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ABSTRACT

Dengue fever (DF) and dengue hemorrhagic fever (DHF) are caused by cne of four closely related virus
serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). They are a serious cause of mortality and morbidity
in the world including Mexico, where the infection is endemic. Dengue (DEN) is an infectious disease
caused by DEN virus (DENV), which belongs to the Flavivirus genus in the family Flaviviridae that is
mainly transmitted to humans by the vector mosquito Aedes aegypti. This virus has a positive-sense ARN
that evolves rapidly increasing its variability due to the absence of a repair mechanism that leads to
approximately one mutational event per genome replication; which results in enhancement of viral
adaptation, including the escape from host immune responses. Additionally, recombination may play a
role in driving the evolution of DENV, which may potentially affect virulence and cause host tropism
changes. Epidemiological and evolutionary studies have indicated that host and viral factors are involved
in determining disease outcome and have proved the importance of viral genotype in causing severe
epidemics. Host immune status and mosquito vectorial capacity are also important influences on the
severity of infection. Therefore, an understanding of the relationship between virus variants with altered
amino acids and high pathogenicity will provide more information on the molecular epidemiology of DEN.
Accordingly, knowledge of DENV serotypes and genotypes circulating in the latest DEN outbreaks in
Mexico, in addition to recombination, will contribute to the understanding of DEN infections. Furthermore,
recombination in DENV has not been described in Mexican strains, neither has been described the
relevance in virus evolution in endemic states such as Oaxaca and Veracruz where the four serotypes of
DENV are circulating. In summary, we obtained 88 isolates of DENV, 27 from Oaxaca and 61 from
Veracruz, from these 88 isolates, 16 were serotype 1; 62 serotype 2; 7 serotype 3; 2 serotype 4 and one
isolate had 2 serotypes (DENV-2 and -1); Partial nucleotide sequences of the genes encoding C-prM (14
sequences), the NS3 helicase domain (7 sequences) were obtained. Phylogenetic analysis showed that
DENV-2 isolates belonged to the Asian/American genotype. In addition, the Asian/American genotype was
divided into two clusters, one containing the isolates from 2001 and the other the isolates from 2005-2006
with high bootstrap support of 94%. To study whether there are isolates from Oaxaca having
recombination, we obtained the sequence of 6 different isolates of DENV-2 Asian/American genotype from
the outbreaks 2005-06, one clone of the Cg1-prM-E-NS1 400y structural genes, and 10 clones of the £
gene from the isolate MEX_OAX_1656_05. Evidence of recombination was found by using different
methods along with two softwares: RDP3 and GARD. The Oaxaca MEX_OAX_1656_05 and
MEX_OAX_1038_05 isolates sequenced in this study were recombinant viruses that incorporate the
genome sequence from the Cosmopolitan genotype. Furthermore, the clone of the E gene namely

MEX_OAX_165607_05 from this study was also recombinant, incorporating genome sequence from the



American genotype. In conclusion we observed that DENV-2 was the predominant serotype in the DF and
DHF outbreaks from 2005 to 2006 in Oaxaca State as well as in the 2006 and 2008 outbreak in Veracruz
State, with the Asian/American genotype prevalent in both states. Interestingly, DENV-1 and DENV-2
were the only serotypes related to DHF cases. In contrast, DENV-3 and DENV-4 were poorly represented
according to epidemiological data reported in Mexico. We also found that isoleucine was replaced by
valine at residue 106 of protein C in the isolates from these 2005-2006 outbreaks and in those from the
1997, 1998 and 2001 outbreaks in the Caribbean islands. We suggested that this amino acid change may
be used as a signature for isolates arising in the Caribbean islands and pertaining to the Asian/American
genotype. Other amino acid changes are specific for the Asian/American, Asian and American strains.
Besides, these aas may be used as markers of genotypes and geographic origins. Interestingly, our
results are showing for the first time recombination in DENV-2 in Mexico. Given such a recombinant
activity new genomic combinations were produced, this could play a significant role in the DENV evolution
and must be considered as a potentially important mechanism generating genetic variation in this virus
with serious implications for the vaccines and drugs formulation as occurs for other viruses like poliovirus,
influenza and HIV. This results are very important since, will let diagnose the serotype, genotype and

recombination in any patient presenting DF or DHF.



RESUMEN

La fiebre de dengue (DF) y la fiebre hemorragica de dengue (DHF) son causadas por uno de los cuatro
serotipos de virus que estan estrechamente relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). La
fiebre por dengue es una causa grave de morbilidad y mortalidad en el mundo, incluyendo México, donde
la infeccion es endémica. El dengue (DEN) es una enfermedad infecciosa causada por el virus del
dengue (DENV), el cual pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, se transmite
principalmente a los humanos por el mosquito vector Aedes aegypti. Este virus tiene una cadena de ARN
de sentido positivo, evoluciona rapidamente, aumentando su variabilidad debido a la ausencia de un
mecanismo de reparacion, que genera aproximadamente una mutacién por cada replicacién del genoma,
lo cual resulta en un aumento en la adaptacion viral, incluyendo una mejor via de escape de la respuesta
inmune del hospedero. Ademas, la recombinaciéon puede desempefar un papel en la evolucion de las
DENV, que potencialmente puede afectar su virulencia y causar cambios de tropismo en el hospedero.
Los estudios evolutivos y epidemiolégicos indican que factores del hospedero y virales estan implicados
en la determinacion del tipo de enfermedad que se desarrollard y han demostrado la importancia del
genotipo viral en la generacion de epidemias severas. El estado inmune del hospedero y la capacidad
vectorial de mosquitos también influyen de forma importante en la gravedad de la infeccion. Por lo tanto,
la comprension de la relacién entre las variantes virales con alteraciones en su secuencia de aminoacidos
y la alta patogenicidad proporcionara mas informacion sobre la epidemiologia molecular de DEN. En
consecuencia, el conocimiento de los serotipos de DENV y genotipos circulantes en los brotes mas
recientes de DEN en México, ademas de la recombinaciéon, contribuira a la comprension de las
infecciones por DENV. Por otra parte, la recombinacién en DENV no se ha descrito en cepas mexicanas,
ni se ha descrito su importancia en la evolucion del virus en lugares endémicos como Oaxaca y Veracruz,
donde los cuatro serotipos de DENV estan circulando. En sintesis, se obtuvieron 88 aislados de DENV,
27 de Oaxaca y 61 de Veracruz, de los 88 aislados, 16 fueron del serotipo 1, 62 serotipo 2, 7 serbtipo 3,2
serotipo 4 y un aislado tenia dos serotipos (DEN-2 y -1). Se obtuvieron secuencias parciales de
nucledtidos de los genes que codifican para C-prM (14 secuencias) y el dominio helicasa NS3 (7
secuencias). El anélisis. filogenético demostré que los aislados de DENV-2 pertenecian al genotipo
Asiatico/Americano. El genotipo Asiatico/Americano se dividi6 en dos grupos, uno con los aislados
obtenidos en 2001 y el otro con los aislados de 2005-06 con un bootstrap del 94%. Para estudiar la
recombinacion en los aislados de Oaxaca, se obtuvo la secuencia de 6 diferentes cepas de DENV-2,
genotipo Asiatico/Americano del brote de 2005-06, una clona de la region de los genes estructurales Cg1)-
prM-E-NS1 (2400), y 10 clonas del gen E del aislado MEX_OAX_1656_05. La evidencia de recombinacién
se encontro6 mediante el uso de diferentes métodos, incluidos en dos programas: RDP3 y GARD. Las
secuencias de los aislados de Oaxaca MEX_OAX_1656_05 y MEX_OAX_1038_05 en este estudio



fueron de virus recombinantes que incluyeron a su genoma, fragmentos de secuencia del genotipo
Cosmopolitan. Por otra parte, la clona del gen £, MEX_OAX_1656_05_CO07 fue también recombinante,
incorporando a su genoma fragmentos de secuencia del genotipo Americano. En conclusion, se observé
que DENV-2 fue el serotipo predominante en el brote de DF y DHF de 2005 y 2006 en el estado de
Oaxaca, asi como en el brote de 2006 y 2008 en el estado de Veracruz, con el genotipo
Asiatico/Americano como el mas frecuente en ambos estados. Interesantemente, DENV-1 y DENV-2
fueron los serotipos relacionados con casos de DHF. En contraste, DENV-3 y DENV-4 estuvieron
pobremente representados, lo que concuerda con los reportes epidemiokdgicos en México. También se
demostré que en el residuo 106 de la proteina C, la Isoleucina fue reemplazada por una Valina en los
aislados de los brotes de 2005-2006 y en las secuencias reportadas en los brotes de 1997, 1998 y 2001,
en las islas del Caribe. Sugerimos que este cambio de aminoacidos puede ser utilizado como una un
marcador para los aislados provenientes de las islas del Caribe, que pertenecen al genotipo
Asiatico/Americano. Otros cambios de aminoacidos son especificos para los genotipos
Asiatico/Americano, Asiatico | y Americano. Estos aminoacidos pueden ser utilizados como marcadores
de genotipo o de origen geografico. Nuestros resultados muestran por primera vez la recombinacion en
DENV-2 en México. Debido a la actividad recombinante, nuevas ccmbinaciones genéticas fueron
producidas, esto podria jugar un papel significativo en la evolucién de DENV y debe ser considerada
como un mecanismo potencialmente importante en la generacion de variacion genética de este virus con
graves consecuencias para la formulacion de vacunas y medicamentos, como ocurre para otros virus
como el poliovirus, el virus de la influenza y el VIH. Estos resultados son muy importantes ya que
permitira diagnosticar el serotipo, el genotipo y la recombinacién en cualquier paciente que presente DF o
DHF.



INTRODUCCION

El dengue (DEN) es una enfermedad febril transmitida por mosquitos del género
Aedes. Esta enfermedad se distribuye principalmente en zonas tropicales vy
subtropicales (Fig. 1) siendo la mas importante de las transmitidas por vectores,
generando de 50 a 100 millones de nuevos casos por afio {(Gluber, 1998). Debido a
su amplia distribucion, alto nimero de casos y su alto impacto econémico es
comparable a las principales enfermedades infecciosas re-emergentes como la

malaria, la tuberculosis, la hepatitis y la meningitis (Torres y Castro 2007).

Océano
 Atlantico

£
{

Océano Pacifico

gsm Areas con riesgo de contraer Dengue
Areas sin riesgo de contraer Dengue

FIGURA 1. Distribucion de Ae. aegypti y de casos de DEN en el mundo. Reportado por
los Centers of Disease Control and Prevention(CDC) en 2008.

Las personas enfermas de fiebre de dengue clasico (DF por las siglas en
ingles de Dengue Fever) presentan una fiebre aguda y debilidad, que generalmente
no pone en peligro la vida del paciente; sin embargo, algunos pacientes desarrollan
las formas graves de la enfermedad como el dengue hemorrdgico (DHF por sus
siglas en inglés Dengue Hemorrhagic Fever) que se caracteriza por presentar

periodos de fiebre acompafiado de hemorragias internas, hepatomegalia,



trombocitopenia y finalmente se puede desarrollar el sindrome de choque por
Dengue (DSS por sus siglas en inglés Dengue Shock Syndrome) el cual se
caracteriza por generar choque hipovolémico, coma y finalmente la muerte (Gibbons
y Vaughn 2002).

El agente etioldgico de esta enfermedad es el virus del dengue (DENV por sus
siglas en ingles) perteneciente a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus, es un
virus de ARN de una sola cadena con polaridad positiva, de una longitud
aproximada de 11Kb y un solo marco de lectura abierto que codifica para tres
proteinas estructurales y siete no estructurales, flanqueado por dos regiones no
codificantes (You et al., 2001). Existen cuatro serotipos de DENV (DENV1-4)
inmunogénica y genéticamente diferentes y que circulan al mismo tiempo en
muchas regiones del mundo, cada serotipo se subdivide en varios genotipos

dependiendo de su relacion filogenética (Holmes y Twiddy 2003).

Se han descrito 6 genotipos para el DENV-2, cinco de los cuales son
epidémicos para humanos (Asidtico I y Asiatico II restringidos al sudeste de Asia;
genotipo Americano; genotipo Cosmopolita; genotipo Asiatico/Americano) y uno
selvatico. DENV-1 esta dividido en cinco genotipos epidémicos (I-V) y uno selvatico.
El DENV-3 se subdivide en 4 genotipos (I-IV) y aun no se encuentra el genotipo
selvatico. DENV-4 esta subdividido en 3 genotipos (I-III) y uno selvatico (Holmes y
Twiddy 2003; Holmes y Twiddy 2003; Zang et al., 2006; Rico-Hesse 1990; Lanciotti
et al., 1994; Lanciotti et al., 1997).

La re-emergencia del DEN es debida a multiples factores que no han sido
descritos completamente, sin embargo se han identificado: 1) La re-infestacion de
los vectores (Ae. aegypti, Ae. albopictus) en los paises tropicales y la falta de
estrategias de control; 2) La urbanizacién mal planeada, mal manejo de desechos y

un drenaje inadecuado; 3) El aumento en las vias de comunicacién lo que ha

10



permitido una mayor distribucion de los vectores, aumentando asi el rango de

distribucion de las diferentes cepas de DENV (Black et al., 2002).

Epidemiologia del DEN.

La enfermedad de DEN es conocida en la literatura médica desde hace 200 afos
aproximadamente (Guzman 2005), pero fue caracterizada como epidemia hasta los
afnos de 1950, cuando ocurrid un brote en la ciudad de Manila y la posterior
diseminacion de la enfermedad hacia el sureste asiatico, apareciendo multiples
casos de DHF (Gubler 1998).

Aedes aegypti es el vector transmisor mas importante del DENV en el ciclo
mosquito-humano. Este es una especie del subgénero Stegomya que se origind en
es el cinturén tropical de Africa. Este vector en la actualidad es endémico en varias
regiones tropicales y subtropicales de diferentes partes del mundo, encontrandose
predominantemente en dreas urbanas y suburbanas ocasionando que DEN se
encuentre presente en mas de 100 ciudades en Africa, el Mediterraneo Europeo, el
Sudeste de Asia y América (Fig.1). Cincuenta millones de personas son infectadas
cada afio y cerca 500 000 son hospitalizadas de las cuales entre el 25,000 y 75,000
personas (entre el 5% y 15%) mueren (Gubler y Meltzer 1999).

En les afios de 1960 se desarrollaron en el continente Americano intensas
companas para controlar a los vectores transmisores de DEN, logrando erradicarlo
de la mayoria de los paises Americanos, pera a principios de la década de 1970 estos
programas fueron descontinuados y como resultado a finales de esta década el
mosquito obtuvo una distribucion mas amplia de la que tenia antes de los afios de

1960 (http://www.cdc.gov/spanish/enfermedades/dengue.htm) y se ha mantenido

hasta la actualidad (Fig. 2).

La primera epidemia de DF documentada en laboratorios para las Ameéricas

estuvo relacionada con el serotipo DENV-3 y afecté a la Cuenca del Caribe y a
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Venezuela entre los afios de 1963-1964. Con anterioridad, solo se habia aislado el
DENV-2 en Trinidad, durante 1953-1954, en una situacion no epidémica. En 1968-
1969, otra epidemia afectd a varias islas del Caribe y en su transcurso se aislaron
los serotipos DENV-2 y DENV-3. (http://www.paho.org/spanish/hcp/hct/vbd/arias-
dengue.htm).

El primer brote que reportéd casos de DHF ocurrié en Cuba en 1981 y se
relaciond con la presencia de cepas del sudeste asidtico de DENV-2 en la isla
(Guzman et al., 1984; Guzman et al., 1990), posteriormente Perd, Ecuador, Brasil y
Bolivia, sufrieron brotes explosivos de DF y DHF y DSS. Desde entonces se
considera al DEN como una enfermedad re-emergente, diez afios mas tarde 11
paises del continente habian sufrido brotes con casos de DHF y se habian reportado
cepas de los 4 serotipos de DENV en el continente (Monath 1994) para el afio 2008
casi todos los paises de las Américas han reportado casos de DHF incluyendo
Argentina, Paraguay y Chile (Aviles et al., 1999; Aviles et al., 2001; Perret et al.,
2003).

En México el primer brote de DF ocurrié en 1979 y estubo relacionado con
DENV-1 en el estado de Yucatan, en 1984 se reportd el primer brote con casos de
DHF en el estado de San Luis Potosi, reportandose la presencia de DENV-2 y DENV-
4, a partir de 1990 el reporte de casos se dispard en practicamente todo el pais.
Hasta el ano de 1994 se reportd la presencia de DENV-3, la co-circulacion de los
cuatro serotipos de DENV en el pais esta relacionada con el aumento en el nimero

de casos de DHF (Fig. 3) en todo el pais (www.cenave.gob.mx/dengue.htm).




FIGURA 2. Reinfestacion de Ae. aegypti en las Américas. Distribucion del Ae.
aegypti en las Américas en 1970, al final de la campafia de erradicacion en el 2002.
Reportado por el “Centers of Disease Control and Prevention” {CDC).
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Aislamientos de Dengue realizados por el
INDREE en 2010 por estado

BAJA CALFORNA SUR 11 kil

CANPECHE 1 4 I3

COAHA* [

coLmA” 29 29

CHAPRS® 2 2

DURANGO" [

GUANA A TO [

GUERRERD" [

HDALGO” o

| JALISOC™ 17 17

MEXICO* 13 1 1"

MCHOACAN 3 19

MORE.CS* 3 3

NAY ART 2 2

INCIDENCIA* NEVOLEOT 3 5
OAXACL* 8 3 11

] o0.00 B z 3
QUERETARC" ¢

[] 0.0t -14.13 QUNTANA ROO? s
SaN LUK POTOSE 3

Bl 14.14- 28.24 i . -
R 28.25- 4236 SCNORE* s 1
Bl 42.37-56.47 R - -
TAMALLIPAS" S &

1 2 3

18 | 17 3

El estado de Colima presentd la incidencia mas alta 97 78 )

*incidencia de FD y FHD, por 100 mil habitantes
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Ciclo de infeccion.

La transmision del DENV ocurre en dos ciclos: El primero es un ciclo endémico entre
humanos y mosquitos, que por un lado permite mantener reservorios del virus y por
otro permite la circulaciéon de estos reservorios entre mosquitos peridomésticos
(mosquitos que circulan en ambientes domésticos) y otras especies de Aedes que
actian como vectores secundarios. El ciclo endémico, es completamente diferente
tanto evolutiva, como ecoldgicamente del ciclo selvatico del que surgié y es
dependiente principalmente de la ecologia y el comportamiento de Ae. aegypti. Este
mosquito pone sus huevos en recipientes proximos a las viviendas donde se
almacena agua, entra facilmente a las casas, y tiene multiples periodos de
alimentacion durante cada ciclo de produccién de los huevos. Este comportamiento
lo provee de una mejor capacidad para transmitir al DENV a mas de un humano

hospedero (Harrington et al., 2001).

El segundo es el ciclo silvestre, este ocurre entre los primates no humanos y
varias especies de mosquitos de Aedes de diferentes zonas de Africa Occidental y
Malasia (Gubler 1988; Gubler 1994). En Malasia existen los 4 serotipos de DENV,
los cuales se han mantenido seguramente gracias a su circulacion entre Ae. niveus
y varios primates no humanos (Rudnick 1965). Los serotipos, DENV-1, -2 y -4 se
han aislado de monos centinelas y se ha observado seroconversion contra DENV-1,
-2y -4.

En Africa occidental, el DENV-2 selvatico ha sido aislado de mosquitos
arboricolas de las especies Ae. africanus, Ae. leuteocephalus, Ae. opok, Ae. taylori y
Ae. furcifer (Cordellier et al., 1983; Roche et al., 1983) ademads estos virus se han
encontrado infectando humanos en el este de Senegal (Monlun et al., 1992; Saluzzo
et al., 1986). Cabe mencionar que los virus selvaticos son genéticamente distintos a
los virus endémicos, (Gubler, 1994; Rico-Hesse, 1990; Wang et al., 2000).
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Cuadro clinico del DEN.

Los sintomas de DF en una persona infectada aparecen después de tres o
cuatro dias de ser picado por un mosquito infectado. En nifios menores de 15 afios
el DF puede ser asintomatico o poco sintomatico y a veces las molestias duran solo
un dia, los casos sintomaticos ocurren generalmente en adolescentes y adultos y
aparecen abruptamente con temperatura alta acompafada de mialgias, artralgias,
nauseas, vomito y erupciones cutdneas. (Carrington et al., 2005). En ocasiones se
acompana de equimosis, e incluso hemorragias menores por un periodo aproximado

de tres a siete dias (Malavige et al., 2004).

El DHF se caracteriza por un aumento en la permeabilidad capilar y defectos
en la coagulacién. Cuando se intensifican los sintomas aparecen hemorragias
espontaneas, como epistaxis, gingivorragia, sangrado urogenital e incluso sangrado
masivo del tubo digestivo. El dato cardinal para el diagndstico de DHF es la
presencia de trombocitopenia y hemoconcentracién (Olveira et al., 2004). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) existen cuatro etapas entre el DHF y el
DSS (Fig. 4) que no necesariamente son consecutivas. El DSS se caracteriza por
hipovolemia secundaria por extravasacion del plasma al espacio extravascular,
hipotension y pulso filiforme (Moncayo et al., 2004). No existe un medicamento que
por el momento contrarreste los sintomas; sin embargo, recientemente han surgido
medicamentos que presentan buenos resultados en el control de los sintomas, sin
embargo todavia estdn en fase experimental (Talarico et al., 2007; Zhang et al.,
2009).
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El espectro de la fiebre hémorrégica por Dengue
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FIGURA 4. Los diferentes grados de DHF conforme a la Organizacién Mundial
de la Salud. Publicado en la pagina de la Organizacion Pan-Americana de la Salud

(PAOH) http://www.paho.org/spanish/hcp/hct/vbd/arias-dengue.htm.

Factores que influyen para desarrollar DHF.

El incremento en el nimero de casos de DHF y DSS en el mundo aln no es

completamente entendida, pero sabemos que influyen factores ambientales [latitud,

altitud, temperatura, humedad], factores sociales [densidad poblacional, estado

socioeconomico, ubicacién de las viviendas, aprovisionamiento y almacenaje de

agua, habitos de limpieza], factores del huésped [edad, condiciones de salud,

estado de su sistema inmunoldgico, nutricién] (Kalayanarooj y Nimmannitya 2005),

factores del vector [capacidad y competencia vectorial] (Moncayo et al., 2004) y

factores del DENV [virulencia de los diferentes serotipos y genotipos] (Messer et al.,

2003; Cologna y Rico-Hesse 2003; Cologna et al., 2005; Vasilakis et al.,
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En el mundo, los nuevos estilos de vida han permitido aumentar la densidad
poblacional del mosquito Ae. aegypti proporcionando mas lugares de cria de larvas
y sus habitos domésticos lo han convertido en el vector con mayor capacidad
vectorial para transmitir el DENV, a pesar de que existen especies con mejor
competencia vectorial [factores genéticos que influyen en la habilidad del vector
para transmitir un patégeno] (Moncayo et al., 2004). Del mismo modo, el aumento
en el numero de viajes aéreos y terrestres se ha traducido en la circulacién de cepas
de DENV entre diferentes focos de transmision, proporcionando una mayor
oportunidad para la infeccién secuencial de las poblaciones humanas por 2 o mas
serotipos de DENV, generando un aumento en la incidencia de DHF (Weaver y
Vasilakis 2009).

