia epidemiológica 

es de suma importancia, por otro lado, también son necesarios estudios filogeográficos de las 

cepas circulantes en el país a fin de definir las posibles rutas de entrada del virus al territorio 

nacional (83, 162).  
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6. CONCLUSIONES 
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 Se detectó la circulación de DENV-1 y DENV-2 en Asunción y área metropolitana entre 

febrero y junio del 2011. 

 

 El análisis filogenético basado en la secuencia del gen de la proteína E de los virus 

aislados mostró que los DENV-1 pertenecían al genotipo V y los DENV-2 al genotipo 

Americano/Asiático.  

 

 Los virus aislados de DENV-1 y DENV-2 en el estudio pertenecían a grupos distintos a 

los conformados por aislados en años anteriores en el país, sugiriendo la introducción de 

nuevos grupos, produciéndose un reemplazo de grupos.  

 

 Se sugirió que la introducción de los DENV-1 y DENV-2 caracterizados en el estudio 

pudo haber sido a través del Brasil. Se mostró una relación filogenética entre los virus 

aislados en el estudio y virus provenientes del Caribe.  
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7. PERSPECTIVAS 
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A fin de comparar los resultados obtenidos utilizando el método de NJ se incluirán 

análisis con otros métodos como ser los de Máxima Parsimonia, Máxima Verosimilitud e 

Inferencia Bayesiana.  

Dando continuidad a la caracterización molecular de los DENV aislados, se analizarán 

con detalle las sustituciones nucleotídicas observadas en las secuencias obtenidas 

(transiciones/transversiones, relación entre sustituciones no sinónimas y sinónimas dN/dS). Así 

también, se analizarán las sustituciones de aminoácidos (conservativas/no conservativas) 

examinando la localización de las mismas en la proteína en cuanto a dominios y estructura 

terciaria se refiere, se comparará con cepas más antiguas aisladas en Paraguay y otras cepas 

seleccionadas del GenBank. Si bien en nuestro estudio no se pudo establecer asociaciones con la 

gravedad de la enfermedad ni con la sintomatología clínica, resultará interesante analizar la 

composición de aminoácidos de las cepas aisladas y comparar con lo reportado en la literatura en 

cuanto a posibles asociaciones entre sustituciones de aminoácidos y patogénesis de la 

enfermedad. En cuanto a esto, estudios previos han descripto que la presencia de Asparagina (N) 

en la posición E390 de DENV-2 ha sido caracterizada como probable determinante genético 

desencadenador de dengue grave y ha sido relacionada con la mayor activación de macrófagos y 

exacerbación de la respuesta inmune (174, 175).  

A fin de contribuir con más datos acerca de la variabilidad a nivel del genoma completo y 

tratar de comprender mejor los procesos evolutivos del DENV, se seleccionarán ciertas cepas de 

DENV-1 y DENV-2 aisladas en nuestro estudio para ser secuenciadas completamente.  

Por último, teniendo en cuenta que recientemente se detectó el DENV-4 en el país, sería 

interesante evaluar el impacto de la circulación de este nuevo tipo de DENV en Paraguay. Si 

bien el análisis filogenético realizado en este estudio demostró la circulación de genotipos de 

DENV-1 y DENV-2 que ya fueron detectados en el país, también se mostró la introducción de 
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nuevos grupos reemplazando los descriptos en años anteriores. Dado que la introducción de 

nuevos tipos, genotipos o grupos podría estar relacionada con un aumento en la incidencia y la 

ocurrencia de brotes importantes, se destaca la importancia de continuar con la vigilancia del 

DENV en el país mediante estudios de epidemiología molecular del virus (83, 86). En ese 

contexto, este estudio podría extenderse e incluir a otros centros hospitalarios, idealmente 

hospitales regionales representantes de distintos puntos del país para así evaluar la situación 

desde un punto de vista más global e intentar inferir la dinámica espacio-temporal de la 

distribución del virus teniendo en cuenta la procedencia de los pacientes. Así también se 

contemplará la inclusión de muestras de diferentes casos clínicos de la enfermedad en especial 

casos graves.  
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Anexo 1.  Ficha clínica-epidemiológica para el registro de los datos de los pacientes con 

sospecha de dengue 
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Anexo 2. Oligonucleótidos (primers) utilizados para detección, amplificación y secuenciación de regiones específicas del DENV 

 

 

 

Reacción Primers Secuencia 5’- 3’ Ref. 

