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RESUMEN

Los arbovirus son considerados agentes causales de infecciones humanas en todo el mundo,
entre ellos se destaca el virus del dengue (DENV) que presenta cuatro tipos antigénicamente
relacionados, pero genéticamente distintos (DENV-1-2-3-4). El DENV-1 ha circulado en el
Paraguay desde el 2009 de forma sostenida hasta el 2019, esto podria estar relacionado con
cambios a nivel genético que intervienen en variaciones antigénicas, dotando al virus la
capacidad de persistir en un periodo de tiempo en una determinada region geografica. El
objetivo del trabajo fue analizar la variabilidad genética del DENV-1 causante de
infecciones humanas entre 2011 a 2019 en el Departamento Central del Paraguay, para lo
cual se realiz6 un estudio observacional, descriptivo de corte transverso. Fueron
seleccionadas un total de 55 muestras positivas para DENV-1 correspondientes a los afios
2011, 2016 y 2018, a partir de las mismas se amplifico el gen del proteina de la envoltura
(proteina E) y posteriormente se secuencié. Fueron obtenidas 44 secuencias nucleotidicas,
todas correspondian al genotipo V de DENV-1. En base al analisis filogenético fue
evidenciada la presencia de cinco grupos distintos para los DENV-1 detectados en Paraguay.
La mayor divergencia nucleotidica se presentd en las secuencias del 2016, las mismas se
distribuyeron en tres grupos distintos. Los cambios a nivel aminoacidico en ciertas
posiciones (Eszs, Eazss, Ess1, Ez04, Ea2s Yy Eaze) fueron caracteristicos para diferenciar a los
grupos en el arbol filogenético construido. En este estudio se pudo evidenciar la variabilidad
genetica del DENV-1 circulante en Asuncion y el Departamento Central en distintos afios.
Los cambios descritos a nivel de amino&cidos en la proteina E de DENV-1 podrian afectar
al proceso de neutralizacion viral. Se resalta la importancia de contar con estudios de
variabilidad genética del DENV en el pais, a fin de aportar conocimientos relacionados a

persistencia del virus, cambios en la incidencia o gravedad de la enfermedad.

Palabras claves: virus del dengue, proteina de la envoltura, variabilidad genética
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ABSTRACT

Arboviruses are considered agents of human infections throughout the world, among them
dengue virus (DENV) stands out, which has four antigenically related but genetically
distinct types (DENV-1-2-3-4). DENV-1 circulated in Paraguay from 2009 on a sustained
basis until 2019. This could be related to changes at the genetic level that result in antigenic
variations, giving the virus the ability to persist for a period of time in a certain geographic
region. The aim of this work was to analyze the genetic variability of DENV-1 that caused
human infections between 2011 and 2019 in Central Department of Paraguay, and an
observational, descriptive cross-sectional study was carried out. A total of 55 samples
positive for DENV-1 corresponding to the years 2011, 2016 and 2018 were selected, from
which the gene for the viral envelope protein (protein E) was amplified and subsequently
sequenced. Forty-four nucleotide sequences were obtained, all of which corresponded to the
DENV-1 genotype V. Based on the phylogenetic analysis, there was evidence for the
presence of five different groups of DENV-1 detected in Paraguay. The greatest nucleotide
divergence occurred in the 2016 sequences, they were distributed in three different groups.
Changes at the amino acid level at certain positions (Ea2s, Eass, Ezs1, Ezes, Ea28 and Eaze)
were characteristic to differentiate the groups in the constructed phylogenetic tree. In this
study it was possible to demonstrate the genetic variability of the circulating DENV-1 in
Asuncion and the Central Department in different years. The changes described at the amino
acid level in the E protein of DENV-1 could affect the viral neutralization process. The
importance of having DENV genetic variability studies in the country is highlighted, in
order to provide knowledge related to the persistence of the virus, changes in the incidence

or severity of the disease.

Keyword: dengue virus, envelope protein, genetic variability
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1. INTRODUCCION



1.1 Dengue. Enfermedad. Generalidades

Los arbovirus, o virus transmitidos por artropodos (Arthropod-borne viruses), son
considerados importantes agentes causales de enfermedades humanas en todo el mundo,
entre ellos se puede mencionar al virus del dengue (DENV), un virus perteneciente al
género Flavivirus de la familia Flaviviridae (1-4).

El dengue es una enfermedad viral infecciosa sistematica causada por el DENV,
que presenta cuatro tipos antigénicamente relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4), de caracter epidémico-endémico y es transmitido por mosquitos vectores del
género Aedes (Aedes aegypti y Aedes albopictus en menor proporcién). En la actualidad
es considerada como la arbovirosis de gran impacto mundialmente en términos de

morbilidad y mortalidad (5).

Se han reportado casos de dengue en unos cien paises, con mayor riesgo las areas
tropicales y subtropicales. En el 2013 fue reportada una “incidencia” de 58.4 millones
(23.6 millones—121.9 millones) de casos aparentes; ademas considerando la suma de los
resultados fatales y no fatales, el dengue fue responsable de 1.14 millones (0.73 — 1.98

millones) de casos ajustados por discapacidad (6).
1.2 Breve historia

La primera descripcion clinica precisa de fiebre del dengue (FD), fue hecha por el
médico norteamericano Benjamin Rush, como “fiebre rompehuesos” en la epidemia
ocurrida en Filadelfia, Pensilvania en 1780. El dengue fue la segunda enfermedad
humana, después de la fiebre amarilla atribuida a “virus filtrable”, y la transmision por

mosquito vector fue demostrada mediante experimentos en voluntarios en 1903 (7).

El origen del término dengue describe a una enfermedad que presenté el clasico
sindrome fiebre-artralgia-exantema, y que provocaba intensos dolores articulares,
erupciones y calambres, que afectd a paises del Caribe entre 1827 y 1828. Los esclavos
provenientes de Africa, identificaron a esta entidad patol6gica como dinga o dyenga, de
la voz Swahili (idioma del este de Africa) “ki denga pepo” que significaba “un tipo de

ataque repentino por espiritu maligno” (8).



Durante el siglo XX, el area geografica afectada por dengue habia tenido un
incremento. Su propagacion desde la Segunda Guerra Mundial tuvo un incremento
dréstico relacionado con la re-emergencia de la enfermedad y la transmision por el
mosquito Aedes aegypti, ademas del pobre control en campo de refugiados, como en la

poblacion urbana, y el aumento de viajes por todo el mundo (7).

1.3 Clasificacion. Tipos. Fases de Evolucion. Manifestaciones Clinicas

La enfermedad puede presentarse desde formas las asintométicas y con
variaciones en cuanto a severidad de la manifestaciones. La OMS ha propuesto
anteriormente la clasificacion de dengue en: fiebre del dengue (FD) o dengue clésico,
fiebre hemorragica por dengue (FHD) con o sin sindrome de choque por dengue (SCD).
Ante los cuestionamientos y las dificultades para clasificarlos como tales, se realizo el
estudio internacional DENCO (Dengue Control), cuyo objetivo principal era obtener
informacidn de un namero elevado de enfermos con dengue confirmado, encontrar una
forma mejor de clasificarlos, e identificar cuales serian los signos de alarma utiles para
mejorar el protocolo de manejo de casos de dengue (9). La OMS a través de varios
consensos realizados, establecio en el 2008 (Ginebra, Suecia) que: “el dengue es una sola
enfermedad con presentaciones clinicas diferentes y a menudo con evolucion clinica y
resultados impredecibles”. Mediante los resultados obtenidos en el estudio se habia
propuesto la clasificacion binaria de la enfermedad en: dengue y dengue severo. Pudiendo
presentarse el dengue como: dengue con signos de alarma y dengue sin signos de alarma
(10).

Generalmente el dengue se manifiesta con fiebre, artralgia, dolor retro-ocular,
cefalea, exantema y mialgia, ademas pueden acompafiar nauseas, vomitos y anorexia. Si
algunos de estos se prolongaran podrian desarrollarse sintomas neurolégicos (como fatiga
y lasitud). Los cuadros de dengue pueden derivar a cuadros de dengue grave con las
siguientes condiciones: extravasacion de plasma con permeabilidad vascular que conduce
a choque hipovolémico y distributivo (choque por dengue) con hemoconcentracion y
alteraciones en la homeostasis, acumulacion de liquidos, con insuficiencia respiratoria o
sin ella, o ambas; sangrado grave (diatesis hemorragica) o deterioro de 6rganos grave, o
ambos (10,11).



Posterior al periodo de incubacién de la enfermedad, se pueden distinguir tres
fases de evolucion: la febril, la critica y la de convalecencia con caracteristicas y

manifestaciones clinicas (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Curso de la enfermedad del dengue.

Fuente: adaptado de Yip Capitulo 2. OMS. Guia para el diagndstico, tratamiento, prevencion y control.
Traduccion espafiola. OMS/OPS, La Paz, Bolivia. 2010 (12).

En la fase febril se evidencia deshidratacion, fiebre elevada que puede causar
trastornos neuroldgicos y convulsiones febriles en nifios pequefios, ademas de reduccion
progresiva del recuento de globulos blancos. La fase critica se caracteriza por choque a
causa de la extravasacion de plasma, leucopenia progresiva y disminucion del nimero de
plaquetas, ademéas de hemorragia importante, y deterioro de Organos (con hepatitis,
encefalitis o miocarditis). En la fase de convalecencia se observan pacientes con
hipervolemia (solo si la terapia de liquidos intravenosos ha sido prolongada), el
hematocrito se estabiliza, aumento en el conteo de leucocitos, y recuperacion del nimero
de plaquetas (12,13).



1.4 Caracteristicas estructurales y moleculares del virus del Dengue

La particula viral del DENV tiene un diametro aproximado de entre 40 a 60 nmy
consta de un genoma de ARN (Acido Ribonucleico) monocatenario de polaridad positiva
de 10,7 kilobases (kb) (2). Posee un marco de lectura abierto (ORF; Open Reading
Frame) que codifica para una sola poliproteina precursora que al ser procesada por las
proteasas virales y las del huésped generan tres proteinas estructurales (C, de la capside,
prM/M, de la membrana y E, de la envoltura), y siete proteinas no estructurales (NS-1,
NS-2A, NS-2B, NS-3, NS-4A, NS-4B, NS-5); el ORF esté flanqueado por dos regiones
no codificantes (UTR; Untranslated region), el extremo 5’ posee un cap y el extremo 3’

que carece de cola poliadenilato, ademas forma un bucle (14).
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Figura 1.2: Estructura del genoma del virus del dengue.

El marco de lectura flanqueado por dos regiones no codificantes (5’ UTR y 3° UTR), codifica para tres
proteinas estructurales: capside (C), membrana (prM/M) y envoltura (E), y siete proteinas no
estructurales: (NS-1, NS-2A, NS-2B, NS-3, NS-4A, NS-4B, NS-5). Fuente: Guzman, MG. Halstead, SB.
Artsob. H. Buchy. P. Farrar, J. Nathan, MB et al. Dengue: a continuing global threat. Nat Rev Microbiol.
2010;8:57-16 (15).

El gen de la proteina E consta de 1485 pb y codifica para la proteina de la
envoltura. Esta proteina esta compuesta de 495 aminoacidos y se encuentra en la
superficie de la particula viral. La misma constituye el mayor determinante de tropismo,
pudiendo desencadenar respuesta inmune, ademas es la responsable de mediar la union y
fusion del virus a las células huésped. Esta proteina presenta tres dominios de gran
conservacion estructural: dominio | (de localizacion central con estructura B-barril),
dominio Il (contiene regiones de dimerizacion y péptido de fusion) y el dominio I11 (con
actividad de union a receptor de superficie celular), ademas consta de un tallo proximal a
la membrana (membrane-proximal stem) y un ancla a transmembrana (transmembrane
anchor) (Fig. 1.3) (16-18).
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Figura 1.3: Estructura de la proteina de la Envoltura de DENV

Proteina E constituidas por tres dominios: dominio I (Rojo), dominio Il (Amarillo), dominio 111 (Azul).
(a) Representacidn lineal de la proteina E constituida por 495 aminoacidos distribuidos en tres dominios
(b) representacién tridimensional del dimero de la proteina E. Fuente: Modis, Y. Ogata, S. Clements,
D. Harrison, SC. Structure of the dengue virus envelope protein after membrane fusion. Nature.
2004;427(6972):313-9 (17).

1.5 Ciclo de replicacion del virus

El ciclo replicativo se inicia con el ingreso de la particula viral a la célula huésped
via endocitosis mediada por receptor, en la que la entrada del virus al cuerpo es
reconocida en primer lugar por las células dendriticas que se encuentran en la epidermis,
por lo tanto estas son las primeras en infectarse con el virus (19,20). El desarrollo de la
infeccion por dengue se inicia con la union entre la glicoproteina E de la particula viral y
moléculas como el glicosaminoglicano heparan sulfato que componen los receptores de
superficie de las células huésped. Dicha interaccion se produce entre la lectina de unién
a ICAM3, DC-SIGN o CD209 vy los residuos de manosa de la Asn 67 de la proteina E
(21,22).

Posterior a la internalizacién de las particulas virales, el endosoma se fusiona con
el lisosoma y sufre una disminucion de pH, la proteina E experimenta un reordenamiento
conformacional debido a la reduccion del pH, el cambio conformacional promueve la
fusion de la membrana de la particula viral con la membrana del endosoma liberando el
RNA en el citoplasma. La traduccién tiene lugar en el reticulo endoplasmico (RE)

generando la poliproteina viral que son procesadas por proteasas virales y del huésped,
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dandose luego el proceso replicativo en el que se sintetiza la cadena negativa
intermediaria que sirven como hebra molde para la produccién de multiples copias de
RNA viral de polaridad positiva, las cuales son ensamblados en los viriones pasando por

varias etapas desde la particula inmadura hasta ser secretados (Fig. 1.4) (20,23).
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Figura 1.4: Ciclo de replicacion del DENV.

(1) El virus es reconocido y capturado (2) endocitosis del virus mediado por receptor (3) fusion con
lisosoma, disminucion del pH, reordenamiento estructural de la proteina E y liberacién del RNA en el
citoplasma (4) sintesis de la poliproteina en el RE (5) sintesis de RNA viral a partir de un RNA de cadena
negativa (6) ensamblaje del virién en el RE y transito por el Golgi (7) maduracion del virus y liberacion.
Fuente: Clyde, K. Kyle, J. Harris, E. Recent advances in deciphering viral host determinants of dengue
virus replication and pathogenesis. Minireview. Journal of virology. 2006; 80:11418-11431 (20).

La particula viral inmadura posee un complemento precursor de proteina de
membrana (prM) asociado a proteina E en proporcion 1:1. En ambientes con pH neutro
tal como el caso del lumen del RE, los viriones inmaduros despliegan una caracteristica
aparente de 60 espiculas, cada uno de los cuales forman un heterohexamero (conocidos

también como trimeros) a partir de tres proteinas prM y tres proteinas M (24,25).



La exposicion a pH bajo en el Golgi conlleva a que estos trimeros se disocien en
subunidades individuales y se reasocien como dimeros, mostrando una rejilla de 90
dimeros de proteina E. La prM se une a los dimeros E de interface convirtiendo el bucle
de fusion y exponiendo el sitio de escision a la proteasa furina del hospedador en la cara
trans-Golgi. En las siguientes escisiones mediadas por furina existe pérdida de la mitad
del precursor de prM, y las particulas virales maduras son liberadas de las células por

exocitosis (17).

Los virus que contienen una gran cantidad de prM no son infecciosos, mientras
que aquellos que presentan bajos niveles de prM sigue siendo infecciosos, ademas fue
postulado que la particulas virales no-infectiva con una gran cantidad de prM puede

generar una infeccion por mecanismo ADE (26).
1.6 Transmision por vectores

El DENV puede desarrollarse tanto en los ecotipos selvaticos como en los
urbanos-endémicos, a este proceso se lo denominan ciclo en el que se distingue dos ciclos
de desarrollo caracteristico y diferenciado: el selvatico y el humano, ademas existe una
zona intermedia donde emergen ambos ciclos. El ciclo selvatico fue descripto en primates
que actuaban como exclusivos huéspedes amplificadores del virus en regiones selvaticas
en el oeste de Africa y el sudeste de Asia. Entre los vectores se encuentran Ae. (Stegomyia)

luteocephalu, Ae. (Diceromyia) furcifer, Ae. (Diceromyia) taylori (Fig. 1.5) (27,28).
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Figura 1.5: Ciclo de transmisién del DENV.

Se describen un ciclo selvatico, un ciclo humano y una zona de emergencia donde ambos ciclos
interaccionan (28). Fuente: Chen R, Vasilakis N. Dengue-quo tu et quo vadis? Viruses. 2011 Sep;
3(9):1562-608.

