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INTRODUCCIÓN 

 

Definición y aspectos clínicos de la enfermedad 

El dengue es una enfermedad febril aguda causada por el virus del dengue (DENV), del 

cual existen 4 serotipos (DENV–1, DENV–2, DENV–3 y DENV–4). La enfermedad es 

transmitida por la picadura de la hembra hematófaga de los mosquitos Aedes aegypti y 

Aedes albopictus (Acosta–Bas y Gómez–Cordero, 2005; Velandia y Castellanos, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Vector del DENV, el mosquito Aedes aegypti. 

(Tomada de http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Aedes_aegypti_during_blood_meal.jpg) 

 

Independientemente del serotipo, el dengue puede presentarse de manera asintomática en 

la mayoría de los casos, o bien, puede presentarse bajo tres formas clínicas denominadas 

Fiebre por Dengue (FD), Fiebre Hemorrágica por Dengue (FHD) y Síndrome de Choque 

por Dengue (SCD) (OMS, 2009). 

 

La FD se caracteriza por un aumento súbito de la temperatura mayor a 38°C, acompañada 

de dos o más de los siguientes síntomas: cefalea aguda, dolor retro–orbitario, mialgias, 

artralgias, exantema y presencia de petequias (Singhi y cols., 2007; OMS, 2009). 

 

La FHD por lo general comienza con la misma sintomatología de la FD en combinación con 

manifestaciones hemorrágicas como la prueba del torniquete positiva a causa de micro 

hemorragias de los capilares de la piel, trombocitopenia (≤100,000 plaquetas/µL). 

Adicionalmente hay disminución en el hematocrito, petequias, púrpura, hematuria, melena, 

sangrado de encías, sangrado gastrointestinal y aumento en la permeabilidad vascular 

(Singhi y cols., 2007; OMS, 2009). 

 

La FHD puede progresar a SCD, caracterizado por un choque hipovolémico debido a la 

extravasación del plasma, por lo que el paciente requiere hospitalización ya que si no 

recibe un rápido y adecuado tratamiento, puede iniciarse una etapa de choque profundo.  
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En esta etapa, el sistema circulatorio se ve muy comprometido, aparecen signos de 

insuficiencia circulatoria, la piel se torna fría, a menudo hay cianosis, el pulso y la presión 

arterial bajan considerablemente (≤ 20 mm Hg), resultando en la muerte dentro de 12 a 36 

horas después del inicio del choque (Acosta–Bas y Gómez–Cordero, 2005; Singhi y cols., 

2007; OMS, 2009). 

 

Epidemiología 

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mayor importancia de salud 

pública en el mundo. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que este virus 

constituye una amenaza para el 40% de la población mundial (aproximadamente 2,500 

millones de personas) que habitan en los más de 100 países ubicados en las regiones 

tropicales y subtropicales expuestos al dengue (Guzmán y cols., 2010; Halstead, 2007; 

OMS, 2009). 

 

La prevalencia a nivel mundial del dengue se ha incrementado drásticamente. En los 

últimos 50 años, su incidencia ha aumentado 30 veces con la creciente expansión 

geográfica hacia nuevos países y, en la actual década, de áreas rurales a urbanas. Los 

continentes más afectados por la presencia de epidemias de FHD han sido el asiático y el 

americano. La FHD continúa siendo un problema de salud importante, manteniendo 

elevada incidencia en niños, los cuales son la población más susceptible (Halstead, 2007;  

OMS, 2009). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Zonas en riesgo de transmisión de dengue a nivel mundial,  2011. 

(Adaptada de Guzmán y cols., 2010 y http://www.cdc.gov/dengue/) 

 

http://www.cdc.gov/dengue/
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En México como en otras partes del mundo, la presencia del dengue está condicionada a 

la existencia del vector y son las regiones tropicales y subtropicales las áreas de mayor 

riesgo por reunir las condiciones climáticas y geográficas para su sobrevivencia. 

 

En 2011, el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control de Enfermedades 

(CENAVECE) de la Secretaría de Salud reportó 15,578 casos confirmados de dengue, de 

los cuales 10,970 fueron FD y 4,608 casos de FHD con 36 defunciones. Los principales 

serotipos circulantes fueron DENV–1 y DENV–2, aunque se reportó la presencia de los 

otros dos serotipos en proporciones bajas. El estado de Yucatán presentó el mayor número 

de casos reportados (http:// www.cenave.gob.mx/dengue, 10/02/2012).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Riesgo de transmisión de dengue en México.  

(Tomada de http://www.cenave.gob.mx/dengue/default.asp?id=32) 

 

Agente etiológico 

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae, género flavivirus. Es un virus icosaédrico que 

tiene un diámetro entre  40–50 nm y está envuelto por una membrana lipídica, sobre la 

cual se insertan la proteína precursora de membrana (prM) y la proteína de envoltura (E) 

(Figura 4A) (Bartenschlager y Miller, 2008; Velandia y Castellanos, 2011). 

 

El genoma del DENV está constituido por una molécula de RNA de cadena sencilla y 

polaridad positiva de aproximadamente 10.7 Kb, que inicia con una región 5’UTR, de 

aproximadamente 100 nucleótidos y en ella se localiza una estructura “cap” tipo I 7–metil 

guanosina. Después se localiza el marco de lectura abierto (ORF), el cual codifica para la 

única poliproteína viral de aproximadamente 3400 aminoácidos, la cual después de ser 

procesada co y post traducccionalmente, da origen a 3 proteínas estructurales (C, prM y E) 

http://www.cenave.gob.mx/dengue/default.asp?id=32
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y a 7 proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) y 

finalmente se encuentra la región 3’UTR, de aproximadamente 450 nucleótidos y que 

carece de poli A. (Figura 4B) (Bartenschlager y Miller, 2008; Rodenhuis–Zybert y cols., 

2010; Velandia y Castellanos, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. A) Estructura y B) Genoma del DENV.   
(Adaptada de Clyde y cols., 2006; Guzmán y cols., 2010; Ruiz, K. 2010) 

 

5’UTR 

Esta región, de aproximadamente 100 nucleótidos de longitud, muestra una alta secuencia 

de conservación entre los diferentes serotipos del DENV. Contiene dos dominios 

importantes para la replicación viral. El primer dominio de 70 nucleótidos se pliega en una 

estructura llamada tallo burbuja largo o “large stem–loop” (SLA) y se ha propuesto que 

actúa como promotor para la proteína NS5 (Bartenschlager y Miller, 2008; Lodeiro y cols., 

2009).  

 

El segundo dominio forma un tallo burbuja corto o “short stem–loop” (SLB); este dominio 

contiene una secuencia de 16 nucleótidos de longitud, conocida como 5'UAR, que es 

complementaria a una región presente en el extremo 3' del genoma viral (3'UAR) (Lodeiro 

y cols., 2009). 

 

Proteína de Cápside (C) 

Es el primer polipéptido viral sintetizado durante la traducción; tiene un peso molecular de 

9 a 12 kDa y posee numerosos residuos de lisina y arginina, los cuales le confieren un 

carácter altamente básico que le permite la interacción con el RNA viral recién sintetizado 

para formar la nucleocápside que lo protege de la degradación y promueve su organización 
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en el interior de la partícula viral en formación. Además posee un sitio hidrofóbico que 

interviene en el proceso de ensamblaje (Acosta–Bas y Gómez–Cordero, 2005; Lindenbach 

y cols., 2007; Velandia y Castellanos, 2011).  

 

Proteína precursora de membrana (prM) 

Es el precursor glicosilado de la proteína M. Tiene un peso de 18–19 kDa y en los viriones 

intracelulares inmaduros forma heterodímeros con la proteína E para permitir su correcto 

plegamiento y evitar la exposición del péptido fusogénico durante el transporte en las 

vesículas acídicas. La proteína M madura, que tiene un peso de 7–9 kDa, se origina del 

corte proteolítico que realiza una furin–proteasa en la porción amino terminal de prM justo 

antes de la liberación del virión y está relacionada con la maduración de éste (Lindenbach 

y cols., 2007; Rodenhuis–Zybert y cols., 2010; Velandia y Castellanos, 2011). 

 

Proteína de Envoltura (E) 

Es una glicoproteína que tiene un peso molecular de 65 kDa y se encuentra de forma 

homodimérica en la superficie del virión e intracelularmente se puede encontrar como un 

heterodímero junto a la proteína prM (Velandia y Castellanos, 2011). 

 

Esta proteína es el principal inmunógeno del virus. Posee 3 dominios: I, II y III. El dominio I 

presenta estructura de barril β, el dominio II está compuesto por una región de 

dimerización y el péptido fusogénico, el cual es el encargado de mediar la fusión de las 

membranas viral y celular, mientras que el dominio III tiene la función del reconocimiento 

del virus con su receptor en la superficie de la célula blanco (Clyde y cols., 2006; 

Lindenbach y cols., 2007; Rodenhuis–Zybert y cols., 2010). 

 
NS1 

Es una proteína altamente conservada entre los flavivirus; tiene un peso molecular de 42 a 

50 kDa. No forma parte del virión pero pueden encontrarse de 3 formas distintas: como 

residente en el retículo endoplásmico, como dímero en la membrana de la célula 

hospedera y en su forma secretada. Aun no es del todo claro su papel en la replicación, 

pero se supone que la NS1 actúa en una etapa temprana de ésta (Acosta–Bas y Gómez–

Cordero, 2005; Clyde y cols., 2006; Lindenbach y cols., 2007).  

 

NS2A y NS2B 

Ambas son proteínas hidrofóbicas que se encuentran asociadas a la membrana del retículo 

endoplásmico durante la replicación viral. NS2A tiene un peso molecular de 22 kDa y es 

capaz de bloquear la síntesis de IFN tipo I debido al bloqueo de las rutas de señalización 
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que dan lugar a esta citocina. NS2B tiene un peso de 12 kDa y forma un complejo estable 

con la proteína NS3 funcionando como cofactor para la actividad de serin proteasa de uno 

de los dominios de NS3 (Clyde y cols., 2006; Lindenbach y cols., 2007; Velandia y 

Castellanos, 2011).  

 

NS3 

Tiene un peso molecular de 68 kDa y es trifuncional, ya que se caracteriza por tener 

actividad de proteasa, helicasa y trifosfatasa de RNA. La actividad de proteasa se 

encuentra en asociación con la proteína NS2B para el procesamiento de la poliproteína 

viral. La actividad de helicasa ha sido implicada principalmente en el desdoblamiento del 

RNA genómico durante la replicación, mientras que la actividad de trifosfatasa podría 

requerirse para la formación del “cap” en la región 5’UTR (Bartenschlager y Miller, 2008; 

Clyde y cols., 2006; Lindenbach y cols., 2007; Perera y Kuhn, 2008). 

 

NS4A y NS4B 

Ambas son proteínas de naturaleza hidrofóbica con un peso molecular de 16 y 27 kDa, 

respectivamente. Se sabe muy poco acerca de la función de estas proteínas, pero se ha 

sugerido que NS4A puede servir para la inducción de alteraciones en la membrana de las 

células infectadas, y tanto NS4A como NS4B actúan en la inhibición del IFN tipo I 

(Bartenschlager y Miller, 2008; Clyde y cols., 2006; Velandia y Castellanos, 2011). 