  
  

Aquino y col., 2006 
RT-PCR en tiempo real 

(región 5’UTR) para 

detección  

5’ UTR-S AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGA 

5’UTR-C CGCGTTTCAGCATATTGAAAG 

 
 

    

RT PCR (región parcial 

del gen de proteína NS5) 

para tipificación 

FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 

de Morais Bronzoni 

y col., 2005 

nDEN-1 CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 

nDEN-2 GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC 

nDEN-3 TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 

  nDEN-4 GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 

      

Christenbury y col., 

2010 

RT PCR (gen de 

proteína E) para 

tipificación y 

secuenciación*  

d1s3* AAACGTTCCGTSGCACTGGC 

d1a17* CCAATGGCYGCTGAYAGTCT 

d1a18* CAAGTCCCATCAATATAGCTGC 

d2a19* GGCGRCCTAAGACATRTCTTTT 

ES(D2)B* GGCATACACCATAGGAACGAC 
No publicado 

EC(D2)B* AGGGGATTCTGGTTGGAACTT 

ES(D3) GCCCTATTTCTTGCCCATTACA 
Aquino y col., 2006 

EC(D3) CCGCACACTCCATTCTCCCAA 

      Obs: D= G+A+T; R= A+G S= G+C; Y= C+T 
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Anexo 3. Base de datos conteniendo las secuencias del gen de la proteína E de las cepas de 

