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RESUMEN

El dengue es la enfermedad viral mas importante
transmitida por mosquitos a humanos por su alta morbi-
mortalidad y el potencial de diseminacion de su vector Aedes
aegypti. Ademas, la falta de una vacuna y medicamentos
antivirales especificos, asi como el incremento progresivo de
las infecciones secundarias y la hiperendemicidad en diferentes
paises, hacen de esta enfermedad un problema de salud publica.
Existen cuatro serotipos del virus del dengue (DENV), dentro de
cada serotipo se han descrito varios genotipos, constituidos a su
vez por diferentes linajes o clados. La epidemiologia molecular
combina los andlisis filogenéticos de los DENV detectados en
un area geografica, en un tiempo definido, con la informacion
clinica y epidemioldgica disponible. El objetivo de estos estudios
es tratar de establecer asociaciones entre genotipos o linajes
virales con el origen (ancestros), procedencia geografica,
ruta de transmision viral, severidad de la enfermedad, grupos
poblacionales afectados, y la intensidad y extension de los
brotes epidémicos. La epidemiologia molecular ha generado
informacion relevante como la etiologia del DENV genotipo
Asiatico enlos casos graves de dengue de la epidemia ocurridaen
Venezuela en 1989, y la identificaciéon de cambios nucleotidicos
puntuales en el genoma viral asociados a propiedades biolégicas
fundamentales. En la actualidad se hace necesario realizar
analisis exhaustivos del genoma viral completo, conjuntamente
con el andlisis bioinformatico, bioldgico, clinico y epidemiolégico
de los cuatro serotipos circulantes en los paises endémicos,
asi como instaurar en los laboratorios adscritos a los sistemas
de vigilancia epidemiolégica del dengue, la vigilancia molecular
para la identificacion de genotipos (o linajes) circulantes, lo
que contribuiria entre otros aspectos al control efectivo de la
enfermedad por DENV.

Palabras clave: Epidemiologia Molecular, virus Dengue,
Venezuela.

SUMMARY

Dengue is the most important viral disease
transmitted by mosquitoes to humans in tropical and
subtropical regions of the world. This is the result of its high
morbidity and mortality, the spread potential of the vector
Aedes aegypti, the lack of effective vaccines and specific
antiviral drugs, the gradual increase in secondary infections
and hyperendemicity differences in distinct countries. There
are four serotypes of dengue virus which are phylogenetically
grouped in genotypes and subdivided in lineages or clades.
Molecular epidemiology combines phylogenetic analysis of
DENYV detected in particular geographic areas within a defined
time with the available clinical and epidemiologic information.
The objective of these studies is to look for relationships
between genotypes or lineages, viral origin, geographical
spreading and routes of viral transmission, disease severity,
population groups affected, and the intensity, speed and
extent of outbreaks. Also, molecular epidemiology has
generated relevant information such as the Asian genotype
DENYV etiology in cases of the severe dengue epidemic in
Venezuela in 1989, and the identification of specific nucleotide
changes in the viral genome associated with its fundamental
biological properties. However, analysis of the complete viral
genome, together with bioinformatic, biological, clinical and
epidemiological analysis corresponding to the four serotypes
circulating in endemic countries should be performed.
Molecular surveillance for the identification of genotypes (or
strains) circulating should be implemented in the laboratories
responsible for the epidemiological surveillance of dengue,
which would improve the effective control of DENV.
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INTRODUCCION

Las infecciones por virus dengue (DENV) se
han incrementado dramaticamente en las ultimas dos
décadas. Asi mismo, su expansion geografica a otros
paises, lo que hace de este virus uno de los patdogenos
transmitidos por artropodos mas importantes (Rico-
Hesse, 2007). Se estima que anualmente ocurren 50
millones de casos y aproximadamente 2.500 millones
de personas viven en zonas endémicas (WHO, 2008).
La enfermedad puede ser causada por cualquiera
de los serotipos que conforman el complejo dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) (Henchal
& Putnak, 1990). Filogenéticamente, para cada uno
de los serotipos se han identificado distintos genotipos
(término genérico asignado a grupos por diferencias
en su secuencia nucleotidica) (Holmes & Twiddy,
2003; Rico-Hesse, 1990). El genoma del DENV es
un ARN de 11 Kb aproximadamente, cuyo marco
abierto de lectura da lugar a una poliproteina tnica
que es posteriormente clivada por proteasas virales y
del hospedador. Este procesamiento post-traduccional
da lugar a tres proteinas estructurales (Capside-
preMembrana/Membrana-Envoltura; C-prM/M-E) y
siete no estructurales (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5) (Chambers et al., 1990).

La infeccion es transmitida a los humanos
fundamentalmente por el mosquito Aedes aegypti
y se presenta de forma asintomatica, o sintomatica
como fiebre por dengue (FD), fiebre hemorragica del
dengue (FHD) y/o sindrome de choque por dengue
(SCD). Sin embargo, recientemente la Organizacion
Mundial de la Salud reporta una nueva forma de
clasificacion clinica al establecer cuadros de dengue
grave y no grave, éste ultimo a su vez segregado en
dos grupos de acuerdo a la presencia o no de signos
de alarma (WHO, 2009).

En relacion a la patogénesis de las
infecciones por DENV, poco se conoce hasta ahora,
particularmente por la falta de un modelo animal que
desarrolle los sintomas de la enfermedad (Rico-Hesse,
2007). Un individuo puede infectarse hasta cuatro
veces por serotipos heterologos, y se ha descrito que
aquellos que han experimentado infeccién previa
son mucho mas propensos a desarrollar enfermedad
hemorragica (Halstead, 2003). Sin embargo, hay
estudios que indican diferencias en la virulencia
como factor determinante de la patogénesis de la
enfermedad por DENV (Rico-Hesse, 2007). De
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cualquier manera, es evidente que la enfermedad
ha sufrido cambios en torno a su expresion clinica,
hecho evidenciado en la década de los 80s con
la emergencia de las formas hemorragicas de la
enfermedad, cuyo inicio se registré en las Antillas,
luego en Suramérica y mas tarde en Centroamérica y
Meéxico, convirtiéndose desde entonces en un grave
problema de salud publica (Guzman & Kouri, 2002).