 

NS5 

Es la proteína más conservada; se sabe que el 67% de la secuencia de dicha proteína es 

idéntica entre los cuatro serotipos. Tiene un peso molecular de 104–106 kDa y es 

bifuncional, ya que en el extremo N–terminal posee actividad de metiltransferasa y 

guanidiltransferasa, en donde existe una región altamente conservada (YF NS5 666–668) 

que se sabe está involucrada en la formación del “cap” 5’ y su metilación, mientras que en 

el extremo C–terminal se encuentra el dominio de RNA polimerasa dependiente de RNA 

(RdRp), por lo que NS5 actúa como la única polimerasa durante la replicación y 

transcripción virales (Bartenschlager y Miller, 2008; Clyde y cols., 2006; Lindenbach y cols., 

2007;  Perera y Kuhn, 2008). 

 

3’UTR 

Esta región es de aproximadamente 450 nucleótidos y comprende de tres regiones: 1) una 

región variable que se encuentra después del codón de paro del marco de lectura abierto; 

2) una región central que se localiza “downstream” respecto a la región variable y 3) una 

región terminal, en la cual se encuentran las estructuras llamadas 3’SL o “stem–loops”,  
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que son necesarias para la replicación, y una secuencia de ciclación (CS) justo “upstream” 

de las estructuras 3’SL. Estas estructuras están implicadas en la circularización del 

genoma a través de interacciones con la región 5'UTR (Bartenschlager y Miller, 2008; 

Lodeiro y cols., 2009; Romero y cols., 2006). 

 

Replicación Viral 

La entrada del virus a células de mamífero y en las del mosquito transmisor se inicia con el 

contacto de la proteína E con su receptor localizado en las células blanco; entre estas 

células se encuentran células dendríticas, linfocitos B, linfocitos T, monocitos, hepatocitos y 

células neuronales. Hasta el momento se han identificado varios receptores para el virus, 

entre ellos DC–SIGN, del inglés Dendritic Cell–Specific ICAM–3 Grabbing Nonintegrin, 

heparán sulfato, CD14, las proteínas de choque térmico (Hsp) de 70 y 90 kDa (Hsp70 y 

Hsp 90), el receptor de alta afinidad de laminina de 37/67 kDa y a la proteína GRP78/BiP 

(Clyde y cols., 2006; Del Ángel, 2006).  

 

Tras la unión, el virus es internalizado por endocitosis mediada por receptores. Luego, la 

vesícula endocítica se transforma en un endosoma temprano y posteriormente en un 

endosoma tardío, el cual se fusiona con un lisosoma que acidifica el pH de la vesícula. 

Esto induce una trimerización irreversible del dominio II de la proteína E, que favorece la 

exposición del péptido fusogénico y su anclaje a la membrana de la vesícula, es decir, se 

realiza la fusión de las membranas viral y celular, lo que conlleva finalmente a la liberación 

de la nucleocápside al citoplasma (Bartenschlager y Miller, 2008;  Mukhopadhyay y cols., 

2005) 

 

Una vez que el genoma viral es liberado en el citoplasma de las células infectadas, es 

traducido en el retículo endoplásmico rugoso, debido a que el RNA viral actúa como RNA 

mensajero, dando lugar a la única poliproteína viral, la cual es procesada co y post 

traduccionalmente por la acción de proteasas virales y proteasas de la célula huésped, 

dando lugar a 3 proteínas estructurales (C, prM y E), que son las encargadas del 

ensamblaje viral, y 7 proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y 

NS5), que son las encargadas de la replicación del genoma (Bartenschlager y Miller, 2008;  

Perera y Kuhn, 2008; Rodenhuis–Zybert y cols., 2010). 
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Figura 5. Procesamiento de la poliproteína del DENV  
(Adaptada de Umareddy y cols., 2007). 

 

La replicación viral se lleva a cabo en el citoplasma y se inicia con la generación de la 

cadena de RNA (–), que es llamado Intermediario Replicativo, el cual se sincroniza con la 

plantilla de RNA (+) dando lugar a la formación de la denominada Forma Replicativa. La 

nueva producción de RNA (+) puede unirse a los ribosomas para iniciar un nuevo ciclo de 

traducción o bien, ir directamente al proceso de ensamblaje, el cual se sugiere se lleva a 

cabo en el retículo endoplásmico (Bartenschlager y Miller, 2008; Velandia y Castellanos, 

2011). 

 

El ensamblaje comienza con la formación de la nucleocápside viral debido a la interacción 

del RNA y la proteína C en presencia de pequeñas gotas de lípidos; sobre esta nueva 

estructura formada se asocian las proteínas prM y E que quedan inmersas en el lumen del 

retículo endoplásmico. Posteriormente suceden dos etapas de maduración de la partícula 

viral: primero se organizan de forma heterodimérica las proteínas prM y E en donde la 

primera recubre a la segunda; en la segunda etapa, esta partícula inmadura transita hasta 

la región trans del aparato de Golgi, donde se lleva a cabo la glicosilación, además de que 

ocurren cambios de conformación y de rotación de la proteína E que generan 

homotrímeros  antiparalelos entre sí. Por último, un nuevo procesamiento proteolítico sobre 

la proteína prM por la proteasa furina libera a la proteína M. Esta nueva modificación 

estabiliza los homotrímeros de la proteína E y mantiene unida a la región pr 

(Bartenschlager y Miller, 2008; Mukhopadhyay y cols., 2005; Velandia y Castellanos, 

2011).  
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Finalmente, cuando el virus es liberado por exocitosis, el pH neutro del espacio 

extracitoplasmático induce el desprendimiento del péptido pr, y la proteína E adquiere la 

conformación final que puede ser reconocida por las moléculas receptoras de la célula 

blanco e iniciar un nuevo ciclo de infección en otra célula (Bartenschlager y Miller, 2008; 

Mukhopadhyay y cols., 2005; Rodenhuis–Zybert y cols., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Replicación del DENV. 

(Adaptada de Clyde y cols., 2006) 

 

Métodos de Diagnóstico 

El diagnóstico eficiente y preciso del dengue es fundamental para la detección temprana y 

confirmación de casos, el diagnóstico diferencial con otras enfermedades infecciosas, 

actividades de vigilancia, control de brotes, patogénesis, investigación académica, 

desarrollo de vacunas y pruebas clínicas. 

 

El diagnóstico debe estar basado, tanto en síntomas clínicos, como en la confirmación por 

estudios de laboratorio, ya que la mayoría de los individuos infectados o son asintomáticos 

o padecen solamente un cuadro febril indiferenciado.  

 

Hasta el momento, los métodos empleados en el laboratorio para el diagnóstico de dengue 

son: 1) la detección la proteína viral sNS1, 2)  la detección de anticuerpos específicos, 3) el 

aislamiento viral, y 4) la detección molecular del genoma (Oliveira y Lopes da Fonseca, 

2004; InDRE, 2008; Peeling y cols., 2010; OMS, 2009). 
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1) Detección de la proteína viral  sNS1  

Actualmente, el algoritmo de diagnóstico de dengue implementando por la Secretaria de 

Salud en México, indica como primera opción la detección de la proteína viral sNS1 en los 

sueros de los pacientes, ya que es la única proteína viral que es secretada por las células 

infectadas; además se puede detectar en el suero desde el día 1 posterior al inicio de la 

fiebre y hasta el día 9, por lo que es considerada como marcador de la fase aguda de la 

infección. Por todo lo anterior, se han desarrollado diferentes métodos para la detección 

del antígeno viral sNS1, que van desde pruebas rápidas de inmunocromatografía hasta 

procedimientos más complejos como el ELISA de captura; este último método se realiza en 

poco tiempo pero tiene la desventaja de no ser serotipo–específica y un resultado negativo 

en la misma no es totalmente excluyente de infección viral (InDRE, 2008; Peeling y cols., 

2010). 

 

2) Detección de anticuerpos específicos 

La respuesta inmune adquirida por la infección del DENV consiste en la producción de 

anticuerpos (IgM e IgG) que son principalmente específicos para la proteína E. Los 

anticuerpos de tipo IgM pueden ser detectables desde los días 4–6 después del inicio de 

los síntomas con títulos más altos en infecciones primarias que en infecciones 

secundarias, por lo que en un pequeño porcentaje de los pacientes no se detectan 

anticuerpos IgM en la fase aguda de la enfermedad, pero sí se pueden encontrar IgG al 

igual que en los pacientes convalecientes con infección primaria. En la actualidad, ambas 

clases de anticuerpos son detectados mediante ELISA con altos valores de sensibilidad y 

especificidad, sin embargo, es un método indirecto para confirmar la infección por el virus 

y, por lo tanto, no es posible la serotipificación del mismo (Oliveira y Lopes da Fonseca, 

2004; Peeling y cols., 2010; Shu y Huang, 2004). 

 

3) Aislamiento viral 

El aislamiento viral es considerado el “estándar de oro” para el diagnóstico y 

serotipificación de las infecciones por DENV y se realiza en muestras de pacientes que 

cursan la fase aguda de la infección. Existen cuatro sistemas de aislamiento: 1) la 

inoculación intracerebral en ratones lactantes, en donde se produce parálisis y otros signos 

de afectación del sistema nervioso central; 2) la inoculación intratorácica en mosquitos, en 

donde se emplean las especies Aedes aegypti, Aedes albopictus, Toxorhynchites 

amboinensis y Toxorhynchites spedens; 3) la inoculación en cultivos de líneas celulares de 

mamíferos como Vero, LLCMK2, BHK21; y 4) la inoculación en cultivos de líneas celulares 

de mosquito como son C6/36, AP61 y TRA–284, para la identificación del serotipo viral 

mediante inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales específicos de cada serotipo; 
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los resultados se obtienen en un periodo de 6 a 10 días post–inoculación (Oliveira y Lopes 

da Fonseca, 2004; Peeling y cols., 2010; Shu y Huang, 2004). 

 

4) Detección molecular del genoma viral 

El método empleado es la reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa o 

RT–PCR, del inglés Reverse Transcription–Polymerase Chain Reaction. Desde la década 

de los 90’s se han desarrollado diversas metodologías las cuales ofrecen mayor 

sensibilidad en comparación con el aislamiento viral, en un tiempo mucho más corto (OMS, 

2009).  

 

Recientemente se ha desarrollado la técnica de RT–PCR en tiempo real, la cual es una 

técnica de un solo paso que se utiliza para detectar y cuantificar el RNA viral en muestras 

de diversos orígenes y que emplea pares de oligonucleótidos, que pueden ser universales 

para detectar a todos los serotipos o específicos para cada uno de los serotipos. Dicha 

técnica tiene muchas ventajas sobre el método convencional, como la rapidez, una mayor 

sensibilidad y especificidad, la reducción de la tasa de contaminación y fácil 

estandarización. Por lo tanto, la RT–PCR en tiempo real ha ido sustituyendo 

progresivamente a la RT–PCR convencional como el nuevo estándar de oro para el 

diagnóstico rápido de infección por el DENV en muestras de suero en fase aguda (OMS, 

2009; Peeling y cols., 2010; Shu y Huang, 2004). 
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ANTECEDENTES 

 
La ventana óptima para la detección de una infección por dengue es aproximadamente 

desde el inicio de la fiebre hasta 10 días post–infección. (Peeling y cols., 2010). 