La gran limitacion para conocer la patologia de DENV es la falta de modelos
animales o procedimientos in vitro que repliquen la viremia y los sintomas de la
enfermedad que ocurre en el humano, por lo que es dificil conocer los mecanismos
de patogenicidad exactos, y los factores que determinan la virulencia y el grado de
virulencia del DENV (Blaney et al., 2005; Hanley et al., 2004; Men et al., 1996).

Anteriormente se pensaba que los monocitos y macrofagos, eran los primeros
blancos de DENV; sin embargo, ahora sabemos que las células dendriticas (DC por
sus siglas en ingles) como las células de Langerhans son el primer tipo celular que
es infectado por el DENV (Cologna y Rico-Hesse, 2003). Actualmente se sabe que
en etapas tempranas de la infeccion el virus, también infecta células endoteliales
(Avirutnan et al., 1998), epiteliales (Bosch et al., 2002), fibroblastos (Diamond et
al., 2000), y hepatocitos (Hilgard y Stockert 2000).

La infeccion causada por alguno de los cuatro serotipos de DENV confiere
inmunidad especifica permanente contra el este serotipo involucrado, pero no
protege contra un serotipo diferente. En una infeccién secundaria con un serotipo

diferente de DENV, los anticuerpos son no neutralizantes contra éste nuevo
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serotipo, permitiendo el acceso del DENV a células que presentan receptores a la
fraccion cristalizable de los anticuerpos (FcyR por sus siglas en ingles), infectdndolos
y por lo tanto, incrementa el espectro de blancos celulares. Esto ocasiona el
incremento del titulo viral en el torrente sanguineo (Fig. 5), y provoca una
activacion extensiva de la via del complemento, asi como un incremento de la
apoptosis celular y la activacion del sistema inmune, desencadenando hemorragias;
a este fenomeno se le conoce como respuesta inmune aumentada dependiente de

anticuerpos [ADE por sus siglas en inglés] (Halstead 1988; Halstead 2003).
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FIGURA 5. Respuesta inmune aumentada dependiente de anticuerpos.
Anticuerpos no neutralizantes permiten la entrada de DENV a células con FcyR
aumentando el titulo viral en el plasma y provocando una respuesta inmune exagerada
en pacientes con DHF y DSS. Diagrama tomado de Whitehead et a/., (2007).

Sin embargo, reportes epidemiolégicos sugieren que existen factores del DENV
que pueden afectar su virulencia (como el serotipo, el genotipo, la estructura del
genoma viral, etc.) ya que se han reportado casos de DHF en pacientes con
infecciones primarias de DENV. Las cepas de DENV-2 de genotipos originados en
Asia' son mas virulentas que las cepas del genotipo Americano (Harris et al., 2000;
Leitmeyer et al., 1999; Rico-Hesse et al., 1997). El analisis de las secuencias del
genoma permite predicir las estructuras del ARN en las regiones no codificantes
(NCR por sus siglas en ingles) muy diferentes entre los genotipos de origen Asiatico
y Americano del DENV (Leitmeyer et al., 1999). Esto podria ser la causa de que las

cepas del genotipo Americano se repliquen con menor eficiencia comparado con las
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cepas de genotipo Asiatico (Pryor et al., 2001; Cologna y Rico-Hesse, 2003;
Vasilakis et al., 2007).

Otro factor que se ha considerado importante para la virulencia del virus es el
aminoacido 390 localizado en la proteina E, ya que en este residuo se encuentra el
motivo de union a glicosaminoglicanos, el cual es responsable de la unidon de DENV
a las células blanco, en los genotipos de origen asidtico y selvatico. Este residuo es
una Asparagina (N) mientras que en la mayoria de las cepas del genotipo
Cosmopolita es una Serina (S) y en las cepas del genotipo Americano es acido
Aspartico (D) (Twiddy et al., 2002); se ha observado que las cepas que tienen &cido
Aspartico disminuyen su virulencia en ratones (Sanchez y Ruiz 1996). Lo que nos
sugeriria que los cambios en el genoma viral afectan directamente la virulencia del
DENV y que estos cambios al estar conservados en los genomas de cada genotipo

podrian considerarse como indicadores de virulencia.



ANTECEDENTES

El DENV.

El DENV es un virus animal transmitido entre huéspedes susceptibles, por
artropodos hematofagos (arbovirus), se incluye en la familia Flaviviridae que agrupa

a virus de ARN de cadena positiva y al género Flavivirus (Lindenbach y Rice 2003).

Los viriones son particulas envueltas, esféricas y lisas (Fig. 6) de 40-50nm de
diametro, el exterior esta formado por homodimeros antiparalelos de la proteina de
envoltura (E), intercalados, hay mondmeros de la proteina de membrana (M) que
en su estado inmaduro tiene un péptido (prM) que es procesado antes de que el
virus salga de la célula huésped. En el interior de la envoltura se encuentra la
nucledcapside, formada por un icosaedro de proteina de capside (C) que contiene el

genoma en forma de acido ribonucleico (ARN) (Kuhn et al., 2002).

Proteina
de envoltura £

__ Proteina
de membrana M

Proteina
de capside C

ARN de _
monocadena
positiva

FIGURA 6. Estructura del DENV. Proteinas. Tomado
de www.encolombia.com/medicina/academedicina/.



El genoma de ARN consiste en una hebra sencilla con polaridad positiva que
presenta un solo marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés) y que
codifica para tres proteinas estructurales (C, prM-M y E) y para siete proteinas no
estructurales (NS1-5). El ORF se traduce en una sola poliproteina que es procesada
en las diez proteinas virales por la proteasa viral formada por el dimero NS2B-NS3 y
proteasas del huésped (Fig. 7). El ORF esta flanqueado por dos regiones no
codificantes (NCR por sus siglas en ingles) 5’ y 3’ los cuales son relevantes para el

inicio y regulacion de la replicacion en el virus (Rothman, 2003).
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FIGURA 7. ElI genoma del DENV Yy sitios del procesamiento de la poliproteina.
Tomado de Melino y Paci 2007.

Biologia Molecular del DENV.

En el proceso de infeccidén el virus se une a un receptor de superficie celular por

medio de la proteina E (Zhang et al., 2005). La proteina E es una proteina tipo I,

N
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cada mondmero esta plegado en tres dominios distintos llamados: Dominio 1 (DI),
que es el dominio central y esta en el N-terminal; Dominio II (DII) que tiene la
funcién de formar dimeros con otro DII; Dominio III (DIII) que tiene la estructura
de tipo globulina, formado por los residuos 303 al 395 del C-terminal y es el

encargado del reconocimiento al receptor y union a las células blanco.

En cuanto a los receptores de las células de mosquito y de las células de
mamifero, Cruz (1996) identifico por medio de ensayos de overlay varias proteinas
que se unen al DENV, dentro de éstas la mas prometedora fue un péptido de 65
KDa que fue identificado en células C6/36 y en el intestino medio de Ae. aegypti.
Posteriormente Salas-Benito y Del Angel (1997) reportaron dos proteinas de células
C6/36 de 40 y 45 KDa que se unen de manera especifica al DENV-4. Mufioz et al.,
(1998) identificaron 4 péptidos de 80, 79, 67 y 19 KDa ademas del de 65 KDa, que
se unen al virus del DENV-2 y por medio de ensayos de inmunofluorescencia
demostraron que anticuerpos contra estas proteinas bloqueaban la unién del virus a

células en cultivos.

Mercado-Curiel et al., (2006) evidenciaron que los cuatro serotipos del DENV
reconocen los mismos péptidos de membrana de células C6/36, estas son proteinas
con pesos moleculares aparentes de 67 y 80KDa. Estos autores localizaron
proteinas con el mismo peso molecular en células epiteliales del intestino medio de
los mosquitos Ae. aegypti. En cuanto a receptores celulares de mamifero Chee y
AbuBakar (2004) detectaron una proteina de 48 kDa que se une al virus y usando
espectrometria de masas determinaron la homologia de esta proteinas con cadenas

de tubulina (alfa y beta).

Tambien se han propuesto como receptores a las lectinas tipo C presentes en
células dendriticas. Las lectinas son moléculas de carbohidratos del tipo de alta
manosa que estan presentes en los viriones producidos en células de insectos
(Tassaneetrithep et al., 2003).



En macrofagos y monocitos, el DENV entra por medio de los receptores Fcy
(Halstead, 2003). Para las células que carecen de receptores Fc, se han propuesto
una gran variedad de receptores celulares los cuales varian en su estructura
quimica, y generalmente son de naturaleza proteica (Mufioz et al., 1998; Moreno-
Altamirano et al., 2002; Zhang et al., 2003; Reyes del Valle et al., 2005),
glicoporteinas (Marianneau et al., 1996), heparan sulfato (Chen et al., 1997) y
proteinas asocias a LPS/CD14 (Chen et al., 1999).

Después de la fusion y entrada del DENV, el primer evento es la traduccién
del ARN gendmico en una poliproteina. EI complejo de ARN-ribosomas-proteina
naciente se ancla en el reticulo endoplasmico (RE), el procesamiento de la
poliproteina viral continlia en asociacion con el RE. El corte en NS1-NS2A ocurre
después de la sintesis por una proteasa desconocida del huésped, mientras que los
cortes en C-prM, prM-E, E-NS1 y NS4A-NS4B son realizados por peptidasas del
huésped residentes en el ER, los cortes en NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A vy
NS4B-NS5 son realizados por la serin-proteasa NS2B-NS3 (Falgout et al., 1991).

La proteina prM tiene un papel esencial en la maduracion del virus y en
el plegamiento correcto de la proteina E (Stiasny y Heinz 2006). La proteina
NS1 (42-50kDa) es una proteina de anclaje a membrana que forma dimeros
glicosil-fosfatidilinositol N-glicosilados y que participa en el complejo de
replicacion del ARN viral. NS2A es una proteina de 22 KDa relacionada con la
replicacion y empaquetamiento del ARN viral (Khromykh et al., 2001); NS2B
es una prof:en'na de 14KDa asociada a membrana y que junto con la NS3
forma y activa la serin-proteasa que ayuda a la maduracion de la

poliproteina viral.

La proteina NS3 es una proteina multifuncional que ademas de contar con el
dominio de proteasa (NS3pro) en el extremo N-terminal, tiene un dominio de ARN

helicasa activo en el complejo de replicacion, un dominio de ARN-trifosfatasa y un



dominio de ARN NTPasa en la regién C-terminal. Los dominios de la proteasa y la
NTPasa comparten una region entre los residuos 160 y 180. La ARN trifosfatasa

forma parte del capping del ARN viral (Gorbalenya et al., 1989).

Las proteinas NS4A y NS4B que son proteinas hidrofébicas pequefias de 16 y
27 KDa respectivamente, las han encontrado asociadas a las membranas celulares,

sin embargo, sus funciones aun no estan bien definidas (Mackenzie et al., 1996).

La proteina NS5 se caracteriza por un dominio de metiltransferasa en el
extremo N-terminal y por una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP por sus
sigla en inglés) localizada en su dominio C-terminal (Koonin 1993; Tan et al., 1996)
y es la que se encarga de formar nuevas cadenas de ARN viral. La NS5 se asocia a

la union NTR5’-NTR3’ para formar el complejo de replicaciéon (Chiu et al., 2005).

La proteina C se asocia al ARN gendmico del virus para formar una
nucleocapside icosaédrica, que posteriormente adquiere una bicapa lipidica que
junto con la proteina E y M forman la envoltura del virus. Las particulas inmaduras
son transportadas a través de la via secretoria a la superficie celular para su
liberacion (Zybert et al., 2008).



ESTADO DEL ARTE

Evolucion del DENV.

Los analisis filogenéticos de muchos Flavivirus ha revelado periodos de tiempo
relativamente largos entre cada linaje y su diversificacion, lo que indica que durante
su evolucién existio un momento de “auge” y uno de “caida” es decir existe un
periodo de tiempo de intensa diversificacion seguido de un periodo de extincion y
pérdida de linajes (Zanotto et al., 1996). Ejemplo de este modelo son los cuatro
serotipos de DENV, que parecen estar en un periodo de intensa radiacion bioldgica
(adaptandose rapidamente a los ambientes nuevos y generando variedades de virus
que son posteriormente dispersados por el vector hacia nuevos nichos), desde su

aparicion después de la Segunda Guerra Mundial (Holmes y Twiddy 2003).

El aumento en el nimero de secuencias de DENV ha permitidé la obtencion
de analisis filogenéticos mas robustos. Los primeros estudios de los 4 serotipos
DENV mostraron multiples linajes, a menudo relacionados en su localizacién
geografica, y en ocaciones relacionados con la gravedad de la enfermedad (Holmes
y Twiddy 2003).

El analisis filogenético de los genotipos observados en las epidémias y de los
genotipos selvaticos de los diferentes serotipos de DENV, refuerzan la teoria de que
el ciclo selvatico es el ciclo ancestral y que por zoonosis se originaron los ciclos
epidémicos de cada uno de los cuatro serotipos de DENV (Fig. 8). Con diferentes
estudios filogenéticos se ha calculado que DENV-2 surgié hace aproximadamente
1000 anos, DENV-4 hace 600 afos y DENV-1 hace 200 afos (Weaver y Vasilakis
2009). Otro punto que apoya la teoria del origen selvatico es el hecho de que Ae.
aegypti es el vector adaptado para la transmision del DENV en humanos desde hace

apenas 300 o 400 afos.



Por otro lado los estudios filogenéticos de cada uno de los serotipos de DENV
muestran que éstos forman grupos separados unos de otros por una divergencia de
entre el 8-6%, a cada grupo se le ha dado el nombre de subtipo o genotipo (Rico-
Hesse, 1990; Lewis et al., 1993; Lanciotti et al., 1994; Lanciotti et al., 1997).

De los 6 genotipos de DENV-2 descritos, cinco son especificos para humanos y
uno es selvatico, los genotipos epidémicos tienen correlacién con la situacion
geografica de los brotes que originan. Los genotipos Asiatico I y Asidtico II se han

reportado en brotes ocurridos en el sudeste de Asia (Holmes y Twiddy, 2003).

El genotipo Americano fue el mas comun en los brotes ocurridos en todo el
continente Americano hasta antes de la década del afio 2000; el genotipo
Cosmopolita ha sido reportado en distintos brotes alrededor del mundo (Holmes y
Twiddy, 2003; Zang et al., 2006); el genotipo Asiatico/Americano, es el mas
reciente y ha sido reportado desde 1980 en diferentes brotes ocurridos en el
continente Americano. Por analisis filogenia ubican su origen en el continente

asiatico (Rico-Hesse, 1990).

DENV-1 esta dividido en cinco genotipos epidémicos (I-V) y uno selvatico. Las
secuencias de DENV-3 se subdividen en 4 genotipos (I-1V) y aun no se encuentra el
genotipo selvatico. DENV-4 esta subdividido en 3 genotipos (I-1II) mas uno
selvatico (Lanciotti et al., 1994; Lanciotti et al., 1997).

Recombinacion en Dengue.

El ensamblaje discontinuo de moléculas de ARN es una propiedad de la mayoria de
los virus de ARN, éste se encuentra bajo el control de procesos de recombinacion
que son totalmente diferentes a los procesos que ocurren en las células vy
generalmente ocurren durante la replicacidon viral, siendo la replicasa viral la que

tiene funciones de recombinasa (Lai, 1992). En grupos taxondmicos virales como



los virus de la familia Togaviridae y los Coronoviridae, existen miembros que tienen
genes homologos en diferente orden dentro de su genoma, indicando que la

recombinacion ha sido importante durante su evolucién (Worobey y Holmes, 1999).

FIGURA 8. Relacién filogenética de los cuatro serotipos de DENV. El arbol fue
obtenido con los marcos de lectura abierto completos obtenidos del GenBank. La
filogenia fue inferida usando andlisis Bayesiano con un millon de repeticiones.

Obtenido de Weaver y Vasilakis, 2009.

En la naturaleza existen tres tipos diferentes de recombinacion: la
recombinacion homologa o de tipo I, cuando se recombinan dos cadenas de ARN

viral que tienen el mismo origen y la recombinacion es de region por region (Fig. 9);
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recombinacion aberrante o de tipo II, cuando dos secuencias homologas recombinan
y en el proceso se adquieren o pierden genes; y finalmente la recombinacion no
homdloga o de tipo III, cuando se recombinan dos cadenas de ARN que tienen un
origen o secuencias diferentes independientemente de que el intercambio sea regidn

por region o no (Lai, 1992).

. TIPO ﬁ!{ ﬁéédmﬁinééién; No-Homologa (Ilegitima)

FIGURA 9. Tipos de recombinacion de ARN. Las

lineas obscuras representan las moléculas
recombinantes de ARN. Las lineas verticales representas

los nucleétidos homdlogos. Esquema tomado de Lai, -
(1992).

Para explicar como ocurre la recombinacion en los virus de ARN, el modelo
mas aceptado, es cor{ocido como “eleccion de copia” (copy choice) y supone que
durante la replicacion viral existen secuencias de material genético viral en
diferentes estados de desnaturalizacion, unos con estructuras secundarias vy
terciarias estables y otros totalmente lineales, cuando los genomas no
desnaturalizados se empiezan replicar, las regiones con estructuras detienen la

polimerizacion de la nueva cadena y ocasionan que el complejo de replicacion se



suelte de la secuencia templete, liberando al complejo de replicacion unido a la
hebra de ARN naciente, los cuales se unen a otro genoma que esta totalmente
desnaturalizado, y continua la replicacion hasta completarla (Fig. 10A), generando

asi una secuencia recombinante (Chi-Ping et al., 2005).

Por otra parte también supone que la formacion de duplex o heteroduplex
entre dos cadenas de ARN desnaturalizado, durante la replicacion puede generar
secuencias recombinantes (Fig. 10B) ya que en este caso el complejo de replicacion
cambia de una secuencia a otra sin romper el duplex (Figlerowicz 2000;
Balakrishnan et al., 2003; Wiercholawki, 2003).
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FIGURA 10. Modelo de “eleccion de copia” para la recombinacion del ARN viral.
El proceso puede ocurrir por la estructuracion del ARN (A) o por la formacion de
duplex. Esquema basado en los datos de Brunier et al., (1988); Cheng et al., (2005).

Los analisis de secuencias por métodos filogenéticos han proporcionado
nuevas herramientas estadisticas muy eficientes para evidenciar y caracterizar
eventos de recombinacion en virus de ARN, que con los métodos tradicionales tanto
in vivo como in vitro serian muy dificiles de observar (Smith y Smith, 1998;

Worobey y Holmes, 1999) ya que al agrupar las secuencias, las recombinantes
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generan conflictos porque no se ubican en grupos definidos de forma clara y al
analizar la distancia genética, estas secuencias presentan cambios bruscos de

identidad de un tipo de secuencias hacia otra (Fig. 11).

En general era aceptado que en la familia Flaviviridae la principal causa que
generaba diversidad genética en los virus eran los errores que la RdRp cometia en
cada ciclo de replicacion (Steinhauer et al., 1992). Ahora sabemos que el DENV
puede cambiar en determinadas regiones gracias a periodos selectivos rapidos
(periodic selective sweeps) (Bennett et al., 2003), y también por recombinacion
homologa intra-serotipo (Holmes et al., 1999; Tolou et al., 2001; Worobey et al.,
2001; AbuBakar et al., 2002; Domingo et al., 2006)

'I = Distancia genética I Consenso tardio
Paciente 2 [ B Consenso temprano
Paciente 1 LY

Posible recombinante coe - -

Ventana de Tamaio medio (pb)

1, —e

N /

Posibles recombinantes
> Cepa Original
. Cepa superinfectante

FIGURA 11. Conflictos filogenéticos por recombinacidon. Las secuencias recombinantes no se
ubican de forma consistente entre los grupos que arroja una reconstruccién filogenética y al
analizar la distancia genética de estas secuencias observamos que estas secuencias realmente
son un mosaico de los dos grupos de secuencia. Tomado de Kosakovsky-Pond et al., (2005).
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La recombinacion en DENV ha sido ampliamente debatida porque no existen
evidencias claras de como ocurre, sin embargo los reportes de recombinacion,
sobretodo entre genotipos de DENV-1 (Toluo et al., 2001; Cheng et al., 2008) asi
como en otros miembros de la familia Flaviviridae han aumentado
considerablemente en los ultimos afios (Bernardin et al., 2006; Gao et al., 2007;
Legrand-Abravanel et al., 2007; Moreno et al., 2006). La recombinacion en DENV
fue reportada principalmente en los genes estructurales particularmente en el gen
de la proteina E, y recientemente también se ha reportado en los genes no
estructurales (Worebey et al., 1999). Hasta el momento la recombinacion en
dengue no parece tener patrones comunes que permitan la determinacién de puntos

calientes de recombinacion (Worobey et al., 1999).

Para que la recombinacion exista, es necesario que una célula sea infectada
con mas de una cepa viral y que la recombinacidn genere cepas capaces de
replicarse y transmitirse. La co-circulacion de multiples poblaciones de DENV en un
mismo sitio y la capacidad del vector de picar a mas de una persona, incrementa la
oportunidad para que el mosquito vector ingiera diferentes cepas de DENV, o que
un hospedero sea picado por diferentes mosquitos infectados con distintas
variedades de DENV [Gluber et al., 1985; Twiddy et al., 2002; Wang, 2003). Estas
condiciones existen en México, el Caribe y el sudeste de Asia, sin embargo en
México no existen estudios que nos permitan saber si existen cepas recombinantes

y como estan afectando la epidemiologia de la enfermedad.



IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

México es uno de los paises que cada afio presenta brotes de DEN y en el cual se
han reportado circulando a los cuatro serotipos de DENV; sin embargo, no existen
estudios suficientes que analicen la circulacion de los diferentes serotipos, los
cambios moleculares en la secuencia de aminodacidos ocasionados por mutaciones ni
por los procesos de recombinacion los cuales pueden afectar la evolucidon de estos
virus, lo que permitira conocer mejor la biologia y epidemiologia del DENV y saber si
estos factores estan influyendo en el aumento del nimero de casos de DHF y DSS
en el pais. Los datos epidemioldgicos del DEN en México nos indican que Oaxaca y
Veracruz son dos de las entidades mas importantes con casos de DEN, tanto por el
numero de casos reportados como por la co-circulacién de los cuatro serotipos de
por lo que se decidid analizar sueros de pacientes diagnosticados con DEN en estas
dos entidades para realizar los andlisis de la epidemiologia molecular y la

determinacion de la recombinacidn junto con su analisis filogenético.
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar el serotipo y genotipo de los aislados de DENV provenientes de sueros
de pacientes de Oaxaca y Veracruz mediante técnicas de biologia molecular; realizar
el analisis filogenético; e identificar las secuencias recombinantes del virus Dengue

2 mediante los programas RDP y GARD.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Serotipificar los aislados de DENV provenientes de los pacientes de Oaxaca y

Veracruz.

2. Genotipificar los aislados del DENV mediante el analisis filogenético del
genoma de las proteinas C-PrM-E y NS3 de los aislados de Oaxaca y

Veracruz.

3. Determinar los marcadores de genotipo del virus dengue 2 mediante el
analisis de las secuencias de las proteinas C-PrM y NS3 de los aislados de

Oaxaca y Veracruz.

4. Identificar las secuencias recombinantes del virus DENV-2 en aislados de

Oaxaca mediante su analisis filogenético por los programas RDP2 y GARD.