La mayor parte de las infecciones humanas son causadas por cualquiera de los
cuatro tipos del DENV que circulan en areas urbanas, espacios domésticos vy
peridomésticos, siendo el humano el Gnico amplificador del virus. La enfermedad es
transmitida por la picadura del mosquito vector Aedes aegypti infectado con el DENV,
también se han atribuido otros brotes por Aedes albopictus, Aedes polynesiensis y varias

especies relacionadas como el complejo Aedes scutellaris (12,28).
1.7 Inmunopatogenia

La entrada del virus al cuerpo se produce por picadura del mosquito infectado, y
posterior de su ingreso a la célula dendritica de la piel o células de Langerhans, estas se
activan, procesan antigeno y presenta epitopos del virus a las células T. Asi mismo, estos
virus pueden alcanzar el torrente sanguineo diseminandose por todo el cuerpo, siendo
identificados por los monocitos que se transforman en macréfago y presentan antigenos.
Uno de los mecanismos intervinientes es respuesta inmunitaria mediada por célula, donde
la primera activacion se produce en linfocitos T CD4 que por liberacion de citoguinas
activan luego a los linfocitos T CD8 (29,30).



Las respuestas inmune generadas pueden ser protectoras con memoria de por vida
contra el tipo infectante, o tener efectos adversos que pueden desencadenar la muerte,
como ocurre en el caso de la sobreproduccion de citoquinas, el cambio de perfil de TH1
a TH>, o bien alteracion en el indice CD4/CD8 (31).

Uno de los fendmenos caracteristicos en la enfermedad del dengue es el aumento
de la permeabilidad vascular relacionada con el exceso de secrecion de citoquinas, que
desencadena la extravasacion del plasma con pasaje de agua y proteina al espacio
extravascular y conlleva a generar cuadros de hemoconcentracion y en algunas ocasiones

hasta choque hipovolémico (32,33).

Existen evidencias epidemiolégicas que el dengue severo pueda ocurrir durante
una infeccion secundaria (con un tipo distinto) que durante la infeccion primaria con
DENV. La respuesta exacerbada dependiente de anticuerpos (Antibody-dependent
enhancement, ADE) ha sido propuesto como mecanismo para explicar el incremento de
la severidad vista en infecciones secundarias, debido a que no se presenta inmunidad
cruzada con otros tipos a excepcion de la primeras semanas o durante los primeros meses
de la infeccidn (34). Esta hipétesis establece que los anticuerpos que se generan contra
un tipo de DENV no tendran suficiente avidez o concentracidn para neutralizar un tipo
secundario, pero podrd opsonizar el virus. Estos virus opsonizados pueden ser
reconocidos, y su entrada a los monocitos o0 macréfagos es favorecida a través la respuesta
mediada por receptores Fc, lo cual conduce a potenciar la infeccion y aumentar la carga
viral (35). El reconocimiento de las particulas de DENV por los anticuerpos se dificulta
debido a las distintas composiciones y conformaciones de las glicoproteinas de la capside
del virus, los cuales se despliegan en distintas conformaciones durante las fases del ciclo
de vida del virus (24,36).

Durante los primeros dias en el transcurso de la infeccion el virus es capaz de
inducir apoptosis de grandes cantidades de linfocitos T, presentando el paciente
problemas inmunitarios temporales, ademas de afectar a distintas células como los
hepatocitos, neuronas, miocardiocitos conllevando a falla en los 6rganos relacionados
(37).
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Los cuadros caracteristicos de trombocitopenia atafien con mecanismos inmuno-
mediados, sin embargo los sangrados no siempre se deben a este cuadro, ya que son de

una etiologia multifactorial (38).
1.8 Clasificacion genotipica

En la actualidad se ha logrado diferenciar 4 tipos circulantes distintos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Los errores en la replicacion del genoma son inherentes,
y dan como resultado una amplia diversidad genética dentro de cada uno de los cuatro
tipos de DENV, tanto a nivel del huésped (intra-host) como entre ellos (39-41). Si bien
se tratan del mismo virus, presentan variaciones antigénicas importantes relacionadas a
la composicion de los aminoécidos, los cuales difieren en un 25 a 40% (41,42). La
diversidad de tipos a menudo se divide en grupos filogenéticamente discretos de
secuencias denominadas genotipos, correspondientes grupos de cepas de DENV con
hasta 6% de divergencia de secuencia a nivel de nucleétidos (42-44). Cada tipo esta
compuesto por varios genotipos, que probablemente representan los resultados de la

evolucion independiente después del aislamiento geogréfico (44-46).
DENV-1

Mediante estudios filogénicos del gen de la proteina E, asi como la secuencia
gendémica completa se ha logrado identificar cinco genotipos distintos del DENV-1. El
genotipo | esta compuesto por cepas de todo el Sudeste de Asia, China y Oriente Medio
(Arabia Saudi) relacionada con la expansién epidemioldgica en estas zonas, el genotipo
Il comprende algunas cepas de Tailandia, se cree que esta cepa podria estar extinta o
circular con muy bajas frecuencia, el genotipo Il incluyen cepas selvaticas aisladas en
Malasia, el genotipo 1V esta representado por cepas de Japdn, Corea, China, Myanmar,
Malasia e Indonesia, Islas del Pacifico Este (Polinesia Francesa, Nauru, Filipinas y
Hawai) y de Australia, y el genotipo V conformado por cepas colectadas en las Americas,
el este de Africa y Asia (47,48).
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DENV-2

Los estudios filogénicos para el DENV-2 anteriormente habian identificado cuatro
genotipos basandose en secuencias parciales (prM/E) o secuencias completas del gen de
la proteina E, posteriormente fueron descriptos dos nuevos genotipos. En el genotipo
asiatico | se agrupa cepas de Tailandia, Malasia, Camboya, Myanmar, Vietnam y
Australia. El genotipo asiatico Il es representado por cepas de China, Indonesia, Filipinas,
Taiwan, Sri Lanka, India, Honduras y México. El genotipo del Sudeste de Asiay América
comprende cepas del Sudeste asiatico, del Centro y Sur de Américay el Caribe colectadas
durante los ultimos treinta afios. EI genotipo cosmopolita incluye cepas distribuidas en
area comprendidas en el Este y Oeste de Africa, Oriente Medio, India, Islas del Pacifico
y Australia. ElI genotipo Americano esta conformado por cepas del Centro y Sur de
América, el Caribe y otras cepas aisladas en el subcontinente indio e islas del Pacifico. El
genotipo selvatico estd constituido por cepas humanas, de mosquitos y primates

colectados en el Oeste de Africa y el Sudeste asiatico (28,49,50).
DENV-3

Los cuatro genotipos del DENV-3 fueron descriptos por primera vez por Lanciotti
y col. en 1994, estudios del genoma completo han demostrado la misma distribucién de
genotipos. El genotipo | representado por cepas del Sudeste asiatico, Filipinas y las Islas
del Pacifico Sur; el genotipo II, compuesto por cepas del Sudeste asiatico; el genotipo Il
conformado por cepas que se propagan por el Asia, Africa del Este y en las Américas y

el genotipo 1V representado por cepas de Puerto Rico y Tahiti (51-54).
DENV-4

Para el DENV-4 fueron identificados cuatro genotipos. En el genotipo | se
encuentran cepas de Filipinas, Tailandia, Vietnam, Myanmar, Malasia, Sri Lanka, India,
Japdn, China y cepas aisladas en Brasil. En este genotipo incluye el prototipo de DENV-
4 (H241) que fue aislado en Filipinas en 1956. El genotipo Il conforman cepas de todo el
sudeste asiatico (Indonesia, Malasia, Singapur), China, islas del Oeste del Océano
Pacifico, Australia, el Caribe y las Américas. El genotipo 11l en el que estan cepas de
Tailandia aisladas entre 1997 y 2001. El genotipo IV incluye las tres cepas aisladas de

monos centinelas en Malasia durante la década de 1970, se tratan de cepas distintas
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genéticamente en relacion a las cepas mencionadas con anterioridad y se lo describen

como el genotipo ancestral (55-57).

Tabla 1.1: Distribucién geografica mundial de los genotipos de DENV

Tipo Genotipo: nomenclatura de Gen'otip'o,: nomenglgtura Qe Rico—Hesse
Holmes y Twiddy (Grupo) | (Ubicacion geografica principal)
I Sudeste Asiatico, China, Este de Africa
Il Tailandia
DENV-1 ] Cepas selvaticas aisladas en Malasia
v Islas del oeste del Pacifico y Australia
\ América, Oeste de Africa y algunas Asiaticas
Americano América Latina, Caribe, India e islas del Pacifico
Asidtico 1 Malasia y Tailandia
DENV-2 Asiético 2 Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas
Americano/Asiatico Tailandia, Vietnam, América
Cosmopolita Amplia distribucion
I Indonesia, Malasia, Caribe, India e Islas del Pacifico
DENV-3 Il Tailandia, \{ietnam, Bangladesh
Il Sri Lanka, Africa, India, Samoa
v Puerto Rico, América central, América Latina, Tahiti
I Tailandia, Sri Lanki, Filipinas, Japon
DENV-4 Il Indonesia, Malasia, Tahiti, Caribe, América
Il Tailandia
v Selvaticas

Dentro de cada genotipo ha sido indicada la existencia de “grupos’

’ 2

, “clados” 0

“linajes” con caracteristicas diferenciales en cuanto a tiempo y distribucion geografica.

Las principales utilidades de los estudios filogénicos del DENV son los cambios,

reemplazo o extincion de los clados.

1.9 Diagnostico

A. Aislamiento viral: es el “estandar de oro” para el diagndstico de DENV,
generalmente son asilados por cultivo celular (58,59). El cultivo celular se trata de uno
de los método mas utilizados, se emplean lineas celulares de mosquito C6/36 (células
clonadas de Aedes albopictus) o bien AP61 (linea celular de Aedes pseudoscutellaris).
Pueden ser utilizados suero, plasma, células mononucleares de sangre periférica, asi

también se puede recuperarlos de tejidos afectados obtenidos por autopsia (médula dsea,
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pulmén, higado, ganglios linfaticos). El efecto citopético es observado entre cinco a siete
dias después de la incubacion (12,60).

B. Serologia

a. MAC ELISA: se basa en el principio de captura de anticuerpos de tipo IgM,
en el cual el IgM total, que se encuentra presente en la muestra de los pacientes con
infeccion, es capturado por otros anticuerpos especificos dirigidos contra la cadena de
esta IgM (anticuerpo anti-cadena de IgM humana) cuya funcion es inmovilizar a IgM.
Los antigenos de cualquiera de los cuatro tipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4)
son captados por los anticuerpos IgM especificos contra estos, y finalmente detectados ya
sea por anticuerpos monoclonales o policlonales conjugados con una enzima que genera
una sustancia coloreada a partir de un sustrato sin color, cuya densidad 6ptica es medida
por espectrofotometro. Esta densidad dptica es directamente proporcional a la cantidad
de anticuerpo de tipo IgM especificos contra antigenos de DENV que se encuentra en la
muestra.

La sensibilidad y especificidad de esta prueba se limita para muestras que son
tomadas a partir de los cinco 0 mas dias posteriores a la aparicion de la fiebre, por otra

parte tampoco es capaz de diferenciar entre los distintos tipos del DENV (61).

b. 1gG ELISA: es utilizada para deteccion de anticuerpos tipo 1gG en caso de
infecciones por dengue ya sean primarias o secundarias. La prueba de ELISA de captura
de 19G (GAC) tiene especificidad hacia la envoltura y la membrana viral, y con ello
alcanza detectar anticuerpos IgG hasta 10 meses posterior a la infeccidn, sin embargo es
importante reconocer que estos anticuerpos tienen duracién para toda la vida. Por otra
parte, también fueron desarrollados métodos de inhibicién de ELISA (EIM) que se
fundamenta en la competencia por los sitios antigénicos entre los anticuerpos IgG de la
muestra del paciente y la 1gG anti-dengue conjugado (62,63).

Una de las limitaciones que presenta esta prueba es la carencia de especificidad
contra los flavivirus, pues no es capaz de diferenciarlos. En algunos laboratorios son
detectadas la avidez de los anticuerpos para diferenciar entre una infeccién primaria y una

secundaria (10).
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c. Captura de antigeno NS1: se basa en la deteccion de la proteina antigénica
NS1 por técnica de ELISA. La NS1 es una glicoproteina de 55 kDa, que es producida por
todos los flavivirus y secretadas por las células infectadas, caracteristico en pacientes con
viremia y etapa febril de la enfermedad. Puede detectarse desde el primer dia de la
aparicion de sintomas febriles hasta los 7 a 9 dias donde pueden formarse complejos
inmunes que afectan su deteccion. Presenta gran utilidad en la deteccion temprana de la
enfermedad (64). Estudios conjuntos posteriores realizados en el 2010 ensayaron dos
prueba de ELISA para deteccion de NS-1, llegando a la conclusion que puede aumentarse

la sensibilidad diagnostica para dengue si se combinan la deteccién de NS1 e IgM (65).

d. PRNT (Plaque reduction neutralization test) Prueba de neutralizacion por
reduccion de placas: es una prueba Util para medir el titulo de anticuerpos neutralizantes
en el suero del individuo infectado, midiendo el grado de proteccion contra el virus
infectante, como por ejemplo en el caso de desarrollo de vacunas. La prueba se
fundamenta en la capacidad neutralizante de los anticuerpos contra los virus, perdiendo
estos su capacidad infectiva contra determinadas células; es considerado como estandar
de oro para determinar el nivel de proteccién por inmunidad humoral (66,67).

C. Deteccidn de acidos nucleicos: fueron desarrolladas numerosas pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR), cuya sensibilidad es mucho mayor comparadas
con las del cultivo celular.

Con el transcurso del tiempo también se desarrollaron RT-PCR en tiempo real, y
entre sus principales ventajas cabe mencionar la sensibilidad alta, el menor tiempo para
el andlisis, riesgo bajo de contaminacién con productos amplificados, ademas permite
cuantificar la carga viral en tiempo real. Para dichos fines deben ser utilizados sondas que
emitan fluorescencia captada por el equipo como sefial, entre estos se mencionan los
agentes intercalantes de ADN como el SYBR® Green, o0 bien sondas TagMan® de gran
especificad por su capacidad de hibridar con una secuencia especifica (68,69).

Mas tarde fueron desarrollados RT-PCR en tiempo real “multiplex” capaces de

detectar los cuatro tipos de DENV en una misma reaccion (70,71).
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1.9.1 Reaccién cruzada

Las infecciones causada por arbovirus como el virus del dengue se evidencian
principalmente mediante deteccién de una secuencia especifica del genoma viral o
anticuerpos neutralizantes o inmunoglobulinas especificas de tipo IgM/IgG para
determinados epitopos. Sin embargo, existen suficientes evidencias que sefialan la
posibilidad que se produzca reactividad serologica cruzada. Debido a la co-circulacién de
DENV y ZIKV, el impacto de la respuesta inmune contra uno de estos virus afectara en
el otro. Existe suficiente evidencia que los individuos que padecieron infeccion por

DENV generaron reaccién cruzada con ZIKV produciendo respuesta tipo ADE (72-74).

Es de suma importancia tener en cuenta que la sintomatologia descripta en estas
arbovirosis presenta gran similitud por lo que el diagnostico basado en la clinica se torna
dificil, ademas los andlisis seroldgicos tampoco son concluyentes.

1.10 Epidemiologia

1.10.1 Situacion en América

Los primeros casos de enfermedad del Dengue en América se remontan a la
década del 60 en el que se realiz6 una extensa campafia de erradicacion del Ae. aegypti

logrando eliminar la transmision durante aproximadamente 10 afios (1,75).

Los reportes oficiales de fiebre por dengue (FD) se dieron en Cuba en la epidemia
comprendida entre los afios 1977 y 1978 causada por DENV-1, y més tarde la gran
epidemia de Fiebre hemorragica del dengue (FHD) en 1981 que fue causada por DENV-
2 (76).

Las epidemias que se dieron en varios paises del Caribe entre los afios 1962 y
1963 fueron causadas por el DENV-3. Posteriormente en el afio 1994, este tipo
nuevamente re-ingres6 causando las epidemias de Panama y Nicaragua, propagandose a
los paises de América Central México, llegando luego a los paises de Sudamérica. El
ingreso del DENV-4 se produjo en el afio 1981 causando epidemia en México, el Caribe,
Ameérica Central y del Sur (77).
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En el periodo comprendido entre el 2001 y 2009, un 75% de la mayoria de los
casos era representado solo por seis paises de la region: Brasil, Colombia, Costa Rica,
Honduras, México y Venezuela. En el 2011, en la mayoria de los paises de este continente
fueron reportados méas de un millon de casos de FD, con niumero aproximado de 18.000
casos de dengue severos y 716 muertes, confirmandose la circulacion de los cuatro tipos
del virus (9,12).