 

El virus se puede detectar durante cuatro a cinco días en el suero, el plasma, las células 

sanguíneas circulantes y otros tejidos. Después del día 5, aparecen los anticuerpos 

específicos de la clase IgM, mientras que la proteína NS1 puede ser detectada hasta 9 

días después del inicio de la enfermedad (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Línea de tiempo aproximada de las infecciones primarias y secundarias por el DENV y los 
métodos de diagnóstico que se utilizan para detectar la infección. 
(Adaptada de OMS, 2009; Peeling y cols., 2010; Ruiz, K., 2010)  

 

La selección del método de detección depende del propósito para el cual se realizan las 

pruebas (por ejemplo, diagnóstico clínico, estudios epidemiológicos, investigación, 

desarrollo de vacunas, etc.), del tipo de laboratorio y la experiencia y conocimientos 

técnicos disponibles, de los costos y del tiempo de recolección de las muestras. 

  

En general, las pruebas con gran sensibilidad y especificidad requieren experiencia y 

conocimientos técnicos y tecnologías más complejas, en tanto que las pruebas rápidas 

pueden sacrificar la sensibilidad y especificidad por la facilidad de su realización y la 

velocidad de su práctica. Las técnicas de aislamiento viral y detección del RNA son más 

laboriosas y más costosas, pero también, son más específicas que la detección de 
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anticuerpos mediante métodos serológicos. En la tabla 1 se muestran las ventajas y 

desventajas de cada método de identificación viral. 

 

Tabla 1: Ventajas y desventajas de los métodos de diagnóstico de dengue. 

(Adaptada de Guzmán y Vázquez, 2002; OMS, 2009; Peeling y cols., 2010; Shu y Huang, 2004) 

 

Respecto a la detección del genoma viral como método de diagnóstico y de identificación 

de la carga viral, la cuantificación es de gran importancia como un marcador de gravedad 

de la enfermedad o para identificar las tasas de replicación en experimentos in vitro. Para 

ello se han desarrollado múltiples protocolos de RT–PCR en tiempo real, cuyas variaciones 

radican en la región del genoma viral utilizada como blanco para la detección, como lo son 

Método de 
Diagnóstico 

Ventajas Desventajas 

Aislamiento 
Viral 

 Confirmatoria de la infección. 

 Identifica serotipos. 

 

 Requiere muestras de 0–5 días 

después del inicio de la fiebre. 
 Toma más de 1 semana en su 
realización. 

 Requiere de experiencia e 
instalaciones adecuadas. 

 No permite diferenciar entre una 
infección primaria y secundaria. 

 

Detección de 
NS1 

 

 Confirmatoria de la infección. 

 Económico comparada con el 
aislamiento viral y detección 
molecular del genoma. 

 Fácil de realizar y los resultados se 
obtienen en menos de 1 día. 

 Se puede detectar hasta 9 días 
después del inicio de los síntomas. 

 

 Menos sensible que el 
aislamiento viral o la detección 
del RNA. 
 

 No permite la serotipificación. 

Detección de 
Anticuerpos 
(IgM e IgG) 

 Confirmatoria de la infección. 

 Económico comparada con el 
aislamiento viral y detección 
molecular del genoma. 

 Fácil de realizar. 

 La muestra puede ser tomada 
después de 5 días después del 
inicio de la infección. 

 Permite distinguir entre una 
infección primara e infección 
secundaria. 

 Niveles de IgM pueden ser bajos  
o no ser detectados en una 
infección secundaria. 

 

 La confirmación requiere de 2 o 
más muestras. 

Detección del 
genoma viral 

 Confirmación de la infección. 

 Sensible y específica 

 Puede identificar al serotipo 

 Resultados en menos de 24 hrs 

 Posibles falsos positivos debido a 
la contaminación. 

 Requiere experiencia y el equipo 
de laboratorio es costoso. 

 No es posible diferenciar entre 
una infección primaria y una 
secundaria. 
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la región 5’UTR, la proteína de cápside, la proteína de envoltura, la proteína NS5 y la 

región 3’UTR. También varían en la química que utilizan que puede ser SYBR Green o 

TaqMan; otra diferencia es la secuencia de oligonucleótidos que se emplean, los cuales 

pueden ser diseñados para detectar con un solo par de oligonucleótidos a los cuatro 

serotipos o un par de nucleótidos para cada serotipo y el caso de que se emplee el sistema 

TaqMan, las sondas también pueden ser diseñadas para que con una sonda se detecten 

los cuatro serotipos o que sea específica para cada serotipo. En la tabla 2 se muestran 

métodos de RT–PCR en tiempo real para la detección y cuantificación del DENV. 

 

Tabla 2: Métodos de RT–PCR en tiempo real para la detección y cuantificación del DENV. 

Autor y Año 
Especificidad de 

los oligonucleótidos 
Química 

Región blanco 
(posiciones) 

Laue y cols., 1999 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan NS5 (9959–10119) 

Callahan y cols., 2001 

DENV–1, –2, –3 y –4 
DENV–1 
DENV–2 
DENV–3 
DENV–4 

TaqMan 

3’ UTR (10589–10699) 
NS5 (8586–8692) 

C (237–305) 
C (118–241) 
C (187–293) 

Houng y cols., 2001 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan 3’ UTR (N/M) 

Drosten y cols., 2002 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan 3’ UTR (10615–10694) 

Warrilow y cols., 2002 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan 3’ UTR  (10578–10685) 

Shu y cols., 2003 

DENV–1, –2, –3 y –4 
DENV–1 
DENV–2 
DENV–3 
DENV–4 

SYBR Green 

C (135–305) 
C (135–325) 
C (135–338) 
C (135–336) 
C (135–268) 

Chitinimitkul y cols., 2005 DENV–1, –2, –3 y –4 SYBR Green 3’UTR (N/M) 

Kong y cols., 2006 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan NS5 (9091–9195) 

Dos Santos y cols., 2008 DENV–1, –2, –3 y –4 SYBR Green 5’UTR (1–149) 

Sadon y cols., 2008 

DENV–1 
DENV–2 
DENV–3 
DENV–4 

TaqMan 

C (93–157) 
C (208–275) 
C (398–465) 
C (92–164) 

Gurukumar y cols., 2009 DENV–1, –2, –3 y –4 TaqMan 3’UTR ( 10635–10682) 

Leparc – Goffart y cols., 
2009 

DENV–1, –2, –3 y –4 
DENV–1 
DENV–2 
DENV–3 
DENV–4 

TaqMan 

3’UTR (10576–10664) 
C (255–384) 
C (16–200) 

C (113–176) 
C (271–364) 

Conceição y cols., 2010 DENV–1, –2 y –3 TaqMan 5’UTR (N/M) 

Hue y cols., 2011 

DENV–1 
DENV–2 
DENV–3 
DENV–4 

TaqMan 

NS5 (9865–9964) 
NS5 (9859–9983) 
NS5 (9591–9708) 
NS5 (9587–9764) 

 
N/M: No Mencionado 
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El genoma del DENV presenta una homología entre los cuatro serotipos del 65 al 70% 

(Upanan y cols., 2006; Perera y cols., 2008), por ello varios protocolos se han basado en la 

detección específica de cada serotipo, pero a su vez, se sabe que la región 3’UTR es la 

más conservada entre los cuatro serotipos virales (Callahan y cols., 2001; Drosten y cols., 

2002; Gurukumar y cols., 2009; Leparc–Goffart y cols., 2009), y por esta razón ha sido 

empleada como blanco para la detección molecular del virus mediante RT–PCR en tiempo 

real, independientemente del serotipo al que pertenezca (Warrilow y cols., 2002; 

Chitinimitkul y cols., 2005; Leparc–Goffart y cols., 2009).  

 

Como ya se mencionó, la detección y cuantificación del genoma viral con fines de 

investigación ha permitido correlacionar la carga viral con la gravedad de la enfermedad. 

En el 2000, Vaughn y colaboradores, demostraron por primera vez una correlación directa 

entre la carga viral en sangre y la FHD, abriendo de esta forma la posibilidad de 

generalizar el fenómeno, creando una respuesta mucho más abarcadora al problema: la 

gravedad de la enfermedad depende de la carga viral que se alcanza. Posteriormente, 

Libraty y colaboradores, así como Wang y colaboradores, también reportaron dicha 

correlación y demostraron además la presencia de un aumento de la carga viral en 

individuos con FHD con respecto a los de FD en la etapa de defervescencia. En el 2010, 

Hoang y colaboradores encontraron un aumento en los niveles de viremia entre los 2 y 3 

días después del inicio de la fiebre, lo cual asociaron con las formas clínicas más graves, lo 

que sugiere que la cuantificación de la carga viral en etapas tempranas tiene un valor 

pronóstico. El aumento de la carga viral en sangre puede explicarse por diferentes eventos 

moleculares no excluyentes entre sí, algunos de ellos debidos a eventos 

inmunopatogénicos y otros a la patogénesis viral (Gurukumar y cols., 2009; Marcos y 

López, 2009; Prada y Castellanos, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
16 

JUSTIFICACIÓN  

 

Los métodos utilizados para la detección y cuantificación del DENV son diversos y las 

demandas de infraestructura y tiempo varían de acuerdo al método que se realiza.  

 

Las técnicas de RT–PCR en tiempo real facilitan la cuantificación viral en muestras de 

cultivo celular, suero, plasma e inclusive en saliva y orina con mayor sensibilidad, 

especificidad y reproducibilidad que el aislamiento viral. De los ensayos en uso a la fecha, 

pocos son los que permiten la evaluación de los cuatro serotipos virales en una misma 

reacción de RT–PCR. 

 

En el genoma del DENV existen regiones altamente conservadas entre los cuatro serotipos 

virales que pueden ser blanco para el diseño de oligonucleótidos que permitan la 

generación de una molécula que sea representativa de los cuatro serotipos virales. Dicha 

molécula puede ser utilizada como estándar para la implementación un ensayo de RT–

PCR en tiempo real que permita realizar la detección y cuantificación del DENV en 

muestras clínicas así como muestras originadas de diversos cultivos celulares, 

independientemente del serotipo al que pertenezcan.  

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

La identificación mediante análisis bioinformático de las regiones altamente conservadas 

entre los serotipos del DENV, el diseño de oligonucleótidos específicos para dichas 

regiones, así como la amplificación y clonación de las mismas, nos permitirá la generación 

de una molécula que sea utilizada como estándar para la detección y cuantificación de los 

cuatro serotipos virales del dengue mediante RT–PCR en tiempo real. 
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OBJETIVOS  

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 Realizar el diseño de oligonucleótidos específicos que reconozcan regiones 

altamente conservadas del DENV con la finalidad de obtener por clonación una 

molécula que sea utilizada como estándar en la implementación de un ensayo de 

RT–PCR en tiempo real. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Realizar el análisis bioinformático de secuencias del DENV que permita identificar 

las regiones altamente conservadas entre los diferentes serotipos virales. 