5. Identificar las secuencias recombinantes del gen de la proteina E del aislado
MEX_OAX_1656_05 clonado en el vector pGEM-3Z.

6. Determinar la relacién que existe entre la recombinacion y la epidemiologia
del DENV-2 en Oaxaca.

7. Determinar las probables implicaciones entre la recombinacion y la evolucidon
del DENV-2.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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MATERIAL Y METODOS

Virus.

Las cepas de DENV usadas como control son: DENV-1 Hawaii; DENV-2 New Guinea
C (NGC); DENV-3 H-87; y DENV-4 H-341. Estas cepas fueron proporcionadas por el
Dr. J. Gubler (Division of Vector-borne Infectious Diseases, Centers for Disease
Control, Fort Collins, CO, USA) y por la Dr. Blanca Ruiz (Biomédicas UNAM).
Veintisiete sueros fueron colectados de pacientes con DF o DHF en la fase aguda de
la enfermedad y otorgados por la Secretaria de Salud de Oaxaca durante los brotes
de 2005-2006 y 65 por el instituto mexicano del Seguro Sccial (IMSS) del estado de
Veracruz del brote de 2006. Las muestras fueron andnimas y solo la informacién

clinica asociada fue proveida.

Infeccion de cultivos celulares y aislamiento de DENV.

Células C6/36 de Ae. albopictus fueron cultivadas a 28°C durante 18h, hasta
obtener una confluencia del 80% para ser infectadas con 0.2ml de solucién de
DENV-1, -2, -3,-4 control, en un MOI de 0.1 e incubados a 28°C por 10 dias. Los
virus fueron aislados como se describe previamente (Cisneros et al., 2006) con
algunas modificaciones. Después de 18h de cultivo, las células C6/36 fueron
infectadas con 0.01 a 0.1 ml de suero por tubo previamente diluido en 1ml de
medio de cultivo e incubadas por 2 h a 28°C. Terminado el tiempo de inoculacién se
lavé tres veces con medio minimo esencial de cultivo (MEM), se agregaron 3ml de
medio de cultivo y se incubaron hasta por 15 dias a 28°C (este periodo de
activacion viral se consider6 como el pase No. 1). Las células fueron observadas
diariamente y se registro el efecto citopatico (CPE) ocasionado por la infeccién viral,
finalmente se colectaron las células y se centrifugaron a 1,000xg por 5 min. La
pastilla fue suspendida en 0.6ml de medio de cultivo, y alicuotada en 0.15 ml para

su almacenamiento a -70°C. El sobrenadante (aproximadamente 2.5 ml) fue
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alicuotado en fracciones de 1 ml y 0.5 ml y guardado a -70°C. Para obtener los
pases dos y tres cultivos semiconfluentes de C6/36 fueron incubados con 1ml de
sobrenadante obtenido del pase uno o dos por 2h a 28°C siguiendo el mismo

procedimiento descrito anteriormente.

Extraccidn de ARN viral.

El' ARN total fue extraido de las pastillas de los cultivos celulares infectados, por la
técnica de Trizol® LS (Gibco BRL., Gaithersburg, Md.) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. EI ARN se suspendi6 en 50 pl de agua tratada con
Dietil-pirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich) y usado como templado para la

trascripcion inversa.

Trascripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR).

Todos los ensayos fueron hechos con el kit “ThermoScript™ RT-PCR System” con
“Platinum Taq Hi-Fi” (Invitrogen, Life Technologies). Una mezcla de 5 pl de ARN
total (0.1-0.5 pg), 50 ng de hexdmeros, y agua tratada con DEPC (12 pl de
volumen final) se incubé a 65°C por 5 min y rapidamente enfriado en hielo para
desnaturalizar el ARN, finalmente se agregaron 8 pl de mezcla maestra de reaccién
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La primera extension fue realizada a
25°C por 10 min y posteriormente un ciclo a 50°C por 90 min. Las mezclas de PCR
fueron hechas con una concentracién de 20 uM de primer sentido y antisentido, 2pl
de reaccion de sintesis de cDNA y sulfato de magnesio 2.4 mM. Para determinar el
serotipo de los aislados se utilizé el protocolo de Seah et al., (1995). Para amplificar
la region c-ns1 del genoma de DENV-2 que va del nucledtido 91 (Cs;) al nucledtido

2400 (NS1,400) y el gen E se sinterizaron oligonucledtidos especificos (Tabla 1).
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TABLA 1. Oligonucleétidos para amplificar la regién de
los genes estructurales y el gen E.

| Oligonucleoétidos | Secuencia 3’-5’ :
C{+) CAA TAT GCT GAA ACG CGH G
NS1(-) GTT CTG TCC ANG TRT GNA C
ERP-F GAA TGA CAA TGC GTT GC
EPP-R TCA GCT CAC AAC GCA ACC

Clonacion.

Los productos de RT-PCR de la region de las proteinas estructurales (Co;-prM-E-
NS15400) fueron digeridos con Kpnl1 y ligados en el vector pGEM®-3Z (Promega)
como ha sido descrito previamente (Sambrook et al., 1989).

Para clonar el gen de la proteina E los productos de RT-PCR fueron ligados en el
vector pCR®4-TOPO incluido en el kit “TOPO® TA Cloning for Sequencing”

(Invitrogen, Life Technologies) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion de los productos de RT-PCR.

Para secuenciar los amplicones de los genes que codifican para los genes
estructurales y del gen E se utilizaron oligonucledtidos especificos (Tabla 2). La
secuenciacion automatizada de los fragmentos de DNA purificados por columnas
Quiaquick (Quiagen, Chatsworth, Calif.) fue hecha por el método de Sanger et al.,
(1977) usando el kit “The Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” y
el secuenciador ABIPRISM 100 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para
secuenciar la region de los genes estructurales y el
gen de la proteina E.

Oligonucledtido | Secuencia 3’-5’

PrM(+) GGATGTCNKCNGAAGG
PrM(-) CCTTCNGMNGACATCC

E1(+) GACAGAGGNTGGGGMAATGG
El(-) CCATTKCCCCANCCTCTGTC;
E2(-) CNCAAGARGGMGCCAGCC
E2(+) GGCTGGCKCCYTCTTGNG

Analisis de Secuencias para los estudios de filogenia y

recombinacion.

Las secuencias parciales de Cg;-prM-E-NS1,490 de DENV-2 se alinearon con 90
secuencias de DENV-2 obtenidas del GenBank, por otra parte las secuencias del gen
de la proteina E se alinearon con 180 secuencias obtenidas del GenBank por medio
del programa Clustal W (Thomson et al., 1994) y se tradujeron automaticamente

usando el programa BioEdit.

El alineamiento se ingreso a la herramienta “Model Selection” de la pagina en linea
//www.datamonkey. org// para determinar cual es el mejor modelo de substitucion
nucledtidica para los anélisis de filogenia y recombinacion (Kosakovsky-Pond y
Frost, 2005; Kosakovsky-Pond y Frost, 2005b).

Para los analisis filogenéticos se usaron los métodos de Neighbor-joining, Maxima
Parsimonia y Minima evoluciéon con correccion gamma y un bootstrap de 10000
repeticiones y el método de substitucion nucledtidica determinada por el “Model
Selection” utilizando el programa MEGA V4 (Tamura et al., 2007). En los casos
necesarios se utilizaron secuencias de DENV-2, DENV-1, DENV-3 y DENV-4 como

grupos externos.
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Para los analisis de recombinacidn se utilizaron 17 y 16 secuencias del GenBank
para el fragmento Co;-prM-E-NS1,40 Yy para el gen F respectivamente para obtener
las graficas y los drboles de filogenia. Las secuencias y su nUmero de acceso son:
VEN_2_87 (AF100465), MEX_131-92(AF100469), THNH_P36_93 (AF022441),
TH_CO390_99 (AF100462), BANGKOK_74 (AJ487271), NGC_44 (D00346),
CHINA_43_89 (AF204178), CHINA_FJ_10_00 (AF276619), INDI_GWL102_01
(DQ448233), INDO_BAO0S5i_05 (AY858035), INDO_ 98900666_04 (AB189124),
BR_64022_02 (AF489932), JAM_N1409_83 (M20558), CHINA_04_85 (AF119661),
DR_23_01 (AB122020), MART_703_98 (AF208496), CUBA_13_97 (AY702034),
MEX_95 (DQ364562). Los alineamientos fueron analizados por el paquete
"Recombinant Detection Program version 3” (RDP3) (Martin et al., 2005) usando los
parametros pre-establecidos (ventana de 200nt, pasos de 20nt, modelo de
sustitucion Jin y Nei (1990) y 1000 replicaciones) y también fueron analizadas por
el algoritmo genético para la deteccion de la recombinacién (GARD por sus siglas en
ingles) (//www.datamonkey. org//) usando el criterio informativo Akaike para
determinar los puntos de entrecruzamiento (Sigiura, 1978). Los arboles de filogenia
de maxima verosimilitud se hicieron con el paquete HYPHY (Kosakovsky-Pond et al.,
2005).
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RESULTADOS.

Aislamiento viral y serotipificacion.

El nimero de casos de DEN en México estd en aumento desde principios de la
década del 2000, conocer cuales son los serotipos circulantes es relevante ya que
existe un aumento mas pronunciado en el niumero casos de DHF (Figura 12),
causado probablemente por la circulacion de los cuatro serotipos del virus, lo cual
aumenta la probabilidad de infecciones secuénciales de diferentes tipos de DENV a

personas que viven en zonas de riesgo, (http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/).

Oaxaca y Veracruz son dos entidades que presentaron un numero significativo de

casos de DEN durante los brotes de los afios 2005 y 2006 con un alto porcentaje de
casos de DHF (Fig. 12).
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FIGURA 12. Epidemiologia del DEN en México (2001-2006). El nimero
total de los casos de DF y DHF en Oaxaca y Veracruz son comparados con el
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De estas dos entidades se obtuvieron 128 muestras de suero de pacientes
diagnosticados con DEN de las cuales 29 son del estado del Oaxaca y 99 del estado
de Veracruz, de éstos se obtuvieron 27 y 61 aislados respectivamente en cultivos de
células C6/36, los cuales fueron serotipificados después del pase 3, obteniendo el
ARN total y aplicando el método de RT-PCR descrito por Seah et al., en 1995 (Fig.

13). Cada prueba se realizé por triplicado.

A B
12 3 45 1 2 3456 7 8 910
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FIGURA 13. Serotipificacion de los aislados por RT-TPCR. A. Validacién del método de
serotipificacion usando las cepas de referencia; Carril 1) Marcador de 100 pares de bases
(pb); carriles del 2) al 5) DENV-1, -3, -4 y -2 respectivamente. B. Serotipificacion de los
aislados de Oaxaca y Veracruz 2005 y 2006. Carril 1) marcador de 100pb, carriles: 2-4)
Aislados de DENV-2 del estado de Oaxaca; 5-7) Aislado de DENV-2 del estado de Veracruz;
Carril 8) control negativo; Carriles 9 y 10) Aislados de DENV-3 del estado de Oaxaca.

De los 27 aislados de Oaxaca 18 fueron diagnosticados como DHF, de éstos
12 fueron DENV-2 y seis DENV-1. De los 61 aislados obtenidos de sueros de
Veracruz, 18 fueron diagnosticados como DHF; de los cuales 15 fueron DENV-2; dos
DENV-1 y un aislado presenté dos serotipos, DENV-1,-2 (Tabla 3).

De un total de 43 muestras de pacientes diagnosticados como DF, 29 fueron
DENV-2: cuatro DENV-3, ocho DENV-1 y dos DENV-4 (Tabla 3). La Figura 14

muestra el porcentaje de casos que corresponde a cada serotipo de DENV y se



observa que DENV-2 es el serotipo que generé un mayor nimero de casos en
ambos estados durante los brotes de 2005-06, también observamos que DENV-1 y

DENV-3 estan circulando en ambos estados, mientras que el DENV-4 solo lo

detectamos en Veracruz.

TABLA 3. Determinacion del serotipo de los aislados. Se muestra el nimero de

casos por cada serotipo del estado de Oaxaca (2005-2006) y Veracruz (2006) y su
diagnostico.

SEROTIPO DIAGNOSIS OAXACA VERACRUZ
X DHF 6 2
DF 0 8
- DHF 12 15
DF 6 29
3 DF 3 4
4 DF 0 2
1,2 DHF 0 1

DENV-2
72%

DENV-1

FIGURA 14. Porcentaje de casos por serotipo de DENV
para Oaxaca y Veracruz. La mayoria de casos de DEN
fueron determinados como DENV-2 mientras que el que tuvo
menor presencia fue el DENV-4.
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Si tomamos en cuenta solo el porcentaje de casos de DEN generados por
cada serotipo observamos que la presencia de cada serotipo es muy similar en los
dos estados, el DENV-3 no se relaciona con casos de DHF, mientras que el DENV-1
si (Fig. 15).
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65
60
- OAXACA
= 00 DF
O s B DHF
5 & VERACRUZ
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w B DHF
o 30
X 25
: ; : [ 1
1 2 3 4
SEROTIPOS

FIGURA 15. Resumen de todos los casos de DENV analizados en este estudio.
Los porcentajes de casos de DENV-1, -2, -3 y -4 en Oaxaca y Veracruz durante los
brotes de 2005-06. El porcentaje de casos relativos de cada serotipo no difiere en
ambos estados. A pesar de que nimero de muestras analizadas es diferente en los dos
estados.
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Los cambios de aminodacidos de los aislados de Oaxaca vy
Veracruz.

Hasta el momento no existe una correlacion directa entre los cambios existentes en
las secuencias de los diferentes genotipos de DENV con su virulencia. Sin embargo,
al relacionar los datos epidemioldgicos con los genotipos causantes de brotes se ha
logrado detectar que los genotipos de origen asidticos tienen mayor probabilidad de
generar casos de DHF. Y por otro lado si existe una relacidn directa entre los
cambios observados en las secuencias, con los diferentes genotipos, por lo tanto
estos cambios pueden indirectamente decir si estas cepas tienen mayor o menor
probabilidad de generar casos de DHF, por lo que es importante conocer cuales son

los cambios de amino acidos mds constantes entre los diferentes genotipos.

En este caso nos enfocamos a analizar las secuencias la regién de la
interseccion C-prM y el interdominio de gen NS3 de DENV-2 (Fig. 16) debido a que

durante los brotes de 2005-06 fue el serotipo que mas se detectd en las muestras.

A " B .,
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2000 2400 2000
1 500
1000 1000
500

500

FIGURA 16. Amplificacién del gen E y del fragmento Co;,-prM-M-E-NS1. A)
Amplificacion del gen E para clonacién; carril 1) Amplificacion del gen E del aislado
MEX_OAX_1656_05; carril 2, control negativo; carril 3, marcador de 1Kb. B)
Amplificacion del fragmento C-prM-M-E-NS1 de diferentes aislados; carriles 2-3)
Amplicon de MEX_OAX_1656_05, MEX_OAX_1038_05 y MEX_OAX_ 1733 06
respectivamente; carril 4, control negativo; carril 5, marcador de 1Kb.
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Despues de obtener la secuencia de amino acidos a partir de la secuencia de
nucledtidos observamos que los aminodcidos que tienen una frecuencia de 1 o
cercana a 1 entre secuencias del mismo genotipo son: Treonina en la posicion 31 de
la proteina prM para el genotipo Americano; para el genotipo Asidtico I es Serina en
la posicion 101 de la proteina C e Isoleucina en la posicién 15 de la proteina prM-M,

con una frecuencia 0.73 (Tabla 4).

En el genotipo Cosmopolita encontramos que presentan una Valina, una
Metionina y una Alanina en las posiciones 104, 108 y 112 de la proteina C con una
frecuencia de 0.67, 0.44 y 0.61 respectivamente; también encontramos que
presentan Asparagina en la posicion 29 de la proteina prM, con una frecuencia de
0.44 (Tabla 4).

En el genotipo Asiatico/Americano, observamos que tienen una Valina y una
Alanina, en las posiciones 104 y 112 de la proteina C con una frecuencia de 1;
también presentan Glicina, Glutamico, Valina e Isoleucina en las posiciones 14, 28,
31y 39 de la proteina prM-M (Tabla 4). La Isoleucina (prM-M 39) tiene una
frecuencia de 0,95 y la Lisina (prM-M 28) tiene una frecuencia de 0.75, estos

cambios se han asociado a cuadros de DHF (Leitmeyer et al., 1999).
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TABLA 4. Resumen de los cambios en la secuencia de aminoacidos de las proteinas C, PrM

y M de cinco genotipos de DENV-2.

Proteina Posiciones de los aminoacidos

1[af1]1]1] [1[2[2[1]1]1

Cy PrM-M o/o/ojol1| [2]|3]|4|4|4a|5

1/4|6/8/2| |9/0/2/3|5|3

1(1]2[2[3(3

POM a|5/8l9/1|9
1)2[2
NS3 8la|s
7/9/0

PAIS/CEPA/ANO ﬁﬁf‘“""" DIAGNOSIS | GENOTIPO

Tonga/74 AY744147 | DF AMERICANO M1 vl [sIRIK[D[T|™M |R[R[A
USA Slvaccine/93 M19197 DF AMERICANO TIM1 (v [sIRIK[D[T|M |R|R[A
MEX 131/92 AF100469 | DF AMERICANO TIM L[ v] [S[RIK[D[TIM [R[R[A
COL 1348600/86 AY702040 | DF AMERICANO TIM1l| v [sIrRIK[D[T[M [R[R[A
INDI P23085-60/01 DQ448238 | DF AMERICANO TIM1([v] [s[RIK[D[T|M [R[R[A
VEN 2/87 AF100465 | DF AMERICANO TIMI[L[v] [S[RIK[D[T[L] [R[R[A
MEX HUAT2/01 AY692469 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| V[T LI Al [G[R[K[V[V[L] [-]-]-
MEX SALC9/01 AY692465 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V{T|L|Al [G[RIK[D|V[T| [-]-]-
MEX HUAT11/01 AY692470 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|1|L|Al |G| RIK[D[V[T| [-|-|-
MEX HUAT12/01 AY692471 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| V[T |L|A] |G|R|E|D| V[T =
MEX TUX19/01 AY692467 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T| V|1 LAl [G[R[E[D[V[T] [-[-]-
MEX TON4/01 AY692468 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T| V[T [LIA] |G[R[E|DIV[T] [-[-]-
MEX JUCH5/01 AY692466 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|T|L|Al [G[RIE[D[V[T] [-[-]-
*MEX OAX 707/05* EF595822 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| V| V|L|Al |G| RIE|D[TIM [K[K|T
*MEX OAX 1038/05* EF595828 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIVIL|A] |G[R|E|D|V[T| |K[K[T
*MEX OAX 1656/05* EF595834 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIV[LI Al |G[R[E|D|V[T] [K[K[T
*MEX OAX 739/05* EF595829 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| V| VIL|A| |G[R[E[D[V[T] K[ K[T
*MEX OAX 1733/06* EF595821 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| VIV[LI Al [G|R[E|D[V[T] [K[K[T
*MEX OAX 1020/06* EF595823 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T| VI VI LI Al |G| R[E[D|V[T] K[ K[T
*MEX OAX 14946/06* EF595800 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|VIV[L| Al [G[RIE[D[V[T] [-|-|-
*MEX OAX 14760/06* EF595824 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A] |G|RIE|D|VIT]| |-]-]-
*MEX VER 013A/06* EU552535 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T| V| VIL[ Al [G[R[E|D[V[T] [-[-]-
*MEX VER 011A/06* EU552536 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|V[L|Al |G|R[EIDIV[T] [-[-|-
*MEX VER 008A/06* EUS552538 DHF ASIATICO/AMERICANO TIV|V|IL|A G|/R|E|D|V|I =-]-}-
*MEX VER 015A/06* EU552534 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIVILIA] [G|R|E|D|VIT] [=]-|-
*MEX VER 033A/06* EU552537 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A] [G[R|E|D|V[T] |-|-|-
*MEX VER 020A/06* EU552539 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL| Al [G[R[E[D[V[I] [-[-|-
Cuba 13/97 AY702034 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|V[L|A] |G|R[E[D|V[TI]| [K[R[A
Cuba 115/97 AY702036 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIV[L|A] [G|R[E[D|V[TI] [K[R[A
Cuba 205/97 AY702039 | DSS ASIATICO/AMERICANO | T|VIVIL|A| |G|R[EID/V[I| |KIR[A
Cuba 165/97 AY702038 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A] [G|R|E[D|V[T| |K|R[A
Cuba 58/97 AY702035 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A] |G|RIEID|V[T| |KIR[A
Cuba 89/97 AY702037 | DHF/DSS ASIATICO/AMERICANO | T|VIVILIAl |G[R|E|D|V[TI] [K[R[A
MART 703/98 AF208496 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIV[L|A] |G[R|E|[D[V[T]| |K|R[A
DR 23/01 AB122020 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A| |G|R[E|D|VIT| |K|R[A
DR 31/01 AB122021 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIVIL|A| |GIR|E|D|V[I| |K|R|A
DR 59/01 AB122022 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|VIL|A| |GIRIE|D|V[I| [K|R[A
VEN LARD 1701/01 AF360861 | DF ASIATICO/AMERICANO | T| V| VIL|A] |G| RIE[D[V]TI] [K[R[A
VEN LARD 1432/01 AF360860 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|VIVIL|A] |G|R[E[D[V[TI] [K[R[A
VEN LARD 1910/01 AF360862 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V[1|L|A| |G| R[EID|V[I| |KIR[A
VEN LARD 1996/01 AF360863 | DF ASIATICO/AMERICANO | T|V|1|L|A| |GIRIE|D|V[TI| [K|R[A
VEN Mara3/02 AY0444421 | DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|1|L|A| |GIR[E|D|V[I| |K|R[A
BR 64022/02 AF489932 | NA ASIATICO/AMERICANO | T|V|1|L|A] |GIRIE[D|V]T| [K|R[A
JAM 1409/83 M20558 DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V|T|L|Al |G[R|EID|V[TI] [K[R[A
China 04/85 U87411 DHF ASIATICO/AMERICANO | T|V[T1|L|A] |G|R|E[D|V[TI| [K[R[T
TH C0390/99 AF100462 | DHF ASIATICO 1 s|V[T[L[ V[ [SIR[EID[VIM [R[R[A
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Tabla 4. Continuacion