En la region de las Américas, la emergencia
de la FHD estuvo marcada por dos eventos
epidemioldgicos de gran impacto, la epidemia
cubana ocurrida en 1981 (Gubler & Clark, 1995) y el
segundo brote de importancia de la region acaecido
en Venezuela entre 1989 y 1990, donde se registraron
mas de 6000 casos de FHD con 73 fallecidos. Los
casos graves se asociaron al serotipo DENV-2 (PAHO,
1990). Posteriormente, se demostro el desplazamiento
del genotipo Americano por el genotipo Asiatico y la
relacion de éste ultimo con la emergencia de los casos
severos (Rico-Hesse, 1990; Salas et al., 1998).

La combinacién entre analisis filogenético
y epidemiolégico ha indicado la existencia de tres a
seis genotipos dentro de cada uno de los serotipos de
DENV asociados con las distintas manifestaciones
clinicas de la enfermedad (Camacho et al.,2003;
Holmes & Twiddy, 2003; Messer et al., 2003;
Rico-Hesse, 1990; Rico-Hesse et al., 1997). En
ésta revision se muestran los resultados de diversos
trabajos relacionados con la epidemiologia molecular
del DENV en diferentes zonas del mundo, y de forma
particular todos los realizados en Venezuela hasta el
presente. En los mismos, se podra observar como los
diferentes enfoques han dado lugar a la identificacion
de diferentes genotipos asociados a situaciones
epidemiologicas particulares; mientras que otros
trabajos hacen analisis mas detallados determinando
cambios en algunos sitios nucleotidicos asociados
a propiedades bioldgicas de las cepas virales. Sin
embargo, y a pesar de los esfuerzos realizados, no
resultan contundentes los estudios de genotipificacion
mas que para establecer por los momentos, origen
viral, introduccion en determinadas zonas geograficas
y posible impacto epidémico.

Epidemiologia molecular de DENV-1

Para el serotipo DENV-1 se ha propuesto la
existencia de tres a cinco genotipos. Chu ef al. (1989)
describieron tres tipos distintos de este serotipo
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que agrupaban cepas provenientes de Tailandia,
Filipinas y el Caribe, mientras que Rico-Hesse (1990)
analizo cepas de DENV-1 aisladas de diferentes
hospedadores y zonas geograficas para definir cinco
grupos genotipicos sobre un valor de divergencia de
6% en la region de unién de los genes que codifican
las proteinas E y NSI(E/NS1). Estos fueron: (1)
América, Africa y Sudeste Asiatico;(2) Sri Lanka;
(3) Japdn (1943); (4) Sudeste Asiatico, Australia y
Meéxico; y (5) Taiwan y Tailandia.

Por otra parte, la determinacion de la
variacion en el gen que codifica la proteina E (52-
288 nt) en aislados de mosquitos y humanos de
DENV-1, colectadas un periodo de mas de 50 afios
alrededor del mundo, permitié la definicién de tres
grupos genotipicos para DENV-1. El genotipo I
conformado por virus aislados entre 1974 y 1978
en Naurt, Polinesia Francesa, Nueva Caledonia,
Nuevas Hébridas, Fiji, Tonga, Tailandia, Singapur e
Indonesia; el genotipo II constituido por aislados de la
Polinesia Francesa y Nueva Caledonia (1988-1989),
Islas Comoro (1993), Guinea Francesa, Guadalupe,
Puerto Rico, Brasil, Perti, Nicaragua y Cuba y el
genotipo III que agrupa aislados de Filipinas (1984)
y Tailandia (1971). Esta clasificacion sugeria que las
epidemias por DENV-1 en zonas del Pacifico habian
sido causadas por la introduccion de nuevas variantes
virales, representada en éste caso por las cepas del
genotipo II, las cuales habian circulado previamente
en Centroamérica y Suramérica demostrando asi la
diseminacion de éste genotipo (Chungue ef al., 1995).

Ademas de la clasificacion genotipica, se
identific6 un proceso de recombinacion intragenomica
para la cepa S275/90 (Singapur), ya que en la
secuencia nucleotidica de la misma se evidencio el
producto de la recombinacion entre virus provenientes
de distintos linajes. El primer linaje correspondiente a
una cepa africana aislada en Abidjan (Costa de Marfil)
y un segundo linaje que incluy¢ aislados deDjibouti
y Cambodia. De forma particular pudo observarse
como las regiones no traducibles (UTR, del inglés
Untraslated Regions) ubicadas en los extremos 5y
3’de la cepa S275/90 correspondian al linaje Djibouti/
Cambodia, mientras que un fragmento localizado
a nivel de E/NS1 se mostraba igual al ancestral
Abidjan. Por otra parte, aunque las implicaciones
precisas relacionadas con los aspectos clinicos y
epidemiologicos de este evento fueron desconocidas,
no se descartaba el mayor potencial patogénico para
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recombinantes considerando el aislamiento de la cepa
Singapur a partir de un caso severo de dengue. Un
hecho que si quedaba claro era la importancia en la
seleccion de la region gendmica secuenciada para
clasificar genéticamente cualquiera de los serotipos
de DENV (Tolou et al., 2001).

En este mismo orden de ideas, la
secuenciacion nucleotidica del gen E de aislados
virales venezolanos y de otras regiones del mundo
colectados entre 1994 y 1997, permitid6 una
clasificacion diferente a la propuesta por Rico-Hesse
en 1990. Los genotipos ahora descritos serian: (I)
Hawai, sudeste Asiatico, China y este de Africa; (II)
Tailandia; (III) Malasia; (IV) Indonesia, Pacifico
Oeste y Australia; y (V) América, Oeste de Africa y
Asia. Este ultimo, circulante en las Américas desde
que ocurriera la introduccion de DENV-1 en 1977.
Asi mismo, la estimacion de la tasa de evolucion
para este serotipo indicaba la circulacion del mismo
en varios lugares del mundo en la primera mitad del
siglo XX, lo que sugeria que una cepa viral asociada
a una pandemia mundial era el Ginico linaje ancestral
que diera origen a los genotipos de DENV-1 presentes
en Asia, Oceania y Africa en los tltimos 50 afios.