1.10.2 Situacion en el Paraguay

En el Paraguay se han reportado varias epidemias de Dengue, desde el ingreso del
virus entre 1988 y 1989 fueron registrados 41.990 casos atribuidos a DENV-1. La
segunda epidemia se produjo en 1999 continuando hasta el 2000 con 24.282 casos a
DENV-1. Por primera vez en el afio 2001 fue registrada la circulacién del DENV-2 (78—
80).

En el afio 2002 ingres6 el DENV-3 registrandose un nimero estimado de 1800
casos. El tercer brote epidemiolégico tuvo inicio en el afio 2006, con 1700 casos de
dengue a DENV-3 solo en la zona de Asuncion, y en el 2007 se reportaron 28.182 casos

(55 correspondiente a dengue grave y 17 muertes por esta patologia) (79).

Desde el afio 2009, el DENV ha circulado continuamente en el pais pese a las
numerosas campafas de luchas contra el vector. En el 2011 fueron notificados 42.264
casos confirmados, de los cuales 97 correspondieron a dengue grave y se registraron 62
muertes, con una cocirculacion de DENV-1 y DENV-2. En el 2012 por primera vez se
produjo el ingreso del DENV-4, confirmandose de este modo la circulacién de los cuatro
tipos en el pais (81).

En el afio 2015 fueron confirmados 16.739 casos de dengue con circulacion
simultanea de DENV-1, DENV-2 y DENV-4, por otra parte fueron notificados 3 casos
de confeccion (DENV y CHIKYV) (82).

Hasta el afio 2018 han sido reportadas la circulacion predominante de DENV-1
constituyéndose el tipo predominante circulante en el pais. De acuerdo con las
notificaciones realizadas durante los ultimos afios el nimero de casos reportados en el
Departamento Central representa al 2/3 de los casos de dengue descriptos en el Paraguay
(83-85).
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1.11 Impacto

En un area geografica dada, aparecen variantes virales individuales a nivel de
secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas que circulan por un periodo de tiempo y luego
desaparecen, generalmente para ser reemplazadas por otro conjunto de variantes. Este
fendmeno se ha denominado "reemplazo de clado”, y en ocasiones esté relacionado con

cambios en la virulencia (45,46,86,87).

El reemplazo también puede ocurrir a nivel de tipos, con tales eventos reportados
para los cuatro tipos que circulan globalmente cada 3-5 afios en promedio (88-90). Se
cree que estos cambios en el dominio dentro de una poblacion humana son en gran parte
el resultado de la susceptibilidad diferencial de la inmunidad a nivel de reaccion cruzada
de los tipos individuales (91). A pesar del vinculo entre la infeccion posterior o secundaria
heterotipica y la enfermedad grave, los factores virales y naturales que podrian dar

explicacion al dominio, siguen siendo poco conocidas (39).

Recientemente se ha confirmado que los pacientes pueden infectarse por segunda
vez con el mismo tipo de DENV (92). Esto probablemente impacta en la persistencia de
la circulacion viral en una poblacién. Sin embargo, todavia no estan claros los factores
virales que hacen posible la ocurrencia de re-infecciones. Existe evidencia en la literatura
que los cambios a nivel genémico influyen directamente en cambios antigénicos dotando
al virus la capacidad de persistir en un periodo de tiempo en una determinada area

geografica (93).

Por lo tanto mediante el estudio de los cambios genéticos y a nivel de secuencia
de aminoéacidos presentados por el DENV-1 en un area geogréafica y tiempo determinado
son fundamentales para comprender las variaciones antigénicas presentadas por este virus
con el transcurso del tiempo lo cual le confiere persistencia en infecciones durante varios

afios de manera sostenida y consecutiva.
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1.12 Justificacién

En paises endémicos para el dengue, fue demostrada la ocurrencia de reemplazos
de los tipos de DENV o genotipos, asi también reemplazos de grupos o clados dentro de
los genotipos (86,94). Por otro lado, estudios previos han indicado la asociacion entre los
mencionados reemplazos y cambios en la incidencia de la enfermedad o persistencia de

los mismos (94,95).

Estudios filogenéticos de aislados de DENV en Paraguay sugieren que el
reemplazo de genotipos circulantes de DENV-2 dio lugar a su predominancia sobre
DENV-3 en 2005 y un cambio de genotipo de DENV-3 produjo el reemplazo de DENV-
2 como tipo predominante en 2006 (96,97). Sin embargo, a pesar de la persistencia de la
circulacién de DENV-1 en Paraguay se cuentan con pocos estudios acerca de este tipo de

DENV en nuestro pais.

El Departamento Central con 2.158.215 habitantes hasta el 2019 representa el
departamento mas poblado (35% de la poblacién del pais). De acuerdo con los datos
reportados por la Direccion General de Vigilancia de la Salud (DGVS), la regién de
estudio representa el 2/3 de los casos de dengue descriptos en el Paraguay hasta el afio
2018 (83-85).

Considerando la alta tasa de sustituciones de la proteina E de DENV, estimada
entre 5x10™ a 6,56x10 sustituciones por sitio por afio (16,98,99), la region codificante
de esta proteina ha sido propuesta como un blanco util para la genotipificacion de todos
los tipos de DENV (17,43). En este trabajo se propuso obtener la secuencia completa del
gen E de DENV-1 a partir de muestras de suero de pacientes con dengue en Asuncion y
el Departamento Central de Paraguay en el periodo 2011 a 2019. Se llevo a cabo el
analisis filogenético de estas secuencias y su relacion con cepas circulantes previamente
en Paraguay y alrededor del mundo. Con este estudio se buscé aportar conocimientos
acerca de la dinamica de DENV-1 circulante en nuestro pais en el periodo de tiempo
mencionado. Ademas, se analizo la secuencia de aminoacidos inferida y se mapearon los
sitios de variacion en la estructura deducida de la proteina E. Estos analisis permitirian
conocer sobre la influencia que pudiera tener la variacion de este gen en la circulacion

persistente de este tipo de DENV en una region de Paraguay.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

Analizar la variabilidad genética del virus del dengue tipo 1 (DENV-1) causante de

infecciones humanas entre 2011 y 2019 en el Departamento Central del Paraguay.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar la variabilidad genética mediante el analisis de secuencias nucleotidicas del
gen que codifica la proteina E del DENV-1 causante de infecciones humanas entre 2011

y 2019 en el Dpto. Central, Paraguay.

- Analizar el relacionamiento filogenético de las secuencias nucleotidicas del gen de la
proteina E de DENV-1 obtenidas en el estudio con el DENV-1 detectado en Paraguay en
afios anteriores y con el DENV-1 reportado en otros paises.

- Describir la variabilidad aminoacidica de la proteina E de DENV-1 mediante el andlisis

de las secuencias de aminoacidos obtenidas en el estudio y mapear los sitios de variacion.
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3. METODOLOGIA
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3.1 Diseno del estudio

Se llevo a cabo un estudio observacional descriptivo de corte transverso. El
muestreo fue del tipo no probabilistico por conveniencia. Fueron seleccionadas muestras
positivas para la presencia de RNA de DENV por rRT-PCR procedentes de la seroteca
del Departamento de Produccion del 1ICS correspondientes a casos de infecciones
humanas entre los afios 2011 y 2019. Estas muestras consistieron en sueros o virus
aislados en cultivo celular a partir de sueros de pacientes con dengue. Las muestras fueron
colectadas en el marco del Proyecto Marco “Deteccidn y caracterizacion de infecciones
causadas por arbovirus en pacientes con enfermedad aguda del Departamento Central”
(con aprobacion del CC y CE IICS-UNA P39/2018; Aprobacion de la Universidad de
Emory IRB00097089; Anexol-2). El presente trabajo cuenta con la Aprobacion de los
Comités Cientifico y Etico del ICS-UNA (P13-2019) (Anexo 3).

3.2 Poblacion de estudio

Las muestras empleadas para el presente estudio consistieron en muestras de
pacientes con resultados positivos para la presencia de DENV colectados entre los afios
2011 a 2019 que se encontraban almacenadas a -80°C en el Biobanco del Departamento
de Produccion, IICS-UNA. Se utilizaron sueros de pacientes, excepto para las muestras
correspondientes al 2011 las cuales consistieron en aislados de DENV-1 obtenidos a partir
de suero de pacientes. Estos aislados virales correspondieron a sobrenadantes de cultivo
de células de Aedes albopictus C6/36 hasta dos pasajes, suplementado con 20% de SFB

que se encontraban conservados a -80°C.
3.3 Controles

Como control negativo, en cada corrida fue empleada agua libre de nucleasas
(DNAsa/RNAsa) y/o suero de pacientes sanos que fueron extraidas en las mismas
condiciones que aquellas que tenian sospecha clinica de dengue.

Como controles positivos fueron utilizadas cepas virales y acidos nucleicos
sintéticos (IDT, EUA) correspondientes a las secuencias diana de las reacciones de rRT-
PCR para DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, estos fueron donados por el Division
de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Medicina, Escuela de Medicina de la
Universidad de Emory, EUA (Anexo 4).
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3.4 Extraccion de ARN viral

La extraccién de ARN viral fue realizada a partir del suero de pacientes con
sospecha clinica de dengue, o aquellos con resultados positivos para DENV en estudios
anteriores, asi como del sobrenadante de cultivo de células C6/36 (asilados virales) para
el posterior analisis por rRT-PCR. La extraccion del &cido nucleico se llevo a cabo
utilizando el kit de extraccion QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen; Valencia, CA,
EUA). El procedimiento se realizo siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. El
ARN viral fue purificado a partir de 140 uL de suero y del sobrenadante de cultivo celular,
fue eluido con 60 uL de buffer de elucion y finalmente almacenado a -80°C hasta su

procesamiento.
3.5 Deteccion de genomas virales mediante RT-PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se basa en la medicion de productos de PCR mediante un
sistema de sondas marcadas (sondas TagMan) con un fluoroforo en el extremo 5’ y una
molécula que bloquea la emision de fluorescencia en el extremo 3’ (en inglés
«guencher»); esta sonda marcada hibrida de manera especifica a una secuencia diana en
la region central del producto de PCR. En el momento en que la polimerasa con actividad
exonucleasa 5'>3' se encuentra con la sonda, la hidroliza, separando el quencher del
fluoréforo emitiendo inmediatamente fluorescencia la cual es detectada y cuantificada

por un sistema de deteccion a medida que trascurre la reaccién (100).

La reaccion de rRT-PCR fue realizada a fin de detectar el genoma del DENV,
CHIKV y ZIKV. La metodologia empleada fue la reaccion denominada “ZCD”, descripta
previamente por Waggoner y col. (2016) (101). Se utilizd el kit de un solo paso:
SuperScript® 11 Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Life
Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA), conjunto de cebadores (primers) y sondas TagMan
dirigidas contra “secuencias blanco” especificas para cada arbovirus (Anexos 5-6). El
volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 pL conteniendo: 12,5 uL del reactivo
2X Reaction Mix [0,4 mM de cada dNTP, 6mM MgS0O4], 0,5 uL de las enzimas
Retrotranscriptasa y ADN Polimerasa: SuperScript™ [I1I RT/Platinum® TagMix, 2 uL de
la mezcla de primers y sondas y 5 uL de ARN.
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La amplificacion se realizo utilizando el instrumento “Rotor Gen-Q” (Qiagen;
Valencia, CA, EUA) en las siguientes condiciones: 52°C por 15 min (paso de
transcripcion reversa), 94°C por 2 minutos; seguidamente de 45 ciclos a 94°C por 15
segundos, 55°C por 40 segundos y 68°C por 20 segundos. Fueron incluidos controles

positivos y negativos en cada corrida.

Se considero positiva la deteccion si la curva de amplificacion cruzé la linea
umbral 0 “threshold” antes del ciclo 40 (Ct<40) (102). Cualquier resultado posterior al
ciclo 40 fue evaluado individualmente. El valor de Ct se define como la cantidad de ciclos
de PCR requeridos para la deteccion de fluorescencia correspondiente a una muestra con
la suficiente intensidad para alcanzar un limite predeterminado denominado “threshold”.
El valor de Ct es inversamente proporcional a la concentracion o cantidad de copias

iniciales en la muestra.

3.6 Control interno RNasa-P

La RNasa P es una ribonucleoproteina compuesta por ARN y proteina, se trata de
una endonucleasa que se encuentra principalmente en organismos eucariotas y en

muestras bioldgicas (103).

Las muestras que resultaron negativas en la reaccion ZCD fueron posteriormente
ensayadas para evaluar la presencia de RNasa P como control interno de extracciéon de
RNA. La metodologia empleada fue descripta previamente por Waggoner y col. (2013)
(102). Para la reaccion se utilizo el kit de un solo paso SuperScript® Il Platinum One-
Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Life Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA),
conjunto de cebadores y sonda TagMan especificas (Anexo 7). El volumen final de la
mezcla de reaccion fue de 25 uL conteniendo: 12,5 uL del reactivo 2X Reaction Mix [0,4
mM de cada dNTP, 6mM MgSOQOg4], 0,5 pL de las enzimas Retrotranscriptasa y ADN
polimerasa: SuperScript™ III RT/Platinum® TagMix, 2 pL de la mezcla de primers y
sondas (las concentraciones de cada componente son detalladas en el Anexo 7) y 5 uL de
ARN purificado. La amplificacion se realizo utilizando el instrumento “Rotor Gen Q”
(Qiagen; Valencia, CA, EUA) en las siguientes condiciones: 52°C por 15 min (paso de
transcripcion reversa), 94°C por 2 minutos; seguidamente de 45 ciclos a 94°C por 15

segundos, 55°C por 40 segundos y 68°C por 20 segundos.
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Se considerd como deteccion positiva de RNasa P si la curva de amplificacion
cruzo la linea umbral antes del ciclo 30 (Ct<30) (102). Las muestras negativas para ZCD
y positivas para RNasa P fueron consideradas como verdaderas negativas, indicando

ausencia de los genomas de los virus estudiados.

En los casos en los que no se detectd RNasa P se consideraron como casos de
posibles fallas en la extraccion de acidos nucleicos o probable presencia de alguna
sustancia inhibidora de la reaccion de rRT-PCR, por lo que estas muestras volvieron a ser

extraidas.

3.7 Tipificacion de muestras positivas para DENV mediante RT-PCR en tiempo

real

Las muestras positivas para el DENV fueron tipificadas mediante la reaccion de
deteccidn, cuantificacion vy tipificacion descrita previamente por Waggoner y col. (71).
Para la reaccion se utilizo el kit de un solo paso SuperScript® Ill Platinum One-Step
Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Life Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA),
conjunto de cebadores y sonda Molecular Beacons especificas (Anexos 8-9). El volumen
final de la mezcla de reaccion fue de 25 uL conteniendo: 12,5 uL del reactivo 2X Reaction
Mix [0,4 mM de cada dNTP, 6mM MgSO4], 0,5 uL de las enzimas Retrotranscriptasa y
ADN polimerasa: SuperScript™ 1l RT/Platinum® TagMix, 2 uL de lamezcla de primers
y sondas (las concentraciones de cada componente son detalladas en el Anexo 8y 9)y5
uL de ARN purificado. La amplificacion se realizo utilizando el instrumento “Rotor Gen-
Q” (Qiagen; Valencia, CA, EUA) en las siguientes condiciones: 52°C por 15 min (paso
de transcripcion reversa), 94°C por 2 minutos; seguidamente de 45 ciclos a 94°C por 15

segundos, 55°C por 40 segundos, 60°C por 20 segundos y 68°C por 20 segundos.

Las sondas Molecular Beacons son utilizadas por su alta sensibilidad y capacidad

para diferenciar secuencias que difieren en tan solo una o dos bases (71).
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3.8 Célculo para cuantificacion de carga viral

Se construyeron curvas estandares mediante la deteccion por rRT-PCR de
diluciones de controles positivos para DENV1-2-3-4 de concentracion conocida
(expresada en escala logaritmica). Las mismas fueron obtenidas mediante el gréafico de
los valores de Ct versus concentracion, teniendo en cuenta que el valor de R? sea >0,99.
Utilizando los valores de Ct de muestras positivas para DENV-1 se estimé la
concentracion de RNA viral en las muestras (expresada en logio copias/uL). Para

convertir estos valores en copias/uL se aplico el antilogaritmo del resultado anterior.