Bangkok/74 AJ487271 NA ASIATICO 1 SIMTI|L|V] |SIR|E|D[V|M [R|R|A
USA 16681/97 Ug7411 NA ASIATICO 1 SIMI|L|V SIRIE|V|V|M [R[R[A
USA PDK53/97 ug7412 NA ASIATICO 1 SIMIfL|V|] |SIRIE|V|V|IM [R|R|A
USA16681/97 Ug7411 DHF ASIATICO 1 SIMIT|L{V|] |S[RIE|D|V[M |R|R]A
ThNH-p11/93 AF022437 DF ASIATICO 1 SIMI|L{V|] [SIR[E[D|V|M |R|R]A
ThNH-p12/93 AF022438 DF ASIATICO 1 SIMI|L{V] |S|R|E|D|V[M |R|R|A
ThNH-p14/93 AF022439 DHF ASIATICO 1 SIMI|L{V| |SIRIE|D|V[M [R|R|A
ThNH-7/93 AF022434 DSS ASIATICO 1 SIMIJLIVI [SIT|E[D|VIM |R|R|A
ThNH-28/93 AF022435 DHF ASIATICO 1 SIMTIJL{V| [SIT|E[D[VIM |R|R|A
ThNH-52/93 AF022436 DHF ASIATICO 1 SIMI|JL|V S|II|E|[D|V|IM [R|R]A
ThNH-p16/93 AF022440 DF ASIATICO 1 SIMI|L|V] |[SIT|E|D|V|M [R|R|A
ThNH-p36/93 AF022441 DHF ASIATICO 1 SIMTI|L|{V] |SITI|E|D[V|M [R|R|A
ThNH29/93 AF169678 DHF ASIATICO 1 SIMI|LIV| |SII|E|D|V{M |R[R|A
ThNH36/93 AF169679 DF ASIATICO 1 SIMI|L|V S|I|E|D|V|M [R[R[A
ThNH45/93 AF169680 DHF ASIATICO 1 SIMI|L{V|] [S|I|E[D[VIM |R|R|A
ThNH55/93 AF169681 DHF ASIATICO 1 SIMTI|L|V] [SIT|E|D|VIM [R|R]|A
ThNH54/93 AF169682 DHF ASIATICO 1 SIMTI|LIV] [SII|E|D|VIM [R|R|A
ThNH62/93 AF169683 DHF ASIATICO 1 SIMI|L|V S|I|E|D|V|M |R[R[A
ThNH63/93 AF169684 DHF ASIATICO 1 SIMI|L|V SII|E|D|V|M |[R[R|A
ThNH69/93 AF169685 DHF ASIATICO 1 SIMI|fLIV| [SIT|E{D|V|M |R|R|A
ThNH73/93 AF169686 DHF ASIATICO 1 SIMTI|L|V S|I|E[D|V|M [R|[R]A
ThNH76/93 AF169687 DHF ASIATICO 1 SIMTI|L|V S|I|E|D|V|M [R|[R|A
ThNH81/93 AF169688 DHF ASIATICO 1 SIMIfL|V SII|E{D|V|IM [R[R]A
VEN Mara4/90* AF100466 DHF ASIATICO 1 SIMIJLIV] [SIT|E[D[V|M |R|R|A
TH K0008/99 AF100459 DHF ASIATICO 1 SIMI|L{V|] [SIT|E[D{VIM |R|R|A
TH K0010/99 AF100460 DF ASIATICO 1 SIMIJLIV| [SITIE[D/V|M |R|R|A
TH C0371/99 AF100461 DF ASIATICO 1 SIMI|L|V S|II[E|D|V|M [R|R]A
TH C0166/99 AF100463 DF ASIATICO 1 SIMI|L|V SII|E[D|V|IM [R|R]A
TH C0167/99 AF100464 DHF ASIATICO 1 SIMI|L|V SII|E[D|V|IM [R|R]A
NGC/44 D00346 DHF ASIATICO 2 TIMI|L|V S|RIE|D|V|{M [R|[R[A
CHINA 43/89 AF204178 DF ASIATICO 2 TIMI|L|V S|R|G|D|V|M [R[R[A
CHINA 44/87 AF204177 DF ASIATICO 2 TIMTI|LIV| |S|R|G|D|V|M |[R[R[A
INDO BAO5i/05 AY858035 DF COSMOPOLITA TIT|IT|MV]| [S|IRIE[N|V|M [K[R[A
AUS TSV01/93 AY037116 NA COSMOPOLITA TIT|T|{MV| [SIR[E[N|V[M |KIRIA
INDO 98900666/04 AB189124 DSS COSMOPOLITA TIVITIMV| |SIR[E|[N/VIM [K|[R|A
CHINA 7ZS01/01 EF051521 NA COSMOPOLITA TIVIT|MV| |SIRIE[N|]V|M |K|R|A
INDI GWL18/01 DQ448231 NA COSMOPOLITA TIVIT|L|A] |S|R|E|D|V|M |K[R[A
INDI GWL39/01 DQ448232 NA COSMOPOLITA TIVIT{L{A] |SIR|E|D|V[{M |K|R|A

*La secuencia de aminoacidos es enumerada a partir del inicio del gen C o prM
Secuencias de este estudio.
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En las secuencias del interdomio de NS3 los cambios observados son: el
genotipo Asiatico/Americano y Cosmopolita presentan Arginina en la posicion 187
con una frecuencia de 1. Las secuencias de Oaxaca y Veracruz tienen Lisina y
Treonina en las posiciones 249 y 250 con una frecuencia de 0.33 y 0.38, siendo la

Lisina 249 exclusivo en las secuencias de aislados de Oaxaca y Veracruz

Analisis filogenéticos.

Para la elaboracién de los analisis filogenéticos se utilizaron las secuencias de
diferentes los fragmentos: la interseccion de los genes C-prM, el interdomino del
gen NS3 y la del gen E ya que son de los mas imformativos para realizar este tipo
de analisis, ademas, debemos considerar que el nimero de secuencias es diferente
para cada uno de los genes (Singh y Seth, 2001; Twiddy et al., 2002; Pires et al.,
2005). Se obtuvieron trece secuencias de la interseccién C-prM y del interdominio
NS3 (7 de aislados de Oaxaca y 6 de aislados de Veracruz), para el caso del gen E

se analizaron 6 secuencias de aislados de Oaxaca y 11 secuencias de clonas
derivadas del aislados MEX_OAX_1656.

El arbol obtenido con las secuencias C-prM muestra que las secuencias de
DENV-2 del brote 2005-06 estan relacionadas a las cepas de las islas del caribe
Cuba, Republica Dominicana y Martinica de los afios 1997 en adelante, mientras que
las secuencias del brote de 2001 del mismo estado estdn relacionados con la cepa
de Jamaica obtenida del brote de 1983 (Cisneros et al., 2006), la que forma un
grupo diferente con secuencias obtenidas en el sur del continente (Brasil y
Venezuela) mostrando un 4% de divergencia entre los dos grupos, con un alto valor
de bootstrap del 94% (Fig. 17A).

Lo mismo ocurre con las secuencias del interdomio del gen NS3 a pesar de
que este fragmento del genoma presenta mas del 95% de identidad. Los pocos

cambios permiten obtener arboles con grupos bien definidos y observamos que las
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secuencias de los aislados de DENV-2 del brote de 2005-6 tienen el mismo
comportamiento que la secuencia C-prM ubicando su origen en las islas del caribe y

formando un grupo diferente al de las secuencias del sur de América (Figura 17B).

La secuencia del gen E es la mas utilizada para analisis de filogenia ya que
existe un mayor numero de secuencias disponibles y nos ofrece una imagen mas
completa de la dispersion del virus. El arbol obtenido con secuencias de los 6
genotipos de DENV-2 muestra que las secuencias de los aislados de Oaxaca 2005-
06, se agrupan dentro del genotipo Asidtico/Americano con secuencias de Yucatan,

Centroamérica y el Caribe (Fig. 18).

Interesantemente el arbol nos revela la existencia de tres grupos de DENV
Asiatico/Americano que generan brotes en la actualidad y que presentan relacion
con su ubicacién geografica, uno es el grupo formado por secuencias de Asia, el
segundo tiene secuencias de Puerto Rico y Sudamérica y el tercero tiene secuencias
del Caribe, Centroamérica y México (Fig. 19, Fig. 20). Las secuencias de DENV-2 del
brote de 2005-06 en Oaxaca y del brote 2001-02 en Yucatan presentan una mayor

identidad entre si y con las reportadas en Centroamérica de los afios 1999 y 2000.
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FIGURA 17. Arboles maxima verosimilitud de DENV-2. A. El 4rbol se elaboro con la secuencia
de la interseccién de los genes C-PRM. Las secuencias de los brotes de los aﬁos 2001-2, tienen un
origen diferente a los de los brotes del 2005-6 de Oaxaca y Veracruz; B. Arbol construido con la
secuencia del interdomio del gen NS3.
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FIGURA 18. Arbol de Maxima Verosimilitud para DENV-2 usando el gen E. Nuestras
secuencias se agrupan en el genotipo Asiatico/Americano. El arbol fue construido por el
metddo de Minima Evolucion.
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FIGURA 19. Arbol de Maxima Verosimilitud del genotipo Asiatico/Americano

utilizando el gen E Se observa que las secuencias de los brotes 2005-06 se agrupan con

secuencias de Centroameérica. El drbol fue construido por el método de Minima Evolucion.
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FIGURA 20. Dispersion del DENV-2, genotipo Asiatico/Americano en el continente

Americano. La llegada de las cepas Asiatico/Americano a México pudo haber sido
Centroamérica.

Las tres secuencias del int—erdominio NS3 de DENV-3 obtenidos de los aislados
MEX_OAX_1043_05, MEX_OAX_1400_05 y MEX_OAX_420_05 provenientes de
Oaxaca, muestran que son genotipo III el cual ha estado circulando en el continente
desde principio de la decada del 2000 y ha generado brotes de DHF en Brasil (Fig.
21). (Twiddy et al., 2002; Zhang et al., 2006).
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FIGURA. 21. Arbol de Maxima Verosimilitud usando las
secuencias del interdomio del gen NS3 de DENV-3. Los aislados
de DENV-3 se agruparon en el genotipo III.

Analisis de la Recombinacidn.

Para determinar la recombinacién en las secuencias de DENV-2, las secuencias del
fragmento Co1)-prM-E-NS1(;400) de seis aislados mas la secuencia de una clona
(MEX_OAX_1656241_05) y 90 secuencias representativas de los diferentes
genotipos de DENV-2 fueron alineados y analizados con los programas RDP3 vy
GARD. Ademas, la secuencia del gen E de los seis aislados, mas la secuencia de 11

clonas (provenientes del aislado MEX_OAX_1656_05) fueron alineados con 180
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secuencias obtenidas de GenBank de los diferentes genotipos y analizadas con los

mismos programas.

El andlisis del fragmento Cio1)-prM-E-NS1 2400y con el programa RDP3
demostro que las secuencias de los aislados MEX_OAX_1038_05 vy
MEX_OAX_1656_05 presentan evidencias de recombinacion por los métodos de
GENECOV  (P-Val=2.467x107°), BOOTSCAN (P-Val=4.289x107°), MAXCHI (P-
Val=1.438x107), CHIMERA (P-Val=3.790x1073), SISCAN (P-Val=1.108x107), y
3SEQ (P-Val=4.478x10""), con tres puntos de entrecruzamiento.

El primer punto de entrecruzamiento para los aislados MEX_OAX_1038_05 y
MEX_OAX_1656_05 esta localizado en los nucledtidos 499 y 512 respectivamente,
el segundo punto se encuentra entre los nucledtidos 868 y 826 respectivamente, y
el tercer punto de entrecruzamiento fue localizado en el nucledtido 2239 en ambas
secuencias, de forma consistente. (Fig. 22 A-B). El analisis con GARD, localizd los
puntos de entrecruzamiento en los nucledtidos 498, 828 y 2226 en ambas

secuencias (Fig. 22C).

Las regiones recombinantes se localizaron en las intersecciones de los genes
de las proteinas prM-M y la interseccion de los genes M-E y la segunda region
recombinante inicia en la interseccion de los genes E-NS1 (Fig. 22D).
-Interesantemente, observamos que la cepas parentales fueron las secuencias de la
clona MEX_OAX_1656_05_ C241 y la cepa INDI_ GWL_ 102 01 del genotipo
Cosmopolita, (numero de acceso al GenBank DQ448235). (Fig. 22).
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FIGURA 22. Determinacion de los puntos de entrecruzamiento para las secuencias
MEX_OAX_1038_05 y MEX_OAX_1656_05. A. Grafico de similitud obtenido con el método de
BOOTSCAN para la secuencia MEX_OAX_1038_05; B. Grafico de similitud para la secuencia
MEX_OAX_1056_05; C. Puntos de entrecruzamiento determinados por c-AIC para las dos
secuencias recombinantes; D. Ubicacion de las regiones recombinantes en el genoma de DENV. La
secuencia MEX_OAX_1656_05_C241 e INDI_GWL102_01 fungieron como secuencias parentales. El
numero de cada nucledtido es determinado por su posicion en nuestra secuencia, la cual empieza
en el nucledtido 91 del gen C.

Los arboles de filogenia construidos por GARD con los diferentes fragmentos
muestran que las secuencias de los aislados MEX_OAX_1038 05 y
MEX_OAX_1656;05, de los nucledtidos del 1 al 497 se agrupan en el genotipo
Asiatico/Americano (Fig. 23A) y del 498 al 828 se agrupan en el genotipo
cosmopolita (Fig.23B), y de los nucleétido 829 al 2222 de nuevo se agrupa con el
genotipo Asiatico/Americano(Fig. 23C), finalmente en el segmento del nucledtido
2223 al 2310 la secuencias vuelven a agruparse con el genotipo Cosmopolita
(Fig.23D).

57



Los nucledtidos de los aislados MEX_OAX_1038_05 y MEX_OAX_1656_05
relacionados con la combinaciéon se alinearon con las secuencias parentales
MEX_OAX_1656_05_C241 y INDI_GWL_102_01, y se pueden observar claramente

los cambio de identidad de la secuencia recombinante (Fig. 24).

1int-497nt

829nt-2223nt 2224nt-2310nt

FIGURA 23. Analisis de recombinacion mediante el analis filogenético de las
secuencias de los aislados MEX_OAX_1038_05 y MEX_OAX_1656_05. Los
arboles de Méxima Verosimilitud se elaboraron con las secuencias de las regiones no-
recombinantes y recombinantes provenientes de los aislados MEX_OAX_1038_05 vy
MEX_OAX_1656_05 (*).
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FIGURA 24. Alineamiento de la regién recombinante de los
aislados MEX_OAX_1038_05 y MEX_OAX_1656_05 con las
secuencias parentales. (1) Puntos de entrecruzamiento de la
secuencia MEX_OAX_1038_05 determinada por BOOTSCAN; (*)
Puntos de entrecruzamiento para la secuencia MEX_OAX_1656_05
determinados con el mismo programa; (e) Puntos de
entrecruzamiento determinados por GARD para ambas secuencias.
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Las 10 clonas del gen E obtenidas del aislado MEX_OAX_ 1656 05 mas las
secuencias del aislados fueron analizadas usando el programa RDP3 y GARD. La
secuencia de la clona MEX_OAX_1656_05_C07 presentd evidencias de
recombinaciéon por los métodos GENECOV (P-Val=7.356x10-7), BOOTSCAN (P-
Val=1.378x10-5), MAXCHI (P-Val=1.764x10-3), CHIMERA (P-Val=1.392x10-4) y
3SEQ (P-Val=4.478x10-4).
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FIGURA 25. Puntos de entrecruzamiento del gen E de la clona
MEX_OAX_1656_05_C07. A) Grafico de similitud obtenido por el
método de BOOTSCAN; B) Puntos de entrecruzamiento obtenidos usando
c-AIC. Las secuencias de las clonas MEX_OAX_1656_05_C17, y MEX_95
son las secuencias parentales.
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Los analisis mostraron dos puntos de entrecruzamiento. El primer punto de
entrecruzamiento obtenido por RDP3 fue localizado en el nucledtido 906 de la region
codificante, el seqgundo punto de entrecruzamiento fue localizado en el nucleétido
1038 (Fig. 25A). ElI programa GARD confirmé la presencia de dos punto de
entrecruzamiento y localizé al primer punto en el nucledtido 906 y al segundo en el
nucledtido 1047 (Fig. 25B).

Los arboles de Maxima Verosimilitud construidos con los fragmentos
recombinantes y no recombinantes de la clona MEX_OAX_1656_05_C07, muestran
que de los nucledtidos 1 al 905 se agrupa en el genotipo Asiatico/Americano, pero
de los nucledtidos 906 al 1047 cambia al genotipo Americano y finalmente de los
nucledtidos 1048 al 1485 la secuencia se agrupa nuevamente en con las secuencias

del genotipo Asidtico/Americano (Fig. 26).

| V272

Cos  ynt-905nt At 906nt-1047nt 1048nt-1485n

FIGURA 26. Analisis de recombinaciéon por filogenia de la secuencia
MEX_OAX_1656_05_C07. Arboles de maxima verosimilitud donde se observa el cambio
de la secuencia MEX_OAX_1656_05_C07(+) del genotipo Asidtico/Americano al genotipo
Americano en la region recombiante.
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Los nucledtidos del fragmento recombinante se observan en el alineamiento
de las secuencias de la clona MEX_OAX_1656_05_C07, y las secuencias parentales
MEX_OAX_1656_05_C17 y MEX_95 (Figura 27).
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FIGURA 27. Alineamiento de la secuencia recombinante
MEX_OAX_1656_05_C07 con las secuencias parentales. Los puntos de
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determinados por GARD estan marcados con (e).



DISCUSION

El DEN es una enfermedad endémica en México razon por la cual es de suma
importancia su estudio desde el punto de vista epidemiologico y molecular,
incluyendo todos aquellos factores que puden contribuir a la virulencia del virus.

En el caso del DEN no solo se tiene la contribucién del virus sino ademas las del
vector y las del hospedero humano.

Si pudieramos romper el ciclo de este virus mediante la erradicacion del mosquito,
definitivamente eliminariamos las epidemias producidas por este virus. Hace
algunos afios la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), condujo una
campaiia de erradicacion del mosquito Ae. aegypti con el objetivo de eliminar los
casos de fiebre amarilla en América. Sin embargo, el mosquito no fue eliminado en
su totalidad ni del sur de los EUA ni del Caribe, razon por la cual el mosquito
nuevamenste se disperso y en la actualidad tenemos el problema de las epidemias
por dengue en el Sur de EUA, en México, Centroamérica y Sudamérica. El mosquito
Ae. aegypti sin embargo se elimino en la mayor parte de America entre los afios de
1947 hasta 1970. Consequentemente y debido a que en el sur de los Estados
Unidos no fue erradicado y a que las campafias de erradicacidon en el pais se
relajaron progresivamente, el mosquito Ae. aegypti reaparecid en todas las costas
del México y a la mayoria de los paises tropicales y subtropicales del continente

Americano.

El primer brote de DEN que hubo en México ocurrié en 1978 causado por
DENV-1 y la epidemia se propagd por todo el pais. Posteriormente los primeros
informes de brotes por el DENV-2 fueron en 1981 y 1984, con 30.000 y 23.000
casos, respectivamente. En 1984 hubo 8 casos de DHF y 4 muertes asociadas con
DENV-4. En 1989 se reportaron cuatro casos de DHF y una muerte; en 1991 se
reportaron dos muertes. DENV-1, -2 y -4 fueron aislados en diferentes sitios en
1994, mientras que DENV-3 fue reportado hasta 1995. Los cuatro serotipos DENV-
1, -2, -3y -4 fueron aislados en 1997 (http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/).
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Los datos muestran que, incluso cuando los cuatro serotipos DENV estuvieron
co-circulando en México durante estos brotes, los casos de DHF fueron poco
frecuentes, lo que sugiere que la circulacién simultidnea de varios serotipos
(hiperendemicidad) no es suficiente para causar epidemias con un gran nimero de
casos de DHF (Watts et al., 1999). Interesantemente, a partir de la introduccion en
México del DENV-2 genotipo Asiatico/Americano a principios de la década del 2000
se ha observado un aumento en los casos de DHF con respecto a los casos de DF
(Fig. 12) y pone a México como un pais en riesgo de sufrir brotes graves (Cuddehe
2009), sin embargo, para entender este aumento de mejor forma, hay que tomar
en cuenta también los factores demograficos, ambientales, (Escobar-Mesa et al.,
2003) culturales (Caballero-Hoyos et al., 2006) y politicos
(http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/).

El comportamiento de este aumento en México es muy semejante a lo que
ocurre en Tailandia, donde tres genotipos de DENV-2 han circulado, pero sélo los
virus de genotipo Asiatico I han sido muestreados en casos de DHF en la poblacién
desde 1991 (A-Nuegoonpipat et al., 2004).

En México la deteccion den DENV se ha implementado por Secretaria de
Salud mediante la prueba comercial Mac-ELISA (Cisneros et al., 2004; Navarrete et
al., 2005; Ramirez-Zepeda et al., 2009), mientras que los pacientes que presentan
cuadros clinicos de DHF son evaluados exclusivamente por IgG-ELISA. Estos
métodos no son 100% seguros, por lo que generan una sub-evaluacidon de los.
casos, ademas de que con estos métodos no se determinan los serotipos ni los
genotipos circulantes en México, lo que es muy importante para predecir los
cuadros clinicos de los pacientes con la enfermedad. Asimismo, le permite al médico
decidir cual sera el seguimiento del paciente ya que se ha descrito en la literatura
que existe una relacion entre el serotipo y el genotipo con la gravedad de la
enfermedad. Estos datos también son importantes para determinar la distribucion,

dispersion, distribucion geografica y su evolucién.

64



Un diagnostico oportuno del serotipo y genotipo puede ayudar al seguimiento
riguroso de los pacientes afectados y posiblemente ayudaria a evitar el desarrollo de

cuadros graves de dengue y la muerte.

La técnica de RT-PCR es el método recomendable para diagnosticar el
serotipo de cada muestra de DENV (Fig. 13). Nuestros resultados muestran que
DHF se asociéo a DENV-1 y -2 y en uno de los casos encontramos ambos serotipos
(Tabla 1). Curiosamente, no observamos ningtin caso de DHF asociado con DENV-3,
como en otros estudios epidemioldgicos en México
(http://salud.tamau]ipas.gob.mx/epidemiologia/pdPS/MANUAL—DENGUE%202006.pdf).

Recientemente, DENV-3 ha sido aislado en Brasil, pero su asociacion con DHF no ha
sido claramente establecido (Pires et al., 2003). En cambio, DENV-3 se asocié con
un brote de DHF en Cuba (Alvarez et al., 2006).

De las muestras analizadas el 72% fueron de pacientes con DENV-2, el 18%
fueron DENV-1, el 8% fueron DENV-3 y el 2% fueron DENV-4 (Fig. 14). La
frecuencia de los diferentes serotipos en estos brotes para ambas entidades es
similar, siendo el DENV-2 el serotipo mds representado en las muestras sequido del
DENV-1 y el DENV-3, finalmente del DENV-4 solo se registré en Oaxaca (Fig. 14) lo
cual presenta evidencias de que el brote es muy similar en todo el Pais.

Algunas de las muestras con DENV-2 se secuenciaron para determinar su
genotipo, el cual resultd ser exclusivamente Asiatico/Americano (Fig. 18) lo que nos
hace pensar que este genotipo ha sustituido al genotipo Americano predominante
en México hasta antes del 2001 (Diaz et al., 2006).

De las muestras de DENV-3 que se secuenciaron, todas resultaron ser

genotipo III (Fig. 22) el cual ha sido reportado con mayor frecuencia en el

continente Americano (Messer et al., 2003).
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Despues de determinar los serotipo y genotipos en los aislados de Oaxaca vy
Veracruz, consideramos de suma importancia determinar si existian marcadores
geneticos especificos de genotipo y de sitio geografico. Se observo claramente que
hay cambios especificos de genotipo y the region geografica. Estos cambios
observados en las secuencias de los DENV pueden ser debido a la adaptacion tanto
a los mosquitos como a los hospederos vertebrados de cada drea geografica. Esto
podria estar favoreciendo la habilidad del virus para infectar tanto a Ae. aegypti
(Armstrong y Rico-Hesse, 2003), como a su hospedero humano cuando interacciona
con los receptores celulares de los hospederos (Mufioz et al., 1998; Mercado-Curiel
et al., 2006) provocando un intenso proceso de seleccién o competencia entre los
diferentes serotipos de DENV (Pepin et al., 2008).