 

 Establecer la infección de cultivos de la línea celular C6/36 con cepas prototipo de 

DENV y verificar por inmunofluorescencia indirecta el serotipo viral.  

 

 Obtener por RT–PCR dos amplicones, uno de 170 pb correspondiente a la región 

3’UTR y otro de 238 pb correspondiente a la región NS5.  

 

 Clonar los amplicones  en el vector pCR2.1 TOPO. 

 

 Verificar la identidad de los amplicones por secuenciación de Sanger. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Virus del Dengue 

Alineamiento de Secuencias 
(DENV -1 , - 2, - 3 Y - 4) 

de los 4 serotipos del DENV I 

I I Inoculación en Cultivo Celular I 
I I I I I Pi (TT) I I Entropia de Shannon I 

I I Extracción I nmunofluorescencia 
de RNA viral Indirecta 

I 
Diseño de Oligonucleótidos I I RT - PCR I 

I Purificación de Amplificados I 

I Clonación 

I Tamizaje de Clonas I 

I I 
Extracción de Restricción 

DNA plasmidico Enzimatica 

I 
I PCR a partir de clonas I 

I 
I Selección de una clona I 

I 
I Secuenciación de Sanger I 

I 
I Verificación de la identidad del amplicón I 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Análisis bioinformático para el diseño de oligonucleótidos 

Se llevó a cabo un alineamiento múltiple con un total de 156 secuencias de genomas 

completos del DENV reportadas a la base de datos del GenBank para los cuatro serotipos 

virales utilizando el programa MEGA 5.05. Lo anterior, con la finalidad de realizar un 

análisis de Pi (π) o diversidad nucleotídica, el cual es una medida de la variabilidad 

genética que permite conocer estimar el número de nucleótidos diferentes por sitio entre 

dos secuencias tomadas al azar así como la frecuencia de un nucleótido en determinada 

posición; entre menor sea el valor obtenido, menor es la variabilidad. A partir de dicho 

análisis se obtendría el gráfico correspondiente que permitiera verificar que la región 3’UTR 

es la más conservada entre los cuatro serotipos. Para ello se utilizó el programa DNA SP 

Version 5.10, específicamente utilizando la función Analysis/Polymorphism and 

Divergence.  

 

Una vez ubicada dicha región, se realizó el análisis de Entropía de Shannon o variabilidad 

nucleotídica, el cual es una medida cuantitativa que permite predecir la probabilidad de 

posibles cambios de un conjunto de elementos aleatoriamente distribuidos, es decir 

permite determinar en qué posiciones nucleotídicas existe menor probabilidad de cambios 

entre los alineamientos de los cuatro serotipos virales; entre menor sea el valor obtenido, 

menor es la variabilidad. Dicho análisis se realizó ingresando a la página web 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy.html 

 

Identificadas dichas posiciones se realizó un alineamiento de las cepas prototipo del DENV 

reportadas a la base de datos del GenBank (Números de Acceso DENV–1 EU848545, 

DENV–2 HM582102, DENV–3 M93130 y DENV–4 AY947539) y se identificaron las bases 

nitrogenadas que constituirían los oligonucleótidos correspondientes, los cuales fueron 

designados como 3’UTR FWD y 3’UTR RVS.  

 

Respecto a la región NS5, se emplearon los oligonucleótidos reportados por Richardson y 

colaboradores en el año 2006; (NS5–FWD y NS5–RVS), los cuales fueron diseñados para 

reconocer únicamente la secuencia del DENV–2. Estos oligonucleótidos se alinearon con 

las secuencias reportadas a la base de datos del GenBank (Números de Acceso 

HM582102 y HM582103) para confirmar su reconocimiento con el DENV–2. 

 

Para los futuros ensayos de transcripción in vitro, en el extremo 5’ a los oligonucleótidos 

3’UTR FWD y NS5 FWD, se les incorporó la secuencia nucleotídica correspondiente al 
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promotor del bacteriófago T7 (CAGTAATACGACTCACTATAGGG) y 8 nucleótidos 

(AGAAGGCT) para incrementar la actividad de la enzima y por consiguiente, hacer más 

eficiente el proceso de transcripción in vitro, mientras que en el mismo extremo pero a  los 

oligonucleótidos 3’UTR RVS y NS5 RVS se les incorporó la secuencia nucleotídica del 

promotor del fago SP6 (CGATTTAGGTGACACTATAGAA) y 8 nucleótidos (GAGAGGCT) 

con la finalidad de incrementar la actividad de dicha enzima y por consiguiente, hacer más 

eficiente el proceso de transcripción in vitro. 

 

Células C6/36 

Esta línea celular proviene de células del mosquito Aedes albopictus, las cuales crecen a 

28°C sin CO2. Para el crecimiento de las células C6/36 se utilizó medio MEM (Minimum 

Essential Medium) suplementando con SFB (Suero Fetal Bovino) al 6% con vitaminas, 

aminoácidos no esenciales, L–glutamina al 1 % . Después de 24 hrs se realizó el cambio a 

medio de mantenimiento utilizando MEM suplementado con SFB al 2.5%, vitaminas, 

aminoácidos esenciales, L–glutamina al 1%, y antibiótico–antimicótico penicilina–

estreptomicina al 0.2%.  

 

Infección de los cultivos celulares con el virus  dengue 

Se emplearon las cuatro cepas prototipo del DENV (DENV–1 Hawaii, DENV–2 Nueva 

Guinea C, DENV–3 H87 y DENV–4 H241), proporcionadas por el CDC. A partir de una 

botella de cultivo de 25 cm2 con una monocapa confluente de células C6/36, se descartó el 

sobrenadante y se adicionaron 5 mL de medio de mantenimiento y 50 µL del inóculo del 

virus. Se incubó a 28°C durante 7 días y posteriormente se cosechó el sobrenadante y la 

monocapa celular se desprendió mecánicamente con un raspador de células. Se almacenó 

a –70°C hasta el momento de su uso para la extracción del RNA viral. 

 

Inmunofluorescencia Indirecta 

Se desprendió parte de la monocapa celular junto con 500 µL de sobrenadante y se 

colectó en un tubo Eppendorf. Se fijaron las células en portaobjetos limpios con PBS–

acetona durante 10 minutos. Posteriormente las células fueron bloqueadas con PBS–leche 

a 5% durante 45 minutos. Se realizaron 2 lavados con PBS–Tween al 0.05% durante 5 

minutos cada uno. Después se incubó con el anticuerpo primario específico para la 

proteína E (anti E) dilución 1:50 con PBS–leche al 3%. Pasado el tiempo de incubación, se 

realizaron 3 lavados con PBS–Tween al 0.05% de 5 minutos cada uno. Posteriormente se 

incubó en oscuridad durante 45 minutos con el anticuerpo secundario Anti IgG de ratón 

marcado con FITC (Isotiocianato de Fluoresceína) dilución 1:50 con PBS–leche al 3%. 

Finalmente se realizaron 5 lavados con PBS–Tween al 0.05% durante 5 minutos cada uno 
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y la laminilla fue montada para posteriormente ser observada en el microscopio confocal de 

fluorescencia. 

 

Extracción de RNA viral 

Se realizó la extracción de RNA viral de los cuatro serotipos con el kit QIAamp Viral RNA 

(QIAGEN 52906). En un tubo Eppendorf se colocaron 560 µL de buffer AVL–acarreador de 

RNA y posteriormente se adicionaron 140 µL del sobrenadante de los cultivos infectados y 

se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después, se adicionaron 560 µL de 

etanol absoluto y se mezcló por 15 segundos. Se agregaron 630 µL de la mezcla anterior a 

columnas con tubos colectores y se centrifugó a 6,000  xg durante 1 minuto. Se agregó el 

resto de la mezcla y se centrifugó nuevamente a 6,000 xg durante 1 minuto. Se colocó la 

columna en un tubo nuevo y se adicionaron 500 µL de buffer AW1 y se centrifugó a 6,000 

xg durante 1 minuto a 4°C. Se adicionaron 500 µL de buffer AW2  y se centrifugó a 20,000 

xg por 3 minutos a 4°C. Se colocó la columna en un tubo nuevo y se adicionaron 60 µL de 

buffer AVE. Se centrifugó a 6,000 xg durante 1 minuto a 4°C y finalmente se obtuvo el RNA 

viral purificado, el cual fue almacenado a –70°C hasta su uso. 

 

RT–PCR   

La síntesis de cDNA y amplificación por PCR de un fragmento de la región 3’UTR y otro 

fragmento de la región NS5 para cada serotipo, se llevó a cabo de acuerdo al protocolo 

descrito para el kit SuperScript One–Step RT–PCR (Invitrogen 10928–042). Se realizó la 

mezcla de reacción colocando 12.5 µL de buffer 2x, 1 µL del oligonucleótido 3’UTR FWD, 1 

µL del oligonucleótido 3’UTR RVS, ambos a una concentración inicial de 10pmol/µL, 0.5 µL 

de RT/Taq, 2 µL de RNA viral y H2O grado PCR para completar un volumen final de 

reacción de 25 µL. El mismo procedimiento se realizó para amplificar la región NS5 pero se 

emplearon los oligonucleótidos NS5 FWD y NS5 RVS, ambos a una concentración de 10 

pmol/µL. 

 

Se programó el termociclador para realizar un ciclo inicial de 50°C durante 15 minutos, 

seguido de un ciclo de 94°C durante 2 minutos y 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 

60°C durante 15 segundos, 72°C durante 30 segundos, con una extensión final de 72°C 

durante 7 minutos y enfriamiento a 4°C. Los productos de las amplificaciones se analizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5% al que se aplicó una corriente de 80 

Volts (V) durante 45 minutos y se tiñó con Bromuro de Etidio (Br–Et). La separación de 

bandas se observó en un transiluminador con luz ultravioleta (UV). 

 

 



 
22 

Purificación de fragmentos de DNA obtenidos de la reacción de RT–PCR.  

A partir del gel de agarosa, para la región 3’UTR  se purificó el amplicón correspondiente a 

DENV–1 y para la región NS5 se purificó el correspondiente a DENV–2 utilizando el kit 

Purelink Quick Gel Extraction (Invitrogen K2100–12). Se realizó el corte del fragmento del 

gel con materiales libres de DNAsas para evitar la degradación del amplicón y se colocó en 

un tubo Eppendorf, el cual fue previamente pesado. El peso del fragmento del gel se 

obtuvo de la diferencia del peso inicial del tubo y el peso del tubo con el gel, con este dato 

y con la concentración del gel, se determinó el volumen necesario de solubilizador de gel 

(L3). Para el fragmento de 3’UTR se agregaron 360 µL y para el fragmento de NS5 se 

agregaron 300 µL. Dichos tubos se colocaron en un baño maría a 50°C durante 20 minutos 

mezclando periódicamente por inversión. Se montó la columna de extracción dentro de un 

tubo Eppendorf y se colocó dentro de la columna el gel disuelto. Se centrifugó a 17,500 xg 

durante 1 minuto y se desechó el líquido colectado. Después se adicionaron 600 µL de 

buffer  W1 y se centrifugó a 17,000 xg durante 1 minuto y se desechó el líquido colectado 

en el tubo. Nuevamente se centrifugó a 17,000 xg durante 3 minutos para remover los 

residuos de buffer. La columna se colocó en un nuevo tubo Eppendorf y se le adicionaron 

50 µL de buffer E5; se dejó incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 17,000 xg durante 1 minuto. Finalmente el líquido colectado contenía el 

fragmento de DNA purificado. La pureza de los fragmentos se analizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2.5% al que se aplicó una corriente de 80 V durante 45 

minutos y se tiñó con Br–Et. Las bandas se observaron en un transiluminador con luz UV y 

el resto del purificado se almacenó a –20°C hasta el momento de su uso. 