Por otro lado, el analisis a nivel de la
secuencia de aminoacidos deducida de las cepas
americanas, demostraba ausencia de cambios en los
aminoacidos ocurridos en un periodo de 20 afios,
demostrando evolucion de las cepas americanas
bajo el modelo de la teoria neutral (Goncalvez et al.,
2002), segun la cual los cambios que pueden ocurrir
en las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos son
adaptativamente neutras, es decir tienen poco o ningun
efecto en la funcion de la molécula (Kimura, 1983).
Bajo este mismo esquema de clasificacion, Avilés et
al. (2003) secuenciaron el genoma completo de virus
circulantes en Paraguay y Argentina durante el afo
2000. Los virus correspondieron al genotipo V, el cual
se subdividio en dos linajes. El linaje I estrechamente
relacionado con aislados brasilefios en 1997 y el linaje
II asociado a una cepa peruana aislada en 1991 (DEI
0151) lo que hacia presumir diseminacién viral a lo
largo del tiempo entre paises latinos.

Posteriormente, Zhang et al. (2005) publican
un reporte donde analizan el proceso evolutivo de
DENV-1 colectados en un periodo de mas de 30 afos
mediante el analisis del gen E. El primer hallazgo fue
el establecimiento de una clasificacion filogenética
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correspondiente a tres genotipos: (I) Cambodia,
China, Taiwan y Tailandia y Djibouti de Africa
del Este; (II) Pacifico y Asia (Australia, Indonesia,
Filipinas y Tahiti); (III) Asia, Africa y América
Latina. Asimismo se observd como el genotipo I se
subdividid en dos linajes, el primero correspondiente
a virus aislados durante la década de los 80s y entre
1990-1994, denominados linaje “1980-1994”;
mientras que los virus obtenidos durante los 90s,
incluyendo aislados posteriores a 1994, conformaron
el linaje “1990-2002”. En relacién a estos grupos
se observo el fendmeno denominado reemplazo
de linajes debido a que el grupo del linaje “1980-
1994” fue sustituido por el linaje “1990-2002”, lo
que favorecia la presencia de patrones de diversidad
genética intraserotipica variables en el tiempo, es
decir persistencia temporal de determinados linajes
con posibilidades de desaparecer producto de la
interaccion entre fuerzas selectivas y estocasticas.

En 2006, Domingo et al. describen un
método rapido y sensible para la genotipificacion de
DENV-1. Los resultados indicaron la clasificacion
de DENV-1 en los genotipos: América-Africa
(AMAF), Malasia (MAL), Tailandia (THAI), Asia
(ASIA) y Pacifico Sur (SP), asi mismo dentro del
genotipo AMAF se observé la presencia de dos
linajes para cepas provenientes de India, el linaje
India-1 relacionado con cepas americanas ¢ India-2
agrupado con cepas africanas y del sudeste asiatico.
Estos resultados sugirieron amplia circulacion de
cepas pertenecientes al genotipo AMAF, asi como
la utilidad de la region carboxilo terminal del gen
E para la identificaciéon de genotipos de DENV.
Posteriormente, la secuenciacion del gen de uniéon
C/ptM (208-561 nt) de cepas de DENV-1 aisladas
durante mas de 50 afios en India, evidenci6 el
agrupamiento de las cepas dentro de un mismo
genotipo denominado III, exceptuando la cepa Delhi
2 (1997) y algunos otros aislados en 1998 que se
agruparon con la cepa japonesa Mochizuki (1943).

Asi mismo, estos virus mostraron una
elevada variabilidad intragenotipica en India, debido
alapresencia de cuatro linajes (India 1-4) (Kukreti et
al., 2009). Ese mismo afio, Camacho et al., reportan
el analisis filogenético de 18 genomas completos
y 25 secuencias parciales (E/NS1) de aislados
de DENV-1 circulantes en una zona endémica
venezolana (estado Aragua) para DENV durante
el periodo 1997-2007. El hallazgo mas relevante
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correspondié al agrupamiento de los DENV-1 como
genotipo V de acuerdo a la clasificacion reportada
por Goncalvez et al. (2002).

De igual forma, se observo la presencia de
dos linajes que incluyeron cepas aisladas en periodos
diferentes, sugiriendo reemplazo de linaje de los
aislados virales circulantes en 1997 y 1998 por el
linaje de virus aislados entre 2004 y 2007, ademas de
algunos obtenidos en 1998 y 1999, sin que este hecho
pudiese asociarse a la gravedad de los casos. Por otra
parte, el uso de secuencias parciales demostré una
vez mas la utilidad de regiones, como E/NSI, para
identificar de manera precisa la circulacion temprana
de genotipos emergentes. Asimismo, de forma
reciente la reconstruccion de la historia filogenética
de DENV-1 permitié establecer la introduccion y
tasa de evolucion de éste serotipo en Colombia. Tal
como habia sido reportado previamente para otros
paises americanos (Camacho ef al., 2009; Goncalvez
et al.,, 2002) en este pais las cepas se agruparon
dentro del genotipo V. Adicionalmente, se observo
un marcado proceso de cladogénesis, considerado asi
por la separacion evolutiva de los genotipos en ramas
mas pequefias conformando clados, éstos ultimos
denominados también linajes.