Con relacion a esto, se sugiere que los genotipos de origen Asiatico son mas
eficientes que el genotipo Americano porque infectan mejor a los mosquitos
vectores (Armstrong y Rico-Hesse, 2003) ocasionando que su dispersion sea mas
rapida hacia nuevos nichos, y por otro lado, estadn relacionadas con un mayor
numero de casos de DHF, mientras que las cepas del genotipo Americano tienen
una menor capacidad de infectar mosquitos (Rico-Hesse, 1990; Rico-Hesse, 2003),
ademas estan relacionados solo con casos de DF (Watts et al., 1999; Zhang et al.,
2006).

A pesar de estas evidencias, los cambios que presentan en la secuencia de
aaminoacidos no parecen tener relacion directa con la virulencia del DENV, aunque
si con la adaptaci6 del virus con sus hospedero mosquito y humano. Por otro lado
los cambios especificos de aa pueden usarse como marcadores de genotipo el cual
si tiene relacion con el numero de casos de DHF presente en cada brote y con el
area geografica en la que se localiza el virus. La deteccion del genotipo puede
ayudar a determinar si el DENV que se detecta tiene mayor o menor potencial para

generar DHF.
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Resumiendo estos cambios especificos en las secuencias de aminoacidos de la
region del interdominio C-prM vy el interdomio de NS3 (Fig. 16) observamos en el
genotipo Americano a la Lisina y Treonina en las posiciones 28 y 31 de la proteina
prM que sustituyen a los aminoacidos &cido Glutdmico y Valina presentes en otros
genotipos y que se ha intentado relacionar con su baja virulencia (Leitmeyer et al.,
1999).

En la tabla 4 observamos que la Valina en la posicién 106 de la proteina C el
cual sustituye a una Isoleucina, solo se encuentra en secuencias del genotipo
Asiatico/Americano, reportadas desde 1997 en el Caribe, Centroamérica y México
(Bennett et al., 2006). En un arbol de filogenia las secuencias con este cambio se

agrupan entre si, la Valina 106 puede se usado como marcador de subgenotipo.

La NS3 es una proteina multifuncional que posee dos dominios cataliticos, (un
dominio de Serinproteasa y uno de Helicasa) y una regién de interdominio que
funciona como una unién (linker) entre los dos dominios. La secuencias del gen NS3
obtenidas de las muestras incluyen al linker y parte del dominio de helicasa, el cual
forma los bucles del sitio de unién a ATP necesario para que el complejo de
replicacion inicie la polimerizacién de un nuevo genoma viral (Lou et al., 2008).
Ademas esta zona esta implicada en la flexibilidad entre los ambos dominios de NS3
(Rosales-Leon et al., 2007; Luo et al., 2008).

No se sabe la importancia del cambio en la posicién 250 de la proteina NS3,
cambia de Alanina que es una aminodcido apolar por una Treonina que es una
aminoacido polar, en la conformacion del dominio de helicasa, cambio que también
se encontro en la secuencia de la cepa de China04/85, por lo que se necesitan hacer

mas estudios para conocer si este cambio afecta a la virulencia del DENV.

Todas las diferencias en las secuencias de aminodcidos por supuesto se
refleja tambien en las secuencias de los acidos nucleicos, lo cual puede ser evaluado

a traves de los analisis filogenéticos, los cuales nos agruparan las secuencias de los

67



aislados conforme a su genotipo. Para estos analisis se tomaron en cuenta
diferentes fragmentos de las secuencias obtenidas de los aislados de DENV-2,
analizando de forma independiente la interseccién entre los genes C-prM; el
interdominio de NS3 y el gen E. Las secuencias de los aislados de Oaxaca y
Veracruz siempre se agruparon dentro del genotipo Asidtico/Americano (Fig. 17-
19). Sabemos que este genotipo esta relacionado con brotes de DHF (Rodriguez-
Roche et al., 2005; Thein et al., 1997; Watts et al., 2003). En el continente
Americano se observa con toda claridad que existen dos subgrupos dentro del
genotipo Asiatico/Americano, uno en Sudamérica y el Caribe y otro en centro y

Norteamérica (Fig. 19).

El primer reporte donde se detecté al DENV-2 genotipo Asidtico/Americano
para el estado de Oaxaca (Cisneros et al., 2006; Cisneros et al., 2004) fue en
aislados provenientes del brote ocurrido en 2001, los analisis filogeneticos ubican a
estos aislados agrupados con la cepa de Jamaica de 1983, la cual es muy similar a
las cepas que originaron los primeros brotes en Cuba y el Caribe de 1981 (Fig.17A),
sin embargo, las secuencias obtenidas de los aislados de Oaxaca y Veracruz de los
brotes del afno 2005, se agrupan con secuencias de cepas que generaron brotes en

el Caribe y centroamérica en los afos de 1997 en adelante (Fig.17A).

Al analizar la secuencia del gen E observamos que las secuencias de los
brotes 2005-06, estan relacionadas con las las cepas de Yucatan de 2002 y con
cepas reportadas en Centroamérica entre los afios 1999-2002, que con las cepas de
Oaxaca de 2001 (Fig. 18,19) y aunque en apariencia las cepas de DENV-2 de los
brotes 2005-06 se introdujeron por Centroameérica, la falta de datos no permite una
afirmacion contundente, dejando la posibilidad de que se hayan introducido de Cuba
a Yucatan directamente. En la Fig. 20 podemos observar hipotéticamente y con los

datos que se generaron de este estudio la dispersion del Dengue 30 afios.

La presencia de diferentes cepas de DENV-2 genotipo Asiatico/Americano en

un periodo de 5 anos pone de manifiestos que en el pais continuamente se estan
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sustituyendo las cepas de DENV. Este fendmeno de continua sustitucién de las
cepas de DENV es comun en los lugares en donde la enfermedad es endémica, pero
solo el andlisis longitudinal de las muestras a través del tiempo evidencia como los
linajes de DENV persisten por un periodo de tiempo y luego desaparecen (Wittke et
al., 2002; Salda et al., 2005; Zhang et al., 2005), de tal manera que es muy dificil
encontrar las mismas cepas durante un periodo de tiempo relativamente largo,
aproximadamente cada 6 afios surge una cepa que sustituird a las existentes, con
un alto potencial de generar brotes epidémicos (Vasilakis y Weaver, 2008). La
gravedad de las manifestaciones clinicas depende de la dispersién viral y puede
tener una participacion significativa en el nimero de casos graves por la
introduccion de nuevas cepas que afectan a las poblaciones en riesgo (Bennett et
al., 2003; Zhang et al., 2005).

Los analisis de filogenia demuestran que el Caribe es una regiéon donde el
DENV-2 genotipo Asiatico/Americano presenta una mayor variabilidad (Uzcategi et
al., 2001; Bennett et al., 2006) que se manifiesta en un mayor nimero de cambios

de aminoacidos (Tabla 4).

El genotipo III de DENV-3 detectado en este estudio es comun en América y
esta asociado a brotes de DHF en Asia, el Caribe y Sudamérica (Messer et al., 2003;
Thu et al., 2004; Gittens-ST y Clarke-Greenidge, 2008; Tomashek et al., 2009; Shu
et al., 2009), sin embargo, en las muestras analizadas ninguno de los aislados se
asocio a DHF.
Finalmente para completar nuestro analisis nos enfocamos ahora a el estudio de las
recombinantes en el DENV. Dentro de los estudios previos reportados en la
literatura ya existe evidencia de recombinacién en poblaciones naturales,
incorporando este fendmeno a los mecanismos virales para generar variabilidad
genética (Holmes et al., 1999; Worobey et al., 1999; Tolou et al., 2001; Twiddy et
al., 2002; Schreiber et al., 2009). Este fendmeno se ha reportado en diferentes

Flavivirus entre los que se encuentra el virus de la hepatitis C (HCV), el virus de la

69



diarrea bovina (DBV), el virus de la encefalitis Japonesa (JEV), y el virus de la
encefalitis de San Louis (SLEV) (Worobey et al., 1999; Twiddy et al., 2002; Legrand
et al., 2007).

La mayoria de los reportes de recombinacion estan relacionados con DENV-1
(Tolou et al., 2001; Craig et al., 2003; Aaskov et al., 2007) y solamente uno para
DENV-2 (Worobey et al., 1999; Twiddy et al.,, 2002; Craig et al.,, 2003). La
recombinacion se detecta con mayor frecuencia en el gen E, ademas de ser la
proteina mads estudiada. Algunos autores sugieren que esta proteina esta mas
sujeta a presion por seleccion natural y presenta una mayor variabilidad, la cual

ayuda a detectar la recombinacion entre secuencia homologas.

Por otra parte, la recombinacion también ha sido detectada en otros puntos
del genoma del DENV (Tolou et al., 2001; Askov et al., 2007), es por esto que se
analizaron las secuencias obtenidas del fragmento Cg1)-prM-E-NS1(;400) de 6
aislados, mas una clona de esta region del aislado MEX_OAX1656_05, y de forma
independiente, se analizaron las secuencias del gen E de estos 6 aislados, mas diez
clonas de éste gen, obtenidas del aislado MEX_OAX1656_05.

Es comuin que cada método de andlisis arroje un nimero diferente de puntos
de entrecruzamiento 6 que la ubicacion de éstos a lo largo de la secuencia analizada
sea muy diferente (Martin et al., 2005), es por eso que los puntos de
entrecruzamiento mas consistentes entre los diferentes métodos sean los
reportados.

Los analisis de recombinacion de las secuencias Co1)-PrM-E-NS1 2400y de los
aislados MEX_OAX1038_05 y MEX_OAX1656_05 presentaron evidencias de
recombinacion con tres puntos de entrecruzamiento de forma muy similar entre las
dos cepas, (Fig. 23A-C) a pesar de que cada aislado proviene de una ciudad
diferente de Oaxaca (Fig. 21). La identificacion de estas cepas recombinantes, nos

hace pensar que tienen un origen comun y ponen en evidencia que la recombinacién
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en el DENV, es capaz de generar progenie capaz de ser seleccionada, mantenerse y
dispersarse, formando parte de las variantes en las poblaciones de DENV (Worobey
et al.,, 1999; Twiddy et al., 2002: Craig et al., 2003).

Las secuencias de los aislados MEX_OAX1038_05 y MEX_OAX1656_05 son
secuencias Asiatico/Americanas que tienen insertados fragmentos de una secuencia
de genotipo cosmopolita, similar a la secuencia INDI_GWL_102 01 (secuencia
donadora) reportada en la India. Los anadlisis de filogenia para las secuencias de los
aislados MEX_OAX1038_05 y MEX_OAX1656_05 muestran como estas secuencias
se agrupan en el genotipo Asiatico/Americano o Cosmopolita, dependiendo de los

fragmentos limitados por los puntos de entrecruzamiento (Fig. 24A-D).

Por otro lado, al realizar el analisis de recombinacion a las secuencias del gen
E de las 10 clonas obtenidas del aislado MEX_OAX_1656_05 observamos que la
clona MEX_OAX_1656_05_C07 presentaba evidencias de recombinacién (Fig. 26).
Interesantemente la cepa donadora en esta ocasion era del genotipo Americano
(MEX_95), el cual es el genotipo que presenta mayor divergencia entre los
diferentes genotipos del DENV-2. Es la primera vez que se detecta secuencias

recombinantes que tienen inserciones de este genotipo (Figure 25A-B).

La insercion de la secuencia MEX_95 en la secuencia recombinante genera
dos puntos de entrecruzamiento localizados en los nucleétidos 906 y 1038
determinado por RDP2 (Fig. 26A, 26B) la mayor similitud de los resultados entre los
diferentes métodos dan una mayor solidez a nuestros analisis. Es importante hacer
notar que al ser mas divergentes las cepas parentales los cambios de identidad se

pueden observar mejor (Fig. 27, 28).
Al igual que en reportes anteriores los datos obtenidos en estos analisis no

muestran la existencia de un punto caliente de recombinacion (Holmes et al., 1999;
Amanda et al., 2000; Tolou et al., 2001; Craig et al., 2003; Aaskov et al., 2007) y
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no permiten deducir el mecanismo por el cual ocurre la recombinacion en el DENV

como ha sido descrito para otros virus (Kalinina et al., 2004; Galli et al., 2008).

Los resultados obtenidos no permiten inferir si la recombinacién observada
influye sobre la virulencia del DENV o como este fenomeno podria afectar el
desarrollo de vacunas contra el DENV. Porque para conocer si una cepa
recombinante de DENV modifica su virulencia, es necesario desarrollar modelos

animales que permitan medirla, los cuales hasta ahora no existen.

Podemos especular, con muchas reservas, sobre como este fendmeno puede
aumentar o disminuir la virulencia del DENV basandonos en lo que ocurre en otros
virus de ARN como los poliovirus (Georgescu et al., 1994; Rakoto-Andrianarivelo et
al., 2008), los virus de la influenza (Ghedin et al., 2009) o el HIV (Carobene et al.,
2009). Un ejemplo dramatico es lo ocurrido con la vacuna contra el poliovirus, la
cual perdi6 el fenotipo atenuado por recombinacién con cepas silvestres circulantes,
resultando en la generacion de un nuevo fenotipo que produce una paralisis aguda
en ninos (Rakoto et al., 2008).

Uno de los factores que ha influido para que ocurra recombinacion en DENV
es la co-circulacién de diferentes serotipos y genotipos en una misma zona
geografica (Judo et al., 1998; Shafikhani, 2002; Gardella-Garcia et al., 2008), lo
que aumenta la probabilidad de co-infeccion de diferentes serotipos o genotipos ya
sea en el mosquito o en los humanos (Craig et al., 2003; Gardella-Garcia et al.,
2008; Aaskov et al., 2007). Con estos estudios evidenciamos de forma indirecta la
circulacion de cepas del genotipo Americano (Bennett et al., 2006),
Asiatico/Americano (Gardella-Garcia et al., 2008) y Cosmopolita (Lorofio-Pino et al.,
2004) en México durante los brotes del 2005-2006 en Oaxaca.

La epidemiologia molecular es una tema que esta evidenciado su utilidad, en
caso de DEN ha permitido saber que cepas virales son las causantes de brotes de

diferentes brotes, cuales son los cambios que probablemente les permiten causar un



brote y hace extrapolaciones, pues ahora sabemos que cada 6 afios surge una cepa
con potencial para generar epidemias importantes alrededor del mundo. También
nos permite conocer que tan frecuente estdn ocurriendo fendmenos como la
recombinacion y que tan importante es éste fenémeno para la evolucion del virus y
del brote.

Nuestro estudio pone en evidencia que en México es necesario implementar
medidas de control del vector de manera local y de manera particular tener un
mejor sistema de deteccion de plagas e insecto en los puertos de entrada al pais ya

que los vectores utilizan los medios de transporte para dispersarse.

73



CONCLUSIONES

Durante los brotes de DEN en Oaxaca en 2005-06 se encontraban circulando
DENV-1, -2 y -3. En Veracruz durante el brote de 2006 circularon DENV-1, -
2, =3 ¥ =4,

DENV-1 y DENV-2 estuvieron presentes en casos de DHF, ademds, un de
caso de DHF presento la infeccion con los dos serotipo.

La cepa DENV-2 es genotipo Asiatico/Americano y las secuencias de los
aislados de Oaxaca y Veracruz comparten cambios con secuencias reportadas
para el Caribe, Centroamérica y México que pueden usarse como marcadores
de genotipo.

Los analisis de filogenia demuestran que probablemente la cepa DENV-2
genotipo Asiatico/Americano del brote de 2005-06 se introdujo a México ya
sea por Centroamérica o por Cuba.

Se detectd la recombinaciéon de dos secuencias de los aislados obtenidos de
diferentes individuos de DENV-2 genotipo Asidtico/Americano y también en
secuencias obtenidas a partir de un solo individuo.

Al encontrar aislados recombinantes en diferentes ciudades de Oaxaca, con
recombinacion muy similar evidencian que estas cepas se mantienen y
dispersar en el Pais.

Los datos obtenidos en este trabajo permiten relacionar la presencia del
genotipo Asidtico/Americano y la recombinacidon con un incremento en la
proporcion de casos de DHF comparado con los casos de DF. Aunque seran
necesarios otros estudios con un numero mayor de casos para poder hacer
una relacion estadistica entre el incremento de los casos de DHF y la

presencia de los diferentes genotipos o de la recombinacion.
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Abstract

Background: Dengue (DEN) is an infectious disease caused by the DEN virus (DENV), which
belongs to the Flavivirus genus in the family Flaviviridae. It has a (+) sense RNA genome and is mainly
transmitted to humans by the vector mosquito Aedes aegypti. Dengue fever (DF) and dengue
hemorrhagic fever (DHF) are caused by one of four closely related virus serotypes (DENV-I,
DENV-2, DENV-3 and DENV-4). Epidemiological and evolutionary studies have indicated that host
and viral factors are involved in determining disease outcome and have proved the importance of
viral genotype in causing severe epidemics. Host immune status and mosquito vectorial capacity are
also important influences on the severity of infection. Therefore, an understanding of the
relationship between virus variants with altered amino acids and high pathogenicity will provide
more information on the molecular epidemiology of DEN. Accordingly, knowledge of the DENV
serotypes and genotypes circulating in the latest DEN outbreaks around the world, including
Mexico, will contribute to understanding DEN infections.

Results: |. We obtained 88 isolates of DENV, 27 from Oaxaca and 61 from Veracruz. 2. Of these
88 isolates, 16 were serotype |; 62 serotype 2; 7 serotype 3; and 2 serotype 4. One isolate had 2
serotypes (DENV-2 and -1). 3. Partial nucleotide sequences of the genes encoding C- prM (14
sequences), the NS3 helicase domain (7 sequences), the NS5 S-adenosyl methionine transferase
domain (7 sequences) and the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) domain (18 sequences)
were obtained. Phylogenetic analysis showed that DENV-2 isolates belonged to the Asian/
American genotype. In addition, the Asian/American genotype was divided into two clusters, one
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containing the isolates from 2001 and the other the isolates from 2005-2006 with high bootstrap

support of 94%.

Conclusion: DENV-2 was the predominant serotype in the DF and DHF outbreak from 2005 to
2006 in Oaxaca State as well as in the 2006 outbreak in Veracruz State, with the Asian/American
genotype prevalent in both states. Interestingly, DENV-1 and DENV-2 were the only serotypes
related to DHF cases. In contrast, DENV-3 and DENV-4 were poorly represented according to
epidemiological data reported in Mexico. We found that isoleucine was replaced by valine at
residue 106 of protein C in the isolates from these 2005-2006 outbreaks and in those from the
1997, 1998 and 2001 outbreaks in the Caribbean islands. We suggested that this amino acid change
may be used as a signature for isolates arising in the Caribbean islands and pertaining to the Asian/
American genotype. Other amino acid changes are specific for the Asian/American, Asian and

American strains.

Background

DF and DHF/DSS are mosquito-borne infectious diseases
transmitted by the vector Ae. Aegypti and have become a
major global health concern. This mosquito vector is
endemic in several regions of Mexico, especially the South
Pacific Coast [1-3]. DF and DHF/DSS occur in tropical and
sub-tropical regions around the world, predominantly in
urban and suburban areas. The illness is endemic in more
than 100 cities in Africa, America, the Mediterranean
region and Southeast Asia [4]. Fifty million people are
infected every year; approximately 500,000 of them are
hospitalized and between 5% and 15% die [5]. This viral
illness is characterized by a sudden onset of symptoms
including high fever, severe headaches, extreme myalgias
and arthralgias, retro-orbital pain, anorexia, gastrointesti-
nal disturbances, exanthema, nausea and vomiting; a rash
may appear three or four days after the fever begins [6,7].

The infection caused by any of the four serotypes of DENV
confers specific permanent immunity to the virus but does
not protect against the other serotypes |8]; however, short-
term cross-immunity against the other three serotypes has
been reported |9]. People living in an endemic area can be
infected with any of the four serotypes of DENV and can
even be simultaneously infected by two serotypes [10].
The relevance to pathology of the serotype and genotype
of the infecting strain has been described several times
[11-13].

The increase in the number of DHF and DSS cases world-
wide is not fully understood. It was first explained by
mutations making DENV more virulent, but this hypoth-
esis has not been supported. Then, the "secondary infec-
tion" or "immune enhancement” hypothesis was
proposed to explain the increased virulence of DENV in
patients with secondary infections. This hypothesis is still
favoured [14]. However, observations in Southeast Asia,
some Pacific islands and the Americas are not consistent
with it, so it has been modified several times. Advances in
molecular biology have led to the recognition that some

viral strains are more virulent than others [11-13]. The
introduction of DHF into Cuba in 1981 was linked to the
arrival of a Southeast Asian strain of DENV-2 on the island
[15]. Subsequently, an extended outbreak of DHF/DSS
occurred in Venezuela and Mexico, and this was linked to
the introduction of the same Southeast Asian strain of
DENV-2 [16,17]. Furthermore, a major epidemic of DF
due to DENV-2 with the American genotype was reported
in Peru in 1995, about 5 years after an epidemic of DENV-
1 [18]. The American DENV-2 genotype strains may have
lacked the properties necessary to cause severe disease.
The American genotype has been associated with mild dis-
ease (DF), while the Southeast Asian genotype coincided
with the appearance of DHF on the American continent
[11]. On this basis, viral virulence and immune responses
have been considered two major factors in the pathogen-
esis of DHF.

Early phylogenetic studies organized DENV sequences
into clusters on trees and classified them into a series of
genotypes or subtypes [19-22]. Within DENV-2, six geno- _
types have been proposed, five of which occur in humans
[22,23]. Although the Asian/American genotype origi-
nated in Southeast Asia and spread to the Americas in the
early 1980s |22], the strains phylogenetically classified as
Asian 1 and Asian 11 are currently restricted to Southeast
Asia [24]; the American genotype is mostly found in the
Americas and its frequency is now decreasing; and the
Cosmopolitan genotype is widely distributed across the
tropical and subtropical world |24,25]. DENV-1 consists
of five subtypes (1-V) | 22]. The DENV-3 and -4 viruses are
currently classified into four and two genotypes, respec-
tively [19,20].

As mentioned above, DENV genotypes differ in virulence,
including their human pathogenicities and epidemic
potential. Therefore, phylogenetic studies were conducted
to determine the epidemic potential of DENV isolates
from Veracruz and Oaxaca. These studies were carried out
using partial sequences of the genes encoding C-prM, NS5
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and NS3. C and prM were chosen because they represent
a region that is commonly analyzed in studies of the
molecular epidemiology of DEN [17,26]. NS5 and NS3
are important because they may be useful for determining
the genotype and may help us to establish additional spe-
cific genetic markers. Also, NS5 has more nucleotide sub-
stitutions [27] and five of the eight amino acid differences
between the American and Asian genotypes are located in
the N terminus of this protein [12]. The RdRp of NS5 is
crucial for viral RNA replication. NS5 also contains an
MTase domain that is essential for the interaction with
RdRp required for virus replication and/or infectivity [28].
In addition, NS5 has been used thoroughly in studies of
flavivirus phylogenies [29,30].

The interdomain (linker) region 169-179 of NS3 and the
two loops that encircle the entrance of the ATP binding
pocket [31] were also studied because of the role of this
protein in virus replication. This region has also been
implicated in the intrinsic flexibility that couples move-
ments between the NS3 protease and helicase domains
[32].