 

Preparación de células competentes 

Se empleó la cepa Escherichia coli TOP10, la cual fue tratada con CaCl2, con la finalidad 

de facilitar la entrada del vector. Esta cepa fue sembrada en 3 mL de medio LB (Luria 

Bertani) líquido e incubada durante toda la noche a 37°C con agitación vigorosa. Al día 

siguiente este pre–inóculo fue agregado a 100 mL de medio LB líquido, el cual se incubó a 

37°C con agitación vigorosa hasta obtener una lectura de absorbancia a 600nm entre 

0.25–0.4, tomando como blanco medio de cultivo. Una vez obtenida la absorbancia 

deseada, el cultivo fue transferido a tubos de centrífuga estériles, los cuales se 

mantuvieron en hielo durante 10 minutos. Posteriormente fueron centrifugados a 2,700 xg 

durante 10 minutos a 4°C y se decantó el sobrenadante. La pastilla fue resuspendida por 

pipeteo ligero con 10 mL de solución A (CaCl2 60mM, PIPES 10mM, Glicerol 15%), estéril y 

fría. Nuevamente se centrifugaron a 2,700 xg durante 10 minutos a 4°C y se decantó el 

sobrenadante. La pastilla fue resuspendida con 10 mL de la solución A y se dejaron los 

tubos en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 2,700 xg durante 10 
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minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida con 4 mL de la 

solución A y se colocaron alícuotas de 200 µL en tubos estériles, las cuales se 

almacenaron a –70°C hasta el momento de su uso.  

 

Clonación de amplicones 

El proceso de clonación se llevó a cabo de acuerdo al protocolo descrito para el kit TOPO 

TA Cloning® (Invitrogen K4500–01), el cual utiliza como vector de clonación al plásmido 

pCR2.1 TOPO.  

 

Este plásmido se encuentra en forma linearizada, y se caracteriza por tener incorporada 

una DNA Topoisomerasa I, que dentro del plásmido funciona como una enzima de 

restricción que reconoce la secuencia 5’CCCTT y forma una unión covalente con el grupo 

fosfato de la Timina (T) en el extremo 3’, y a su vez actúa como una ligasa que posibilita la 

directa unión de secuencias de DNA. Además, el sistema incluye una Taq Polimerasa que 

posee actividad de transferasa terminal que permite la adición de adeninas (A) a los 

extremos 3’ del producto de PCR. Finalmente se lleva a cabo la unión de los extremos T 

del vector con los extremos A del producto de PCR, lo que ocasiona la liberación de la 

Topoisomerasa I y la obtención del plásmido recombinante (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema representativo de la reacción de ligación en un vector T.  
(Adaptado de http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/topota_man.pdf) 
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Las características más destacadas del vector pCR 2.1 TOPO son: la presencia de los 

sitios de reconocimiento para EcoRI que flanquean el sitio de inserción del producto de 

PCR para una fácil remoción del inserto; para la selección de las clonas de Escherichia 

coli, el plásmido presenta los genes que codifican para la resistencia a los antibióticos 

kanamicina y ampicilina; el sitio/promotor T7 iniciador para transcripción in vitro así como 

un sitio para oligonucleótidos iniciadores M13 Forward y M13 Reverse, que son útiles para 

secuenciación (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Mapa del vector de clonación pCR 2.1 TOPO  

(Tomado de http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf) 

 

Se preparó la mezcla de ligación colocando en un tubo Eppendorf 4 µL del fragmento de 

DNA purificado, 1 µL de Salt Solution y 1 µL del vector pCR2.1 TOPO. Se mezcló 

perfectamente y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 

agregó la mezcla de ligación a una alícuota de 200 µL de células competentes, se 

mezclaron suavemente y se incubó en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se realizó 

un choque térmico incubando la reacción a 42°C durante 90 segundos y transfiriendo 

inmediatamente los tubos al hielo. Se les agregó 1 mL de medio LB líquido y se colocaron 
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en agitación vigorosa  durante 1 hora para favorecer el crecimiento bacteriano. Finalmente 

se plaquearon 350 µL de la reacción en cajas Petri con medio sólido LB con un antibiótico 

selectivo, en este caso se empleó ampicilina a una concentración de 100 µg/mL, ya que las 

células que tuvieron la capacidad de introducir el vector, el cual posee el gen de resistencia 

a este antibiótico, crecerán en el medio de cultivo. Las cajas se incubaron a 37°C durante 

toda la noche y se observó si hubo o no crecimiento bacteriano.  

 

Se empleó como control positivo el plásmido pRSET A y como control negativo únicamente 

células competentes para verificar la efectividad del antibiótico de resistencia.  

 

Las colonias resultantes fueron perfectamente identificadas y resembradas por estriado 

sobre cajas Petri con medio sólido LB con ampicilina 100 µg/mL, las cuales fueron 

incubadas a 37°C durante toda la noche para tener una suficiente cantidad de bacterias 

para los posteriores experimentos de tamizaje. 

 

Extracción de DNA plasmídico por el método de lisis alcalina 

Cada colonia bacteriana fue sembrada en 3 mL de medio líquido LB con ampicilina 100 

µg/mL en tubos de cultivo, los cuales se mantuvieron durante toda la noche a 37°C con 

agitación vigorosa. El cultivo se transfirió a tubos Eppendorf estériles y se cosecharon las 

células por centrifugación a 17,000 xg durante 2 minutos. La pastilla bacteriana fue 

resuspendida utilizando un vortex en 500 µL de solución amortiguadora salina fría (NaCl 

0.1 M, Tris–HCl 10 mM pH 8.0 y  EDTA 1 mM pH 8.0). Se centrifugó a 2,700 xg durante 5 

minutos a 4°C y se eliminó el sobrenadante. La pastilla fue resuspendida utilizando un 

vortex en 100 µL de solución amortiguadora glucosada (Glucosa 50mM, Tris–HCl 25 mM 

pH 8.0, EDTA 10mM pH 8.0). Posteriormente se adicionaron 200 µL de solución de lisis 

(NaOH 0.2 N, SDS 1%) preparada en el momento de su uso. El tubo se mezcló por 

inversión suave varias veces y se dejó reposar en hielo durante 5 minutos. Posteriormente 

se añadieron 150 µL de la solución de acetato de potasio (acetato de potasio 3M y 11.5% 

de ácido acético glacial pH final 4.6), se mezcló de forma suave y se dejó reposar por 5 

minutos en hielo. Se centrifugó a 17,000 xg durante 5 minutos a 4°C y se transfirió el 

sobrenadante sin ningún resto celular a un tubo nuevo. Se agregaron 900 µL de etanol 

absoluto y se mezcló por inversión varias veces. Se dejó reposar en hielo durante 10 

minutos para facilitar la precipitación del DNA. Se centrifugó a 17,000 xg durante 15 

minutos a 4°C para compactar el DNA plasmídico. Se eliminó el sobrenadante y se agregó 

1 mL de etanol al 70% para resuspender la pastilla. Nuevamente se centrifugó a 15,700 xg 

durante 5 minutos a 4°C y se eliminó la mayor cantidad posible de sobrenadante y se dejó 

secar al aire la pastilla de DNA, la cual fue resuspendida en 50 µL de H2O Milli Q estéril, se 
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tomaron 5 µL del DNA para analizarlo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% al 

que se le aplicó una corriente de 80V durante 45 minutos y se tiño con Br–Et. Las bandas 

se observaron en un transiluminador con luz UV y el resto del DNA plasmídico se 

almacenó a –20°C hasta el momento de su uso. 

 

Restricción Enzimática con EcoRI 

Se procedió a realizar la restricción enzimática del DNA plasmídico utilizando la enzima 

EcoRI, ya que en base al mapa del vector de clonación (Figura 9), dicha enzima al realizar 

su corte en el DNA plasmídico libera el fragmento de PCR clonado. Se utilizaron 20 µL de 

DNA plasmídico, 0.5 µL de enzima EcoRI (Invitrogen 15202013), 5 µL de buffer REact®3 

10X y 24.5 µL de H2O Milli Q estéril. La reacción se mezcló y se incubó a 37°C durante 1 

hora y media. Posteriormente se realizó la inactivación de la enzima colocando la reacción 

a –20°C durante 15 minutos. El control negativo consistió en la misma mezcla de reacción, 

pero el DNA plasmídico fue sustituido por H2O Milli Q estéril. Se tomaron 5 µL de cada 

reacción para analizar los fragmentos de la restricción mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 2.5% al que se le aplicó una corriente de 80V durante 45 minutos y se tiño con 

Br–Et. Las bandas se observaron en un transiluminador con luz UV y el resto de la 

reacción se almacenó a –20°C hasta el momento de su uso. 

 

PCR a partir de colonias bacterianas 

Las clonas seleccionadas por restricción enzimática fueron sometidas a PCR para 

reconfirmar la presencia del inserto correspondiente. Se realizó la mezcla de reacción con 

12.5 µL de PCR Master Mix (Roche 11636103001), 1 µL del oligonucleótido 3’UTR FWD o 

NS5 FWD, 1 µL del oligonucleótido 3’UTR RVS o NS5 RVS, todos a una concentración 

inicial de 10pmol/µL y H2O Milli Q estéril para completar un volumen final de reacción de 20 

µL. Posteriormente, con ayuda de un palillo estéril se tomó una pequeña cantidad de la 

colonia que fue colocada dentro de cada tubo que contenía la mezcla de reacción. Se 

realizó un ciclo inicial de 94°C durante 10 minutos y la reacción se paró para agregar 0.5 

µL de Taq Polimerasa (1U). Posteriormente, se programó un ciclo de 94°C durante 2 

minutos y 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 15 segundos, 72°C 

durante 30 segundos, con una extensión final de 72°C durante 7 minutos y enfriamiento a 

4°C.  

 

Los productos de la reacción de PCR se analizaron mediante electroforesis en un E– Gel® 

SizeSelect 2% Agarose (Invitrogen G6610–02), el cual se programó por 30 minutos y la 

separación de bandas se observó en un transiluminador con luz UV. Los amplificados se 

almacenaron a 4°C. 
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Secuenciación de Sanger 

Se eligió al azar una clona positiva para cada región clonada (3’UTR y NS5). El producto 

de PCR correspondiente a dichas clonas se envió a secuenciar al Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. El amplificado de la región 3’UTR se envió a secuenciar con el 

oligonucleótido 3’UTR FWD, mientras que correspondiente a NS5 se envió a secuenciar 

con el oligonucleótido NS5 FWD. A su vez, el DNA plasmídico correspondiente a la clona 

de 3’UTR se envió a secuenciar con el primer universal M13 (–20) Forward, que viene 

incluido en el kit de clonación. En todos los casos se siguieron las indicaciones que dicha 

institución pide para el envío de muestras. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con 

los oligonucleótidos diseñados para cada región, con la finalidad de comprobar la identidad 

del inserto de PCR clonado.  