DENV-1 obtenidas del GenBank 

Codificación  Origen 

Año de 

aislamiento  

Código de 

acceso Nombre de la cepa 

AR/AF514876/2000 Argentina 2000 AF514876 301arg00 

AR/AF514885/2000 Argentina 2000 AF514885 295arg00 

AR/AF514889/2000 Argentina 2000 AF514889 297arg00 

AR/AY206457/2000 Argentina 2000 AY206457 293arg00 

AW/AF425609/1985 Aruba 1985 AF425609 495-1 

BR/AF226685/1990 Brasil 1990 AF226685 Den1BR/90 

BR/AF425614/1997 Brasil 1997 AF425614 BeH 584526 

BR/AF513110/2001 Brasil 2001 AF513110 BR/01-MR 

BR/FJ850075/2002 Brasil 2002 FJ850075 DENV-1/BR/BID-V2381/2002 

BR/FJ850087/2006 Brasil 2006 FJ850087 DENV-1/BR/BID-V2395/2006 

BR/FJ850090/2007 Brasil 2007 FJ850090 DENV-1/BR/BID-V2398/2007 

BR/JF804014/2003 Brasil 2003 JF804014 BR/DB001/2003 

Br/HQ696614/2010 Brasil 2010 HQ696614  188_2010/BR/RJ/2010 

BR/HQ696613/2010 Brasil 2010 HQ696613 20_2010/BR/RJ/2010 

BR/HQ026762/2010 Brasil 2010 HQ026762 19_2010/BR/RJ/2010 

BR/HQ696612/2010 Brasil 2010 HQ696612 15_2010/BR/RJ/2010 

BR/JN122281/2011 Brasil 2011 JN122281 0122_2011/BR/RJ/2011 

BR/HQ026761/2009 Brasil 2009 HQ026761 1433_09/BR/RJ/2009 

BR/HM043710/2009 Brasil 2009 HM043710 1435/2009RJ 

BR/HM043709/2009 Brasil 2009 HM043709 55/2009ES 

KH/AF309641 Camboya 1998 AF309641 D1/H/IMTSSA-CAMB/98/658 

KH/FJ744702/2006 Camboya 2006 FJ744702 DENV-1/KH/BID-V2003/2006 

CH/DQ193572 China 2004 DQ193572 Fj231/04 

CI/JF804015/2007 Colombia 2007 JF804015 CI/DB002/2007 

CO/AF425616/1985 Colombia 1985 AF425616 INS 347869 

CO/AF425617/1996 Colombia 1996 AF425617 INS 371869 

CR/AY153756/1993 Costa Rica 1993 AY153756 cesara13 

CR/JF804016/2005 Costa Rica 2005 JF804016 CR/DB003/2005 

PH/AF425627/1974 Filipinas 1974 AF425627 PRS 228682 

GD/AF425618/1977 Grenada 1977 AF425618 CAREC 778156 

HA/JF969281/2010 Haití  2010 JF969281 HA/DB066/2010 

JM/AF425621/1977 Jamaica 1977 AF425621 PRS 288690 

MY/AF425622/1972 Malasia 1972 AF425622 P72-1244 

MY/FN825674 Malasia 2005 FN825674 D1/Malaysia/36046/05 

CARIBBEAN/D00504 México 1983 D00504 Caribbean 924-1 

MX/JQ920432/2010 México 2010 JQ920432 MX/DB088/2010 

MM/AF425615/1976 Myanmar 1976 AF425615 PRS 228686 

NC/001477 Nauru 1974 NC_001477 WP74  

WP/DVU88535/1974 Nauru 1974 DVU88535 West Pac 74 
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PY/AB111065/1999 Paraguay 1999 AB111065 99-36-1HuNIID 

PY/AF514878/2000 Paraguay 2000 AF514878 280par00 

PY/AF514883/2000 Paraguay 2000 AF514883 259par00 

PE/AF425626/1991 Perú 1991 AF425626 DEI 0151 

PR/AY780642/1994 Puerto Rico 1994 AY780642 Puerto Rico/1994 

PR/JF804022/2007 Puerto Rico 2007 JF804022 PR/DB009/2007 

DO/JF804017/2007 

Rca. 

Dominicana 2007 JF804017 DR/DB004/2007 

SC/DQ285561/2004 Seychelles 2004 DQ285561 Seychelles 1480/04 

SG/GQ398255/2008 Singapur 2008 GQ398255 DENV-1/SG/07K3640DK1/2008 

TH/AF180817/1964 Tailandia 1964 AF180817 16007 

TH/AF425629/1963 Tailandia 1963 AF425629 2543-63 

TH/AY732482/2001 Tailandia 2001 AY732482 ThD1_0049_01 

TH/D10513 Tailandia 1954 D10513 TH-SMAN 

TW/AF425628/1987 Taiwan 1987 AF425628 765101 

VE/AF425632/1995 Venezuela 1995 AF425632 6222 

VE/AF425638/1995 Venezuela 1995 AF425638 5736 
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Anexo 4. Base de datos conteniendo las secuencias del gen de la proteína E de las cepas de 

DENV-2 obtenidas del GenBank 

 