In summary, phylogenetic and genetic analyses of Oaxaca
and Veracuz virus isolates reveal the putative geographic
origins of the viruses and potential molecular determi-
nants of virulence.
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Results

Virus isolation and serotyping

The Mac-Elisa test has been implemented by the Ministry
of Health in Mexico for diagnosing DENV infections [33].
Patients whose clinical reports show symptoms of DHF
are exclusively evaluated using an 1gG-ELISA kit. Reported
cases are under-notified and the circulating serotype is not
widely known. Analysis of the circulating serotype is
important since it has been observed that DEN cases in
Mexico are increasing annually (Figure 1). This Figure also
shows that the percentage of DHF cases has increased in
comparison to DF cases [34].

The serotypes of 88 DENV samples from different sites in
Oaxaca and Veracruz States, Mexico (Figure 2) were eval-
uated and the results are shown in Figure 3. Serotyping
was performed by RT-PCR using the RNA obtained from
isolates in C6/36 cells; each test to determine serotype was
repeated at least twice. C6/36 cells were chosen because
the nucleotide sequence of the virus genome is conserved
[35,36].

Out of 27 isolates from Oaxaca, 18 were diagnosed with
DHEF; 12 were serotype 2 and six were serotype 1 (Table 1).
Among the 61 isolates obtained from patient sera in Ver-
acruz State, fifteen with DHF were serotype 2, two were
serotype 1 and the isclate VER/MEX013A/06 showed both
serotypes 1 and 2.
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Epidemiology of DEN in Mexico (2000-2006). The numbers of DF and DHF cases were obtained from CENAVECE [34].

The total numbers of DF and DHF cases in Oaxaca and Veracruz states are compared with the numbers in Mexico as a whole.
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Figure 2

Mexican and Caribbean region map. The virus sample collection sites for the 13 isolates that were sequenced from Oax-
aca and Veracruz States are shown in addition to the sites of origin of the GenBank sequences from the strains used in this
phylogenetic study. These strains are from Caribbean countries and are grouped in the same branch as the sequences of our

isolates corresponding to the Asian/American genotype.

Out of a total of 52 isolates with DF, 35 were serotype 2,
seven serotype 3, eight serotype 1 and two serotype 4
(Table 1). Known strains of DENV-1, -2, -3 and -4 were
used as positive controls for the RT-PCR assays.

Figure 3 shows the percentages of cases of DENV-1 (22%,
16%), DENV-2 (67%, 72%) and DENV-3 (11%, 6%) in
Oaxaca and Veracruz respectively; DENV-4 cases had the
lowest percentages (0%, 3%). These values were consist-
ent in both States.

Phylogenetic analysis of Oaxaca isolates

Portions of the Cy,-prM,, NS5.;, NS5,,,. and NS3,q,
genes were amplified and sequenced as described in the
Methods section. Fourteen sequences were obtained from
8 isolates from Oaxaca and 6 from Veracruz for the C-prM

fragment (11 with DF and 3 with DHF); 7 sequences were
obtained from 5 Oaxaca isolates and 2 from Veracruz iso-
lates for the MTase domain (NS5.;) fragment (4 with DF
and 3 with DHF); 18 sequences were obtained from 7
Oaxaca isolates and 11 from Veracruz isolates for the
RdRp domain (NS5.;) fragment (12 with DF and 6 with
DHEF); 7 sequences were obtained from 7 Oaxaca isolates
for the helicase domain fragment (6 with DF and 1 with
DHEF).

Phylogenetic analysis was then performed on these
sequences, including other prototype sequences of charac-
terized isolates for DENV-2 (Table 2, 3).

This analysis showed that Cy,-prM,, NS5, and NS3,g, in

the DENV-2 isolates from Oaxaca and Veracruz were most
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Summary of all DENYV analyzed in this study. The percentages of DENV-I, 2, 3 and 4 detected in Oaxaca and Veracruz
States during outbreaks in 2005-06. The graph shows that the relative percentages of DENV-1, 2, 3 and 4 do not differ

closely related to strains from the Caribbean islands Cuba,
Dominican Republic and Martinique (Figure 4). The phy-
logenetic tree for NS5.; and NS3,4, is not shown. The
strains from Brazil, Venezuela and Jamaica formed an
independent clade. Interestingly, analysis of C,,-prM,
showed that the isolates obtained in 2001 belonged to a

Table I: Serotype determination of isolates from Oaxaca (2005~
2006) and Veracruz (2006).

SEROTYPE DIAGNOSIS OAXACA VERACRUZ
I DHF 6 2
DF 0 8
2 DHF 12 I5
DF 6 29
3 DF 3 4
4 DF 0 2
0 I

1,2 DHF

between Oaxaca and Veracruz, although the numbers of samples analyzed were different.

different clade from those obtained in 2005-2006, with a
high bootstrap support of 94%.

Phylogenetic analysis of NS5,,,. gave a somewhat differ-
ent pattern: essentially, the isolates bélonged to the same
clade as those from Venezuela, Brazil and Jamaica and
were distinct from the Caribbean islands isolates (Figure
5). Bootstrap support was maintained in this analysis.

All the genotypes clustered in separate branches with high
bootstrap support, as previously shown in phylogenetic
analysis of other virus sequences [25,17,37]. Our analysis
supports the view that the Asian/American strains are phy-
logenetically different from the main Asian and American
genotypes.

Sequence analysis of Oaxaca isolates
Most of the amino acid (aa) differences were associated
with nucleotide changes in the prM fragment (13.6%, 6/
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Table 2: Summary of consistent amino acid change among the five DENV-2 genotypes viruses.

PROTEIN AMINO ACID POSITIONS?

C and PrM

101 104 106 108 112 129 130 142 143 145 153

PrM 14 15 28 29 31 39

STRAIN/YEAR ACCESSION DIAGNO GENOTYPE

GENBANK No. SIS

Tonga/74 AY744147 DF AMERICAN T M | L V S R K D T M
Slvaccine/lUSA/  MI19197 DF AMERICAN T M L V S R K D T M
93

131/MEX/92 AF100469 DF AMERICAN T M L V S R K D T
1348600/COL/86  AY702040 DF AMERICAN T M 1 LV R K D T M
P23085 INDI-60/ DQ448238 DF AMERICAN Mo L V S R K D T M
(]

Ven2/87 AF100465 DF AMERICAN T M 1 L vV S R K D T L
HUAT2/MEX/01  AY692469 DF ASIAN/AMERICAN T VvV | L A G R K V V L
SALCI/MEX/0I  AY692465 DF ASIAN/AMERICAN T V| L A G R K D V 1
HUATII/MEX/  AY692470 DHF ASIAN/AMERICAN T V| L A G R K D V 1
(]|

HUATI2/MEX/  AY692471 DF ASIAN/AMERICAN T V| L A G R E D V 1
(]

TUXI9/MEX/Ol  AY692467 DHF ASIAN/AMERICAN T V| L A G R E D V 1
TON4/MEX/0I  AY692468 DHF ASIAN/AMERICAN T V| L A G R E D V 1
JUCHS/MEX/Ol  AY692466 DHF ASIAN/AMERICAN T VvV | L A G R E D V 1
OAX/MEXS707/  EF595822 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V M
05*

OAX/ EF595828 DF ASIAN/AMERICAN T VvV V. L A G R E D V 1
MEXS1038/05*

OAXS1656/ EF595834 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
MEX/05*

OAX/MEXS739/  EF595829 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
05*

OAX/ EF595821 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
MEXS1733/06*

OAX/ EF595800 DHF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
MEXS14946/06*

OAX/ EF595824 DHF ASIAN/AMERICAN T vV V. L A G R E D V 1
MEXS14760/06*

OAX/ EF595823 - DHF ASIAN/AMERICAN T V. V. L A G R E D V 1
MEXS1020/06*

VER/MEXSOI3A/  EU552535 DHF ASIAN/AMERICAN T V.V L A G R E D V 1
06*

VER/MEXSOI1A/  EU552536 DHF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
06* ;

VER/MEXS008A/  EU552538 DHF ASIAN/AMERICAN T VvV V. L A G R E D V 1
06*

VER/MEXSOI5A/  EUS552534 DF ASIAN/AMERICAN T vV V. L A G R E D V 1
06*

VER/MEXS033A/  EU552537 DF ASIAN/AMERICAN T VvV V. L A G R E D V 1
06*

VER/MEXS020A/  EU552539 DF ASIAN/AMERICAN T V V. L A G R E D V 1
06*

Cubal3/97 AY702034 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
Cubal 15/97 AY702036 DF ASIAN/AMERICAN T VvV V. L A G R E D V 1
Cuba205/97 AY702039 DSS ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
Cubal 65/97 AY702038 DHF ASIAN/AMERCAN T VvV Vv L A G R E D V 1
Cuba58/97 AY702035 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
Cuba89/97 AY702037 DHF/DSS ASIAN/AMERICAN T VvV V L A G R E D V 1
MART/98-703/98 AF208496 DF ASIAN/AMERICAN T vV 'V L A G R E D V 1
DR23/01 AB122020 DF ASIAN/AMERICAN T VvV 'V L A G R E D V 1
DR31/01 AB122021 DF ASIAN/AMERICAN T vV V. L A G R E D V 1
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Table 2: Summary of consistent amino acid change among the five DENV-2 genotypes viruses. (Continued)
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DR59/01 AB122022 DHF ASIAN/AMERICAN T v v L A G R E D Vv I
LARDI701/Ven/  AF360861 DF ASIAN/AMERICAN T v v L A G R E D \ I
0l
LARD432/Ven/  AF360860 DF ASIAN/AMERICAN T v v L A G R E D \ I
ol
LARDI910/Ven/  AF360862 DF ASIAN/AMERICAN T v I L A G R E D \ I
ol
LARDI1996/Ven/  AF360863 DF ASIAN/AMERICAN T v | L A G R E D \ 1
]
Mara3/Ven/02 AY0444421 DHF ASIAN/AMERICAN T v | L A G R E D \ I
BR64022/02 AF489932 NA ASIAN/AMERICAN T v | L A G R E D \% I
Jamaica/1409/83  M20558 DHF ASIAN/AMERICAN T v | L A G R E D \ I
China 04 us7411 DHF ASIAN/AMERICAN T v | L A G R E D \% I
CO390/Th/99 AF100462 DHF ASIAN | S v | L \ S R E D \% M
Bangkok 1974 AJ487271 NA ASIAN | S M | L \ S R E D \ M
16681/USA/97 ug7411 NA ASIAN | S M I I \ S R E \ \ M
PDKS3/USA/97  U87412 NA ASIAN | S M | L \ S R E \% \% M
16681-PDK53/97 U87411 DHF ASIAN | S M | L \% S R E D \% M
ThNH-p11/93 AF022437 DF ASIAN | S M | L \% S R E D \ M
ThNH-p12/93 AF022438 DF ASIAN | S M | L \% S R E D v M
ThNH-p14/93 AF022439 DHF ASIAN | S M | L. v S R E D \% M
ThNH-7/93 AF022434 DSS ASIAN | S M | L \% S 1 E D \ M
ThNH-28/93 AF022435 DHF ASIAN | S M | L \ S 1 E D \% M
ThNH-52/93 AF022436 DHF ASIAN | S M | L \ S I E D \4 M
ThNH-p16/93 AF022440 DF ASIAN | S M | L \% S I E D \% M
ThNH-p36/93 AF022441| DHF ASIAN | S M I L \ S I E D \ M
ThNH29/93 AF169678 DHF ASIAN | S M I Lt \% S I E D \% M
ThNH36/93 AF169679 DF ASIAN | S M | L \% S I E D \ M
ThNH45/93 AF169680 DHF ASIAN | S M [ L \% S 1 E D \% M
ThNH55/93 AF169681 DHF ASIAN | S M | i \% S I E D \ M
ThNH54/93 AF169682 DHF ASIAN | S M | L \ S I E D \ M
ThNH62/93 AF169683 DHF ASIAN | S M | L \% S I E D \ M
ThNH63/93 AF169684 DHF ASIAN | S M | L v S I E D \% M
ThNH69/93 AF169685 DHF ASIAN | S M I L \ S 1 E D \% M
ThNH73/93 AF169686 DHF ASIAN | S M I L \% S 1 E D \ M
ThNH76/93 AF169687 DHF ASIAN | S M | L v S 1 E D \ M
ThNH81/93 AF169688 DHF ASIAN | S M | L \ S 1 E D \Y M
Mara 4/Ven/90%  AF100466 DHF ASIAN | S M | I \ S I E D \% M
K0008/Th/99 AF100459 DHF ASIAN | S M | L \% S I E D \% M
KO0010/Th/99 AF100460 DF ASIAN | S M | E \ S | E D \% M
C0371/Th/99 AF100461 DF ASIAN | S M | L \% S | E D \ M
C0166/Th/99 AF100463 DF ASIAN | S M | L \% S I E D \% M
CO167/Th/99 AF100464 DHF ASIAN | S M | L \ S 1 E D \% M
New Guinea C/  DO00346 DHF ASIAN 2 fii M | L \% S R E D \% M
44
43/China/89 AF20417. DF ASIAN2 T M | L \% S R G D \% M
44/China/87 AF204177 DF ASIAN 2 T M | I \ S R G D \% M
BAOSi/Indon/05  AY858035 DF COSMOPOLITAN T | | M Vv S R E N \% M
TSVOI/Austra/93  AY037116 NA COSMOPOLITAN T | | M Vv S R E N \% M
98900666/Indo/  AB189124 DSs COSMOPOLITAN T v | M Vv S R E N \% M
04
ZS01/China/0l EF051521 NA COSMOPOLITAN T v | M Vv S R E N \ M
GWLIS/INDI/OI  DQ448231 NA COSMOPOLITAN T v | L A S R E D \% M
GWL39/INDI/0I  DQ448232 NA COSMOPOLITAN T v | L A S R E D \ M
*Amino acid sequence was numbered starting from protein C or prM to the end of the last codon sequenced. *Sequences of this study.
&Recombinant strain [16].
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Table 3: Summary of consistent amino acid change among the five DENV-2 genotype viruses.

PROTEIN AMINO ACID POSITIONSA
DOMAIN MTase RdRp Helicase

NS5 026 155 179 192 748 762 784 799 810 818 835 864

NS3 187 249 250

STRAIN/ ACCESSION DIAGNOSIS GENOTYPE

YEAR GENBANK

Tonga/74 AY744147 DF AMERICAN | vV V R R S S S T L ! T R R A

SI vaccine/USA/  M19197 NA AMERICAN | vV V R R S S (3 T | T R R A

93

131/MEX/92 AF100469 DF AMERICAN | v vV R R S S S T L ! T R R A

Ven2/87 AF100465 DF AMERICAN | vV v R R S S S T B | T R R A

1348600/COL/86  AY702040 DF AMERICAN | vV Vv R R S S S T L ! T R R A

OAX/MEX/ EF595821 DF ASIAN/ - = s K T P K A Q V T K K T

$707/05% AMERICAN

OAX/ EF595817/ DF ASIAN/ v 1 | K K T P K A Q V T K K T

MEXS1038/05¢  EF595825 AMERICAN

OAX/ EF595815/ DF ASIAN/ v 1 | K K T P K A Q V T K K T

MEXS1656/05¢  EF595820 AMERICAN

OAX/MEXS739/  EF595818/ DF ASIAN/ v I I K K T P K A Q VvV T K K T

05¢ EF595822 AMERICAN

OAX/ EF595816/ DHF ASIAN/ v 1 [ K K T P K A Q Vv T K K T

MEXS1020/06¢  EF595824 AMERICAN

OAX/ EF595819/ DF ASIAN/ v 1 | K K T P K A Q VvV T K K T

MEXS1733/06¢  EF595823 AMERICAN

VER/MEX024A/  EU570975/ DHF ASIAN/ v | | K K T P K A Q Vv T 5 - -

06¢ EU570983 AMERICAN

VER/MEXOI3A/  EU570980/ DHF ASIAN/ \ I | K K T P K A Q V T - - -

06¢ EU570982 AMERICAN

Cubal3/97 AY702034 DF ASIAN/ | ] I K K T S K A Q V T K R A
AMERICAN

Cubal 15/97 AY702036 DF ASIAN/ | 1 | K K T S K A Q VvV T K R A
AMERICAN

Cuba205/97 AY702039 DSS ASIAN/ 1 ] | K K T S K A Q VvV T K R A
AMERICAN

Cubal65/97 AY702038 DHF ASIAN/ | 1 ] K K T S K A Q VvV T K R A
AMERICAN

Cuba58/97 AY702035 DF ASIAN/ | 1 [ K K T S K A Q Vv T K R A
AMERICAN

Cuba89/97 AY702037 DHF/DSS ASIAN/ | ] | K K T S K A Q V T K R A
AMERICAN

MART/98-703/  AF208496 DF ASIAN/ I ] | K K T S K A Q VvV T K R A

98 AMERICAN

DR23/0} AB122020 DF ASIAN/ | 1 I K K T S K A Q Vv T K R A
AMERICAN

DR31/01 ABI122021 DF ASIAN/ [ 1 | K K T S K A Q Vv T K R A
AMERICAN

DR59/01 AB122022 DHF ASIAN/ | 1 I K K T S K A @ ¥V T K R A
AMERICAN

BR64022/02 AF489932 NA ASIAN/ I ) [ K K T S K A Q V T K R A
AMERICAN

Mara 45/Ven/90  AF100466 DHF ASIAN/ | 1 | K K T S K A Q I T K R A

= AMERICAN

Jamaica/N.1409/  M20558 NA ASIAN/ I I | K K T S K A Q Vv T K R A

83 AMERICAN

China 04/85 AF119661 DHF ASIAN/ | 1 I K K s S K T Q Vv T K R b 5
AMERICAN

Bangkok 1974 AJ487271 NA ASIAN | | v | K R T S K T Q | A R R A

CO390/Th/99 AF100462 DHF ASIAN | | v | K R S S K T Q 1 A R R A

16681/USA/97  U87411 NA ASIAN | | v | K R s S K T Q 1 A R R A

PDKS3/USA/97  U87412 NA ASIAN | | v | K R S S K T Q | A R R A

16681-PDK53/  U87411 DHF ASIAN | | % | K R S S K T Q | A R R A

97

ThNH-p11/93 AF022437 DF ASIAN 1 | v [ K R S S K T Q 1 A R R A

ThNH-p12/93 AF022438 DF ASIAN | I v 1 K R S S K T Q l A R R A

ThNH-p14/93 AF022439 DHF ASIAN | I v 1 K R 3 S K T @ l A R R A

ThNH-7/93 AF022434 DSS ASIAN | | v ] K R S S K T Q | A R R A

ThNH-28/93 AF022435 DHF ASIAN | | v [ K R S S K T Q ] A R R A

ThNH-52/93 AF022436 DHF ASIAN | [ v | K R S S K T @ | A R R A

ThNH-p16/93 AF022440 DF ASIAN | | v 1 K R S s K T Q ! A R R A

ThNH-p36/93 AF022441 DHF ASIAN | | v | K R S S K T Q | A R R A

ThNH29/93 AF169678 DHF ASIAN | 1 v | K R S s K T @ I A R R A

ThNH36/93 AF169679 DF ASIAN | ! v | K R S S K T Q 1 A R R A

ThNH45/93 AF169680 DHF ASIAN | | \ | K R S S K T © | A R R A
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Table 3: Summary of consistent amino acid change among the five DENV-2 genotype viruses. (Continued)

ThNH55/93 AF169681 DHF ASIAN | ] v [} K R S S K T Q | A R R A
ThNH54/93 AF169682 DHF ASIAN | | \% | K R S S K T Q ! A R R A
ThNH62/93 AF169683 DHF ASIAN | I V. ! K R S S K 3 Q 1 A R R A
ThNH63/93 AF169684 DHF ASIAN | | \% I K R S S K T Q I A R R A
ThNH69/93 AF169685 DHF ASIAN | | v | K R S S K T Q | A R R A
ThNH73/93 AF169686 DHF ASIAN | I % I K R S S K ki Q I A R R A
ThNH76/93 AF169687 DHF ASIAN | I \ I K R S S K T Q I A R R A
ThNH81/93 AF169688 DHF ASIAN | I N | K R S S K T Q I A R R A
K0008/Th/99 AF100459 DHF ASIAN | I v | K R S S K gL Q I A R R A
KO0010/Th/99 AF100460 DF ASIAN | I v | K R S S K T Q 1 A R R A
CO0371/Th/99 AF100461 DF ASIAN | | v | K R S S K T Q I A R R A
CO0166/Th/99 AF100463 DF ASIAN | | \ | K R S S K T Q | A R R A
New Guinea C/  D00346 DHF ASIAN 2 | 4 I K R S S K T Q ! T R R A
44

43/China/89 AF204178 DF ASIAN 2 | \ | K R 5 S K H Q I T R R A
44/China/87 AF204177 DF ASIAN 2 | Ve I K R N S K T Q I T R R A
BAOSi/Indon/05  AY858035 DF COSMOPOLITAN ! 4 | K R S S T ] Q | L K R A
;I'BSVOIIAustra/ AY037116 NA COSMOPOLITAN | \ ! K R S S IR T Q | T K R A
33900666llndol AB189124 DSS COSMOPOLITAN I v | K R S S T p i Q | T K R A
FJ-10/China/00 AF276619 NA COSMOPOLITAN I v I K R S S R i Q | T K R A

&Amino acid sequence was numbered starting from protein NS5 or NS3 to the end of the last codon sequenced.

*Recombinant strain [ | 6].

iNS3 Accession number for Qaxaca isolates: EF591287-EF59]293.

fAccession numbers for SAM/RdRp Domains

44 aa). In addition, phylogenetic analysis of NS3,,
showed low variability (1.9%, 2/103 aa). Tables 2 and 3
summarizes the aa changes among the Asian I, Asian 11,
Cosmopolitan, American and American/Asian Genotype
viruses. We compared the aas related to C,,-prM,, NS5,
NS5,506 and NS3,¢, in all Southeast Asian genotype
viruses with American genotypes (Table 2 and 3). The
former have greater potential to cause DHF while the lat-
ter are associated with DF [18,25]. The Oaxaca isolates in
this study and all genotypes with potential to produce
DHF contained valine at position 145 in C-ptM (prM-31),
except for the isolate S707OAX05/MEX, which contained
threonine at this position as did in the American geno-
type. In addition, the Oaxaca isolates in this study and all
genotypes with potential to produce DHF contained iso-
leucine, lysine and glutamine at positions 179, 192 and
818 respectively in NS5. In contrast, the American geno-
type had valine, arginine and leucine at these positions.

Frequency analysis included in addition to the sequences
of Table 2, one sequence with Asian 11 genotype
(M29095) and twelve with Cosmopolitan genotype

(AF276619, AF359579, AY858036, AB189122,
AB189123, EF440433, DQ448233, DQ448234,

DQ448235, DQ448236, DQ448237, AB111454). In

addition to the sequences in Table 3, it was included 9

(EU570976,  EUS570977, EU570978, EU570979,
EU570981 EU552540, EU552541 EU552542

EF595827) from Veracruz and 1 (EF595826) from Oaxaca
in RdPd domain; and 1(EF591291) from Oaxaca in the

Helicase domains.