Para estimar la concentracion presente en la muestra se multiplico la
concentracion en copias/uL por el volumen de elucién utilizado en la extraccion, y luego
se dividid por el volumen de la muestra utilizado inicialmente para la extraccion. Este
resultado se multiplicé por 1000 para expresarlo como copias/mL de suero, ademas para

fines préacticos la misma también puede expresarse como logaritmo de base 10.
3.9 Transcripcion reversa

A partir del ARN extraido fue sintetizado ADN de cadena complementaria
(ADNc) en las muestras positivas para DENV-1, mediante el siguiente protocolo: la
primera mezcla de reaccion constaba de 2L de cebadores aleatorios [50 ng/pL] (random
primers) (Invitrogen, Themo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA); 0,4 uL de la mezcla
de los cuatro dNTPs (desoxi-ribonucleétidos trifosfato) [25 mM] (Promega, Promega
Corporation, Madison, WI, EUA); 2,6 uL de agua libre de nucleasas a la que fue agregada
5 pL de ARN viral, la misma fue calentada a 65°C por 5 minutos e introducido
rapidamente en hielo por 15 minutos. Seguidamente fue afiadida 10 pL de la segunda
mezcla de reaccidn conteniendo: 0,5 pL de Transcriptasa reversa SuperScript® Il Reverse
Transcriptase [200 U/uL] (Invitrogen, Life Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA), 4 uL de
tampon 5X [250 mM Tris-HCI, (pH 8,3); 375 mM KCI; 15 mM MgCI2], 2 pL de DDT
[0,AM], 1 pL de inhibidor de Ribonucleasas Ribo-Lock [40 U/ pL] (Thermo Fisher

Scientific Inc.) y 2,5 pL de agua libre de nucleasas.
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3.10 Amplificacién del gen que codifica la Proteina E

Con la finalidad de amplificar el gen que codifica la proteina E se utilizo el kit de
amplificacion LongAmp® Hot Start Taq 2X Master Mix (New England BioLabs® Inc.,
Ipswich, MA, EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante, y conjunto de cebadores
especificos (Anexo 10). El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 uL
conteniendo: 12,5 uL del reactivo LongAmp® Hot Start Taq 2X Master Mix, 0,5uL de
MgSOs (50mM), 1 uL del forward primer (EDH1_short [10 puM]), 1 uL del reverse
primer (DV_consensus [10 uM]), 5 uL de agua libre de nucleasas y 5 uL de ADNc, en
la figura 3.1 se observa la disposicion de los cebadores utilizados (104). La reaccién de
amplificacion del gen E se realizé bajo las condiciones sugeridas por el fabricante que se
mencionan a continuacion: 94°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 52°C por 30 segundos y 65°C por 2 minutos y 5 segundos, con una extensién
final de 65°C por 10 minutos. La temperatura de fusion fue calculada mediante la
herramienta proveida por el fabricante (disponible en:
http://tmcalculator.neb.com/#!/main).

— C [p|[ M| E | NS1 | Ns2A | NS2B | NS3 | Ns4A | Ns4B | NS5 | =

Lcilp | M | E [ NS1 ]
|

—_—
EDH1_Short

| J

2465 pb

Figura 3.1: Esquema de ubicacion de los cebadores empleados para la amplificacién del gen que
codifica la Proteina E.
Los productos de amplificacion generados fueron de 2465pb

Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 1,8% (Invitrogen, EUA) en tampdn TAE 1X (0,04M Tris-acetato — 0,001M
EDTA), llevada a cabo en cuba electroforética (GE Healthcare, San Francisco, CA, EUA)
con fuente de poder (Electrophoresis Power Supply EPS 60, GE Healthcare, San
Francicso, CA, EUA) a voltaje constante 60V por 1,5 horas. La tincion se llevo a cabo

con Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, Madison, WI, EUA) y la visualizacion
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mediante un trans-iluminador de luz UV. A fin de comparar el tamafio de los productos
amplificados se incluy6 en cada corrida electroforética un marcador de tamafio molecular
de 1 Kb (Plus DNA Lader, Invitrogen, Life Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA). Los
productos de amplificacion generados para DENV-1 fueron de 2465pb. Los resultados
obtenidos se registraron mediante fotodocumentador Image Quant™ LAS 500 (GE
Healthcare Life Siences, San Francisco, CA, EUA).

3.11 Secuenciacién

Los productos de amplificacion fueron sometidos a secuenciacion por el método
de Sanger (105) utilizando un conjunto de cinco cebadores para la amplificaciéon de
fragmentos solapados para abarcar por completo el gen E (Anexo 11), en la figura 3.2 se
observa la ubicacion de los cebadores utilizados (104).

5'UTR 3'UTR

m— C [p| M| E NS1 | NS2A | Ns2B NS3 | NS4A | Ns4B NS5 |

—
DI CCR DViconsen
—
| ¢ [ e[l M E NSl |
—_ —
D1_689F DV1 2211R

Figura 3.2: Esquema de ubicacion de los cebadores empleados para la secuenciacion del gen que
codifica la Proteina E.

Los fragmentos indicados fueron secuenciados en la Compafila GENEWIZ ®
(Nueva Jersey, EUA).

3.12 Analisis Filogenético de las secuencias nucleotidicas

3.12.1 Secuencias obtenidas y analisis inicial

Las secuencias nucleotidicas del gen de la proteina E (1485 pb) obtenidas en este
estudio fueron ensambladas a partir de los fragmentos de las secuencias mediante el
programa SegMan NGen® Version 12.0. DNASTAR (Madison, Wisconsin, EUA).
Seguidamente los alineamientos de las secuencias se realizaron utilizando el sistema
MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) (106).
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Mediante la herramienta Dengue Virus Typing Tool (Genome Detective)
(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/dengue/) se llevd a cabo el anélisis
inicial de las secuencias, la identificacion de genotipos y la construccion del primer arbol
filogenético bajo los parametros preestablecidos por la herramienta de la siguiente
manera: el método de distancias o0 agrupamiento de vecinos Neighbor-joining-Tree (NJ-
tree), soportados estadisticamente por el método de bootstrap utilizando 1000 réplicas y
un soporte de bootstrap >70% (107).

3.12.2 Base de datos de secuencias del GenBank

Con la finalidad de ejecutar el analisis filogenético se construy6 una matriz de
secuencias del gen que codifica la proteina E correspondientes a aislados de diferentes
paises por afios, haciendo énfasis en las secuencias de genoma viral de aquellas que
circularon en la region, las mismas fueron colectadas de la pégina de internet de la
herramienta Virus variation del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VirusVariation/Database/nph-select.cgi).  La
base de datos incluyé el codigo de acceso al GenBank, pais y afio de aislamiento. La
codificacion de las secuencias obtenidas en este estudio fue compuesta por el nombre del
pais de aislamiento seguido por el codigo de estudio y el afio de aislamiento o coleccion
de la misma. Las secuencias fueron alineadas mediante el sistema MAFFT descrito
anteriormente, ademas las secuencias depositadas como clones, mutantes y
recombinantes fueron excluidas. Para el alineamiento final de las secuencias
nucleotidicas se utilizaron 331 secuencias del gen de la proteina E de DENV-1
recuperadas del GenBank, ademas fue incluida una cepa de DENV-1 Genotipo | aislada
en Myanmar en el 2002 (AY726552) para ser utilizada como grupo externo a fin de
enraizar los arboles filogenéticos (Anexo 12).

3.12.3 Andlisis filogenético

El analisis de las secuencias nucleotidicas se realizo utilizando el programa
IQTree siguiendo el método de Méaxima verosimilitud (Maximun likelihood, ML)
(108,109). La matriz de secuencias fue analizada mediante el programa 1QTree-Model
Finder (110) para identificar el mejor modelo de sustitucion nucleotidica. Los arboles
filogenéticos fueron construidos mediante el programa [1QTree y soportados

estadisticamente por el método de bootstrap utilizando 1000 réplicas. Las estimaciones
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de la divergencia evolutiva dentro y entre las secuencias fueron calculadas utilizando el

modelo de “p-distance” con 1000 réplicas mediante el programa MEGA X (111).
3.13 Andlisis de la Proteina de la Envoltura:

El grado de conservacion de cada residuo en la estructura de la proteina E fue
calculado en base al alineamiento de la secuencia de aminoacidos, utilizando el programa
ConSurf, ademas de realizar modelado por homologia (112). La estructura de la proteina
E se obtuvo en base el servidor I-Tasser (113) a partir de la secuencia codificante de las
mismas. Los célculos fueron visualizados en el modelo atomico mediante el programa
UCSF Chimera (RBVI, Universidad de California, San Francisco. NIGMS) (114).

3.14 Asuntos éticos:

Las muestras de pacientes que se emplearon en el presente estudio corresponden
a muestras almacenadas en la seroteca del I1CS, dentro del proyecto marco en la linea de
investigacion “Caracterizacion y epidemiologia molecular del virus del dengue y otros
arbovirus en infecciones humanas”. Las muestras fueron colectadas en distintos
proyectos anteriores del 2011 al 2018, contando todos ellos con la debida aprobacién de
los Comités de Etica y Cientificos segun los siguientes codigos (P15/2011; P34/2012;
P06/2017; P28/2017). El presente trabajo cuenta con la Aprobacion de los Comités
Cientifico y Etico del ICS-UNA (P13-2019).

Las mismas fueron colectadas de forma que no representaron riesgo para la salud
de los pacientes. No se requirieron muestras bioldgicas adicionales. Fueron debidamente
codificadas y anonimizadas de tal modo a preservar la identidad de los pacientes, lo cual
aseguro la confidencialidad de los datos obtenidos dentro del estudio. Los codigos son de
manejo Unico y exclusivo de los investigadores, en ningn caso seran publicados los
nombres de los participantes. Se cuenta con el consentimiento informado firmado por los

pacientes que participan de los distintos estudios.

El presente estudio no genera un beneficio directo para el paciente, el mismo fue
Ilevado a cabo con fines de investigacion. Los principales resultados de interés para la
salud del paciente y para el diagndstico de dengue (Test rapido de deteccion del antigeno
NS1), fueron entregados de inmediato al momento de la consulta, considerando la

necesidad del diagndstico inmediato.
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Los resultados obtenidos en este estudio no afectan la calidad de vida o salud
actual del paciente, debido a que la enfermedad causada por este virus es eliminada en la
mayoria de los casos, es decir, en un individuo inmunocompetente el virus es eliminado
en su totalidad por el sistema inmune sin generar periodos de latencia o la capacidad de
reactivacion o la posibilidad de recaidas como ocurren en otras patologias. Los resultados
publicados tendran beneficios para estudios posteriores y aportaran datos relevantes para

mayor conocimiento de este virus que circula a nivel local.

El estudio realizado forma parte del Proyecto Marco “Deteccion y caracterizacion
de infecciones causadas por arbovirus en pacientes con enfermedad aguda del
Departamenso Central” (que cuentan con la aprobacion del CC y CE IICS-UNA
P39/2018; Universidad de Emory IRB00097089).
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4 RESULTADOS
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4.1 Deteccion, tipificacion y cuantificacion de DENV-1

Fueron incluidas al estudio 1120 muestras de la seroteca del Departamento de
Produccion del 1ICS colectadas entre los afios 2011 al 2019 consistentes en sueros o
aislados de cultivo celular, en las mismas fueron analizadas la presencia del genoma
de DENV (Anexo 13).

Las muestras con resultados positivos para DENV fueron tipificadas. En cada
corrida fueron incluidos oligonucleétidos sintéticos de los cuatro tipos de DENV

(DENV-1-2-3-4) como controles positivos y agua libre de nucleasas como control

negativo (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Curvas de amplificacion de muestras en las cuales se detecto la presencia del genoma de
DENV-1 por rRT-PCR.

Control positivo de DENV-1: oligonucledtido sintético de concentracion 6.0 logio copias/pL (color

celeste), Control Negativo (agua libre de ARNasas/ADNasas) (color rojo).

Los resultados de los tipos de DENV obtenidos en las muestras incluidas por afios,

se muestran en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1: Resultados de tipos de dengue por afio

Ao Casos

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Total

por afo
2011 31 18 - - 78
2012 - 15 - 2 26
2013 - 17 - - 46
2016 40 - 7 120
2018 109 3 - 3 231
2019 - 15 - 67 619
180 68 79 1120

De acuerdo a lo sefialado anteriormente, en los afios 2011, 2016 y 2018 se
obtuvieron resultados positivos para la presencia del genoma de DENV-1 en 180 de
las muestras analizadas. A partir de estos resultados, fue realizada cuantificacion viral

mediante PCR en tiempo real.

Fueron seleccionadas grupos de muestras correspondientes a cada afio siguiendo

los siguientes criterios:
que cuenten con suficiente volumen de muestra para realizar las pruebas del estudio,

con carga viral relativa (descartando aquellas muestras en las cuales el ARN viral no

pudo ser amplificado satisfactoriamente a través de las técnicas empleadas),

procedencia, de modo a incluir muestras provenientes de diferentes ciudades del

Departamento Central

Conforme a los criterios anteriores, fueron seleccionadas un total de 55 muestras:
16/31 correspondientes al afio 2011, 20/40 del 2016 y 19/109 del 2018, las cargas

virales se detallan en el Anexo 14.
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4.2 Amplificacion del gen que codifica para la proteina de la Envoltura

Fue amplificada la region del gen que codifica la proteina E en las muestras
positivas para DENV-1 seleccionadas, utilizando una técnica de amplificacion desde
la region del gen que codifica para la membrana (PrM) hasta una pequefia porcion del
gen de proteina NS1 (2465pb), aquellas que presentaban sefiales de amplificacion
fueron sometidas a secuenciacion (Figura 4.2). De las 55 muestras amplificadas, en

todas ellas se pudo visualizar el fragmento con banda Unica.

2465pb (DENV-1)

Figura 4.2: Resultados de la amplificacion del gen de la Proteina E

Electroforesis en gel de agarosa al 1,8% de los productos obtenidos por amplificacion del gen de la
proteina E para secuenciacion. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb (Invitogen, Thermofisher
Scientific); Carril 2: Control positivo de DENV-1 aislado en Paraguay 2011 (2465pb); Carriles 3-4:
muestras correspondientes a DENV-1 (2465pb); Carril 5: Control Negativo (agua libre de
ARNasas/ADNasas).

4.3 Secuenciacion

Los productos de amplificacién que abarcaban el gen de la proteina E fueron
sometidos a secuenciacion nucleotidica por el método de Sanger. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas fueron posteriormente ensambladas a fin de obtener la

secuencia consenso del gen que codifica para la proteina E para cada muestra.
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4.4 Analisis filogenético basado en la secuencia del gen que codifica para la
proteina E de DENV-1

Fueron obtenidas secuencias completas del gen que codifica para la proteina E en
44/55 muestras de DENV-1 (1485 pb) que presentaron banda unica en la amplificacion
previa a la secuenciacion, distribuidas en los afios de colecta de la siguiente manera:
12/16 para muestras del 2011, 13/20 para muestras del 2016, 19/19 para muestras del
2018.

Las secuencias obtenidas fueron posteriormente analizadas mediante la
herramienta Dengue Virus Typing Tool. El analisis inicial basado en la secuencia del
gen que codifica para la proteina E expuso las distintas agrupaciones conforme a los
cinco genotipos descritos para DENV-1. Todas las secuencias de Paraguay obtenidas
en este estudio se agruparon dentro del genotipo V, junto con las demas cepas de

circulacion predominante en América (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Arbol filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E de DENV-1 obtenido

mediante la herramienta Dengue Virus Typing Tool.

Arbol filogenético deducido a partir de las secuencias del gen de la proteina E de DENV-1 obtenidas
mediante secuenciacién de muestras de Paraguay de los afios 2011, 2016 y 2018, utilizando el método
de Neighbor-Joining-Tree, la fiabilidad del arbol filogenético inferido fue estimada por el método de

bootstrap utilizando 1000 réplicas, clustering >70%.

Las 44 secuencias obtenidas en este estudio se encuentran marcadas con e, las mismas llevan como
codificacion el nombre del pais, el codigo de estudio y el afio de colecta. Las demas secuencias utilizadas
por el programa de manera predeterminada son representativas de los cinco genotipos para DENV-1, los
mismos se encuentran resaltados en colores distintos cuya referencia acompafa a la imagen. Las

codificaciones de las cepas estan compuestas de: tipo de DENV, genotipo y codigo de acceso GenBank.
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A fin de mejorar la claridad del andlisis, se realizo la construccion de arbol
filogenético en base a secuencias del gen E de DENV-1 del Genotipo V, en el cual se
encontraban agrupadas las secuencias obtenidas en el estudio. Cabe destacar que,
dentro de este genotipo se encontraron secuencias de virus aislados de Paraguay en

afios anteriores formando parte de diferentes grupos (Figura 4.4)

Conforme al conjunto de datos analizados, teniendo en cuenta que fueron
incluidas secuencias de Paraguay correspondientes a estudios anteriores (1999 y
2000), la topologia del arbol filogenético demostrd que las secuencias de DENV-1
obtenidas en Paraguay se distribuyeron en cinco grupos que fueron denominados I, 11

y l1, IV y V los cuales fueron soportados con altos valores de bootstrap (>86%).