 

Almacenaje de Clonas 

Una vez que se verificó que las clonas poseen el inserto de interés se procedió a su 

almacenaje para conservarse por largo tiempo. Cada clona se resembró en cajas Petri con 

medio sólido LB con ampicilina 100 µg/mL y se incubó a 37°C durante toda la noche. De 

esta caja se tomaron las colonias, las cuales fueron sembradas por picadura en viales con 

medio LB con agar al 0.7% e incubadas a 37°C durante toda la noche y posteriormente se 

almacenaron a 4°C. 

 

A su vez se prepararon stocks con glicerol; para ello cada colonia bacteriana fue sembrada 

en 10 mL de medio LB líquido con ampicilina 100 µg/mL e incubada a 37°C durante toda la 

noche. Posteriormente en tubos estériles se colocaron 150 µL de glicerol estéril y se 

agregaron 850 µL del cultivo líquido, se agitaron vigorosamente y se almacenaron a –70°C. 

 

Purificación del DNA 

A partir de la mezcla de la restricción enzimática de las clonas secuenciadas, se precipitó 

el DNA digerido. Para ello, la reacción se llevó a un volumen de 50 µL con H2O Milli Q 

estéril y se adicionaron 2 µL de NaCl 5M y 104 µL de etanol absoluto. Se mezcló 

perfectamente y se dejó reposar durante toda la noche a –20°C para facilitar la 

precipitación del DNA. Se centrifugó a 17,000 xg durante 15 minutos a 4°C para compactar 

el DNA. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 500 µL de etanol al 

70%. Nuevamente se centrifugó a 15,700 xg durante 5 minutos a 4°C y se eliminó la mayor 

cantidad posible de sobrenadante y se dejó secar al aire la pastilla de DNA, la cual fue 

resuspendida en 50 µL de H2O Milli Q estéril y se almacenó a –20°C hasta el momento de 

su uso. 
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RESULTADOS 

 

Análisis bioinformático para el diseño de oligonucleótidos 

Inicialmente se llevó a cabo el análisis bioinformático para identificar las regiones 

candidatas en el genoma viral para el diseño de oligonucleótidos capaces de reconocer a 

los cuatro serotipos virales. Dicho análisis consistió en un alineamiento múltiple de 

secuencias de genomas completos de los cuatro serotipos virales y por medio de un 

análisis de Pi (π) o diversidad nucleotídica, se verificó lo reportado en la literatura respecto 

a que la región 3’UTR, que se encuentra en el extremo final del genoma, es la más 

conservada entre los serotipos virales (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Gráfica del análisis de π para la determinación de las regiones conservadas entre 

los diferentes serotipos del DENV. Se aprecia que la región 3’UTR, ubicada en el extremo final de 

la gráfica y que se encuentra señalada dentro del recuadro punteado, es la más conservada entre 

los serotipos virales debido a que los valores de π son los más bajos dentro del genoma del DENV. 
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Posteriormente, con el cálculo de la Entropía de Shannon se obtuvo el gráfico mediante el 

cual se determinó que los nucleótidos comprendidos entre la posición 10500 a la 10700 

son los menos variables entre los serotipos del DENV, y por lo tanto, los oligonucleótidos 

se diseñaron sobre dichas posiciones (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráfica del análisis de Entropía de Shannon para la determinación de la 

variabilidad nucleotídica en la región 3’UTR. Se observa que las posiciones comprendidas entre 

los nucleótidos 10500 al 10700 presentan menor variabilidad. 

 

En la figura 12, se observan los alineamientos realizados para la selección de la secuencia 

de los oligonucleótidos. En la figura 12 A) se observa que, con el alineamiento de las cepas 

prototipo (DENV–1 EU848545, DENV–2 HM582102, DENV–3 M93130 Y DENV–4 

AY947539) se definieron las secuencias de los oligonucleótidos para la región 3’UTR que 

reconocen a los cuatro serotipos virales. 

 

Respecto a los oligonucleótidos para la región NS5, se realizó el alineamiento de los 

mismos con las cepas prototipo (HM582102 y HM582103) y se verificó que reconocieran la 

secuencia de DENV–2, tal y como se observa en la figura 12 B). 

 

Finalmente, a estos oligonucleótidos, se les añadió la secuencia nucleotídica conteniendo 

los promotores para el bacteriófago T7 y SP6 para permitir el proceso de transcripción in 

vitro, obteniéndose las secuencias finales que se muestran en la Tabla 3.
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Figura 12. Alineamiento de las cepas prototipo del DENV. A) Secuencias del DENV–1 EU848545, DENV–2 HM582102, DENV–3 M93130 y DENV–4 

AY947539 reportadas a la base de datos del GenBank para el diseño de los oligonucleótidos de la región 3’UTR. B) Secuencias de DENV–2 HM582102 y 

HM582103 reportadas a la base de datos del GenBank para la verificación del reconocimiento de los oligonucleótidos diseñados para la región NS5 de 

DENV–2. Las posiciones en las que alinean los oligonucleótidos con las cepas prototipo se encuentran señaladas dentro del recuadro punteado.  
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Tabla 3: Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la amplificación de las regiones 

3’UTR y NS5 

 

 

NOMBRE 

 

SECUENCIA 

3’UTR FWD 5’- CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTAAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC-3’ 

3’UTR RVS 
 

5’- CGATTTAGGTGACACTATAGAAGAGAGGCTCGTTCTGTGCCTGGATTGATG - 3’ 
 

NS5 FWD 
 

5’- CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTACAAGTCGAACAACCTGGTCCAT - 3’ 
 

NS5 RVS 
 

5’-  CGATTTAGGTGACACTATAGAAGAGAGGCTGCCGCACCATTGGTCTTCTC - 3' 
 

 
Secuencia nucleotídica correspondiente al promotor T7 

Secuencia nucleotídica correspondiente al promotor SP6 

Secuencia nucleotídica que incrementa la actividad de la enzima T7 polimerasa 

Secuencia nucleotídica que incrementa la actividad de la enzima SP6 polimerasa 

Secuencia nucleotídica específica para reconocimiento del DENV  

 

 

Infección de cultivos celulares C6/36 con cepas prototipo de DENV 

Se obtuvo un abasto viral propagando los virus DENV–1 Hawaii, DENV–2 Nueva Guinea C, 

DENV–3 H87 y DENV–4 H241 en células C6/36 las cuales mostraron un efecto citopático 

que fue evidente a los 7 días post–infección al observarse la destrucción de la monocapa 

celular, así como la formación de sincicios (Figura 13). 

 

Inmunofluorescencia Indirecta 

Con la finalidad de comprobar el serotipo viral, se realizó una inmunofluorescencia indirecta 

en células C6/36 infectadas con DENV–2 Nueva Guinea C. Se eligió sólo a este serotipo ya 

que el efecto citopático observado fue más evidente en comparación con los demás 

serotipos. Se utilizó el anticuerpo primario específico para la proteína E (Anti E) y como 

anticuerpo secundario Anti IgG de ratón marcado con FITC (Figura 14). 
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Figura 13. Efecto citopático del DENV en células C6/36. A) Células sin infección y células infectadas con B) DENV–1 Hawaii; C) DENV–2 Nueva Guinea 

C; D) DENV–3 H87 y E) DENV–4 H241 (7 dpi). 

A) B) C) 

E) D) 
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Figura 14. Inmunofluorescencia indirecta en células C6/36: A) Células sin infección y B) Células 

infectadas con DENV–2  Nueva Guinea C (7 dpi). 

 

Obtención de RNA viral 

La extracción de RNA viral a partir de los cultivos celulares infectados se realizó de acuerdo 

a lo descrito en la sección de Materiales y Métodos, y se comprobó su presencia mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con Br–Et (Figura 15). En todas las muestras 

se observa la banda de 11 kb, correspondiente al genoma viral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Análisis de la obtención de RNA viral. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 

1 % teñido con  Br–Et del RNA viral extraído con el kit  QIAamp Viral RNA de QIAGEN. En el carril 1 

se colocó el marcador de DNA 100 pb  mientras que en los carriles 2, 3, 4 y 5 se colocaron las 

muestras extraídas del DENV–1, –2, –3 y –4, respectivamente. La flecha indica el tamaño del 

fragmento esperado y en todas las muestras se observa la banda de 11 kb, correspondiente al 

genoma viral.  

RNA Viral 
 

11 Kb 
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RT–PCR  

El RNA viral obtenido se sometió a una RT–PCR en un solo paso para obtener el cDNA 

correspondiente y realizar la amplificación por PCR con los oligonucleótidos específicos para 

cada región.  

 

Cabe mencionar que en el caso de los amplificados para la región 3’UTR, el tamaño del 

amplicón dependía del serotipo y se encontraba entre 168–170 pb, mientras que para la 

región NS5 se esperaba un amplificado de 238 pb. Una vez obtenidos los productos de 

PCR, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% teñido con Br–Et, con la 

finalidad de visualizar las bandas resultantes de cada reacción (Figura 16). 

 

Respecto a las reacciones para la región 3’UTR, se observa en la figura 16 A) que se obtuvo 

el fragmento esperado para cada serotipo viral, mientras que para las reacciones de la 

región NS5, se observa  en la figura 16 B) el único fragmento esperado para DENV–2.  
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Figura 16. Análisis de los productos de la RT–PCR. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% teñido con Br–Et. A) Gel correspondiente a las 

reacciones realizadas con los oligonucleótidos diseñados para la región 3’UTR; en el carril 1 se muestra el marcador de DNA 50 pb, en el carril 2 se muestra 

el control negativo, en el carril 3  se muestra el fragmento de DENV–1 de 170 pb, en el carril 4 se muestra el fragmento de DENV–2 de 169 pb, en el carril 5 

se muestra el fragmento de DENV–3 de 168 pb y en el carril 6 se muestra el fragmento correspondiente a DENV–4 de 168 pb. B) Gel correspondiente a las 

reacciones realizadas con los oligonucleótidos diseñados para la región NS5; en el carril 1 se muestra el marcador de DNA 50 pb, en el carril 2 se muestra el 

control negativo, en el carril 4 se muestra el fragmento correspondiente a DENV–2 de 238 pb, mientras que en los carriles 3, 5, 6 y 7 se muestra que no hay 

amplificación para DENV –1, –3 y –4, respectivamente.  