Interestingly, the Oaxaca isolates in this study and the
Caribbean islands strains contained valine at position 106
in C,y,-prM, with a frequency of 0.65 in the Asian/Ameri-

can genotype, while all other genotypes had isoleucine at
this position (Table 2). All American/Asian viruses had
valine, alanine and glycine at positions 104 (C), 112 (C)
and 129 (prM-14), respectively, with a frequency of 1, and
isoleucine at position 153 (prM-39) with a frequency of
0.95 because HUAT2/MEX/01 had leucine at this posi-
tion. The Cosmopolitan genotype had valine and alanine
at positions 104 and 112 with a frequency of 0.67 and
0.61, respectively (Table 2). American viruses had lysine
and threonine at positions 142 (prM-28) and 145 (prM-
31) respectively, with a frequency of 1. Three isolates from
Oaxaca 2001 also contained lysine at position 142 (prM-
28), resulting in a frequency of 0.075 in the Asian/Ameri-
can genotype. Asian | genotype viruses had serine and iso-
leucine at positions 101 (C) and 130 (prM-15) with
frequencies of 1 and 0.73 respectively. The other geno-
types did not contain these amino acids. Cosmopolitan
viruses had methionine and asparagine at positions 108
and 143 (prM-29) with a frequency of 0.44 in this geno-
type. The other genotypes did not contain this aa.

The American/Asian genotype viruses contained isoleu-
cine, lysine, threonine, alanine and valine at positions
155, 748, 762, 810 and 835 in NS5 (Table 3) with a fre-
quency of 1 for positions 155 and 748 and 0.96 for the
positions 762, 810 and 835 (Table 3). Asian I contained
the same aa at position 762 with a very low frequency of
0.035 in this genotype. Interestingly, our analysis showed
that the Asian I genotype, unlike the others, had alanine
at position 864 in NS5 rather than threonine with a fre-
quency of 1 (Table 3). Furthermore, the American geno-
type had valine, arginine, serine and leucine with a
frequency of 1 at positions 179, 192, 799 and 818 in NS5;
none of the other genotypes has these aas at these posi-
tions, resulting in a frequency of 0 (Table 3).
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Figure 4

Minimal evolutionary tree of DENV-2 derived from the C,,-prM, gene. Branch lengths are proportional to percent-
age divergence. For distance/neighbor joining, maximum likelihood and Tamura Nei analyses, 1000 bootstrap replications were
performed with MEGA 4.0 [55]. The percentage of replications supporting each branch, by parsimony analysis with gaps

included, appears below the relevant branch. Oaxaca isolates appear in bold in the Asian/American genotype cluster. DENV-1,
3 and 4 were used as outgroups.
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Figure 5

Minimal evolutional tree of DENV-2 derived from
NS5,,05 gene. The tree was constructed as described in Fig-
ure 4. The isolates from Veracruz and Oaxaca clustered in
the Asian/American genotype. DENV-I, 3 and 4 were used as
outgroups.

American/Asian and Cosmopolitan genotypes had
arginine at position 187 with a frequency of 1 in NS3
(Table 3). Oaxaca isolates had lysine and threonine at
positions 249 and 250 in NS3 with frequencies of 0.33
and 0.38. Oaxaca and Veracruz isolates had valine and
proline at positions 26 in NS5 and 784 in NS5 with fre-
quencies of 0.33 and 0.56 respectively in the Asian/Amer-
ican genotype. Lysine at position 249 in NS3 may be
signature of the Oaxaca strains, and valine and proline at
positions 26 and 784 in NS5 may be signatures for the
Oaxaca and Veracruz strains.

Itis evident that the genotypically different strains contain
specific aas that may be used as genotype markers.

Discussion

The Pan American Health Organization (PAHO) led a
campaign to exterminate Ae. aegypti, which resulted in the
eradication of YF and disappearance of DF in America. Ae.

http://www.biomedcentral.com/1471-2180/8/117

aegypti was absent from Mexico in 1947 until 1970.
Because the mosquitc was not completely exterminated in
America and the campaigns were gradually relaxed, Ae.
aegypti reappeared in most countries. There was a DENV-
1 outbreak in Mexico in 1978 and epidemics spread
throughout the country. The first reports of outbreaks of
DENV-2 were in 1981 and 1984, with 30,000 and 23,000
cases respectively. There were 8 reported DHF cases and 4
deaths associated with DENV-4 in Mexico in 1984. Four
DHF cases and one death were reported in 1989 and 2
cases in 1991. DENV-1, -2 and -4 were isolated in 1994,
and DENV-3 was reported in 1995. Furthermore, DENV-
1,-2,-3 and -4 were isolated in 1997 |34]. This data shows
that even when DENV serotypes were co-circulating in
Mexico, DHF cases were rare, suggesting that simultane-
ous circulation of several serotypes (hyperendemicity) is
not necessarily sufficient to cause DHF epidemics in the
absence of highly virulent strains, as previously reported
[18]. Interestingly, the DENV-2 American genotype was
replaced by the Asian/American genotype over this
period. DF and DHF epidemics increased dramatically in
the closing decades of the 20th century, especially in the
New World, and Mexico was not excluded |34]. Further-
more, in south Texas (US), all dengue serotypes have cir-
culated periodically, but locally acquired DHF has been
recently reported [38]. The causes of this increased inci-
dence of DENV infection, apart from the introduction of
the DENV-2 Asian genotype, include demographic, cul-
tural, environmental and political changes. This is clearly
shown in Figure 1; DF and DHF cases have increased sig-
nificantly since 2001 |34]. Furthermore, the proportion of
DHEF to DF cases has also increased (Figure 1), as in Thai-
land, where three DENV-2 genotypes have circulated but
only viruses assigned to Asian genotype I have been sam-
pled from the population since 1991 |25]. The genotype
distribution in Mexico is mostly unknown; consequently,
it is very important for epidemiological studies to deter-
mine the serotypes and genotypes of the viruses circulat-
ing in this country to contribute to the knowledge of
geographic distribution, evolution and dispersion of
DENV; besides, knowing the virus genotype may allow
doctors to judge the risk of DHF to the patient. This may
also be useful for laboratory diagnosis, which is an issue
of serious concern in all endemic countries; diagnosis may
well help in the rigorous follow-up of patients and could
save them from the most severe DEN infection (DSS) and
death.

Our results showed that DHF was associated with DENV-
1 and -2 and one case showed both serotypes (Table 1).
Interestingly, we observed no DHF cases associated with
DENV-3, as has been shown in epidemiological studies in
Mexico [39]. Recently, DENV-3 has been isolated in Brazil
but its association with DHF has not been clearly estab-
lished [40]. In contrast, DENV-3 was associated with DHF
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in an outbreak in Cuba [13]. Phylogenetic analysis using
portions of Cy;-prM;, NS5,5, NS5,,,, and NS3,5, showed
no substantial differences (Figures 4, 5).

In this study, we detected the amino acids glutamic acid
and valine in place of lysine and threonine at positions 28
and 31 in prM. These aas have been described as specific
for the Asian strains correlated with DHF [12]. NS5 also
contains lysine 46, arginine 47 and glutamic acid 49 in the
MTase domain, essential for the interaction with RdRp
required for virus replication and/or infectivity | 28]. These
three aas are conserved in all sequences of all strains or
isolates.

We detected lysine and glutamine at positions 800 and
819 of NS5; these have been reported as markers of the
Asian and Asian/American DENV-2 genotypes that have
the potential to produce DHF [12]. The interdomain
(linker) region 169-179 and the two loops that encircle
the entrance of the ATP binding pocket of NS3 [31] were
also studied because of the role of this protein in virus rep-
lication. This region has also been implicated in the
intrinsic flexibility required to couple movements
between the NS3 protease and helicase domains [31,32].
We found no change in these amino acids. However, at
position 250 in the helicase domain, alanine (apolar) was
replaced by threonine (polar) in the isolates in this study
and in one strain from China (Table 3). It would seem
important to study the structure of this region to deter-
mine whether this aa has any role in the enzymatic activity
or in maintaining the protein structure.

The NS5 polymerase fragment (737 to 877 residues) con-
tains conserved aas: cysteine at position 847, which partic-
ipates in the zinc pocket; threonine 790 to aspartic acid
808 and arginine 815 in the priming loop motif; and
arginine 737, threonine 794, tryptophan 795 and serine
796, which are involved in GTP binding. However, the aa
at position 810 in the priming loop is changed from thre-
onine (polar) to alanine (apolar) in the Asian/American
strains including our isolates (Table 3). It would seem
important in the future to study the structure around this
region to determine the function of this amino acid, par-
ticularly whether it has any role in polymerase activity
[41].

A dramatic observation was obtained from the analysis of
longitudinally sampled data on a temporal scale, where
individual lineages or entire clades of viruses frequently
arise, persist for a period of time and then disappear
[42,43]. All strains analyzed in this work clustered in one
branch with the Asian/American strains. Previously, in a
survey during 2001 by the Department of Health [17,33],
we reported this genotype in isolates from Oaxaca on the
basis of the protein C sequence and a fragment of the prM
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gene (438-572). The finding of the same Asian/American
genotype in the isolates from the 2005 and 2006 out-
breaks indicates that they circulated and became prevalent
in Oaxaca and Veracruz States; however, the isolates in
this study were grouped with the strains from the Carib-
bean islands, and the 2001 isolates with the Jamaica
strain, with a high consistency of 94%. Also, these 2005-
2006 isolates from Oaxaca and Veracruz showed valine in
position 106 in prM, which was also shown by the Carib-
bean islands strains. These isolates also clustered with the
Caribbean islands strains Cuba 97, Dominican Republic
2001 and Martinique 98 in the phylogenetic analysis of
NS5;5 and NS3,g, (results not shown), supporting this
view of their geographic origin (Figure 2). All trees clearly
distinguish among the five genotypes of DENV-2, as
reported previously [24,25], with strong bootstrap sup-
port (Figures 4, 5). Little is known of the history of this
American/Asian signature circulating in the Caribbean
islands. However, Rodriguez-Roche et al. [44] found that
clinical severity increased over time during the epidemics
expressed by a higher ratio DHF to DF for the Cuban
strains.

Apparently, there has been a clade replacement of the
American genotype for the Asian/American genotype orig-
inated in Southeast Asia in Oaxaca (2001 outbreak) and
lately that strains were substituted for the Oaxaca strains
(2005-2006 outbreaks) with the probable origin in the
Caribbean islands, possibly Cuba (1997 outbreak). Fur-
thermore, the geographic origin of the Veracruz strains
may be also the Caribbean islands.

Since analysis of the 98 C-prM sequences showed that all
Asian/American viruses had valine, alanine, glycine and
isoleucine at positions 129 (prM-14) and 153 (prM-39)
with a frequency of 1, while none of the other genotypes
had these aas, they may be used as signatures of this gen-
otype. The signature for American genotype viruses may
be threonine at position 145 (prM-31) since none of the
other genotypes had this amino acid. The signature for the
Asian 1 genotype viruses may be serine at position 101 (C)
with a frequency of 1.

From the 65 (MTase) and 76 (RdRp) sequences analyzed,
all Asian/American genotype viruses contained isoleu-
cine, lysine, threonine, alanine, lysine and valine at posi-
tions 155, 748, 762, 810 and 835 (Table 3) and none of
the other genotypes had these aas. Our analysis also
showed that the Asian I genotype, unlike the others, had
alanine at position 864 (RdRp). The American genotype
had valine, arginine, serine and leucine with frequency of
1 at positions179, 192, 799 and 818, but none of the
DENV-2 genotypes had it. All aas specific for a genotype
may be used as signatures for that genotype. Although
fewer sequences were analyzed than for C-prM, because
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these genes have been less studied and consequently fewer
sequences have been reported. The Asian 2 and Cosmo-
politan genotypes showed no specific signature in the
present study. This may be attributable to the broad spec-
trum of the Cosmopolitan genotype strains and the low
number of Asian 2 sequences reported.

Lysine at position 249 in NS3 may be signature of the
Oaxaca strains, and valine and proline at positions 26 and
784 in NS5 may be signatures for the Oaxaca and Veracruz
strains, since none of the other genotypes or strains from
the Asian/American genotype had these aas.

Some of the observed changes in the viruses could be due
to mosquito adaptation as well as to the vertebrate hosts,
since there is evidence that strains of DENV-2 may differ
in their ability to infect Ae. aegypti [45), perhaps through
specific virus-cell receptor interactions [46,47] by strong
selection, or competition between DENV serotypes [48]. It
has been suggested that the Asian genotype may spread
more readily because it infects Ae. aegypti mosquitoes
more efficiently than the American genotype [45].

The amino acid changes between the isolates of this study
and those from 2001 may be due to a high mutation rate
[49] or recombination [50] contributing to the generation
of new biologically successful strains.

Phylogenetic analysis of the Cy,-prM,, NS5, NS5,,,, and
NS3,5, sequences in the DENV-2 isolates demonstrated
that the Asian/American genotype is circulating in Oaxaca
and Veracruz, showing specific amino acid changes that
may be used successfully as genotype markers. Differences
in the NS5,, tree, which showed that the isolates in this
study clustered with the strains from the contained Amer-
ican genotype, may be due to the low variability of this
domain. In addition, this analysis shows a clear correla-
tion between genetic diversity and geographical location.
As has been suggested previously [43,51], viral dispersion
may play a significant role in generating new varieties and
effects on people who contract the illness.

Conclusion

We have demonstrated that DENV-1, -2 and -3 are circu-
lating in Oaxaca and DENV-1, -2, -3 and -4 in Veracruz
(2006), resulting in many DHF cases (Figure 1, 3). Eight
DHEF cases were associated with DENV-1, 27 with DENV-
2 and one case with both DENV-1 and -2. The origin of the
isolates in this study appears to be linked to the signature
from the Caribbean islands genotypes. Our results con-
firm that DHF is endemic in Oaxaca and Veracruz States
and that the presence of the DENV-2 Asian/American gen-
otype and DENV-1 contributes to the increased number of
DHEF cases, a finding linked to the epidemiological data
showing an increase in the ratio of DHF to DF cases in
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2005-2006. We also identified amino acids encoded in
Cyy-ptM;, NS5-c, NS5,,,, and NS3,,, that are specific to
the Asian/American strains; and one amino acid specific
to the isolates of this study and the Caribbean islands
strains. These aas may be used as markers of genotypes
and geographic origins.

Methods

Viruses

The strains of DENV used in this study were: DENV-1
Hawaii; DENV-2 New Guinea C (NGC); DENV-3 H-87;
and DENV-4 H-341. These strains were provided by Dr. D.
J. Gubler (Division of Vector-borne Infectious Diseases,
Center for Disease Control, Fort Collins, CO, USA) and
kindly provided by Dr. Blanca Ruiz (Biomedicas, UNAM).
Isolates of DENV-2 viruses were obtained from acute-
phase plasma collected from patients with DF or DHF by
the Secretaria de Salud in Oaxaca, Mexico during 2005~
2006, and by the Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) during 2006. Twenty-nine isolates were kindly
provided by the State of Oaxaca Public Health Laboratory
and 65 by the IMSS in Veracruz. These were anonymous
samples; only information about the clinical disease asso-
ciated with the respective infection was provided (Tables

i

DENY infected cells and virus isolation

Ae. albopictus clone C6/36 cells were grown at 28°C. After
18 h of culture, cells (2 x 10°/100 mm plate) were infected
with 0.2 ml DENV-2 inoculum with an input MOI of 600
PFU/cell and were incubated at 28°C for 10 days.

Viruses were isolated as previously described |17] with a
few modifications. After 18 h of culture, C6/36 cells (10¢/
15 ml tube) were infected with 0.01 to 0.1 ml of serum
specimen per tube, diluted to 1 ml with medium, and
incubated for 2 h at 28°C. After one wash, 3 ml MEM was
added and the cells were cultivated for approximately 15
days at 28°C (passage number 1). Cells were observed
every day and when a cytophatic effect was apparent from
syncytium formation and cellular lysis, the cells were har-
vested and centrifuged at 3000 rpm for 5 min. The pellet
was suspended in 0.6 ml of MEM and stored in aliquots of
0.15 ml at-70°C. The supernatant (approximately 2.5 ml)
was stored in 2 aliquots of 1 ml and one of 0.5 ml at -
70°C. To obtain passage numbers two and three, C6/36
cells were incubated with 1 ml of the supernatant
obtained from the first or second passage for 2 h at 28°C
and the same procedure described above was followed.
Serotypes in all samples were determined in the isolates
obtained from the first, second or third culture passages.

RNA extraction
Total RNA was extracted from cell culture supernatant
using Trisol” LS (Gibco BRL., Gaithersburg, Md.) accord-
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ing to the manufacturer's recommendations. Ethanol-pre-
cipitated RNA was recovered by centrifugation and air-
dried. The RNA pellet was suspended in 50 ul water
treated with diethylpyrocarbonate (DEPC, Sigma-Aldrich)
and used as template for Reverse Transcription with the
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR)

The RT-PCR protocol described by Seah et al. |52] was fol-
lowed to determine the DENV serotype. Reaction mix-
tures were stored at -20°C pending further processing.

Synthetic oligonucleotide primer pairs were designed on
the basis of published sequence data for DENV strains
16681, New Guinea C and Jamaica 1409 to amplify and
partially sequence the following genes: protein C from
nucleotides 91 to 351(C,;); prM from nucleotides 1 to
123 (prM,) [17]; NS5 from nucleotides 73 to 588 (NS5.,)
and 2206 to 2613 (NS5,,0); and NS3 from nucleotides
484 10 786 (NS3,4,). All assays were performed using the
ThermoScript™ RT-PCR System containing PlatinumR Taq
(Invitrogen, Life Technologies). A mixture of 5 pl total
RNA (0.1-0.5 pg), 50 ng of hexamers/reaction and DEPC-
treated water (total volume 50 ul) was incubated at 85°C
for 5 min and chilled on ice. The first extension was car-
ried out at 25°C for 10 min and then at 50°C for 70 min.
The PCR reaction was carried out by incubation of 50
pmol of the corresponding sense and antisense PCR prim-
ers, 2 pl of the cDNA synthesis reaction mixture and 2.4
mM magnesium sulfate as per the manufacturer's recom-
mendations.

To amplify the NS5 gene we used the sense primer from
nucleotides 7398-7413 (CAT GGG CNY TNT GYGA) and
the antisense primer from nucleotides 10551-10570
(GGA GGG GTCTCCTCT AACC). The PCR conditions for
amplifying the 2700 bp fragment for NS5 were: 95°C for
5 min, 30 cycles of 94°C for 1 min, 49°C for 30's, 72°C
for 2 min 30 s, and final extension of 72°C for 10 min fol-
lowed by storage at 4°C.

Sequencing of PCR frag;nents

For automated sequencing, spin column-purified (Quia-
gen, Chatsworth, CA.) DNA fragments were analyzed by
the cycle-sequencing dye terminator method. A Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (ABI-
PRISM 100, Applied Biosystems, Foster City, CA) was cho-
sen and sequencing was conducted using an Applied
Biosystems Prism 310 in a short capillary (47 cm by 50
um inside diameter), and Performance Optimized Poly-
mer 6 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems).
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Phylogenetic analyses

Neighbor-joining (NJ), maximum parsimony and mini-
mal evolutionary [53] analysis methods were used to
reconstruct phylogeny. Distance with gamma correction
was generated by Neighbor-joining, maximum likelihood
and Tamura and Nei [54] evolutionary models. Support
for the derived phylogenies was examined with bootstrap-
ping over 1000 replications. For all DENV-2 analyses,
DENV-1, -3 and -4 were used as outgroups. All these anal-
yses were performed using MEGA V4 [55].
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Abstract

Background: Dengue (DEN) is a serious cause of mortality and morbidity in the world including
Mexico, where the infection is endemic. One of the states with the highest rate of dengue cases is
Oaxaca. The cause of DEN is a positive-sense RNA virus, the dengue virus (DENV) that evolves
rapidly increasing its variability due to the absence of a repair mechanism that leads to
approximately one mutational event per genome replication; which results in enhancement of viral
adaptation, including the escape from host immune responses. Additionally, recombination may
play a role in driving the evolution of DENV, which may potentially affect virulence and cause host
tropism changes. Recombination in DENV has not been described in Mexican strains, neither has
been described the relevance in virus evolution in an endemic state such as Oaxaca where the four
serotypes of DENV are circulating.

Results: To study whether there are isolates from Oaxaca having recombination, we obtained the
sequence of 6 different isolates of DENV-2 Asian/American genotype from the outbreak 2005-6,
one clone of the C))-prM-E-NSI , o) structural genes, and 10 clones of the E gene from the isolate
MEX_OAX_1656_05. Evidence of recombination was found by using different methods along with
two softwares: RDP3 and GARD. The Oaxaca MEX_OAX_1656_05 and MEX_OAX_1038_05
isolates sequenced in this study were recombinant viruses that incorporate the genome sequence
from the Cosmopolitan genotype. Furthermore, the clone of the E gene namely
MEX_OAX_165607_05 from this study was also recombinant, incorpcrating genome sequence
from the American genotype.

Conclusions: This is the first report of recombination in DENV-2 in Mexico. Given such a
recombinant activity new genomic combinations were produced, this could play a significant role
in the DENV evolution and must be considered as a potentially important mechanism generating
genetic variation in this virus with serious implications for the vaccines and drugs formulation as
occurs for other viruses like poliovirus, influenza and HIV.
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Background

DEN is a serious cause of mortality and morbidity in the
tropical and subtropical regions that infects fifty million
people every year; approximately 500,000 of them are
hospitalized and 5% to 15% of them die, which is a dra-
matic data [1]. Positive-sense RNA viruses evolve rapidly,
[2-4] allowing the virus population to quickly adapt to
new environments and escape from host anti-viral
responses. One of the principal causes of genetic diversity
in DENV is the error-prone replication with RNA-depend-
ent RNA polymerase (RdRp), [5] so that one genomic
mutation occurs in nearly every cycle of virus replication.
RNA virus, such as DENV populations at a particular
region, may also rapidly change due to periodic selective
sweeps|6], by the introduction of foreign strains of virus
[7-9,2], and due to intra-serotypic recombination [10-14].
However, there has been considerable debate about
whether recombination occurs in DENV [15] and the rel-
evance of any recombination to the development of live-
attenuated flavivirus vaccines [16,17]. Besides, there is a
number of reasons for believing that recombination can
occur in DENV and this process is being described with
increasing frequency in DENV-1 [13,18] and other mem-
bers of the family Flaviviridae [19-22]. The recombination
in DENV was reported in the structural genes region and
particularly in E gene sequence through the use of the
BOOTSCAN, DIVERSE PLOTS, and LARD software [14].

The co-circulation of multiple DENV populations
increases the opportunities for a mosquito vector to ingest
several variants by feeding on a number of diverse infected
hosts, or for a host to be infected by vectors infected with
distinct DENV variants. These conditions exist in Mexico,
the Caribbean Area and South-East Asia |23]. This is sup-
ported by the fact that there are many reports of multiple
serotypes of DENV from single hosts |3,23-25]. Further-
more, it is likely that mixed infections with different gen-
otypes of the same serotype may also occur where they co-
circulate |26,27].

