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Introduccidn. Las infecciones por el virus del dengue, un
problema de salud puablica nivel mundial, se han
extendido a nuevas zonas geograficas. Querétaro, antes
considerado un estado libre de dengue, ha reportado
casos desde el 2005 en la sierra (3). La enfermedad es
provocada por cualquiera de los cuatro serotipos virales
(DENV1-4) (2). La tipificacion viral es parte importante de
la vigilancia epidemioldgica para implementar acciones
encaminadas a prevenir la aparicién de casos de dengue,
y sus manifestaciones graves (dengue hemorragico y
sindrome de choque por dengue). La tipificacion por
Ensayo de Movilidad de Heteroduplex (HMA) con
productos de PCR puede ser una alternativa econémica,
rapida y sensible, en comparacién con otros métodos (4).
El objetivo es determinar mediante HMA, el serotipo viral
en muestras clinicas de casos confirmados de dengue en
el estado y comparar los resultados contra la tipificacion
por RT-PCR en tiempo real.

Metodologia. Se realizé extraccion de acidos nucleicos
totales del sobrenadante de cultivos de virus de los
cuatro serotipos y de muestras clinicas de pacientes con
infeccion confirmada por dengue en Querétaro en 2009.
Mediante RT-PCR se amplificé un fragmento de 163 pb
con oligonucledtidos comunes para los 4 serotipos. La
formacién de heteroduplex se realiz6 mezclando una
alicuota del producto amplificado de los virus de
referencia con el de cada muestra clinica, calentando a
95°C y enfriando a 4°C. El analisis se realiz6 en geles de
poliacrilamida al 7.5% tefiidos con bromuro de etidio.
Resultados. Para estandarizar la técnica se realiz6 HMA
con los amplicones de los 4 serotipos de referencia entre
si. En la figura 1 se muestra el patrén de migracién de
homoduplex (Ho) y heterodulex (He) entre los virus de
referencia. Cada serotipo por si solo no muestra
formacién de heteroduplex (Carriles 1, 5, 8 y 10), a
diferencia de las combinaciones (carriles 2, 3,4, 6, 7y 9).
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Fig. 1. El HMA, se realiz6 con 3.5 pl del producto de PCR de cada
virus de referencia (DENV 1-4), segun las combinaciones sefialadas en
la parte inferior de la figura.

Los productos de PCR de las muestras clinicas se
analizaron por HMA con los amplicones de cada virus de
referencia. En la figura 2 se presentan ejemplos de los
patrones de migracidon de heteroduplex observados. En
cada panel se presenta la combinacién de una muestra
clinica (a, b, ¢, d) con los amplicones de los serotipos:
Carril 1 (DENV1); 2 (DENV2); 3 (DENV3) y 4 (DENV4).
Se observa solo formacion del homoduplex en el carril 1
de cada panel, por lo cual se determind que el virus
circulante en Querétaro es el DENV-1. Asi mismo, se
observan diferencias en los patrones de heteroduplex lo
cual sugieren que existe variabilidad genética al interior

del serotipo.
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Fig. 2. Patrones de HMA observados para 4 muestras clinicas de
pacientes con infeccién confirmada por dengue.

Conclusiones. Se han tipificado 21 muestras clinicas
como infecciones por virus del dengue del serotipo 1
mediante HMA. Las diferencias en los patrones de
bandas observados sugieren la existencia de variabilidad
genética intra-serotipica. La caracterizacién del serotipo
por HMA fue confirmada mediante RT-PCR en tiempo
real, realizada utilizando primers especificos de cada
serotipo (5). EI HMA es una alternativa sensible y
econdémica para la tipificacion del virus del dengue.
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