Tal proceso fue observado alrededor
de 1992, por la presencia de dos linajes, hecho
que ocurrid6 probablemente por la elevada tasa
de evolucion (8,58 x 10 sustituciones por sitio,
por afio) de la regién estudiada (fragmento
carboxilo terminal del gen E), sin que ello fuese
un hallazgo concluyente. El hecho que si resultaba
evidentemente claro fue la necesidad de realizar
estudios posteriores, que incluyeran la incorporacion
de metodologias moleculares en el marco de los
programas de vigilancia epidemiologica (Méndez et
al., 2010). Otro pais afectado por la circulacion de
DENV-1 fue Brasil, donde ocurri6 la reemergencia
del mismo en 2009 causando una gran epidemia
entre 2010 y 2011. Los resultados del estudio
filogenético de secuencias del gen E de aislados de
DENV-1 permitieron corroborar la clasificacion de
DENV-1 como genotipo V, tal como habia ocurrido
en otros paises latinoamericanos, sin embargo en
esta oportunidad DENV-1 se mostraba segregado en
multiples linajes (I, IT y III) lo que evidenciaba una
vez mas la necesidad de monitorear la diseminacion
de cepas potencialmente virulentas (dos Santos et
al., 2011).
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El serotipo 2 del complejo de DENV es uno
de los mas estudiados, hecho que probablemente
se deba a su elevada diseminacidn, asi como a su
potencial de causar epidemias asociadas en muchas
oportunidades a la presencia de casos graves de
la enfermedad. Desde el punto de vista molecular,
uno de los reportes que dio inicio a investigaciones
relacionadas con la epidemiologia molecular de
DENV-2 fue el realizado por Rico-Hesse (1990)
quienes secuenciaron el fragmento de E/NS1 del
mencionado serotipo a partir de virus aislados de
diferentes hospedadores y zonas geograficas, lo que
permiti6 sentar bases de estudios posteriores gracias
a la region gendmica escogida para la secuenciacion
nucleotidica y a la definicion de cinco grupos
filogenéticamente distintos. El primero de ellos
conformado por aislados del Caribe y Pacifico Sur;
el segundo por cepas de Taiwan, Filipinas, la cepa
prototipo Nueva Guinea “C” y la antigua cepa Thai;
el tercero grupo se constituyd por cepas vietnamitas,
jamaiquinas y tailandesas; el cuarto por aislados de
Indonesia, Seychelles, Burkina Faso y Sri Lanka y
el quinto grupo que solo incluyé aislados de Africa
rural. En el afio 2007, Rico-Hesse, quien reportara
la clasificacion anteriormente mencionada, publicd
un arbol filogenético donde definid cuatro genotipos
para DENV-2.

En 1995, Thant ef al. secuenciaron aislados
de DENV-2 provenientes del Noreste de Tailandia
haciendo uso de la misma region empleada por Rico
Hesse (1990), pero estableciendo una clasificacion
genotipica ligeramente diferente, dentro de la cual el
genotipo I estuvo conformado por aislados del Caribe,
Pacifico Sur, América Central y América Latina; el
genotipo II por virus Asiaticos y del Pacifico Oeste;
el genotipo III conformado por virus asiaticos y del
Caribe, el IV constituido por aislados afroasiaticos,
y finalmente el grupo V cuyos representantes eran
exclusivamente africanos. Las cepas analizadas en
éste estudio se agruparon dentro del genotipo I en una
relacion muy estrecha con la cepa de referencia Nueva
Guinea “C”. Por otra parte, los aislados tailandeses
mostraron variaciones nucleotidicas que permitieron
la segregacion de dos aislados de FHD (ThNH-28/93
y ThNH-52/93), los cuales presentaron una diferencia
nucleotidica respecto al aislado de SCD (ThNH-
7/93), mientras que el aislado de FD (ThNH-p11/93)
mostrd seis diferencias nucleotidicas en relacion a
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la cepa causante de SCD. Este hallazgo sugeria una
correlacion entre diferencias genéticas como posibles
factores de virulencia y la presentacion clinica de
la enfermedad, destacando asi la complejidad de la
patogénesis de DENV y el origen multifactorial de la
misma.

En el afo siguiente, estos mismos
autores (Thant er al. 1996), ampliaron la region
de secuenciacion de las mismas cepas tailandesas
secuenciadas previamente al incluir todos los genes
codificantes de las proteinas estructurales y la proteina
no estructural NS1. El objetivo del estudio era tratar de
identificar con mayor precision diferencias moleculares
que pudieran ser asociadas a factores de virulencia y
severidad de la enfermedad. La comparacion de las
secuencias tailandesas con virus aislados en Puerto
Rico (S1) y Jamaica (JAM), asi como con la cepa
NG”C” permitié una vez mas establecer una elevada
homologia con esta tltima, asimismo se observo una
alta conservacion en las proteinas M y C. En otras
secuencias de aminoacidos, como prM, se evidencid
un unico sitio potencial de glicosilacion (posicion
183-185), seis residuos de cisteina conservados y
una sustitucion de aminoacidos en la posicion 130
de arginina en NG”C”, JAM, S1 y ThNH-p11/93 a
isoleucinaen ThNH-7/93, ThNH-28/93 y ThNH-52/93,
hallazgo que fue implicado en cambios de caracter
hidrofilico a hidrofobico del mencionado residuo de
aminoacido, lo que implicaria una sustitucion unica en
cepas causantes de FHD. Los hallazgos moleculares
obtenidos demostraron en este caso que la gravedad
clinica puede asociarse a variaciones en sus secuencias
de nucleotidos y aminoacidicas deducidas, dando lugar
a distintos grados de virulencia. De todos modos, los
autores sugirieron el analisis de una regiéon genémica
de mayor longitud, asi como la inclusiéon de mayor
numero de aislados.

El estudio pionero en Venezuela fue
realizado por Rico-Hesse ef al. en el aflo 1997, cuando
también se analizaron cepas de diferentes origenes
geograficos, incluyendo 16 aislados obtenidos de
pacientes con FD y/o FHD. El analisis de la region
nucleotidica correspondiente a union E/NS1 mostrd
idéntica secuencia para algunos virus del mismo pais
y de igual periodo, en el caso de los virus venezolanos
se agruparon en genotipos Americanos y Asiaticos.
Especificamente, los aislados del periodo 1990-1995
se distribuyeron entre grupos genotipicos del sudeste
asiatico, dejando ver un progenitor comin que
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sugiri6é una ruta de transmision desde el sudeste de
Asia hasta las Américas. Estos hallazgos mostraron
gran variabilidad genética de las cepas de DENV-
2 venezolanas, lo que recordaba las caracteristicas
de transmision descritas para Tailandia en afios
anteriores (Trent et al, 1989). Esta investigacion
mostro la asociacion directa entre la introduccion de
cepas importadas y la gravedad de la enfermedad, y
la identificacion del sudeste Asidtico como fuente de
nuevos genotipos virales para las Américas.