El grupo | comprendi6 a los virus aislados en 2011, relacionados
filogenéticamente a virus que circularon en Argentina en el 2010 (KC692514), asi
también con DENV-1 detectados en Brasil en el 2010 (KF672768) y Bolivia en el
2009 (KC692495). El grupo Il incluy6 a dos secuencias de DENV-1 de Paraguay del
2000 agrupadas con virus aislados en Argentina en el mismo afio (AF514876 y
AY277665). En el grupo 11l se agruparon secuencias de DENV-1 paraguayas entre
1999 y 2000 relacionadas filogenéticamente con secuencias de virus aislados en
Argentina en el afio 2000, estas secuencias derivan de secuencias correspondientes a
cepas de Puerto Rico de 1988. El grupo IV comprendi6 ocho secuencias de DENV-1
paraguayas que se encontraban divididas en dos subgrupos: el subgrupo IV-aen el que
se encontraban agrupadas tres secuencias del afio 2016 relacionadas filogenéticamente
con DENV-1 descriptos en Brasil en 2012 (KT438582) y 2013 (KP858114), el
subgrupo 1V-b en el que se agruparon cinco secuencias del afio 2016 que se
encontraban relacionados filogenéticamente a secuencias de DENV-1 aislados en
Argentina en 2016 (KY283851 y KY283852), asi como a otras identificadas en Rio de
Janeiro Brasil entre 2015 (MH401985) y 2016 (MH401996). En el grupo V se
encontraban agrupadas las secuencias de DENV-1 que circularon en el 2016 y 2018
relacionadas filogenéticamente a un grupo de varias secuencias de DENV-1
provenientes de Uruguay y Argentina de 2016 asi a un grupo de aislados de Brasil
2011.
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Figura 4.4: Arbol filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E de DENV-1

(Genotipo V) mediante el método de Maxima verosimilitud (Maximun likelihood).

Arbol filogenético deducido a partir de las secuencias del gen de la proteina E de DENV-1 obtenidas
mediante secuenciacion de muestras de Paraguay de los afios 2011, 2016 y 2018, ademas se incluyeron
secuencias depositadas en el GenBank correspondientes a Paraguay de los afios 1999, 2000 y 2011. Se
puede observar que las secuencias de DENV-1 de Paraguay se distribuyen en 5 grupos. Las secuencias
del 2011 estan representadas en color azul, las de 2016 (verde), las del 2018 (rojo). Para la construccion
del arbol se utilizé el método de maxima verosimilitud. El mejor modelo de sustitucion nucleotidica fue
el de GTR (General Time Reversible), considerando una frecuencia de base F, heterogenicidad entre
sitios I, y una tasa de variacion con distribucién gamma (G=4) GTR+F+I+I'4. La fiabilidad del arbol
filogenético inferido fue estimada por el método de bootstrap utilizando 1000 réplicas, se muestran los
valores de bootstrap superiores a 75% Yy estan indicados en los nodos; las longitudes de las ramas
horizontales se encuentran a escala y son proporcionales al porcentaje de divergencia. El arbol fue
enraizado utilizando una cepa de DENV-1 del genotipo | aislada en Myanmar (Codigo de acceso:
AY726552). Las codificaciones de las cepas estdn compuestas de: Codigo de acceso al

GenBank_Pais_afio.

Disponible en:
https://drive.google.com/drive/folders/1FOb698WXinR7mQY I8uBHGKTg2NAEmMuHE?usp=sharing
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Figura 4.5: Ampliacion del arbol filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E

de DENV-1 (Genotipo V) para los grupos I, 11y 111

Se observa la distribucién de las distintas secuencias correspondiente a los grupos presentados A)
Grupo | B) Grupo 11 C) Grupo Il1. Las secuencias del 2011 estan representadas en color azul, las de

1999 en celeste y las de 2000 en naranja.
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Figura 4.6: Ampliacién del arbol filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E
de DENV-1 (Genotipo V) para el grupo 1V

Se observa la distribucién de las distintas secuencias correspondiente a los grupos presentados A)

Grupo 1V-a B) Grupo IV-b. Las secuencias del 2016 estan representadas en color verde.
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Figura 4.7: Ampliacién del arbol filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E

de DENV-1 (Genotipo V) para el grupo V

Las secuencias del 2016 estan representadas en color verde, las del 2018 en color rojo.
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4.5 Analisis de la divergencia nucleotidica

Se realizaron estimaciones de la divergencia nucleotidica sobre pares de
secuencias entre los grupos de secuencias correspondientes a DENV-1 detectado en
Paraguay en los diferentes afos, las mismas se encuentran en valores de porcentajes
(Tabla 4.2).

Se observé una divergencia nucleotidica de 0,78 a 3,99% entre los grupos
comparados, mostrando una tendencia de mayor divergencia conforme los grupos se
encontraban separadas en el tiempo. EI mayor porcentaje de divergencia nucleotidica

se observo entre los virus detectados en los afios 2000 y 2016 (3,99%).

Tabla 4.2: Estimaciones de divergencia nucleotidica sobre pares de secuencias de

DENV-1 detectado en Paraguay en diferentes afios

Divergencia
nucleotidica Desvio
Grupo 1 Grupo 2 (%) estandar
2011 2018 0,78 0,20
1999 2000 2,29 0,30
2016 2018 2,89 0,32
2011 2016 3,09 0,35
2000 2011 3,31 0,39
2000 2018 3,41 0,40
1999 2011 3,58 0,46
1999 2018 3,58 0,47
1999 2016 3,94 0,41
2000 2016 3,99 0,35

Se muestra el nimero de diferencias de bases por sitio de promediar todos los pares de secuencias entre
grupos. El desvio estdndar se muestra en la Ultima columna. La variacion de la tasa entre los sitios se
modelé con una distribucion gamma (pardmetro de forma = 4). Este analisis involucrd 48 secuencias de
nucleotidos: 44 secuencias descriptas en este estudio y 4 secuencias ya depositadas en el GenBank
anteriormente (1999 y 2000). Las posiciones de coddn incluidas fueron 12 + 22 + 3% + Sin codificacion.
Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcidn de eliminacién por
pares). Hubo un total de 1485 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se
realizaron en MEGA X (111).
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Ademas fue estimada la divergencia nucleotidica promedio sobre pares de
secuencias dentro de los grupos de secuencias conformados por cada afio, las mismas
se encuentran en porcentajes (Tabla 4.3). Se observo una divergencia de 0,12 a 2,71%.
La mayor divergencia fue observada dentro del grupo conformado por secuencias del
afio 2016 en el que se observa una divergencia de 2,71% + 0,28. Estas secuencias se

encontraban en dos grupos distintos como fue sefialado anteriormente (Figura 4.4).

Tabla 4.3: Estimaciones de divergencia nucleotidica sobre pares de secuencias

dentro de grupos de DENV-1 detectado en Paraguay en diferentes afios.

Divergencia Desvio
Afio nucleotidica (%) estandar
1999 n/c nic
2000 2,38 0,34
2011 0,12 0,04
2016 2,71 0,28
2018 0,22 0,06

Se muestra el nimero de diferencias de bases por sitio a partir del promedio de todos los pares de
secuencias dentro de cada grupo. El desvio estandar se muestra en la Gltima columna. La variacion de
la tasa entre los sitios se model6 con una distribucién gamma (parametro de forma = 4). Este analisis
involucrd 48 secuencias de nucle6tidos que corresponden a secuencias Paraguayas de 1999, 2000, 2011,
2016 y 2018 (ver figura 4.4). Las posiciones de codén incluidas fueron 12 + 22 + 32 + Sin codificacion.
Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcién de eliminacion por
pares). Hubo un total de 1485 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se
realizaron en MEGA X (111). La presencia de n/c en los resultados denota casos en los que no fue

posible estimar distancias evolutivas.
4.6 Distribucion geogréafica por afio de las muestras secuenciadas

Los datos de las procedencias y distribuciones geograficas de las muestras
secuenciadas de acuerdo a los afios de circulacion se pueden observar en la Tabla 4.4.
Asi para el afio 2011 y 2016 la mayoria provino de la ciudad de Asuncion, en tanto

que en afio 2018 la mayoria de las muestras era provenientes de Villa Elisa.
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Tabla 4.4: Distribucion geogréafica de las muestras secuenciadas por afio

2011 2016 2018
Frecuencia (%)  Frecuencia (%)  Frecuencia (%)
Ciudad n=12 n=13 n=19
Asuncion 6 (50) 3(23) 4 (21)
Aregua - 1(7,7) -
Capiata - 1(7,7) 1(5,3)
do de la

K/le;?:” 1(8,3) 2 (15,4) 1(5,3)
Guarambaré - 1(7,7)

Itaugua - 1(7,7) 1(5,3)
Lambaré - - 1(5,3)
Luque - 2 (15,7) -
MRA 1(8,3) 1(7,7) -
Nueva Italia - - 1(5,3)
Nemby 3 (25) - 1(5,3)
San Lorenzo 1(8,3) - -
Villa Elisa - - 7 (36,8)
Ypacarai - 1(7,69) 1(5,3)
Total 12 13 19

4.7 Andlisis de temporalidad y distribucion geogréafica del DENV-1 detectado

en 2016

Con la finalidad de buscar posibles explicaciones de la circulacién de dos grupos

distintos de DENV-1 en el 2016 fueron analizadas la fecha en la que fueron tomadas

las muestras y la procedencia de los pacientes. En la siguiente tabla se puede observar

con detalle que las muestras fueron colectadas en fechas muy préximas. Asi también

se puede destacar que los grupos no se encontraban circunscriptos a una ciudad en

particular.
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Tabla 4.5: Fecha de toma de muestra de las muestras positivas para DENV-1 en las
que se obtuvieron secuencias del gen de la proteina E.

Grupo Cadigo Fecha de toma de Procedencia
muestra

\% Paraguay LUO03 2016 21/3/2016 Luque
IV-a Paraguay_FM12_2016 22/3/2016 Fernando de la Mora
IV-b Paraguay_AR04_ 2016 22/3/2016 Aregua
IV-b Paraguay CA26 2016 22/3/2016 Capiata
\% Paraguay_GU66_ 2016 23/3/2016 Guarambaré
IV-b Paraguay FM60_2016 25/3/2016 Fernando de la Mora
V Paraguay_MR89 2016 25/3/2016 Mariano Roque Alonso
IV-a Paraguay_AS56_2016 26/3/2016 Asuncion
IV-b Paraguay_AS57_2016 26/3/2016 Asuncion
\% Paraguay_IT45_2016 27/3/2016 Itaugué
IV-a Paraguay_AS97_2016 28/3/2016 Asuncion
V Paraguay_YP70_ 2016 28/3/2016 Ypakarai
IV-b Paraguay LU72 2016 29/3/2016 Luque

4.8 Analisis de la Proteina E

Las secuencias nucleotidicas codificantes del gen de la proteina E fueron
posteriormente traducidas a secuencias de aminoacidos correspondientes a la proteina
de la Envoltura de DENV-1. La misma consta de 495 aminoacidos, y se pliega en tres
dominios: dominio | (localizacion central entre los otros dominios), dominio Il
(regiones de dimerizacion y péptido de fusion), dominio Il (unién a receptor de
superficie celular), ademéas consta de un tallo proximal a la membrana (membrane-

proximal stem) y un ancla a transmembrana (transmembrane anchor) (18,115).

La caracterizacion molecular realizada a partir de las 44 secuencias permitié la
identificacion de distintos patrones de nucleotidos responsables de la conservacion de
algunos aminoacidos en los dominios I, I1, 111 asi como y region Stem del gen de la
proteina E entre las diferentes secuencias y los cambios en los diferentes dominios
(Tabla 4.6).
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Se observaron ciertas variaciones en cuanto a la presencia de aminoacidos, como
Ezss cuyo cambio de serina a leucina implica diferencia en las propiedades bioquimicas
de estos aminoacidos. Por otro lado también se distinguieron cambios en la posicion
Easg, en la que se diferenciaron dos grupos conformados por aminoacidos treonina e
isoleucina. Para las secuencias del afio 2016 se observaron dos grupos diferenciados
en cuanto a la presencia de algunos aminodcidos en determinadas posiciones como
Ezss (serina y leucina), Ezes (arginina y lisina), Ea2s (valina y leucina), Eass (valina e
isoleucina). Las sustituciones presentadas en la region Stem Ea2s y E43s consistieron en

sustituciones con aminoacidos de propiedades similares.

La proteina de la envoltura es un homodimero que se ensambla y sufre ciertas
variaciones en la estructura del virién maduro en el proceso de fusion con la membrana
celular para salida del virus, ademas es la proteina relacionada a la entrada del virus a
la célula como mecanismo de infeccidn, fue descrita como una de las proteinas de este
virus capaz de desencadenar respuesta inmune, es por ello que determinada

variaciones, podrian estar relacionadas a cambios en estas propiedades (21,22).

Mediante el modelado por homologia se observd la posicion de las sustituciones
descritas en la Tabla 4.6 de modo a visualizar si las sustituciones se encontraban
expuestas y si podrian estar implicados con los mecanismos de evasion del sistema

inmune o mejoramiento del proceso de entrada a la célula a través de receptores.

Asi como se puede observar en la Figura 4.8 las variaciones observadas en la
estructura obtenida que se presentan en el dominio Il en su mayor parte se encuentran

expuestas en la superficie de la proteina.

Las sustituciones presentadas en la region Stem Eazs Y Easze consistieron en
sustituciones con aminoacidos de propiedades similares, estas regiones se encuentran

relacionadas a la fusion del virion con la membrana celular para su salida (18).

50



Tabla 4.6: Sustitucidn y conservacion de aminoacidos observadas en la proteina de la Envoltura del DENV1 detectado en Paraguay

Proteina E/Sustituciéon de aminoacidos

Dominio | Dominio 11 Dominio | Dominio 111 Stem

ID/Cédigo Grupo
Es7 Eoss Eoo7 Ess Esag E3sg Ese1 E3zo4 Ea E436

AB111065 1999 1l D D M K S A K K \Y \Y
AF514883 2000 I N . T . L T
AF514878 2000 I

AF514886 2000 I
AS9 2011
AS12 2011
NE16 2011
AS19 2011
AS41 2011
NE47 2011
AS53 2011
SL72 2011
MR84 2011
NES88 2011
FM90 2011
AS95 2011
1T45 2016 \%
AS56 2016 IV-a
AS57 2016 IV-b
FM60 2016 IV-b
GU66 2016 \
YP70 2016 \
LU72 2016 IV-b
MR89 2016 \
LUO3 2016 \%
AS97 2016 IV-a

T - L

X000V XOVXIOVIOAODOXIOIOIOADO -

-

ZZZ22Z2Z2Z2222Z2222222222Z2ZZ-
= - =i

Add 4 dddd 4 d == = = = = = — — — — 4
(I




Proteina E/Sustitucion de aminoéacidos

Dominio | Dominio 11 Dominio | Dominio 111 Stem

ID/Cédigo Grupo
Eoss = =7 E3sg E3ag Ezs1 = Eaos Eass

AB111065 1999 I D M K K K \Y \Y
ARO04 2016 IV-b
FM12 2016 IV-a
CA26 2016 IV-b
NES 2018
VE35 2018
NES88 2018
VE96 2018
VE101 2018
VE132 2018
VE143 2018
VE135 2018
VE171 2018
AS134 2018
FM3 2018
AS8 2018
LA12 2018
IT15 2018
AS23 2018
AS29 2018
CA37 2018
YP40 2018
NI45 2018

R

mirir-r wn

. . L |
R . L |
L |

00V XVXHOVIOXIOVDOVDXINVXIOIOIODDODXINIOIOADOD0-

zzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzolJl
A4 44444444444 44444444 4>

<LK KLK LKL LK LKLKLKLK LKL LKLKKLKKLKKLK KL

)

Obs.: Los nimeros en los encabezados indican la posicion en la proteina E. Los puntos indican concordancia en los aminoacidos con respecto a la
secuencia de referencia. Las sustituciones que cambian las propiedades bioquimicas del aminoacido se muestran subrayadas. AB111065: secuencia del
gen de la proteina E de Paraguay del afio1999 que se utilizé como referencia. A: alanina; D: acido aspartico; E: &cido glutdmico; I: isoleucina; K: lisina;
L: leucina; M: metionina; N: asparagina; R: arginina; S: serina; T: treonina; V: Valina. Los grupos indicados en la segunda columna corresponden a los
descriptos en los arboles filogenéticos obtenidos en el presente estudio. Todas las secuencias corresponden al genotipo V de DENV-1
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Figura 4.8: Representacién de la estructura de la proteina de la Envoltura (Dimero) de DENV-1
obtenida mediante el Programa Chimera UCSF.