 Amplicón 
 

168 – 170 pb 

 Amplicón 
 

238 pb 
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Selección y purificación de los productos para clonación 

El DNA puro obtenido a partir del gel de agarosa con los productos de RT–PCR purificados 

con el kit Purelink Quick Gel Extraction, se verificó también en gel. Para la purificación del 

producto de la región 3’UTR se seleccionó el fragmento de 170 pb proveniente de DENV–1 

y para la región NS5 el único fragmento obtenido de DENV–2. En la figura 17 se muestran 

ambos fragmentos de DNA puros después de someterlos a electroforesis en gel de agarosa 

al 2.5% y teñirlos con Br–Et. Se muestra que el procedimiento de purificación fue exitoso ya 

que se observaron las bandas del tamaño esperado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Verificación de la pureza de fragmentos de DNA obtenidos de la RT–PCR. Se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% teñido con Br–Et. En el carril 1 se colocó el marcador de 

DNA 50 pb, en el carril 2 se colocó la muestra del fragmento de DENV–2 correspondiente a la región 

NS5, en el carril 3 se colocó la muestra del fragmento de DENV–1 correspondiente a la región 3’UTR 

y el carril 4 se colocó el marcador de DNA 1Kb plus. En ambos casos se observan las bandas 

esperadas (170 y 238 pb, respectivamente) para cada muestra.  

 

Clonación de amplicones 

El producto de PCR que, por la acción de transferasa terminal de la DNA polimerasa 

incorpora adeninas en los extremos 3’, se ligó a un vector T (con timinas en sus extremos 3’) 

y la reacción resultante se transformó por choque térmico en células químicamente 

competentes de Escherichia coli TOP10. De la transformación se obtuvieron 16 colonias 

para la región 3’UTR, mientras que para la región NS5 se obtuvieron 4 clonas en el medio 

selectivo con antibiótico. Todas fueron resembradas por estriado en cajas Petri con medio 

LB sólido con ampicilina 100 µg/mL con la finalidad de tener suficiente abasto de dichas 

 Amplicón 238 pb 

 Amplicón 170 pb 
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clonas para los ensayos posteriores. A partir de cada una de estas colonias se extrajeron los 

plásmidos respectivos y se verificó si habían incorporado el amplicón correspondiente. 

 

Obtención de DNA plasmídico y Restricción Enzimática con la enzima EcoRI  

El tamizaje o selección de las clonas positivas, tanto para 3’UTR como NS5, se inició con la 

extracción de DNA plasmídico por método de lisis alcalina y su posterior análisis 

electroforético en gel de agarosa al 1% teñido con Br–Et.  En las figuras 18 A) y 19 A), se 

observa el DNA plasmídico de todas las clonas, tanto para NS5 como para 3’UTR. Ya que la 

presencia del plásmido no garantiza la presencia del inserto de PCR, se realizó una 

restricción enzimática utilizando la enzima EcoRI para verificar las clonas en las que hubiera 

la liberación de dicho inserto. La restricción se visualizó mediante una electroforesis en gel 

de agarosa al 2.5% teñido con Br–Et. Como se muestra en la figura 19 B), todas las clonas 

obtenidas para la región NS5 presentaron el inserto de PCR correspondiente. En el caso de 

la región 3’UTR, se observa en la figura 20B) que únicamente las clonas 2, 5, 7, 10, 11 y 13 

presentaron el inserto de PCR correspondiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. A) Análisis del DNA plasmídico extraído por el método de lisis alcalina de las clonas 

obtenidas de la región NS5. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con Br–Et; 

en el carril 1 se colocó el marcador de DNA 1Kb plus y del carril 2 al 5 se colocó una muestra de DNA 

plasmídico obtenido de las 4 clonas resultantes para la región NS5.  En todas las muestras se 

observó la presencia de DNA plasmídico. B) Análisis de la restricción enzimática del DNA 

plasmídico utilizando la enzima EcoRI. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% 

teñido con Br–Et; en el carril 1 se colocó el marcador de DNA 50 pb, en el carril 2 se colocó el control 

negativo, y del carril 3 al 6 se colocó una muestra del DNA plasmídico digerido con la enzima EcoRI. 

Todas las clonas de la región NS5 presentaron el inserto de PCR. 

Amplicón 
 

256 pb 
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Figura 19.  A) Análisis del DNA plasmídico extraído por el método de lisis alcalina de las 

colonias obtenidas de la región 3’UTR. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% 

teñido con Br–Et; en el carril 1 se colocó el marcador de DNA 1Kb plus y del carril 2 al 17 se colocó 

una muestra de DNA plasmídico obtenido de las 16 clonas resultantes para la región 3’UTR. En todas 

las muestras se observó la presencia de DNA plasmídico. B) Análisis de la restricción enzimática 

del DNA plasmídico obtenido de cada una de las colonias utilizando la enzima EcoRI. Se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% teñido con Br–Et; en el carril 1 se colocó el marcador de 

DNA 50 pb, en el carril 2 se colocó el control negativo, y del carril 3 al 18 se colocó una muestra del 

DNA plasmídico digerido con la enzima EcoRI. Las clonas 2, 5, 7, 10, 11 y 13 presentaron el inserto 

de PCR. 

 Amplicón 188 pb 
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PCR a partir de colonias bacterianas 

Las clonas seleccionadas por restricción enzimática: 2, 5, 7, 10, 11 y 13 obtenidas para la 

región 3’UTR y las cuatro clonas para la región NS5, se sometieron a una PCR a partir de 

clonas bacterianas utilizando los mismos oligonucleótidos de RT–PCR, con la finalidad de 

reconfirmar la amplificación del inserto correspondiente. 

 

Los amplificados obtenidos se analizaron mediante una electroforesis en un E–gel Agarose 

2%, de Invitrogen, pre teñido con Br–Et (Figura 20). 

 

Como se muestra en la figura 20 A) y B), se logró la amplificación del inserto de PCR en 

todas las clonas que fueron seleccionadas por restricción enzimática, tanto para 3’UTR 

como para NS5, con lo que se comprueba que el proceso de clonación resultó eficiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Análisis de la PCR a partir de colonias bacterianas. Se realizó una electroforesis en E–

gel de agarosa al 2% pre teñido con Br–Et  de la PCR a partir de colonias bacterianas obtenidas para 

la región 3’UTR como para la región NS5 que demostraron por medio de restricción enzimática con 

EcoRI la presencia del inserto de PCR clonado en el vector pCR 2.1 TOPO. A) Gel correspondiente a 

las clonas de la región 3’UTR; en el carril 1 se colocó el marcador de DNA 50 pb, en el carril 2 se 

colocó el control negativo, y del carril 3 al 8 se colocó una muestra de la PCR de las clonas 2, 5, 7, 

10, 11 y 13, respectivamente. Se logró la amplificación del inserto de PCR en todas las clonas. B) Gel 

correspondiente a las clonas de la región NS5; en el carril 1 se colocó el marcador de DNA 50 pb, en 

el carril 2 se colocó el control negativo, y del carril 3 al 6 se colocó una muestra de la PCR de las 4 

clonas, en este caso también se logró la amplificación del inserto de PCR en todas las clonas.  
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Secuenciación de Sanger 

Para la confirmación final por secuenciación de las clonas positivas, se seleccionó la clona 5 

para la región 3’UTR y la clona 2 de la región NS5. Se obtuvieron los productos de PCR 

correspondiente con los oligonucleótidos específicos y  se purificaron con el kit Wizard DNA 

Clean–Up System; se cuantificaron y se obtuvo una concentración de 999 ng/µL para el 

producto de 3’UTR y de 920 ng/µL para el producto de NS5. Se adicionó el volumen 

necesario de cada producto para tener en un volumen de 16 µL una concentración final de 

112 ng/µL del producto de 3’UTR y 115 ng/µL del producto de NS5. Se les agregó 1 µL del 

oligonucleótido FWD correspondiente, a una concentración de 10pmol/µL y se completó el 

volumen con H2O Milli Q estéril. La secuenciación de Sanger la realizó el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM quien entregó los resultados posteriormente.  

 

En la figura 21 se muestra la secuencia obtenida para la clona 5 de la región 3’UTR, 

mientras que en la figura 22 se observa la secuencia obtenida para la clona 2 de la región 

NS5. El inciso A) de ambas figuras muestra el electroferograma obtenido. La secuencia de 

la clona 5 se alineó con el oligonucleótido 3’UTR RVS ya que se envió a secuenciar con el 

3’UTR FWD, mientras que la de la clona 2 se alineó con el oligonucleótido NS5 RVS.  El 

inciso B) de ambas figuras muestra el respectivo alineamiento para cada clona y en ambos 

casos se observa que el alineamiento entre la secuencia clonada y el oligonucleótido 

correspondiente es correcto y con ello se confirma la identidad del fragmento clonado. 

 

La figura 23 corresponde a los resultados de la secuenciación del DNA plasmídico de la 

clona 5 de la región 3’UTR. El inciso A) muestra el electroferograma de la secuencia 

obtenida, mientras que en el inciso B) se muestra el alineamiento de la secuencia del DNA 

plasmídico con los oligonucleótidos 3’UTR FWD y 3’UTR RVS; dicho alineamiento es 

correcto y con ello se comprobó la identidad del DNA clonado dentro del plásmido pCR 2.1 

TOPO, el cual puede ser perfectamente amplificado con los oligonucleótidos diseñados para 

la detección del DENV y ser transcrito in vitro para obtener el RNA que servirá para realizar 

las curvas de referencia para los ensayos de  RT–PCR en tiempo real.  

 

Respecto al inserto de PCR clonado para la región NS5 al ser específico para DENV–2, solo 

permitirá la detección de muestras de dicho serotipo. Sin embargo, esta construcción puede 

ser empleada si se desea implementar un método que permita la diferenciación entre 

serotipos virales, aunque para ello, deben generarse fragmentos clonados específicos para 

cada serotipo viral. 
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Figura 21 Secuenciación de Sanger del producto de PCR de la clona 5 de la región 3’UTR. A) Electroferograma obtenido de la secuenciación de Sanger 

para el producto de PCR obtenido de dicha clona. B) Alineamiento de la secuencia obtenida para dicha clona con el oligonucleótido 3’UTR RVS. Se observa 

que el alineamiento entre la secuencia clonada y el oligonucleótido es correcto y con ello se confirma la identidad del fragmento clonado. 
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Figura 22. Secuenciación de Sanger del producto de PCR de la clona 2 de la región NS5 A) Electroferograma obtenido de la secuenciación de Sanger 

para el producto de PCR obtenido de dicha clona y B)  Alineamiento de la secuencia obtenida para dicha clona con el oligonucleótido NS5 RVS. Se observa 

que el alineamiento entre la secuencia clonada y el oligonucleótido es correcto y con ello se confirma la identidad del fragmento clonado.  
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Figura 23. Secuenciación de Sanger del DNA plasmídico extraído de la clona 5 de la región 3’UTR A) Electroferograma obtenido para dicha clona y B) 

Alineamiento de la secuencia obtenida para dicha clona con los oligonucleótidos diseñados para amplificar la región 3’UTR. Se observa el sitio en donde los 

oligonucleótidos reconocen la secuencia clonada y con ello se confirma la identidad de fragmento clonado en el plásmido pCR 2.1 TOPO.  
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DISCUSIÓN 

 

A nivel clínico, el dengue en sus primeras etapas presenta sintomatología muy  

indiferenciada y puede confundirse con varias enfermedades, especialmente en situaciones 

no epidémicas; por ello se deben descartar otras causas, incluyendo infecciones por 

flavivirus como lo es la fiebre amarilla, encefalitis japonesa, encefalitis de Saint Louis, Zika y 

Nilo Occidental, alfavirus (tales como Sinbis y Chikungunya), y otras causas de fiebre tales 

como malaria, leptospirosis, fiebre tifoidea, enfermedades por rickettsias, sarampión, 

enterovirus, influenza y enfermedades con síntomas similares a la influenza y fiebres 

hemorrágicas (Arenaviridae: Junin, etc.; Filoviridae: Marburg, Ébola; Bunyaviridae: 

hantavirus, fiebre hemorrágica de Crimea–Congo, etc.) (OMS, 2009). Esto da pie a contar 

con métodos de diagnóstico y de identificación viral, rápidos, sensibles y específicos que 

permitan la diferenciación entre estos padecimientos y el dengue. 