En 1997, Rico-Hesse et al, secuencian
la region E/NS1 de DENV-2 aislados en el sudeste
Asiatico y cuatro paises americanos (Venezuela, Brasil,
Colombia y México). El arbol filogenético permitid
evidenciar como virus caribefios y suramericanos
aislados antes de 1990, asi como virus mexicanos
aislados en 1992 correspondian a un mismo grupo
filogenético. Las cepas de DENV-2 de Puerto Rico,
Colombia, Venezuela y México aisladas en distintos
afios se asociaron estrechamente al genotipo Americano
representado por la cepa Trinidad/1954, mientras que
otros virus suramericanos aislados durante y después
de 1990 y en México en 1995 se asociaban con
aislados del sudeste Asiatico o Jamaica. Este hecho
apoyo¢ la idea de que la epidemia cubana de FHD del
afio 1989, habia sido producida por virus provenientes
del sudeste asiatico, los cuales ademas causaron brotes
en Brasil, Colombia, México y Venezuela.

Esta genotipificacion demostraba de forma
contundente el origen asiatico de los virus causantes
de FHD y el subsecuente desplazamiento del genotipo
Americano circulante hasta ese momento en la region
de las Américas. Adicionalmente, con este estudio
quedaba demostrada la situacion de hiperendemicidad
presente en Venezuela por el elevado numero de casos
de FD y FHD, asi como una variabilidad genética
semejante a la grave situacion epidemioldgica descrita
previamente en Tailandia (Trent ef al., 1989). En ese
mismo orden de ideas, Salas et al. (1998) evidenciaron
la endemicidad de los serotipos DENV-1, DENV-2
y DENV-4 en Venezuela y la circulacion simultanea
en las grandes ciudades del pais con predominio
de DENV-2. Asi mismo, observaron incremento
en la gravedad de los casos clinicos producto de la
mencionada introduccion de una cepa de DENV-2
correspondiente al genotipo Asiatico.

Igualmente, Miagostovich et al. (1998)
secuenciaron el gen E de DENV-2 aislados entre
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1990 y 1995 en diferentes zonas de Brasil observando
agrupamiento de los virus autoctonos con cepas
asiaticas asociadas previamente con la gravedad de
la enfermedad, hecho alarmante debido a que gran
parte de la poblacion portaba anticuerpos contra los
tipos DENV-1 y DENV-4 lo que la predisponia a
formas graves de la enfermedad. De igual manera,
se consideraron virus colombianos circulantes antes
y después de la aparicion de casos hemorragicos en
1989. Una vez mas, empleando la region E/NS1, se
observo la presencia de dos genotipos diferentes, uno
asociado a cepas nativas americanas aisladas antes
de la aparicion de FHD y otras correspondientes al
genotipo asiatico, indicando el desplazamiento de las
cepas autdctonas por genotipos agresivos, producto
de la importacion e introduccion de virus que no
habian circulado previamente (Méndez et al., 2003).

Por otra parte, con el fin de entender la
naturaleza de las epidemias venezolanas causadas
por DENV-2, Uzcategui et al. (2001) secuenciaron
el gen completo de E de virus aislados entre 1997
y 2000 con diferencias en la severidad clinica. Los
autores demostraron como los virus circulantes
provenian de Asia y como se habian introducido en
América Latina durante los 70s y 80s, ademas se
observo la evolucion in situ de las cepas de DENV-2
a consecuencia de la circulacion viral entre Venezuela
y paises circunvecinos. De igual manera, la cepa
Ven2 se asoci6 con una de baja virulencia (IQT2913)
causante de brotes de FD en Pert entre 1993 y 1997.
Un hallazgo interesante estuvo representado por la
evidencia de recombinacion de la cepa venezolana
Mara4, emparentada con virus asiaticos y americanos.

Otro analisis filogenético de interés fue
reportado por Cardosa et al. (2009) donde se demostrd
el origen selvatico de un aislado humano de DENV-2,
causante de FHD grado II, cuya secuencia nucleotidica
se relaciond con el aislado de un mono en la peninsula
de Malasia en 1970. La teoria del reloj molecular
sugeria que los virus selvaticos tenian un ancestro
comin de aproximadamente 63 afios, lo que indicaba
circulacion de DENV-2 en primates no humanos
durante todo ese tiempo en Malasia con el agravante
de que esa cepa fue capaz de generar enfermedad
grave dando como resultado la reintroduccion de virus
ancestrales en poblaciones humanas.

Por otro lado, Oliveira et al (2010)
clasificaron aislados brasilefios de DENV-2 como
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genotipo Asiatico/Americano, los que a su vez
se subdividieron en dos grupos, el linaje I (1990 y
1998) y el linaje II (2007 y 2008), hecho que sugeria
la circulacion temporal de grupos genéticamente
distintos producto de la evolucion local de DENV-2
o causada por la introduccion del linaje II en la zona,
el cual ademas caus6 enfermedad grave incluyendo
deceso de algunos pacientes. Por otra parte, la
evolucion de DENV-2 en Puerto Rico fue analizada
ampliamente en un trabajo en el cual se estudiaron
cepas circulantes durante 22 afios consecutivos. Entre
los hallazgos destacados se mostré un reemplazo
de linajes entre 1994 y 1997, periodo en el cual se
observo incidencia de DENV-2 autdctonos, asi como
reintroducciones de DENV-2 foraneos confirmando
la necesidad de realizar muestreos sistematicos y
de instaurar sistemas de vigilancia molecular que
permitan dilucidar aspectos relacionados con la
dindmica de la transmisiéon por DENV (McElroy et
al., 2011).