Se observa la proteina E constituida por tres dominios, Dominio | (Rojo), Dominio Il (Amarillo),
Dominio 111 (Azul). Para mejor visualizacién uno de los monémeros se encuentra en formato Surface y

el otro en formato cartoon.

A) Vista lateral del dimero de la proteina E. B) Vista superior de la proteina E. C) Vista posterolateral
del dimero de proteina E. Las sustituciones que definieron los distintos grupos se encuentran en color
cyan, las sustituciones en las que se presentan variaciones con otras secuencias estan coloreadas en

magenta, las sustituciones presentadas en el dominio | estan coloreadas en verde.
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5 DISCUSION
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Los arbovirus o virus trasmitidos por artropodos son considerados importantes
agentes causales de enfermedades humanas en todo el mundo, debido a las extensas
epidemias ocasionadas principalmente en centros urbanos de paises tropicales y
subtropicales, entre ellos se puede destacar al DENV (2,3). EI aumento del riesgo de
emergencia ha sido asociado a la extensa urbanizacion en regiones tropicales y
subtropicales y la expansion del habitat de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus, esto ha ocasionado la aparicién de ciclos endémicos permanentes y la

transmision de DENV por temporadas (3,15).

En determinadas areas geograficas de caracter endémico para el dengue, la
aparicion de variantes virales individuales a nivel de secuencias nucleotidicas y/o
aminoacidicas que circulan por un periodo de tiempo y luego desaparecen,
generalmente pueden ser reemplazadas por otro conjunto de variantes, a este fenémeno
se ha denominado "reemplazo de clado”, y en ocasiones esté relacionado con cambios
en lavirulencia (45,46,86,87). Es asi que se ha demostrada la ocurrencia de reemplazos
de los tipos de DENV o genotipos, como reemplazos de grupos o clados dentro de los
genotipos (86,94), indicando una asociacion entre los mencionados reemplazos y

cambios en la incidencia de la enfermedad o persistencia de los mismos (94,95).

Desde el ingreso del DENV en Paraguay, causante de la primera epidemia en el
afio 1988 y 1989 atribuidas a DENV-1, se han descrito otras numerosas epidemias en
el pais, tal es asi que desde el afio 1999 distintos tipos virus de dengue (DENV-1-2-3-
4) han circulado en el pais de forma continuada a excepcion del afio 2008 (78-80).
Paraguay es un pais endémico para la circulacion de este virus, seglin datos de la
DGVS se confirmd la circulacién del DENV-1 en el pais desde el 2009 de forma
sostenida hasta el 2019 con excepcidon del afio 2012. El presente estudio fue realizado
principalemente con muestras del Departamento Central, el cual cuenta con 2.158.215
habitantes hasta el 2019, y representa el departamento mas poblado (35% de la
poblacion del pais). De acuerdo con los datos reportados por la DGVS, la region de
estudio representa el 2/3 de los casos de dengue descriptos en el Paraguay hasta el afio
2018 (83-85).

Conforme a lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se ha analizado
la variabilidad genética del DENV-1 para dar explicacion a la persistencia en la
circulacion durante los afios de estudio.
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Como limitacion se puede mencionar que este estudio se llevo a cabo con muestras
de la seroteca del Departamento de Produccion del 1ICS y probablemente no sean
representativas del pais, pero los resultados podrian aportar informacion acerca de la
circulacion y variabilidad de DENV-1 a nivel de Asuncion y el Departamento Central,
por otra parte no se pudo establecer una relacién con el cuadro clinico ya que no se

contaba con la informacion clinica de todos los pacientes.

En este estudio, se ha identificado la presencia de DENV-1 en las muestras
correspondientes a los afios 2011, 2016 y 2018, esto se encuentra en coherencia con
los reportes oficiales de la DGVS que ha sefialado la circulacion de este tipo de virus
de dengue en el 2011, con predominio de DENV-1 en los afios 2016 y 2018
(82,116,117). Por otro lado, en las muestras correspondientes a los afios 2012, 2013 y
2019 no fueron detectadas la presencia de DENV-1, estos resultados estan
relacionados con los datos de DGVS que report6 la ausencia de DENV-1 en el afio
2012 (118), y para los afios 2013 y 2019 el predominio en la circulacion de DENV-2
y DENV-4 respectivamente (81,119).

Para el analisis inicial de las secuencias se utilizé la herramienta Dengue Virus
Typing Tool (Genome Detective), en el que se identifico que las 44 secuencias de este
estudio se agruparon con el genotipo V de DENV-1, genotipo que incluye cepas y
aislados principalmente circulantes en América (Sudamérica, América Central y la
region del Caribe) asi como los aislados de Africa, India, y del Sudeste asiético (47,48).
Estos hallazgos concuerdan con estudios anteriores de muestras de Paraguay de 1999
y 2000 como los de Ito et. al. y Diaz Aquino et. al. En los que han descripto que las
secuencias analizadas correspondian al genotipo V de DENV-1 (120,121).

Mediante los analisis filogenéticos basados en el gen de la proteina E de las
secuencias obtenidas en este estudio asi como secuencias de Paraguay identificadas
anteriormente, se distribuyeron en cinco grupos, denominados grupo: I, II, 111, 1V, V.
De los grupos citados anteriormente los grupos 1V y V fueron grupos nuevos no
descritos en estudios anteriores. La presencia de distintos grupos podria deberse a la

introduccidn de nuevos linajes en los afios abarcados.
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Se observé que los DENV-1 detectados en el afio 2011, fueron agrupados junto a
las secuencias del mismo afio que ya se encontraban depositadas en el GenBank
correspondientes a estudios anteriores. El analisis filogenético expuso una relacion
cercana del DENV-1 aislado en Paraguay en 2011 con una secuencia correspondiente
a DENV-1 aislado en Argentina en 2010, lo que sugiere que posiblemente este linaje
se disperso desde Argentina a Paraguay. Una posible hipétesis sobre la introduccion
de DENV-1 desde Argentina podria deberse a la dindmica poblacional y las
migraciones de paraguayos a dicho pais por motivos diversos (laborales, comercio,

viajes, turismo, etc.).

Los grupos descritos en estudios previos, como el grupo 11y Il correspondientes
a virus circulantes en Paraguay en 1999 y 2000, se encontraban relacionados
estrechamente con secuencias de cepas argentinas de DENV-1. Esta relacién podria
dar una explicacion a la diseminacion desde Paraguay a Argentina como fue descrita
anteriormente. Asi, un estudio de dindmica espacio-temporal de diseminacion de
DENV-1 en las Américas propuso la difusion de este virus desde Paraguay a Argentina
en 2000 (122-124). La observacion de dos linajes distintos y separados entre 1999 y
2000 se fundamenta en el reemplazo de clados y la circulacion de un clado distinto al

afno siguiente.

En relacion al grupo 1V se pudo evidenciar la presencia de dos sub-grupos. El sub-
grupo IV-a se encontraba relacionado al DENV-1 circulante en Brasil en 2012 y 2013.
Una posible explicacién podria ser la introduccion de este linaje en el 2013 y su
circulacién sostenida hasta el 2016 en el Paraguay, aunque no se cuentan con
suficientes datos para establecer esta relacion. Por otro lado el sub-grupo 1V-b se
encontraba muy estrechamente relacionado al DENV-1 detectado en Argentina en
2016 y con virus de Rio de Janeiro, Brasil en 2015 y 2016. Como posible explicacién
se puede plantear que el linaje circulante en Brasil en el 2015 continu6 circulando en
el 2016 y las mismas fueron importadas a Paraguay desde Brasil a finales de 2015 o
inicios de 2016. Esto puede estar relacionado con el intenso trafico entre ambos paises
y el movimiento de paraguayos a dicho pais por actividades relacionadas al turismo.
El virus introducido desde Brasil y circulante en Paraguay en 2016, pudo seguir una
ruta desde Paraguay a Argentina debido al relacionamiento de estas secuencias con las

secuencias paraguayas. Otra posible explicacion sobre esto podria ser que el virus fue
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introducido al Paraguay desde Brasil en el 2015 y continué circulando en el pais hasta
el 2016, sin embargo esto no cuenta con sustento ya que a la fecha no se encuentran
datos de secuencias de DENV-1 circulante en el pais del 2015. También existe la
posibilidad de que los casos hayan sido importados desde Argentina como en

ocasiones anteriores.

El grupo V estaba conformado por secuencias de DENV-1 detectado en 2016 y
2018, las mismas se encontraron estrechamente relacionadas a DENV-1 circulante en
Argentina y Uruguay en el afio 2016. Como dato relevante se puede mencionar que
Uruguay no habia registrado la circulacion de DENV, desde la introduccion del mismo
en el continente americano, hasta el 2016. En esta ocasion, la circulacion del virus
estuvo relacionada principalmente con el DENV-1 y algunos de los casos fueron
atribuidos a casos importados desde Paraguay. El arbol filogenético de nuestro estudio
estd en concordancia con lo mencionado anteriormente, mostrando fuerte
relacionamiento entre las secuencias de DENV-1 de Paraguay con las secuencias
depositadas correspondientes a DENV-1 de Uruguay de 2016. Esto sugiere que uno
de los linajes circulantes en Paraguay en 2016 haya migrado al Uruguay. Se puede
ademas mencionar que los estudios de DENV-1 de Uruguay del 2016 habian
identificado la circulacion de cuatro variantes para el Linaje 1-Sudamericano y tres

variantes para el Linaje 2-Sudamericano, en total fueron descritas siete variantes.

Muchas de las explicaciones mencionadas hasta ahora estan relacionadas a
fendmenos de migracion, lo cual podria estar reforzado teniendo en cuenta la dindmica
de movilizacién en la triple frontera. Asi, es muy probable que los casos o la
circulacién viral en los tres paises se encuentren relacionados al movimiento masivo

de la poblacion.

Las secuencias que se encontraban dentro del grupo V estaban relacionadas al
DENV-1 circulante en Brasil en el 2011. En base a las secuencias depositadas hasta la
fecha se podria establecer una via de ingreso a Paraguay de las mismas, relacionadas
a las cepas circulantes en Argentina en el 2016 considerando la dinamica poblacional,

asi como los fendmenos de migraciones como se menciono previamente.
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En cuanto al DENV-1 circulante en el 2016 se pudieron diferenciar dos grupos
distintos descritos como IV (sub-grupos IV-a 'y IV-b) y V, cabe resaltar que en 2016,
se produjeron una de las mayores epidemias en cuanto a nimero de casos en el
continente, especialmente en el cono Sur (125). Estos resultados se encuentran
apoyados en las estimaciones de divergencia nucleotidica sobre pares de secuencias
que mostrd la mayor divergencia (2,71%) dentro de los grupos comparados. En cuanto
a la presencia de dos grupos, se busco explicacion en la temporalidad a fin de distinguir
si los linajes circularon en tiempos 0 meses distintos, sin embargo fue visto que co-
circularon en fechas muy proximas, por lo que se puede deducir que en el afio 2016
hubo coexistencia de distintos linajes de DENV-1. Por otro lado, en cuanto a la
distribucion geografica no se pudo establecer relacion debido a que las muestras
pertenecian a pacientes de Asuncién y el Departamento Central. La co-circulaciéon y
coexistencia de distintos linajes es un fendbmeno comunmente registrado en paises de
caracter endémico para el dengue (126). Las secuencias nucleotidicas obtenidas en este
estudio que se encontraban dentro del grupo IV y V, se agruparon dentro del Linaje 6
(L6) y el Linaje 1 (L1) respectivamente de un estudio realizado en Brasil por Pinheiro
y col. (127). En este estudio observaron un dominio en la circulacion a lo largo del
tiempo del linaje L6 (2008-2015) explicado por la inmunogenicidad viral reducida y
la consecuente mayor viremia, aumentando la probabilidad de transmision del linaje
L6 por el vector y el aumento del fitness epidemiologico. También describieron que
el linaje L1 desencadenaba una mejor respuesta inmune, evitando la propagacién mas
amplia de este linaje (127). El fitness viral esta definido por la capacidad de un virus
para producir una progenie infecciosa en un ambiente dado, por otro lado el fitness
epidemioldgico es la capacidad de un virus de ser dominante en una regién
determinada (128).

A diferencia del estudio anteriormente mencionado, en base a los resultados de las
muestras analizadas en este trabajo, no se detecto una persistencia a lo largo del tiempo
de DENV-1 pertenecientes al grupo IV (L6), debido a que no fue identificado este
grupo en muestras de 2018. Esto llevaria a plantear que este linaje posiblemente fue
reemplazado o bien extinto. En algunos casos ciertos linajes o variantes que han
circulado por un periodo de tiempo, son capaces de generar respuesta inmune en la
poblacion, lo que podria dar respuesta a que muchos linajes finalmente han

desaparecido debido a una disminucién en la replicacion o la transmision de los
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mismos (129). Por otro lado, los linajes de un mismo tipo pueden presentar diferencias
en la transmisibilidad, virulencia y propiedades antigénicas, algunas de las cuales
podrian estar relacionadas con un mayor potencial epidémico (130). Ademas se puede
mencionar que la diferencia en el fitness replicativo es un factor principal en el
reemplazo de clados en las epidemias de DENV (131). Es decir que aquellas que
tengan mejor replicacion tienen mayor posibilidad de presentar predominio en la
circulacién en un tiempo determinado (132,133).

De acuerdo a los andlisis con secuencias depositadas hasta la fecha en cuanto a
DENV-1 circulante en 2018 podria derivar a partir de aquellas que se encontraban
circulando en el 2016 y continuaron su circulacion en los afios posteriores. Sin
embargo, estos datos no se encuentran apoyados por las evidencias, ya que en 2017
segun datos de DGVS se registraron muy pocos casos de dengue en todo pais, casi
todas ellos atribuidos a DENV-1, resaltando que la mayor parte de los casos fueron
reportados en la Ultima parte del afio: 24/616 (SE49), 28/616 (SE50), 27/616 (SE51),
y aproximadamente 10% (67/616) de los casos reportados pertenecian a la Gltima
semana del 2017 (SE52) (85,134-136), por lo que se puede decir que aquellas que
circularon durante el Gltimo periodo de ese afio serian las que se encontraban en
predominio en 2018, ademas solo en la primera semana de 2018 (SE1) fueron descritos
los 90 casos de DENV-1 en el pais (137). Otra posible explicacion es que el DENV-1

haya derivado de los linajes que previamente habian circulado en Argentina.

Se realiz6 un analisis de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la
proteina de la envoltura de DENV-1, mencionando que esta proteina se encuentra
conformada por 495 aminoacidos (17). Se observo que gran parte de los aminoéacidos
se encontraban conservados en la secuencia proteica. Sin embargo, pudo ser

identificada la presencia de determinadas sustituciones en algunas posiciones.

Entre los resultados llamativos se puede mencionar que cada grupo diferenciado
en el arbol filogenético presentd una firma aminoacidica caracteristica en algunas
regiones de la proteina de la envoltura (Tabla 4.6). En su mayoria estas variaciones
estuvieron dadas en el dominio Il (aminoacidos comprendidos entre las posiciones
295 a 392). Este dominio se encuentra involucrado en el reconocimiento de receptores
celulares, ademas fue identificado como el principal blanco de anticuerpos
neutralizantes. Por ello, las sustituciones en este dominio podrian modificar tanto las
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propiedades estructurales como antigénicas de DENV alterando la inmunogenicidad
de la particula viral, afectando finalmente a la patogenicidad ademas de determinar la
especificidad del receptor, el tipo de vector, el tropismo del huésped y de la célula
(17,35,76,126,138).

Ciertas sustituciones observadas en sitios particulares ya fueron descriptas en
estudios anteriores. En cuanto a la variacion en el dominio I, en la posicion Es7, se
observd el aminoacido aspartato solo en dos de las secuencias incluidas en el estudio,
las demas presentaban el aminoacido asparagina. Ademas en la posicién Ezg7 se
observo el aminoacido treonina solo en dos secuencias y en las demas la presencia de
metionina, esto se encuentra en concordancia con el arbol filogenético construido.
Ambas secuencias se encontraban en el mismo grupo (AB111065 1999 vy
AF514878 2000). Las sustituciones mencionadas, no han sido observadas en las
secuencias descritas desde el afio 2000 hasta el afio 2018 por lo que se puede suponer

que este grupo fue extinto como lo sefialan estudios anteriores (45,124,139).

En la posicion E2zs del dominio 1l se observé una predominancia del aminoéacido
aspartato a excepcion de 2 secuencias que contaban con la presencia de glutamato en
dicha posicion. Estas ultimas se encontraban dentro del grupo IV sub-grupo IV-a. Este

grupo también fue descripto en un estudio de cepas circulantes en Uruguay en el 2016.