Codificación Origen 

Año de 

aislamiento Código de acceso Nombre de la cepa 

BR/L10041/1990 Brasil 1990 L10041 40247 

BR/AY577430/1995 Brasil 1995 AY577430 49255 

BR/GQ368173/1998 Brasil 1998 GQ368173 1998/BR/63444 

BR/GQ368159/1998 Brasil 1998 GQ368159 1998/BR/63428 

BR/JF804028/2006 Brasil 2006 JF804028 BR/DB015/2006 

BR/GQ368169/2008 Brasil 2008 GQ368169 2008/BR/305 

BR/GQ368176/2008 Brasil 2008 GQ368176 2008/BR/T1 

BR/GQ368166/2008 Brasil 2008 GQ368166 2008/BR/246 

BR/GQ368172/2008 Brasil 2008 GQ368172 2008/BR/337 

BR/GQ368164/2007 Brasil 2007 GQ368164 2007/BR/88034 

BR/GQ368162/2007 Brasil 2007 GQ368162 2007/BR/87183 

BR/GQ368175/2008 Brasil 2008 GQ368175 2008/BR/T2 

BR/GQ368170/2008 Brasil 2008 GQ368170 2008/BR/312 

BR/GQ368171/2008 Brasil 2008 GQ368171 2008/BR/316 

BR/JQ710658/2010 Brasil 2010  JQ710658 692/2010/BR/RJ/2010 

BR/HQ012532/2010 Brasil 2010 HQ012532 BR0199/RJ/2010 

BR/HQ012531/2010 Brasil 2010  HQ012531 BR0023/RJ/2010 

CN/AF204178/1987 China 1987 AF204178 43 

CI/EF105383/1980 Costa de Marfil 1980 EF105383 Dak Ar A1247 

CR/JF804030/2003 Costa Rica 2003 JF804030 CR/DB017/2003 

PH/AF295694 Filipinas 1996 AF295694 BRL 008 

PH/L10045/1983 Filipinas 1983 L10045 2088 

GT/GU586492/2007 Guatemala 2007 GU586492 F07-030 

HN/GU586122/2007 Honduras 2007 GU586122 F07-073 

HN/GU586123/2007 Honduras 2007 GU586123 F07-075 

MX/JF804035/2002 Mexico 2002 JF804035 MX/DB022/2002 

MX/DQ341195/1983 México 1983 DQ341195 1421/MEXICO/83 

MX/DQ341196/1994 México 1994 DQ341196 3315/QUINTANA ROO-MX/94 

NI/DQ341201/1999 Nicaragua 1999 DQ341201 541/NICARAGUA/99 

NG/DQ341197/1966 Nigeria 1966 DQ341197 IBH11208/NIGERIA/66 

GN/EF105378/1981 Nueva Guinea 1981 EF105378 PM33974 

NG/AF038403 Nueva Guinea 

 

AF038403 New Guinea C 

PY/EU045311/2001 Paraguay 2001 EU045311 D2PY-04/01 

PY/EU045312/2005 Paraguay 2005 EU045312 D2PY-21/05 

PY/EU045313/2005 Paraguay 2005 EU045313 D2PY-22/05 
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PE/AY079423/2001 Perú 2001 AY079423 Sullana-Peru 6658-01 

PE/AY079424/2001 Perú 2001 AY079424 Sullana-Peru 6663-01 

PE/AY577439/1996 Perú 1996 AY577439 IQT2133 

PE/DQ917242/1995 Perú 1995 DQ917242 IQT-1950 

PR/AY484601/1986 Puerto Rico 1986 AY484601 PR1986B 

PR/AY484603/1988 Puerto Rico 1988 AY484603 PR1988B 

PR/AY484599/1998 Puerto Rico 1998 AY484599 PR1998B 

PR/JQ013408/2007 Puerto Rico 2007 JQ013408 PR/DB071/2007 

PR/JF804036/2007 Puerto Rico 2007 JF804036 PR/DB023/2007 

PR/AY484600/1994 Puerto Rico 1994 AY484600 PR1994A 

PR/DQ917243/1977 Puerto Rico 1977 DQ917243 1328 

PR/AF264054/1964 Puerto Rico 1964 AF264054 PR152 

PR/GQ868600/1969 Puerto Rico 1969 GQ868600 DENV-2/PR/BID-V3367/1969 

DO/JF804031/2003 

Rca. 

Dominicana 2003 JF804031 DR/DB018/2003 

SN/EF105384/1970 Senegal 1970 EF105384 Dak HD 10674 

TH/DQ181886/1993 Tailandia 1993 DQ181886 ThD2_K0304_93 

TH/DQ181901/1996 Tailandia 1996 DQ181901 ThD2_K0035_96 

TH/DQ181828/1980 Tailandia 1980 DQ181828 ThD2_0158_80 

TH/GQ868591/1964 Tailandia 1964 GQ868591 DENV-2/TH/BID-V3357/1964 

VE/GQ868540/1990 Venezuela 1990 GQ868540 DENV-2/VE/BID-V3496/1990 

VE/AF363089 Venezuela 1998 AF363089 LARD2891 

VE/AY577434 Venezuela 1996 AY577434 15957 

VE/AF363081 Venezuela 1997 AF363081 LARD1910 

VE/AF363083/1996 Venezuela 1996 AF363083 LARD1996 

VE/AY577432 Venezuela 

 

AY577432 102091 

DQ341200/1988 

 

1988 DQ341200 620/BORNEO/88 

 

 