Epidemiologia molecular de DENV-3

DENV-3 fue detectado por primera vez en
las Américas en 1963 y aislado en 1977 (Pinheiro
& Corber, 1997). Este serotipo se considerd ausente
hasta el afio 1994 cuando se aisldé en Nicaragua y
Panama en 1994. Posteriormente (1995-2001) circuld
en paises de América Central y el Caribe causando
brotes de FD con algunos casos severos (Gubler,
2005, Pinheiro & Corber, 1997). En el afio 2000, se
detectd en paises suramericanos (Brasil, Ecuador,
Venezuela y Pertl) (Kochel ef al., 2008; Uzcategui et
al.,2003). Posteriormente, fue causa de epidemias de
FHD/SCD en Colombia y Venezuela (Ocazionez et
al., 2006) asi como en Paraguay, Argentina y Bolivia
(2002 y 2007).

Filogenéticamente, ha sido dividido en
cuatro genotipos (Chungue et al., 1993; Holmes &
Twiddy, 2003; Lanciotti et al., 1994; Messer et al.,
2003) aunque Diaz et al. (2006) han incorporado
un quinto genotipo. El primero de estos reportes
fue realizado por Chungue et al. (1993) quienes
secuenciaron fragmentos correspondientes a la
region 5°del gen E con el fin de genotipificar y a su
vez analizar la relacion genética y la patogenicidad
de cepas de DENV-3. Considerando un valor de 6%
de divergencia dentro de la region, tal como se habia
reportado previamente para DENV-2 (Rico-Hesse,
1990), los resultados indicaron la presencia de cuatro
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grupos filogenéticos. El primer grupo se conformo
por aislados del Pacifico Sur (1988-1992), Singapur
(1973) e Indonesia (1973 a 1991); el segundo
comprendia virus asiaticos (1956-1989) incluyendo
la cepa de referencia H-87; el tercero se conformé
por un aislado tailandés (1971) y finalmente el cuarto
grupo constituido por cepas de la Polinesia Francesa
(1964-1969) y Puerto Rico (1963). Esta clasificacion
filogenética evidencid estrechas relaciones entre
aislados recientes y otros mas lejanos, como fue el
caso de las cepas del Pacifico Sur (por ejemplo: Nueva
Caledonia/1988, Polinesia Francesa/1992), que se
agruparon con virus mas antiguos (Singapur/1973,
Indonesia/1973/1974).

Asi mismo, se evidencid coOmo una cepa
tailandesa aislada en 1971 se agrupdé como genotipo
asiatico, mientras que otra cepa obtenida de esa
misma region geografica, pero en 1974, se conformo
en un grupo independiente. Este evento confirmaba la
diversidad presente entre cepas circulantes de forma
simultanea en areas endemo-epidémicas, igualmente
la clasificacion que mostraron estos autores demostrd
la introducciéon de nuevas variantes virales como
responsable de las epidemias ocurridas para ese
entonces en la region del Pacifico.

Posteriormente, Lanciotti et al (1994)
mediante el analisis de los genes estructurales prM/M
y E de cepas de DENV-3 aisladas en diferentes
regiones del mundo, al igual que Chungue et al. (1993)
lograron establecer cuatro genotipos con algunas
diferencias en la clasificacion, asi como identificar
patrones epidemioldgicos que asociaron genotipos
virales con diferentes presentaciones clinicas de la
enfermedad. Los genotipos descritos en este reporte
fueron: I) Indonesia, Malasia y Filipinas, asi como
algunos aislados del Pacifico Sur; II) Tailandia; I1I)
Sri Lanka, India, Africa y una cepa aislada en Samoa
(1986) y 1V) Puerto Rico y un aislado tahitiano
(1965).

Esta descripcion permitié entender el patron
epidemioldgico y la circulacion mundial de DENV-
3, por ejemplo, fue posible observar como aislados
de Puerto Rico en afos distantes (1963 y 1977)
tenian una estrecha relacion entre si, sugiriendo el
mantenimiento de un ciclo de transmision silenciosa
asociado solo a casos no graves de la enfermedad.
Por otra parte, los virus pertenecientes al genotipo |
protagonizaron epidemias de FHD en Tahiti y algunas
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islas del Pacifico Sur, lo que mostraba una vez mas la
relacion entre laintroduccion de un genotipo (Gubler et
al., 1978) y cambios en la gravedad de la enfermedad,
sugiriendo diferencias en las propiedades biologicas
entre los genotipos I y IV. De este modo, los autores
mostraban la utilidad de la genotipificacion para
clasificar virus responsables de brotes epidémicos, lo
que junto a observaciones epidemioldgicas sugeriria
que las diferencias genéticas entre y dentro de cada
genotipo podrian asociarse con la virulencia y/o el
potencial epidémico de DENV-3. De forma particular,
la comparacion de las secuencias nucleotidicas del
gen E se asocio con cambios en la replicacion y con
la gravedad de la enfermedad.

En 2001, Usuku et al reportaron los
resultados de la secuenciacion nucleotidica de la
region del genoma constituida por los genes prM,M
y parte de E de DENV-3 aislados durante 1996-1998
en una epidemia ocurrida en Guatemala. El analisis
filogenético indicé el agrupamiento de las cepas
dentro del genotipo III, donde se ubicaban aislados
panamefios causantes de la epidemia ocurrida en
ese pais en 1994, asi como aislados de Sri Lanka,
Samoa y Mozambique. Este agrupamiento dejo
ver dos hechos de interés, el primero asociado a la
introduccion de cepas como causa de epidemias y el
segundo representado por la rapida diseminacion viral
en América Central. En ese mismo orden de ideas,
Messer et al. (2003) publican el analisis filogenético
de DENV-3 aislados en Sri Lanka, luego de que
ocurriera en esa zona la emergencia de FHD en 1988.