 

Desde la década de los 90’s se han planteado diferentes protocolos de RT–PCR para la 

detección de los cuatro serotipos virales; uno de ellos, que hasta la fecha es la referencia 

para varios ensayos es el desarrollado por Lanciotti y colaboradores, que en 1992 

implementaron un ensayo de PCR anidado en el que generaron un amplicón que sirvió de 

molde para las amplificaciones con oligonucleótidos específicos para cada uno de los cuatro 

serotipos virales.  

 

Este tipo de PCR tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad. La sensibilidad 

se debe a que la segunda PCR está basada en un amplificado generado con anterioridad, 

mientras que la especificidad aumenta debido a que el amplicón generado se emplea como 

molde en el cual, los oligonucleótidos sólo se alinean en un sitio específico dentro de dicho 

amplicón y el resultado será una única banda. La desventaja de ésta técnica es que no 

permite la cuantificación de la muestra, además de que se requiere el uso de varios 

oligonucleótidos y existe el riesgo de contaminación cruzada.  

 

Otro de los ensayos que se han desarrollado es la RT–PCR multiplex en el cual se amplifica 

más de una secuencia en una misma reacción. Emplea dos o más pares de oligonucleótidos 

en un único tubo con el fin de amplificar simultáneamente múltiples segmentos de DNA. 

Entre sus ventajas se encuentran la obtención de varios amplificados en una sola reacción, 

el mínimo riesgo de contaminación cruzada debido a que se realiza en un mismo tubo todas 

las reacciones, pero presenta la desventaja de trabajar con muchos juegos de 
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oligonucleótidos lo que incrementa el costo del ensayo, además de que los oligonucleótidos 

deben de ser perfectamente diseñados para evitar uniones inespecíficas. 

 

Actualmente, los métodos utilizados para la detección y cuantificación del DENV son 

diversos en cuanto a las demandas de infraestructura y tiempo de procesamiento. Así 

mismo varían significativamente en su sensibilidad y especificidad. Las técnicas de RT–PCR 

en tiempo real son ensayos rápidos que facilitan la cuantificación viral en muestras 

biológicas de orígenes diversos con una mayor sensibilidad, especificidad y reproducibilidad 

que el aislamiento viral. Adicionalmente, cabe destacar que, de los ensayos en uso a la 

fecha pocos son los que permiten la evaluación simultánea de los cuatro serotipos virales en 

una misma reacción. 

 

Todos los ensayos de RT–PCR en tiempo real deben ser validados por medio de la 

utilización de estándares bien caracterizados; para la generación de estos estándares, 

algunos investigadores han optado por titular al virus mediante ensayos de formación de 

placas en diferentes líneas celulares (Callahan y cols., 2001; Shu y cols., 2003; Dos Santos 

y cols., 2008); otros han generado sus estándares a partir de productos de PCR, los cuales 

posteriormente son transcritos a RNA (Houng y cols., 2001; Leparc–Goffart y cols., 2009; 

Sadon y cols., 2008; Kong y cols., 2006).  Algunos más han optado por utilizar técnicas de 

biología molecular como la clonación; respecto a este último método existen dos variantes, 

ya que en algunos casos se utiliza directamente al plásmido recombinante (Chitinimitkul y 

cols., 2005; Richardson y cols., 2006;  Lai y cols., 2007; Conceição y cols., 2010; Hue y 

cols., 2011) y en otros, el plásmido es transcrito in vitro a RNA (Laue y cols., 1999; Drosten y 

cols., 2002; Gurukumar y cols., 2009).  

 

Respecto a este último punto, es importante mencionar que el plásmido recombinante es 

estable y puede almacenarse durante largos períodos de tiempo sin riesgo de degradación, 

pero en la realización de los ensayos en tiempo real, el RNA viral extraído de las muestras 

tendría que ser sometido a RT para sintetizar cDNA y de esta manera utilizar al plásmido 

como estándar, es decir, la reacción se realizaría en dos pasos y esto aumenta el riesgo de 

contaminación en el proceso.  

 

Por su parte, el RNA presenta la desventaja de ser inestable y no se puede almacenar 

durante largos períodos de tiempo, pero entre sus ventajas están el permitir la realización 

del ensayo en un solo paso lo que disminuye el riesgo de contaminación cruzada, además 

de que el uso del RNA ha sido uno de los métodos más empleados para determinar la 
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sensibilidad analítica en los ensayos de PCR. (Drosten y cols., 2002; Conceição y cols., 

2010).  

 

Recientemente, la detección de la proteína NS1 ha sido considerada un biomarcador 

importante en la detección temprana de la infección por el DENV. Esta prueba se realiza en 

poco tiempo (3–4 hrs), además de que la proteína se puede detectar hasta 9 días después 

del inicio de la enfermedad (Kassim y cols., 2011; Peeling y cols., 2010), pero tiene la 

desventaja de no ser serotipo–específica, no permite la cuantificación viral y además un 

resultado negativo en la misma no es totalmente excluyente de infección viral, ya que en 

varios estudios realizados, se ha detectado resultados negativos para dicha proteína pero un 

resultado positivo mediante RT–PCR en tiempo real y aislamiento viral. Estos resultados se 

han atribuido a que existen diferencias de sensibilidad entre los diferentes ensayos 

comerciales para la detección de sNS1, pero también a que existen diferencias en la 

antigenemia, la cual se ha observado es dependiente del serotipo. (Duyen y cols., 2011; 

Tricou y cols, 2010) o puede depender de la variación individual en la secreción de dicha 

proteína (Huhtamo y cols., 2010).  En el caso de la RT–PCR, esta técnica también se realiza 

en poco tiempo, pero el genoma viral solo es detectable en más del 90% de los casos si la 

muestra se toma entre los días 0–5 después del inicio de los síntomas y disminuye 

drásticamente a partir del día 6 (inicio de la fase convaleciente). 

 

Como ya se mencionó en los antecedentes, se han desarrollado diferentes métodos de RT–

PCR en tiempo real. Entre ellos se encuentra el realizado por Gurukumar y colaboradores 

en 2009, en este trabajo, se realizó un alineamiento múltiple empleando secuencias de 

aislados virales de la India y secuencias reportadas a la base de datos del GenBank con la 

finalidad de determinar las regiones conservadas en los cuatro serotipos virales; dicha 

región fue la 3’UTR en base a la cual realizaron el diseño de oligonucleótidos y de la sonda 

TaqMan para desarrollar un ensayo de RT–PCR en tiempo real. Para validar el método 

desarrollado, generaron estándares de RNA mediante la clonación de un fragmento de la 

región 3’UTR en el vector TEasy. La presencia y orientación del vector fue confirmada por 

secuenciación. El plásmido recombinante fue linearizado mediante la digestión con la 

enzima Apa I y el DNA fue transcrito in vitro a RNA. El RNA obtenido fue purificado y 

cuantificado, y a partir del número de copias se realizaron diluciones seriadas con la 

finalidad de generar una curva estándar que les permitió la cuantificación de carga viral en 

muestras de suero. A su vez, realizaron ensayos con otros flavivirus y enfermedades 

relacionadas como leptospirosis, infecciones por rickettsias, entre otras, en donde no hubo 

amplificación, confirmando de esta manera la especificidad del método. Con el desarrollo de 

dicha metodología consiguieron un método rápido, altamente sensible y específico para la 
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cuantificación de carga viral, el cual es una herramienta muy útil para el diagnóstico 

diferencial del dengue en una situación en la que esta enfermedad co-existe con otras que 

presentan un cuadro clínico similar.  

 

En el presente trabajo de tesis, se confirmó que el juego de oligonucleótidos diseñados es 

capaz de detectar a los cuatro serotipos virales, y puede ser empleado para implementar un 

ensayo de RT–PCR en tiempo real que se puede estandarizar tanto para un sistema SYBR 

Green o para una plataforma TaqMan. Mediante este ensayo sería posible realizar la 

cuantificación de carga viral, pero tendría la desventaja de no serotipificar las muestras.  

 

Finalmente el inserto de PCR clonado para la región 3’UTR es representativo de todos los 

serotipos virales, por lo que se puede considera una molécula estándar, mientras que el  

inserto de PCR clonado para la región NS5, solo es representativo del serotipo 2, por lo cual 

no muestra gran utilidad para implementar una técnica de detección y cuantificación 

molecular en la que se requiera detectar a todos los serotipos, pero si puede ser empleada 

si se desea implementar un ensayo que permita la diferenciación entre serotipos virales, 

aunque para ello, deben generarse fragmentos clonados para cada serotipo viral. 

 

La sensibilidad del ensayo que se desea implementar debe validarse mediante la realización 

de la transcripción in vitro para estandarizar las condiciones de RT–PCR en tiempo real, 

mientras que la especificidad debe validarse mediante la utilización de muestras de RNA de 

otros flavivirus como el Virus del Oeste de Nilo, Chikungunya, Virus de la encefalitis 

japonesa, Virus de la encefalitis de Saint Louis, entre otros.  

 

Finalmente, es importante destacar el uso del ensayo de RT–PCR en tiempo real con 

diversas aplicaciones en el campo de la investigación, entre las que se encuentran la 

cuantificación de carga viral, la cual permite el estudio del papel de la viremia en la 

patogénesis del dengue en diferentes tipos celulares, así como la evaluación de la dinámica 

de la progresión de la enfermedad, entre otras aplicaciones como la genotipificación y la 

determinación de polimorfismos y mutaciones, lo que la proyecta como una herramienta de 

gran utilidad en la realización de estudios epidemiológicos, así como el análisis de variantes 

virales. 
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CONCLUSIONES  

 

 Mediante el uso de herramientas bioinformáticas se identificó que la región 3’UTR es 

la más conservada entre los serotipos del DENV y en base a ello se diseñaron los 

oligonucleótidos específicos para dicha región. 

 

 El fragmento de DNA clonado correspondiente a la región 3’UTR puede ser utilizado 

como estándar en la implementación de un ensayo de RT–PCR en tiempo real que 

permita la detección del DENV y la cuantificación de carga viral en muestras de 

diferentes orígenes, independientemente del serotipo al que pertenezcan. 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 Validar la sensibilidad del ensayo realizando la transcripción in vitro para 

estandarizar las condiciones de los ensayos de RT–PCR en tiempo real. 

 

 Validar la especificidad del ensayo realizando experimentos de RT–PCR en tiempo 

real utilizando otros flavivirus.  

 

 Realizar cuantificación de RNA viral en muestras biológicas de diferentes orígenes. 
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