En el dominio III se observo la sustitucion K—R en Eszs y Ezs1 en tres muestras
que estaban agrupadas en el grupo IV (sub-grupo IV-a), la sustitucion Ess: fue descrita
en DENV-1 de Brasil circulantes entre 2014 y 2015, asi como aislados en Uruguay en
2016 (140). Los cambios en estos sitios corresponden posiciones de la cresta lateral
del dominio Il y que fueron caracterizados como sitios de reconocimiento para el
anticuerpo monoclonal (MAb) DENV1-E106 capaz de neutralizar los cinco genotipos

DENV-1y con actividad terapéutica en ratones (141,142).

Se detectaron cuatro sustituciones: Ezss (S—L) y Esos (K—R) del dominio 1, E42s
(V—L), Ea36 (V—I) presente en la region Stem. Los reemplazos mencionados fueron
capaces de diferenciar dos linajes, aquellas que se encontraban en el grupo 1y V
(Linaje 1): S338, R394, V428 y V436; vy las del grupo IV (Linaje 6): L338, K394,

L428 e 1436, estos hallazgos son coincidentes con estudios anteriores que han
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demostrado que los cambios en estas posiciones pueden distinguir o diferenciar a los
linajes (127,143).

Respecto a ciertas modificaciones como Ezszs (S—L) en la que se evidencié un
cambio de aminoacidos con propiedades distintas, en el modelado de la proteina pudo
observarse que este aminoacido se encuentra expuesto en el dominio Ill. Cambios
como estos podrian ser significativos en cuanto a disminuir la exposicion de ciertos
residuos de aminoacidos lo cual podria afectar la neutralizacion por parte de los
anticuerpos. En contrapartida, la modificacion en Essg (T—I) presentd cambios de
aminoacidos con propiedades similares. Teniendo en cuenta que la respuesta inmune
presenta la caracteristica de alta especificidad, podria darse que ante la presencia de
un cambio de aminoacido o alguna sustitucion podria verse afectada la respuesta
inmune ante el cambio en la configuraciéon de la proteina. Cabe resaltar que los
cambios en el dominio 111 en las posiciones Essg y Esz9, fueron descritos en el estudio
de Bell et. al. en el que se demostrd que las sustituciones en estas posiciones afectaban
la neutralizacion viral (144).

En cuanto a los cambios en la region del tallo, las posiciones Eas y Eazs Se
encuentran relacionadas al mecanismo de fusion del virion maduro con la membrana
para la salida del mismo hacia el exterior. Los cambios en estas posiciones podrian
estar relacionados a salida del virus en menor tiempo si los cambios mejoran el
contacto con la membrana celular, lo que conlleva a un mayor numero de particulas

virales en circulacion (18,115).

Teniendo en cuenta los hallazgos de este estudio son necesarios continuar otros
analisis nucleotidicos como los analisis filogeogréaficos asi como los de tipo Molecular
clock para establecer los eventos de introduccion asi como el relacionamiento con
antecesores. De este modo se podrian aportar datos en cuanto a caracterizacion
molecular y vigilancia epidemiologica de este virus circulante de manera endémica en

el pais.
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6 CONCLUSIONES
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Se detecto la circulacion de DENV-1 en Asuncion y el Departamento Central en

distintos afos.

El analisis filogenético basado en la secuencia del gen de la proteina E mostré que

los DENV-1 circulantes en Paraguay pertenecian al genotipo V.

La presencia de cinco grupos distintos demostré la variabilidad genética del

DENV-1 circulante en el Paraguay.

En el afio 2016 fue evidenciada la circulacion de dos grupos diferentes dentro del
genotipo V de DENV-1.

Se sugiri6 la posibilidad de varios eventos de introduccion de DENV-1 en distintos

afios que podria explicar la variabilidad en la circulacion.

Las variaciones aminoacidicas presentadas en determinadas posiciones de la
secuencia de la proteina E fueron capaces de diferenciar los distintos grupos

filogenéticos.
Ciertos cambios en algunas posiciones descritas a nivel de secuencia de

aminoacidos en la proteina E de DENV-1 podrian afectar al proceso de

neutralizacién viral.
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Anexo 4: Secuencias diana de las reacciones de rRT-PCR para cada DENV
correspondiente a acidos nucleicos sintéticos utilizados como controles positivos y
controles para cuantificacion viral.

Virus Secuencia 5°>3° Regién

DENV-1 GAGAGCAGATCTCTGATGAACAACCAACGGAAAAGAC 5’ UTR-
GGGTCGACCGTCTTTCAATATGCTGAAACGCGCGAGA Cépside
AACCGCGTGTCAACTGGTTCACAGTTGGCGAAGAGAT
TCTCAAAAGGAT

DENV-2 AGAGCAGATCTCTGATGAATAACCAACGAAAAAAGGC 5’ UTR-
GAGAAGTACGCCTTTCAATATGCTGAAACGCGAGAGA Cépside
AACCGCGTGTCAACTGTGCAACAGCTGACAAAGAGAT
TCTCACTTGGAATGCTGCAAGGAC

DENV-3 AGAGCAGATCTCTGATGAACAACCAACGGAAGAAGAC 5’ UTR-
GGGAAAACCGTCTATCAATATGCTGAAACGCGTGAGA Cépside
AACCGTGTGTCAACTGGATCACAGTTGGCGAAGAGAT
TCTCAAGAGGAC

DENV-4 TCGGAAGCTTGCTTAACACAGTTCTAACAGTTTGTTAA 5’ UTR-
ATAGAGAGCAGATCTCTGGAAAAATGAACCAACGAAA Cépside

AAAGGTGGTTAGACCACCTTTCAATATGCTGAAACGC
GAGAGAAACCGCGTATCAACCCCTCAAGGGTTGGTGA
AGAGATTCTCAACCG

Obs.: UTR del inglés region no traducida
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Anexo 5: Cebadores (primers) utilizados para deteccion y amplificacion de regiones especificas del DENV, CHIKV y ZIKV que incluyen el
ensayo. Adaptado del Apéndice Técnico Tabla 1: Primers y sondas que incluyen en el ensayo ZCD (Waggoner y col., 2016) (145).

Secuencia 5’ 2> 3’

Den1-2-3 F-long CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
Denl 5" R New Down TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC
Den2 F-longC> T CAGATCTCTGATGAATAACCAACG
Den2 R2 AGTTGACACGCGGTTTCTCT
Den2 R2 AG AGTCGACACGCGGTTTCTCT
Den3 F-long C>T CAGATTTCTGATGAACAACCAACG
Den4 F1 GATCTCTGGAAAAATGAAC
Dend R1 AGAATCTCTTCACCAACC

Chik_D_F2Y CATCTGCACYCAAGTGTACCA
Chik_D_R2 GCGCATTTTGCCTTCGTAATG

Zika_F1 CAGCTGGCATCATGAAGAAYC
ZikaR1T>C CACTTGTCCCATCTTCTTCTCC
ZikaR1C>T CACCTGTCCCATCTTTTTCTCC

*Posicion genémica basada en las secuencias de cepas de referencias: DENV-1 cepa U.S/Hawaii/1944 (c6digo de acceso Gen Bank EU848545.1), DENV-2 cepa Nueva

Localizaciéon*

86-109
179-199
87-110
152-171
152-171
85-108
81-99
173-190

2578-2598
2654-2674

7332-7352
7411-7432
7411-7432

Regién

5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside

nsP2
nsP2

NS4B
NS4B
NS4B

Concentracion final en la reaccion
(nM)

350
300
350
350
350
300
450
450

300
300

300
300
300

Guinea C (codigo de acceso Gen Bank AF038403.1), DENV-3 cepa H87 (codigo de acceso Gen Bank M93130.1) y DENV-4 cepa H241 (cddigo de acceso Gen Bank
AY947539.1), CHIKV cepa S27 prototipo Africano (codigo de acceso Gen Bank AF369024.2), ZIKV cepa MR766-NIID (codigo de acceso Gen BankL.C002520.1).
Obs.: Y=C+T; UTR del inglés region no traducida; nsP2: proteina no estructural 2; NS4B: proteina no estructural 4B.
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Anexo 6: Sondas TagMan utilizadas para deteccion de regiones especificas del DENV, CHIKV y ZIKV que incluyen el ensayo. Adaptado del
Apeéndice Técnico Tabla 1: Primers y sondas que incluyen en el ensayo ZCD (Waggoner y col., 2016) (145).

Concentracion
5' Fluoroforo Secuencia 5° > 3’ 3' Quencher Localizaciéon* Region final en la
reaccion (nM)
Sondas DENV-Ensayo pan-DENV

5’ UTR-

Sonda A FAM CTCGCGCGTTTCAGCATAT BHQ-1 plus 136-154 Cépside 100
5’ UTR-

Sonda B FAM CTCTCGCGTTTCAGCATAT BHQ-1 plus 137-155 Cépside 100
5’ UTR-

Sonda C FAM CTCTCACGTTTCAGCATATTG BHQ-1 plus 135-155 Cépside 100
5’ UTR-

Sonda D FAM CTCACGCGTTTCAGCATAT BHQ-1 plus 135-153 Cépside 100

Sondas CHIKV

Chik_D_Probe2 Cal Fluor 610 GCGGTGTACACTGCCTGTGACYGC BHQ-2 2614-2637 nsP2 100

Sondas ZIKV

Zika_Pr1 Quasar 705 CYGTTGTGGATGGAATAGTGG BHQ-2 7355-7373 NS4B 100

*Posicion genémica basada en las secuencias de cepas de referencias: DENV-1 cepa U.S/Hawaii/1944 (codigo de acceso Gen Bank EU848545.1), DENV-2 cepa Nueva Guinea
C (cddigo de acceso Gen Bank AF038403.1), DENV-3 cepa H87 (cédigo de acceso Gen Bank M93130.1) y DENV-4 cepa H241 (cddigo de acceso Gen Bank AY947539.1),
CHIKV cepa S27 prototipo Africano (cddigo de acceso Gen Bank AF369024.2), ZIKV cepa MR766-NIID (codigo de acceso Gen Bank LC002520.1). Y=C+T. BHQ: Black
Hole Quencher® (Biosearch Technologies, Petaluma, CA, USA).
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Anexo 7: Cebadores (primers) y sondas TagMan utilizados para deteccién y amplificacion del control interno RNasa P (102).

Secuencia 5> > 3’ Concentracion final en la reaccion
(nM)
RNAse P sentido AGATTTGGACCTGCGAGCG 100
RNAse P GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 100
antisentido
5" Fluor Secuencia 5° > 3’ 3" Quencher Concentracion final en la reaccion (nM)
RNasa P Cal Fluor 560 TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG BHQ-1 50
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Anexo 8: Cebadores (primers) utilizados para deteccion y amplificacion de regiones especificas del DENV que incluyen el ensayo de

Waggoner y col., 2013 (71).

Cebadores Dengue
Denl1-2-3 F-long
Denl 5" R New Down
Den2 F-longC> T
Den2 R2

Den2 R2 A=>G

Den3 F-long C>T
Den4d F1

Den4 R1

Secuencia 5° 2 3’

CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC
CAGATCTCTGATGAATAACCAACG
AGTTGACACGCGGTTTCTCT
AGTCGACACGCGGTTTCTCT
CAGATTTCTGATGAACAACCAACG
GATCTCTGGAAAAATGAAC
AGAATCTCTTCACCAACC

Localizacion*

86-109
179-199
87-110
152-171
152-171
85-108
81-99
173-190

Regién

5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside
5’ UTR-Cépside

Concentracion final en la reaccion
(nM)

350
300
350
350
350
300
450
450
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Anexo 9: Sondas Molecular Beacon utilizadas para deteccion de regiones especificas del DENV que incluyen el ensayo de Waggoner y col.,

2013 (71).

5" Fluoroforo

Sondas DENV-Ensayo pan-DENV

Denl Alternate FAM

Den2 Multiplex CAL Fluor 560

Den3 March CAL Fluor 610

Den4 March Quasar 670

Secuencia 5> 2 3’

CGCGATCTTCAGCATATTGAAAGACGGTCGGATCGCG

CGCGATCGCGTTTCAGCATATTGAAAGGCGGATCGCG

CGCGATCCACGCGTTTCAGCATATTGATAGGATCGCG

CGCGATCTTTCAGCATATTGAAAGGTGGTCGATCGCG

BHQ: Black Hole Quencher® (Biosearch Technologies, Petaluma, CA, USA).

Obs.: las bases subrayadas constituyen el Tallo de las Sondas Molecular Beacon

3" Quencher

BHQ-1 plus

BHQ-1 plus

BHQ-1 plus

BHQ-1 plus

Localizacion*

136-154

137-155

135-155

135-153

Region

5’ UTR-
Cépside

5’ UTR-
Cépside

5’ UTR-
Cépside

5’ UTR-
Cépside

Concentracion
final en la
reaccién (nM)

600

600

600

600
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Anexo 10: Cebadores (primers) utilizados para la amplificacion del gen que codifica para la Proteina E del DENV-1 (104).

Secuencia 5° > 3’ Localizacién*
147-164
EDH1_short TCAATATGCTGAAACGCG
2633-2655
DV1consen ATGTGGAAGCAAATATCAAATGA

C: Cépside; PrM: Proteina de Membrana; E: Protina de Envoltura; NS-1: Proteina no estructural 1

Regién

C-PrM

NS1

Concentracién final en la reaccion
(uM)

10

Anexo 11: Cebadores (primers) utilizados para la secuenciacion del gen que codifica para la Proteina E del DENV-1 (104).

Secuencia 5° > 3’ Localizacion*
D1_689F GGTCTAGAAACAAGAACCGAAACATGGATG 755-784
AC_DV1f _1056-77 TGGACATTGAACTCTTGAAGAC 1071-1092
D1_CC GAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATC 1687-1713
D1_2211R ACACCGCTGAACAGAACCCCATAYG 2186-2211
DV1consen ATGTGGAAGCAAATATCAAATGA 2633-2655

Obs.: Y=C+T; PrM: Proteina de Membrana; E: Protina de Envoltura; NS-1: Proteina no estructural 1

Region

PrMm

M-E

NS1
NS1

Concentracion final en la

reaccion (UM)

o o1 o1 o1 O
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Anexo 12: Base de datos de las secuencias utilizadas para el analisis filogenético