El hecho de mayor interés resultd ser la
introduccion de DENV-3 (genotipo III) en América
Latina en 1994, y los sucesivos aislamientos a partir
de brotes de FD y FHD ocurridos en otros paises
de Centroamérica y Suramérica. Los resultados
expresados a través de arboles filogenéticos
permitieron la identificaciéon de cuatro genotipos
semejantes a la descripcion realizada previamente por
Lanciotti ef al. (1994). El genotipo I incluy6 aislados
del sudeste Asiatico e islas del Pacifico Sur; genotipo
II por aislados de Tailandia; genotipo 111 por aislados
de India subcontinental, este de Africa y un aislado
tnico de Samoa y genotipo IV que incluyd virus de
Puerto Rico y Tahiti. De acuerdo a ésta clasificacion,
los aislados de DENV-3 de Sri Lanka antes y después
de la emergencia de FHD mostraban una estrecha
relacion, lo que indicaba que la gravedad de la
enfermedad no habia sido producto de la introduccion

8

de nuevos genotipos. Sin embargo, resulto de interés
la segregacion observada para el genotipo III
(excepto 93SriLanl) en dos linajes designados como
grupos A 'y B. El grupo A incluia aislados entre 1981
y 1989, mientras que el grupo B se integraba por los
obtenidos entre 1989 y 1998. Este hecho mostraba en
principio la posibilidad de introduccion desde la India
o este de Africa, considerando la estrecha relacion
entre aislados de estas regiones y el grupo B y la
posibilidad de que ambos grupos circularan de forma
simultanea en Sri Lanka en la década de los 80s con
una menor proporcion del grupo B.

El predominio posterior del grupo B se
atribuy6 a fuerzas selectivas presentes en la ultima
porciéon de los 80s que favorecid la emergencia
de un grupo B en Sri Lanka asociado a las formas
severas de la enfermedad. Sin embargo, dada la
circulacion simultanea de DENV-2 y DENV-3 en Sri
Lanka se vislumbré la posibilidad de que personas
con infecciones primarias por DENV-2 pudieran
neutralizar virus del grupo A de DENV-3 mejor que
virus del grupo B de este serotipo, este hecho también
fue considerado como una posible explicacion a la
emergencia de FHD a causa del grupo B.

Otro estudio de interés fue realizado
por Peyrefitte e al. (2003) para caracterizar
genéticamente aislados de DENV-3 circulantes en
Martinica en 1999-2001, una region que no habia
padecido infecciones por DENV-3 en los ultimos
20 anos. La comparacion nucleotidica de los genes
prM/M y parte de E mostro un alto nivel de identidad
entre las cepas de Martinica y Sri Lanka logrando
agruparlas como genotipo 11, el cual incluia ademas
aislados provenientes de India, Samoa, Mozambique,
Brasil, Guatemala y México. Estas observaciones
indicaban, una vez mas, que el ancestro comun de las
cepas circulantes en las Américas y el Caribe tenia
su origen en el sudeste Asiatico, tal como habia sido
demostrado previamente (Messer et al., 2003; Usuku
etal.,2001).

Otro estudio que analizé cepas americanas
correspondio al realizado por Uzcategui et al. (2003),
quienes a través de la secuenciacion del gen de E
de aislados colectados en 2000 y 2001, revelaron la
asociacion de los mismos con aislados de DENV-3
circulantes en paises como Panama y Nicaragua en
1994, mostrando nuevamente la introduccidon en
la region americana del genotipo III a partir de Sri
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Lanka e India. Adicionalmente, la introduccion
de éste genotipo en tierras colombianas entre
2001 y 2007 desde Venezuela, Ecuador y Peru fue
demostrado mediante el analisis filogenético del gen
E (Villabona-Arenas et al., 2009).

En Tailandia, el analisis del proceso
evolutivo del gen E de cepas de DENV-3 colectadas
en un periodo de mas de 30 afios permitid su
clasificacion como genotipo II lo que evidenciaba
principalmente una prolongada circulacion viral en
esa zona. Esta clasificacion fue lograda luego que
los autores identificaran cuatro genotipos virales,
especificamente el I con virus del Sudeste de Asia
y el Pacifico; genotipo II conformado por virus
de Malasya, Myanmar y Tailandia; genotipo III
con aislados de Asia (Sri Lanka, India), el Pacifico
(Samoa), y América Latina (Brasil, Martinica,
Meéxico y Venezuela); y el genotipo IV que agrupaba
virus de Puerto Rico considerados para ese momento
extintos por la falta de aislamiento (60s y 70s), asi
mismo virus ancestrales como los de Filipinas (1956)
y Tailandia (1962) no pudieron ser clasificados
(Zhang et al., 2005).

El analisis filogenético de DENV-3 aislados
en las Américas reveld tres linajes (A, B y C)
dentro del genotipo III. El linaje A compuesto en
su totalidad por cepas venezolanas, el linaje B por
aislados de Martinica, Brasil, Bolivia, Paraguay y el
linaje C que agrupd virus ecuatorianos y peruanos.
Esta segregacion sugirio un alto nivel de variacion
genética que destacaba la necesidad de caracterizar
DENV-3 circulantes en la region de las Américas
(Ramirez et al., 2010). Posteriormente, Schmidt ez al.
(2011) analizaron la distribucion espacial y temporal
de DENV-3 aislados en dos brotes ocurridos de forma
consecutiva en Venezuela (2001 y 2007-2008), asi
como secuencias de DENV-3 asiaticas y americanas.
Los virus evaluados en este estudio fueron clasificados
como genotipo 111, lo que sugiri6 un predominio de
este genotipo y su asociacion a un elevado proceso
de adaptacion que permitiria su persistencia dentro de
una subpoblacion de especies.