Oaxaca, Mexico is one of the states where DENV i3
endemic and serotypes -1, -2 and -3 of DENV are co-circu-
lating |23]. DENV-2 was reported as the serotype with
higher frequency compared with DENV-1, -3 or -4. Six
partial sequences of the genes encoding proteins: capsid
(C), pre-membrane-membrane (prM-M), envelop (E),
and non-structural 1 (NS1) represented as C(91)PIM-E-
NS1 5400 from six different isolates of DENV-2 from the
Oaxaca outbreaks 2005-2006 were obtained. In addition,
the RT-PCR products of Cy)-prM-E-NS1,,09)and E genes
obtained from the MEX_OAX_1656_05 isolate were
cloned and sequenced.

MEX_OAX_1656_05 and MEX_OAX_1038_05 isolates
displayed recombination in the prM-E and E-NS1 genes

http://www.biomedcentral.com/1471-2180/9/260

and the parental strains were the Asian/American and
Cosmopolitan genotypes. In addition, the E gene
sequences from the clone 7 (MEX_OAX_1656_05_C07)
showed recombination between the nucleotides 906 to
1047 and the parental strains were Asian/American and
American genotypes.

Results

To determine recombinant sequences in DENV-2, the
nucleotide sequences of the partial Cg;)-prM-E-NS1 ;4
genome from six isolates and 90 representative sequences
of the different genotypes were aligned and analyzed by
RDP3 and GARD. In addition, the RT-PCR product of the
partial  C(o;-prM-E-NS1(50) genome  from  the
MEX_OAX_1656_05 isolate was cloned in pGEM-3Z. The
sequences of 9 clones were aligned with all of the above
sequences (Figure 1A). We also sequenced 10 clones of
the E structural gene from the isolate MEX_OAX_1656_05
and aligned with 180 representative sequences containing
different genotypes by the programs mentioned above
(Figure 1B).

The first task in this phylogenetic analysis was to deter-
mine the best model of nucleotide substitution for DENV-
2 virus sequence evolution. This assignment was under-
taken using the Model Selection test from DataMonkey
online server [28,29], which compares 201 models of
DNA substitution. Our results demonstrated that the best
model was TrN93 [30]. Accordingly, the most complex
general time-reversible value was the best fit to the data
(relative substitution rates of A&C = 0.057, A<G = 1,
AT = 0.057, CoG = 0.057, CoT = 1, and GoT =
0.057); the Ln likelihood = -4550.59; parameter count =
38; and AIC = 9177.19. Finally, the estimated base com-
position was A = 0.340, C = 0.278, G = 0.225,and T =
0.157.

Our analysis with RDP3 showed that the sequences of iso-
late  MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05
present statistical evidence of recombinants for GENE-
COV (P-Val = 2.467 x 102), BOOTSCAN (P-Val = 4.289 x
10°5), MAXCHI (P-Val = 1.438 x 10-5), CHIMERA (P-Val =
3.790 x 103), SISCAN (P-Val = 1.108 x 10-), and 3SEQ
(P-Val = 4.478 x 10), in two regions (Figure 2): the first
breakpoints were located in 499nt and 512nt respectively;
the second breakpoints were located in 868nt and 826nt
respectively, and the third breakpoint was located in
2239ntin both recombinants (Figure 2A, 2B respectively).
In addition, the analysis with GARD confirmed the break-
points and recombination data for maximum likelihood.
This analysis displayed the same site for the three break-
points in both isolates: the first, second and third break-
points were located in the nucleotides 498, 828 and 2226,
respectively (Figure 2C). The recombinant regions were
the intersection of prM-M structural gene to intersection
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Isolates (MEX_OAX_14946_06; MEX_OAX_1020_06; Isolate
MEX_OAX_739_05; MEX_OAX_1733_05;
MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05) WEX DAY jesh 05

J }

RNA extraction |

Amplification of E protein gene

T by RT-PCR

Amplification of C-NS1 region of all isolates l

by RT-PCR
‘ Cloning in

TOPO TAV4

C-NS1 obtained from the l

MEX_OAX_1656_05 isolate was
cloned in pPGEM-3Z

,

L Sequencing l

Sequencing and alignment with 90 representative
sequences

I

;

Recombination analysis in
silico

I !

I Recombination analysis ]

! !

Recombinant clone Parental clone

MEX_OAX_1656_05_C7 | | (MEX_OAX_1656 05 C17)

Isolates MEX_OAX_1038_05
and MEX_OAX_1656_05 were
recombinants

Parental sequence

(MEX_OAX_1656_05_C241)

Figure |

Experimental strategy. A) The flow chart shows the experimental strategy that we followed to detect the recombinants in
DENV-2 isolates. The C(g;)-prM-E-NS| 400 region from the MEX_OAX_14946_06; MEX_OAX_1020_06;
MEX_OAX_739_05; MEX_OAX_1733_05; MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 isolates and the clone
MEX_OAX_1656_05 were amplified and sequenced. All sequences were analyzed with RDP3 and GARD software to detect
the recombinants. The analysis in silico displayed the recombinants and one parental strain. B) The E protein gene from
MEX_OAX_1656_05 was cloned in TOPO TAV4 to detect possible recombinants and/or the parental sequences. One paren-

tal sequence was detected in addition to one recombinant.

of M-E structural genes and the second recombinant
region started in the intersection of E-NS1 genes (Figure
2D). Interestingly, we found that the parental major strain
was the non-recombinant clone MEX_OAX_1656_05_
C241 (obtained from the MEX_OAX_1656_05 isolate)
and the minor parental strain was the Cosmopolitan gen-
otype strain INDI_GWL_102_0T (accession number
DQ448235).

The ML tree constructed with our sequence of structural
gene C-prM from nucleotide 1-497 from the
MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 isolates
clustered with the Asian/American genotype (Figure 3A);
the analysis of the region from nucleotides 498-828 of the
isolates MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05
moved to the Cosmopolitan genotype (Figure 3B) and
when the region from the nucleotides 828-2222 was ana-
lyzed the two strains clustered again with the Asian/Amer-
ican genotype (Figure 3C). Finally, when the region
corresponding to nucleotides 2223-2310 was analyzed

the isolates clustered with the Cosmopolitan genotype
(Figure 3D).

To determine the nucleotides involved in these recom-
binants, the Cy)-prM-E-NS1 09, sequences of the clone
MEX_OAX_1656_05_C241, recombinants sequences
MEX_OAX_1038_05, MEX_OAX_1656_05 and the Cos-
mopolitan strain INDI_GWL_102_01 were analyzed. The
changes in the recombinant isolates are labeled with a
black dot (Figure 4). This analysis showed no evidence of
recombination in the recombinant strain
MEX_OAX_1656_05.

Like other RNA viruses, DENV undergces low fidelity rep-
lication [31], resulting in virus pools of mutants. There-
fore, to determine if one of the parental strains and/or a
recombinant sequence is present in these pools, the RT-
PCR product of the E protein gene from the recombinant
strain, MEX_OAX_1656_05 was cloned and analyzed
(Figure 1B). We obtained 10 E protein gene clones that
were studied using the RDP3 software and it was deter-
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Recombination plots of structural gene regions from MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 sequences.
A) BOOTSCAN plot analysis of the Cio1)-PrM-E-NSI 5 40, gene sequences from the MEX_OAX_1038_05 isolate and the
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sequences of isolates MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 determined by GARD displayed the first breakpoint in
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sentation of recombinant regions in the genome of DENV. The nucleotide number is determined for the first nucleotide of our
sequence corresponding to the nucleotide 91 starting with the coding region in the C gene.
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mined that the sequence of clone
MEX_OAX_1656_05_CO07 presents statistical evidence of
recombination by GENECOV (P-Val = 7.356 x 107),
BOOTSCAN (P-Val = 1.378 x 10-%), MAXCHI (P-Val =
1.764 x 10-3), CHIMERA (P-Val = 1.392 x 10%) and 3SEQ
(P-Val = 4.478 x 10-4). The E protein gene of said clones
contains two breakpoints. The first breakpoint was
located in the nucleotide 906 of the coding region for pro-
tein E; the second breakpoint was located in the nucle-
otide 1047 of the same gene (Figure 5A, Figure 6). GARD
analysis confirmed that this clone is recombinant display-
ing the first breakpoint in the nucleotide 906 and the sec-
ond breakpoint in the nucleotide1047 (Figure 5B). The
constructed ML trees  showed that  the
MEX_OAX_1656_05_C07 clone clustered in the Asian/
American genotype branch when the 1-905 E gene region
was examined, and clustered in the American genotype
when the E gene region from nucleotide 906 t01047 was
analyzed (Figure 5C). Finally, when region 1048-1485
was analyzed, the clone clustered again with the Asian/
American strains.

The nucleotides involved in this recombinant are dis-
played in the alignment of the E gene region sequences of
the recombinant MEX_OAX_1656_05_C07 clone, the
parental clone MEX_OAX_1656_05_C17 and the strain
MEX_95 (Figure 6).

Discussion

Mutation rate studies indicate that DENV genome aver-
ages 1 nucleotide change per cycle of virus replication |32]
because of the lack of proofreading activity. Another
means to generate genetic changes is through recombina-
tion that has been reported in different Flaviviruses,
including hepatitis C virus (HCV), diarrhea bovine virus
(DBV), DENV, Japanese encephalitis virus (JEV), and
Saint Louis encephalitis virus (SLEV) [ 14,16,21]. Recently,
some evidences have showed recombination in natural
populations of DENV-1 -2, -3 and -4 |13,14,25,33] and
the incorporation of this recombination as a probable
mechanism contributing to genetic variation in DENV.
Furthermore, the circulation of different serotypes and
genotypes of DENV in a particular geographical region has
been documented [23,34,35], as well as the coexistence of
two different serotypes or genotypes in a given mosquito
or patient |23,26,27], which makes feasible the recombi-
nation in DENV. From the first identification of an interg-
enotypic DENV recombinant |12], several DENV-1, -2, -3
and -4 recombinant strains have been identified [14].
More importantly, the identification of this recombinant
strains demonstrates that DENV is capable of successfully
completing all the simultaneous stages of the infection in
the same cell: the simultaneous replication of both viral
genomes and the template shift by the viral RNA polymer-
ase, while keeping the correct reading frame, encapsida-
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tion and release of the recombinant genomes in the
process. The products will be subjected to the population
processes guiding the maintenance, expansion or disap-
pearance of new variants in the heterogeneous viral pop-
ulation.

All these reports focused on DENV-1 [13,18,27] recombi-
nation, and to date, there are a few reports of DEN-2
recombinant strains detected by analysis of protein E
sequences [14,25,26]. Besides, protein E gene of clones or
C(o1)PIM-E-NS1 5,4, region from human serum isolates
have not been reported. There is only one single report of
putative DENV-2 recombinant clone isolated from mos-
quitoes in the coding region for protein E [26]. In this
report, the isclates MEX_OAX1656_05 and
MEX_OAX1038_05 showed recombination within the
Cio1)PIM-E-NS1 ;) region. In addition, there was
recombination clearly identified within the E protein gene
of the clone MEX_©OAX1656_05_C7. Furthermore, the
parental strains from the recombinants were identified.
These results are a strong evidence of the creation of new
variants in a heterogeneous viral population. Further-
more, this is the first report of DENV-2 recombination in
Mexico.

We detected two isolates containing recombination
highly similar to the one obtained from different cities in
the state of Oaxaca, which is an evidence of the mainte-
nance and expansion of new variants. These two recom-
binants in the Cy,)-prM-E-NS1,,,, region contained 3
breakpoints non-previously reported: one in the prM and
two in the E protein (Figure 2, 3, 4, 5). We are showing
DENV-2 recombination between different genotypes in
the isolates and clones analyzed with high frequency of
approximately 30% and 10%, respectively. The detection
of the DENV recombinants supports a potentially signifi-
cant role for recombination in the evolution of DENV by
creating genetic variation. This result is very important
since recombination may shift the virulence of DENV.
One could speculate if this shift may increase or diminish
the virulence, like has happened in other RNA viruses,
such as poliovirus [36,37] influenza virus [38] and the
HIV virus [39]. A dramatic example is the loss of the atten-
uated phenotype of the poliovirus vaccine by recombina-
tion, resulting in the generation of new phenotypes that
produce the acute paralytic disease. Consequently, recom-
binants have the potential to generate strains with a
higher or lower virulence. To test this issue for DENV
recombinants will be necessary to have an animal model
to study the virulence of these recombinants.

The two points in our experimental procedure that have
been instrumental in obtaining the reported result and to
build confidence are: First, we analyzed 6 isolates and one
clone in the coding region Cy;)-prM-E-NS1 ;o) from
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Phylogenetic trees of MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656 05 based on putative recombination regions.
Maximum Likelihood trees of the putative recombination regions and non-recombination regions of the structural genes Cony
prM-E-NS| ;400 of MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 isolates. Nucleotides (nt) 1-497, nt 498-828, nt 829-2222

and 2223-2310 are displayed in A, B, C and D respectively.

Oaxaca and concentrated our efforts in sequencing the E
gene of 10 clones from one isolate. These regions were
chosen based on its biological relevance and on the loca-
tion of breakpoints identified in previous reports of
recombination in DENV [12,13,26,27,33]; secondly, we
minimized the chance of detecting false, artifactual
recombination by using long extension times [40] and a
proofreading DNA polymerase (Platinum Taq Hi-Fi) [41].

Moreover, the breakpoints tested by RDP3 resulted signif-
icant by 7 statistical methods; besides, the GARD software

displayed the same breakpoints as the RDP3 software
package.

The analysis of 10 clones obtained from the isolate
MEX_OAX_1656_05 showed one clone
(MEX_OAX_1656_05_C07) containing recombination in
the E gene (Figure 5, 6). Interestingly, the parental strains
for this recombinant were the Asian/American and the
American genotypes. This result is very important because
the American genotype has the highest divergence among
all the genotypes for DENV-2. Furthermore, this is the first
report on recombination between the Asian/American
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Nucleotide alignment of C(91)-prM-E-NS1(2400) sequence of MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05
putative recombinant isolates with the parental strains. The number of nucleotide is determined by the position in our
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Recombination plots of clone MEX_OAX_165607_05 of E protein gene. A) BOOTSCAN plot resulted from the anal-
ysis of the clone MEX_OAX_165607_05 sequence with 1000 bootstrap, the putative mayor parent MEX_OAX_165617_05,
and the putative minor parent MEX_95; B) Breakpoints plot obtained with GARD algorithm by using the sequences as above;

C) Phylogenetic trees (E gene) based on putative recombination and non-recombination regions by maximum likelihood meth-
ods.
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(MEX_OAX_1656_05_C17) and American genotypes
(MEX_95), which is supported by the analysis with RDP3
and GARD (Figure 5A-B). This recombinant displays the
breakpoints between the nucleotides 906 and 1047. These
results suggest that the frequency of recombination in
DENV is higher than thought earlier, and the process will
remain fundamentally hidden until more studies of
clonal diversity to be undertaken. Nevertheless, the pre-
cise mechanism underlying the recombination events for
DENV is unknown. To understand the mechanism of
recombination the development of experimental models
for co-infection to generate DENV recombinants is
required.

The second breakpoint in the Cy;)-prM-E-NSI ;o)
region  (nucleotide 868 and 826) for the
MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05 isolates
was different for 40 nucleotides when determined by
BOOTSCAN, but it was the same when GARD was used
(Figure 4). This was not associated with a sequence that

permits the inference of a hot-spot of recombination as
previously reported [12,13,26,27] and does not permit
the deduction of the mechanism of recombination as has
been described for other flavivirus [31][42].

Recombination may be a consequence of circulation of
several genotypes at the same time in the same site and
probably inside the same cell in the mosquito or human
patient; in addition to the high density of different viruses
circulating in the geographic area of Oaxaca. This is sup-
ported by a previous work that suggests that density of
geographical and temporal sampling increases the proba-
bility for identifying recombinant sequences [25].

Phylogenetic studies have shown the circulation of the
American [43], American/Asian [23], and Cosmopolitan
|44] genotypes in Mexico, which makes feasible their
recombination and explains the fact of the Cosmopolitan
and American genotypes to recombine with the Asian/
American genotype spread more broadly. Our results in
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combination with previous reports [26] on DENV-2
recombination suggest that the different genotypes of
DENV-2 are circulating in the virus pool infecting the
mosquitoes or the human cells around the world. Until
now, it remains unclear whether the frequency of recom-
bination seen in this and previous studies is driving an
increasing virulence of DENV strains. However, the
recombinant strains of this study were obtained from the
outbreak 2005-2006 where the frequency of DHF cases
was higher than the DF cases in comparing to previous
epidemics [45]. To elucidate the role of recombination in
DENV virulence will be necessary to follow the generation
of recombinants in outbreaks from other Mexican states.

Conclusions

It is unclear whether the recombination events took place
in a human host or a mosquito vector co-infected by mul-
tiple DENV genotypes. In this study, we detected two
recombinant isolates of DENV-2 from human hosts
namely MEX_OAX_1038_05 and MEX_OAX_1656_05,
which identify 3 breakpoints within the prM-E-NS1
genome. Particularly the recombination appeared to have
involved two genotypes of DENV-2, the Asian/American
clone (MEX_OAX_1656_05_C241) from the same strain
and the Cosmopolitan strain (INDI_GWI_102_01).

It is remarkable that parental and recombinant viral
sequences of protein E were observed in an isolate from a
single patient, particularly when the recombination
appeared to have involved two genotypes of DENV-2
(Asian/American and the American) from the same geo-
graphic area (Oaxaca, Mexico). This is only the second
observation of one parental and recombinant of DENV-2
in a population within a single host |26]. There are two
more studies where both parental and recombinant viral
genomes were observed in a DENV-1 isolate from a single
patient. DENV recombination mechanism will be clari-
fied by undertaking more studies of clonal diversity in
both human and mosquito vector in Mexico.

Methods

DENY infected cells and virus isolation

Aedes albopictus clone C6/36 cells were grown at 28°C.
After 18 h of culture, cells (2 x 10°/100 mm plate) were
infected with 0.2 ml DEN-2 inoculums with an input MOI
of 600 PFU/cell and were incubated at 28°C for 10 days.

Viruses were isolated as previously described [46] with a
few modifications. After 18 h of culture, C6/36 cells (10¢/
15 ml tube) were infected with 0.01 to 0.1 ml of serum
specimen per tube, diluted to 1 ml with medium, and
incubated for 2 h at 28°C. After one wash, 3 ml MEM was
added and the cells were cultivated for approximately 15
days at 28°C (passage number 1). Cells were observed
every day and when a cytopathic effect was apparent from
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syncytium formation and cellular lysis, the cells were har-
vested and centrifuged at 3000 rpm for 5 min. The pellet
was suspended in 0.6 ml of MEM and stored in aliquots of
0.15 ml at-70°C. The supernatant (approximately 2.5 ml)
was stored in 2 aliquots of 1 ml and one of 0.5 ml at -
70°C. To obtain passages number two and three, C6/36
cells were incubated with 1 ml of the supernatant
obtained from the first or second passage for 2 h at 28°C
and the same procedure described above was followed.
Serotypes and recombination studies in all samples were
determined in the isolates MEX_OAX_14946_06,
MEX_OAX_1020_06, MEX_OAX_739_05,
MEX_OAX_1733_05, MEX_OAX_1038_05 and
MEX_OAX_1656_05 obtained from the third culture-pas-
sage. All isolates were obtained by the Health Department
from patients with DF, except for the isolate
MEX_OAX_14946_06 obtained from a patient with DHF
[47].

RNA extraction

Total RNA was extracted from cell culture supernatant
using Trizol* LS (Gibco BRL., Gaithersburg, Md.) accord-
ing to the manufacturer's recommendations. Ethanol-pre-
cipitated RNA was recovered by centrifugation and air-
dried. The RNA pellet was suspended in 50 pl water
treated with diethylpyrocarbonate (DEPC, Sigma-Aldrich)
and used as template for Reverse Transcription with the
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR)

All assays were performed with the ThermoScript™ RT-
PCR System containing Platinum Taq Hi-Fi (Invitrogen,
Life Technologies). A mixture of 5 ul of total RNA (0.1-0.5
ug), 50 ng of hexamers/reaction, and DEPC-treated water
(in a total volume of 50 ul) was incubated at 65°C for 5
min and chilled en ice. The first extension was carried out
at 25°C for 10 min and then at 50°C for 90 min. PCR
reaction was carried out by incubation of 20 uM of corre-
sponding sense and antisense PCR primers, 2 ul of the
c¢DNA synthesis reaction and 2.4 mM magnesium sulfate
as per manufacture's recommendations. Synthetic oligo-
nucleotide primer pairs were designed based on pairwise
of different sequences of DENV-2; to amplify and
sequence the partial open reading frame genome region
C-prM-E-NS1  from nucleotide 91 (C,,) to 2400
(NS1,400): C(+) CAATATGCTGAAACGCGHG and NS1(-)
GTTCTGTCCANGTRTGNAC, and for E gene: primers
EPP-F (+) GAATGACAATGCGTTGC and EPP-R ()
TCAGCTCACAACGCAACC.

Cloning
The RT-PCR product of the partial genome (C,,-prM-E-
NS1,,00) was restricted with Kpnl and ligated in the
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pGEM®-3Z vector (Promega) following previous protocols
[48].

The RT-PCR products of E gene were ligated in the pCR*4-
TOPO vector included in TOPO®* TA Cloning Kit for
Sequencing (Invitrogen, Life Technologies) according to
the manufacturer's instructions

Sequencing of PCR products

For sequencing the structural genes or E gene the follow-
ing primers were used: PrM(+) GGATGTCNKCNGAAGG;
PrM(-)CCTTCNGMNGACATCC; E(+) GACAGAGGNT-
GGGGMAATGG; E(-) CCATTKCCCCANCCTCTGTC; E(-)
CNCAAGARGGMGCCAGCC; E(+)GGCTGGCKC-
CYTCITGNG. The automated sequencing of purified
DNA fragments by spin columns (Qiagen, Chatsworth,
Calif.) was performed by the cycle-sequencing dye termi-
nator method. The Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (ABIPRISM 100, Applied Biosystems,
Foster City, CA) was chosen for sequencing. The
sequences obtained were deposited in the GenBank data-
base (AF856321-AF856328; AF856341-AF856350).

Phylogenetic and Recombination studies
TrN93 substitution model was used to make the phyloge-
netic analysis since this model showed to be the best to
analyze DENV sequences by using "Model Selection”
implemented in "DataMonkey" [28,29]

The DENV-2 sequences of partial C,,-prM-E-NS1,,,,
genome (90) or E gene (180) were aligned using Clustal
W |49]; keeping the more representative sequences (17
and 16 respectively) to obtain plots and phylogenies trees
to evaluate recombination in our isolates and clones. The
accession number of sequences are as follow: VEN_2_87
(AF100465), MEX_131-92(AF100469), THNH_P36_93
(AF022441), TH_CO390_99 (AF100462), BANGKOK_74

(Al487271), NGC_44 (D00346), CHINA_43_89
(AF204178), CHINA_FJ_10_00 (AF276619),
INDI_GWL102_01  (DQ448233), INDO_BA05i_05
(AY858035), INDO_ 98900666_04 (AB189124),

BR_64022_02 (AF489932), JAM_N1409_83 (M20558),
CHINA_04_85 (AF119661), DR_23_01 (AB122020),
MART_703_98 (AF208496), CUBA_13_97 (AYZ702034),
MEX_95 (DQ364562). The aligned sequences were ana-
lyzed by Recombinant Detection Program version 3
(RDP3) |50] using default parameters (window of 200nt,
step of 20nt, Jin and Nei, 1990 |51] substitution models
and 1000 bootstrap) and by the genetic algorithm for
recombination detection (GARD) [52,29].
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