Cédigo de acceso al

GenBank / Nombre Pais Afio
AY726552 Myanmar 2002
KY283851 Argentina 2016
KY283852 Argentina 2016
KX768379 Argentina 2016
KX768404 Argentina 2016
KX768413 Argentina 2016
KX768409 Argentina 2016
KX768398 Argentina 2016
KX768408 Argentina 2016
KX768401 Argentina 2016
KX768395 Argentina 2016
KY283853 Argentina 2016
KT382187 Bolivia 2010
KP903772 Brasil 2013
MH401973 Brasil 2012
MH401972 Brasil 2012
KY818235 Brasil 2013
KY818233 Brasil 2012
KY818230 Brasil 2012
MH401986 Brasil 2015
MH401978 Brasil 2014
MT862894 Brasil 2018
MT862892 Brasil 2018
MT862891 Brasil 2018
MH401999 Brasil 2016
MH401995 Brasil 2016
MH401993 Brasil 2015
MH401996 Brasil 2016
MT862893 Brasil 2018
MT862890 Brasil 2018
MT862889 Brasil 2018
MT862887 Brasil 2018
MT862869 Brasil 2019
MT862868 Para 2019
MT862895 Brasil 2018
MT862878 Brasil 2018
MT862876 Brasil 2018
MH349370 Uruguay 2016
MH349372 Uruguay 2016
MH349373 Uruguay 2016
MH349371 Uruguay 2016
MH349360 Uruguay 2016
MH349367 Uruguay 2016
MH401994 Brasil 2016
MH401985 Brasil 2015
AY206457 Argentina 2000
AF514889 Argentina 2000
AF514876 Argentina 2000
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GenBank Accession

number Pais Afio
AY277654 Argentina 2000
AY277655 Argentina 2000
AY277656 Argentina 2000
AY277657 Argentina 2000
AY277658 Argentina 2000
AY277659 Argentina 2000
AY277660 Argentina 2000
AY277661 Argentina 2000
AY277666 Argentina 2000
AY277662 Argentina 2000
AY277663 Argentina 2000
AY277664 Argentina 1999
AY277652 Argentina 1999
AY277653 Argentina 1999
KC692496 Argentina 2009
KC692497 Argentina 2009
KC692498 Argentina 2009
KC692512 Argentina 2010
KC692514 Argentina 2010
KT382187 Bolivia 2010
KC692495 Bolivia 2009
HM450085 Brasil 2000
JQ015184 Brasil 2010
JQ015185 Brasil 2010
HM450088 Brasil 2001
HM450099 Brasil 2005
HM450105 Brasil 2002
HM450103 Brasil 2007
FJ384655 Brasil 2001
AB519681 Brasil 2001
JN982362 Brasil 2010
HM450087 Brasil 2000
AY277665 Brasil 2000
KF672785 Brasil 2010
HMO043709 Brasil 2009
KF719187 Brasil 2010
KF672763 Brasil 2000
KF672789 Brasil 2001
KF672783 Brasil 2002
KP858107 Brasil 2013
KP858110 Brasil 2013
KP858111 Brasil 2013
KP858112 Brasil 2013
KP858113 Brasil 2013
KP858114 Brasil 2013
KP858118 Brasil 2013
HM450083 Brasil 1999
HM450096 Brasil 2003
HM450084 Brasil 2000
HM450090 Brasil 2002
KF672768 Brasil 2010
KF672776 Brasil 1998
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GenBank Accession

number Pais Afo
KF672777 Brasil 1998
KP903781 Brasil 2013
KP903774 Brasil 2013
KP903771 Brasil 2013
KP903775 Brasil 2013
KP903772 Brasil 2013
KP903773 Brasil 2013
KP903779 Brasil 2013
FJ850073 Brasil 2001
FJ850071 Brasil 2000
FJ850075 Brasil 2002
FJ850077 Brasil 2003
FJ850081 Brasil 2004
FJ850084 Brasil 2005
FJ850090 Brasil 2007
FJ850093 Brasil 2008
HM450077 Brasil 2007
HM450080 Brasil 1996
HM450082 Brasil 1997
AF425614 Brasil 1997
HM450097 Brasil 2004
HM450100 Brasil 2006
HM450101 Brasil 2007
AF513110 Brasil 2001
JX669463 Brasil 2010
JX669464 Brasil 2010
JX669466 Brasil 2010
JX669468 Brasil 1997
JX669469 Brasil 1997
JX669470 Brasil 1998
JX669471 Brasil 1999
JX669472 Brasil 2000
JX669473 Brasil 2001
JX669461 Brasil 2010
AF311956 Brasil 1997
AF311957 Brasil 1997
JX669465 Brasil 2010
KF672787 Brasil 2000
HM450092 Brasil 2002
HM450093 Brasil 2002
D1BR RP1 Brasil 2011
D1BR RP10 Brasil 2010
D1BR RP13 Brasil 2011
D1BR RP14 Brasil 2011
D1BR RP3 Brasil 2011
D1BR RP6 Brasil 2011
D1BR RP7 Brasil 2011
JN122281 Brasil 2011
KF672790 Brasil 2011
KF672760 Brasil 2011
HMO043710 Brasil 2009
HQ696612 Brasil 2010
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GenBank Accession

number Pais Afo
HQ696613 Brasil 2010
KF672759 Brasil 2010
KF672786 Brasil 2010
KF672766 Brasil 2011
KF672767 Brasil 2011
KF672784 Brasil 2011
KF672774 Brasil 1998
KF672780 Brasil 1999
KF672792 Brasil 1999
KF672782 Brasil 2000
KF672764 Brasil 2001
KF672788 Brasil 2001
AF226685 Brasil 1990
KF672773 Brasil 1997
HM450098 Brasil 2001
HM450089 Brasil 2001
HM450102 Brasil 2007
HM450104 Brasil 2008
KF444780 Brasil 2009
KF444791 Brasil 2009
KF444781 Brasil 2009
KF444782 Brasil 2009
KF444788 Brasil 2010
KF444786 Brasil 2010
KF444787 Brasil 2010
KF444792 Brasil 2010
KP188539 Brasil 2010
KP188568 Brasil 2014
KP188540 Brasil 2011
KP188542 Brasil 2011
KP188543 Brasil 2012
KP188545 Brasil 2013
GU131863 Brasil 2008
KP188539 Brasil 2010
KT438567 Brasil 2011
KT438589 Brasil 2014
KT438568 Brasil 2011
KT438572 Brasil 2011
KT438573 Brasil 2011
KT438575 Brasil 2011
KT438578 Brasil 2012
KT438582 Brasil 2012
KT438565 Brasil 2011
KT438566 Brasil 2011
HM450094 Brasil 2002
GQ868560 Colombia 1998
GQ868561 Colombia 1999
GU131948 Colombia 2001
GQ868562 Colombia 2005
GQ868563 Colombia 2006
GQ868564 Colombia 2006
GU131949 Colombia 2006
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GenBank Accession

number Pais Afo
GQ868566 Colombia 2007
GQ868568 Colombia 2007
GQ868569 Colombia 2007
GQ868570 Colombia 2008
KJ189302 Colombia 1998
KJ189303 Colombia 1998
AF425616 Colombia 1985
AF425617 Colombia 1996
EU448414 El Salvador 2006
JX891659 El Salvador 2012
JX891660 El Salvador 2012
JX891661 El Salvador 2012
JN022598 Martinique 2008
JQO065905 México 2010
HM171569 México 2007
HM171567 México 2006
GU131956 México 2006
GU131958 México 2006
GQ868498 México 2006
GU131960 México 2007
HQ166036 México 2007
HQ166037 México 2008
GU131984 México 2008
JQ920431 México 2010
DQ016657 Nicaragua 2003
FJ898433 Nicaragua 2007
FJ810419 Nicaragua 2006
FJ562104 Nicaragua 2006
GQ199867 Nicaragua 2004
GQ199859 Nicaragua 2008
JF937644 Nicaragua 2009
JN819402 Nicaragua 2005
JF937635 Nicaragua 2009
EU596503 Nicaragua 2005
FJ898437 Nicaragua 2004
JN819403 Nicaragua 2006
KF973453 Nicaragua 2011
KF973454 Nicaragua 2012
KF973457 Nicaragua 2012
KF973460 Nicaragua 2011
AF514883 Paraguay 2000
AF514878 Paraguay 2000
AF514886 Paraguay 2000
AB111065 Paraguay 1999
Paraguay AS27 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS9 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS12 2011 Paraguay 2011
Paraguay NE16 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS19 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS41 2011 Paraguay 2011
Paraguay NE47 2011 Paraguay 2011
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GenBank Accession

number Pais Afo
Paraguay AS53 2011 Paraguay 2011
Paraguay SL72 2011 Paraguay 2011
Paraguay MR84 2011 Paraguay 2011
Paraguay NE88 2011 Paraguay 2011
Paraguay FM90 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS95 2011 Paraguay 2011
Paraguay 1745 2016 Paraguay 2016
Paraguay AS56 2016 Paraguay 2016
Paraguay AS57 2016 Paraguay 2016
Paraguay FM60 2016 Paraguay 2016
Paraguay GU66 2016 Paraguay 2016
Paraguay YP70 2016 Paraguay 2016
Paraguay LU72 2016 Paraguay 2016
Paraguay MR89 2016 Paraguay 2016
Paraguay AS97 2016 Paraguay 2016
Paraguay LUO3 2016 Paraguay 2016
Paraguay AR04 2016 Paraguay 2016
Paraguay FM12 2016 Paraguay 2016
Paraguay CA26 2016 Paraguay 2016
Paraguay NE5 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE35 2018 Paraguay 2018
Paraguay NE88 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE96 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE101 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE132 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE143 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE135 2018 Paraguay 2018
Paraguay VE171 2018 Paraguay 2018
Paraguay AS134 2018 Paraguay 2018
Paraguay FM3 2018 Paraguay 2018
Paraguay AS8 2018 Paraguay 2018
Paraguay LA12 2018 Paraguay 2018
Paraguay 1T15 2018 Paraguay 2018
Paraguay AS23 2018 Paraguay 2018
Paraguay AS29 2018 Paraguay 2018
Paraguay CA37 2018 Paraguay 2018
Paraguay YP40 2018 Paraguay 2018
Paraguay N145 2018 Paraguay 2018
Paraguay AS65 2011 Paraguay 2011
Paraguay AS67 2011 Paraguay 2011
Paraguay CA57 2011 Paraguay 2011
Paraguay LM38 2011 Paraguay 2011
Paraguay LM54 2011 Paraguay 2011
Paraguay LU25 2011 Paraguay 2011
Paraguay MR44 2011 Paraguay 2011
Paraguay VE82 2011 Paraguay 2011
Paraguay VH64 2011 Paraguay 2011
KF444909 Puerto Rico 2012
KF444916 Puerto Rico 2013
KF809752 Puerto Rico 2013
KJ189355 Puerto Rico 2012
KJ189363 Puerto Rico 2010
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GenBank Accession

number Pais Afo
JX402208 Puerto Rico 2010
FJ390374 Puerto Rico 1995
FJ390378 Puerto Rico 1998
FJ390379 Puerto Rico 1998
FJ390380 Puerto Rico 1998
FJ410179 Puerto Rico 1994
FJ410180 Puerto Rico 1995
FJ410184 Puerto Rico 1993
FJ410186 Puerto Rico 1992
FJ410188 Puerto Rico 1996
FJ478458 Puerto Rico 1987
FJ410190 Puerto Rico 1987
EU482591 Puerto Rico 2006
KJ189350 Puerto Rico 2012
KJ189360 Puerto Rico 2010
EU482609 Venezuela 2007
FJ639735 Venezuela 1997
FJ639740 Venezuela 1998
FJ639794 Venezuela 2004
JN819410 Venezuela 2005
GU131832 Venezuela 2000
GU131834 Venezuela 2001
FJ639818 Venezuela 2006
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1120 muestras

(Suero de pacientes
y aislados virales)

rRT-PCR para
DENV

Tipificaciony
cuantificacion viral
de muestras positivas
para DENV
(327 muestras)

180 muestras
positivas para

DENV-1:
31 (2011), 40 (2016),
109 (2018)

( N\
Seleccidn de
muestras positivas
para DENV-1
(. | J
( N\

Amplificacion del
gen de la proteina E

. J

Anexo 13: Algoritmo de seleccion y andlisis de muestras del presente estudio

2011
16/31 muestras

positivas para
DENV-1

Secuenciadas: 12/16

2016

20/40 muestras
positivas para
DENV-1

Secuenciadas: 13/20

2018

19/109 muestras
positivas para
DENV-1

Secuenciadas: 19/19
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Anexo 14: Resultados obtenidos para las muestras positivas de DENV-1 seleccionadas para el estudio

Cadigo del Afio Tipo Ct(DMTP)  carga Viral Dpto. Ciudad Fecha de toma Tipo de Secuencia
Estudio (10g1o de muestra muestra obtenida del gen

copias/mL) E
9 2011 DENV-1 24,64 8,45 Central  Asuncion 26/5/2011 Aislado Si
12 2011 DENV-1 20,33 9,75 Central  Asuncion 28/4/2011 Aislado Si
16 2011 DENV-1 20,37 9,74 Central  Nemby 23/5/2011 Aislado Si
19 2011 DENV-1 21,88 8,29 Central  Asuncion 23/5/2011 Aislado Si
41 2011 DENV-1 23,31 8,85 Central  Asuncion 4/5/2011 Aislado Si
53 2011 DENV-1 20,92 9,58 Central  Asuncion 4/4/2011 Aislado Si
47 2011 DENV-1 22,84 9 Central  Nemby 2/5/2011 Aislado Si
72 2011 DENV-1 19,29 10,07 Central  San Lorenzo 3/3/2011 Aislado Si
74 2011 DENV-1 21,55 9,39 Central ~ Mariano Roque Alonso 3/3/2011 Aislado No
84 2011 DENV-1 23,79 8,71 Central ~ Mariano Roque Alonso 6/4/2011 Aislado Si
88 2011 DENV-1 20,93 9,57 Central  Nemby 6/4/2011 Aislado Si
90 2011 DENV-1 19,58 9,98 Central  Fernando de la Mora 7/3/2011 Aislado Si
93 2011 DENV-1 20,98 9,56 Central  Sin Datos 23/2/2011 Aislado No
94 2011 DENV-1 21,35 9,45 Central  Mariano Roque Alonso 17/2/2011 Aislado No
95 2011 DENV-1 21,26 9,47 Central  Asuncion 17/2/2011 Aislado Si
96 2011 DENV-1 21,43 9,42 Central  Sin Datos 8/3/2011 Aislado No
4445 2016 DENV-1 19,98 9,01 Central  ltaugua 27/3/2016 Suero No
4451 2016 DENV-1 25,16 7,71 Central  San Lorenzo 25/3/2016 Suero No
4456 2016 DENV-1 28,02 6,99 Capital  Asuncién 26/3/2016 Suero Si
4457 2016 DENV-1 26,18 7,46 Capital  Asuncion 26/3/2016 Suero Si
4459 2016 DENV-1 26,09 7,48 Central  Nemby 25/3/2016 Suero No
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Cddigo del Afio Tipo Ct (DMTP)  Carga Viral Dpto. Ciudad Fecha de toma Tipo de Secuenciadas

Estudio (logio de muestra muestra
copias/mL)

4460 2016 DENV-1 24,03 7,99 Central  Fernando de la Mora 23/3/2016 Suero Si
4466 2016 DENV-1 25,58 7,61 Central  Guarambaré 23/3/2016 Suero Si
4470 2016 DENV-1 26,51 7,37 Central  Ypacarai 28/3/2016 Suero Si
4472 2016 DENV-1 28,21 6,95 Central  Luque 29/3/2016 Suero Si
4480 2016 DENV-1 28,22 6,94 Central  Asuncion 28/3/2016 Suero No
4484 2016 DENV-1 23,47 8,13 Central  Nemby 22/3/2016 Suero No
4489 2016 DENV-1 24,1 7,98 Central  Mariano Roque Alonso 25/3/2016 Suero Si
4493 2016 DENV-1 27,26 7,18 Central  San Lorenzo 23/3/2016 Suero No
4497 2016 DENV-1 22,34 8,42 Central  Asuncion 28/3/2016 Suero Si
4503 2016 DENV-1 22,77 8,31 Central  Luque 21/3/2016 Suero Si
4504 2016 DENV-1 27,51 7,12 Central  Aregua 22/3/2016 Suero Si
4508 2016 DENV-1 26,22 7,45 Central  Capiata 22/3/2016 Suero No
4512 2016 DENV-1 24,95 7,76 Central  Fernando de la Mora 22/3/2016 Suero Si
4613 2016 DENV-1 26,2 7,45 Central  Fernando de la Mora 24/2/2016 Suero No
4726 2016 DENV-1 24,16 7,96 Central  Capiaté 22/3/2016 Suero Si
H5 2018 DENV-1 24,05 8,31 Central  Nemby 12/1/2018 Suero Si
H35 2018 DENV-1 22,17 8,83 Central  Villa Elisa 24/1/2018 Suero Si
H88 2018 DENV-1 21,47 9,41 Central  Nemby 1/3/2018 Suero Si
H96 2018 DENV-1 21,75 9,32 Central  Villa Elisa 7/1/2018 Suero Si
H101 2018 DENV-1 21,93 9,27 Central  Villa Elisa 16/1/2018 Suero Si
H132 2018 DENV-1 24,16 8,6 Central  Villa Elisa 10/4/2018 Suero Si
H143 2018 DENV-1 22,69 9,04 Central  Villa Elisa 17/4/2018 Suero Si
H165 2018 DENV-1 22,64 9,06 Central  Villa Elisa 27/4/2018 Suero Si
H171 2018 DENV-1 29,67 6,94 Central  Villa Elisa 7/5/2018 Suero Si
1134 2018 DENV-1 26,41 7,92 Capital  Asuncion 25/5/2018 Suero Si

X3 2018 DENV-1 23,9 8,26 Central Fernando de la Mora 7/2/2018 Suero Si



Cddigo del Afio Tipo Ct (DMTP)  Carga Viral Dpto. Ciudad Fecha de toma Tipo de Secuenciadas
Estudio (logio de muestra muestra
copias/mL)

X8 2018 DENV-1 23,3 8,43 Central  Asuncion 17/2/2018 Suero Si
X12 2018 DENV-1 21,3 8,97 Central  Lambaré 24/2/2018 Suero Si
X15 2018 DENV-1 19,49 9,46 Central  Iltaugua 28/2/2018 Suero Si
X23 2018 DENV-1 24,62 8,07 Capital  Asuncion 8/3/2018 Suero Si
X29 2018 DENV-1 27,79 7,2 Capital  Asuncion 20/3/2018 Suero Si
X37 2018 DENV-1 22,37 8,68 Central  Capiata 27/3/2018 Suero Si
X40 2018 DENV-1 19,62 9,43 Central  Ypacarai 8/3/2018 Suero Si
X45 2018 DENV-1 23,53 7,96 Central  Nueva ltalia 6/6/2018 Suero Si

Obs.: DMTP: Dengue multiplex (rRT-PCR para tipificacion de DENV). Aislado: Virus aislado en cultivo celular (C6/36).
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