Por otra parte, el analisis de las variaciones en las
secuencias de las regiones E y NS5 evidenciaron
sustituciones  aminoacidicas  relacionadas con
diferentes eventos epidémicos en Venezuela. En
relacion a este hecho, los autores pudieron detectar
diferencias entre secuencias, especificamente en
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aislados del brote venezolano de 2001 se observo
un residuo de glicina en la posicion 374, mientras
que en las secuencias del brote 2007-2008 se
presentd en esa misma posicion un residuo de acido
glutdmico, diferencias que podrian asociarse a
procesos de patogénesis viral cuando son evaluadas
en determinados contextos epidemiologicos.
Los resultados sugirieron la necesidad de seguir
analizando patrones de diversidad genética de DENV
en futuras investigaciones con el fin de detectar
caracteristicas de proteccion y eficacia de vacunas
asociadas al estudio de determinados aislados virales.

Epidemiologia molecular de DENV-4

Desde que este serotipo se introdujo en el
hemisferio occidental en 1981, ha estado circulado
de forma continua en el Caribe (Bennett et al., 2003)
y al norte de Suramérica, con escasas evidencias de
diseminacion y asociaciéon a casos de FHD/SCD
(Pinheiro & Nelson, 1997). La variacion entre cepas
de DENV-4 fue reportada en 1986 por Henchal et al.,
quienes diferenciaron aislados caribefios de la cepa
prototipo H-241 (Filipinas/1956). Posteriormente,
aislados de DENV-4 se agruparon en tan solo un
genotipo asociado a epidemias de FD (Lanciotti et
al., 1994).

Asi mismo, Chungue et al. (1995)
determinaron la variacion genética de DENV-4
obtenidos durante mas de 33 afios mediante el analisis
filogenético de secuencias nucleotidicas de la region
5" terminal del gen E, lo que permiti6 identificar solo
un genotipo en el mundo, lo que en ese momento se
asocio con propiedades bioldgicas, tales como las
bajas tasas de replicacion descritas en hospedadores
humanos y a cuadros clinicos benignos. Sin embargo,
cuando Lanciotti ef al. (1997) realizaron el analisis de
laregion completa del gen E, demostraron la existencia
de dos genotipos para DENV-4, el genotipo I que
incorporaba cepas de Tailandia, Sri Lanka y Filipinas
(incluyendo la cepa prototipo H-241) y el genotipo
II conformado por virus provenientes de Indonesia,
Nueva Caledonia, Tahiti, Caribe y Suramérica.

Con esta clasificacion se podia presumir
una ruta de diseminacion de DENV-4 desde
Indonesia hacia las Islas del Pacifico y la posterior
introduccion hacia el occidente en 1981. En 2009,
Forshey et al. describieron la emergencia de
cepas de DENV-4 identificadas como genotipo 11
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en bosques y regiones costeras del norte de Pert
donde se observo un bajo nivel de transmision
para DENV-4 entre 2006 y 2007, sin embargo en
octubre de 2008, DENV-4 desplazo por completo
a DENV-3, el cual habia sido el tinico serotipo
detectado en la regiéon. Ahora bien, a pesar de
la identificacion del genotipo II dentro de los
DENV-4, se observo un patrén de segregacion de
aislados entre 2006 y 2009 en un linaje totalmente
diferente al grupo de cepas del afio 2000, el cual
se relacionaba estrechamente con un aislado
ecuatoriano (1994) asociado a la introduccién de
DENV-4 en el Caribe. En 2011, Villabona-Arenas
et al. reportan cuatro genotipos para DENV-4,
el primero de ellos (Genotipo I) conformado por
virus provenientes de Filipinas, Tailandia y Sri
Lanka, el segundo (Genotipo II) por aislados de
Indonesia, Polinesia Francesa y Latinoamérica, el
tercero (Genotipo III) que agrupa cepas tailandesas
aisladas en la década de los 90s y el genotipo IV
constituido por aislados denominados selvaticos.
De igual forma, se identificaron dos subgrupos del
genotipo II divididos geografica y temporalmente,
el primer subgrupo conformado por todos los
aislados americanos y virus asiaticos aislados antes
del afio 2000 y el segundo subgrupo constituido
por virus asiaticos aislados después del afio 2000,
asi como virus de Indonesia y China.

En lo que se refiere a los posibles lugares
de origen y diseminacion de los DENV-4 (Genotipo
IT) circulantes en las Américas, el estudio reportado
por Villabona-Arenas et al. (2011) corrobora
teorias previas que indicaban asociacion entre
virus del Pacifico y aislados caribefios (Henchal
et al., 1986), que a su vez se diseminaron hacia
paises americanos, tales como Colombia, Ecuador,
Guinea Francesa, Pert, Surinam y Venezuela
(Forshey et al., 2009). De forma reciente (Naveca
et al., 2012) reportan la secuencia de genoma
completo de DENV-4 (Br246RR/10) obtenido a
partir de un paciente con FD en Boa Vista (Brasil),
el resultado obtenido permitié la clasificacion
de este DENV-4 como el clasico genotipo II,
cuya historia de circulacion en el Caribe y paises
suramericanos esta bien documentada (Forshey et
al. 2009; Lanciotti et al.; 1997; Villabona-Arenas
et al., 2011), incluyendo regiones como la Isla de
Pascua (Chile) donde por primera vez se reporto la
introduccion de DENV-4 (Genotipo II) (Fernandez
et al.,2011) y Honduras (Tang et al., 2011).
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CONCLUSIONES

Esta revision destaca la importancia
que representa la epidemiologia molecular en la
identificacion de los distintos genotipos virales,
y su asociaciéon con la situacién epidemioldgica
particular de cada region. De igual forma, se observo
la determinacion del origen viral, introduccion
en determinadas zonas geograficas y el impacto
epidémico de los diferentes genotipos de DENV. Una
perspectiva de gran interés en relacion a los estudios de
epidemiologia molecular de DENYV, es la posibilidad
de un mayor alcance como por ejemplo los estudios
de propiedades biologicas asociadas a los genotipos
circulantes, considerando la asociacion de los mismos
a caracteristicas muy especificas, como podria ser la
presentacion clinica de la enfermedad. Asimismo,
de gran impacto epidemioldgico seria también la
incorporacion de herramientas moleculares en el
marco de los sistemas de vigilancia epidemioldgica
de las regiones afectadas por la circulacion de DENV.
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