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RESUMO: Os vírus Dengue são arbovírus da família Flaviviridae, com 4 sorotipos anti-
genicamente distintos. Variações genéticas intraespecíficas entre os mesmos sorotipos, inclu-
sive em uma mesma epidemia, estão bem estabelecidas. O desenvolvimento da técnica de poli-
merização em cadeia (PCR) é uma alternativa na identificação dos vírus Dengue. Neste estu-
do construímos dois novos pares de primers para os sorotipos 1 e 2, sem a ajuda de programas
de computador. Foram utilizadas como modelo as seqüências genômicas de DEN-1 (Western
Pacific), Nauru Island e DEN-2 New Guinea C. Os primers sense 5' ACA AAA AGT GGA
GAC CTG GGC TC 3' (D1S) e complementar 5' GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3'
(DIA) correspondem respectivamente às posições 769 a 791 e 1607 a 1587 do genoma do
vírus DEN-l. Estas seqüências reconhecem parte das regiões de membrana (M) e proteína
estrutural (E) do genoma do sorotipos 1 e contem 838 pares de bases. A seqüência de primers
de DEN-2 foi 5' TGA AGG GGA CGG TTC TCC ATG T 3' (D2S) homólogos aos nucleotí-
dios 1838 a 1859 e 5' GAC TCC CAC CAA TAC TAG TGA CAC 3' (D2A) correspondendo
às posições 2312 a 2288. O produto da amplificação foi de 474 pares de bases corresponden-
do a uma porção do genoma responsável pela síntese da proteína E. A especificidade dos pri-
mers foi avaliada por multiplex RT-PCR.
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INTRODUÇÃO

A introdução dos diversos sorotipos do vírus
Dengue (DEN-l, DEN-2, DEN-3 e DEN-4), em muitas
regiões do mundo, vem ocorrendo devido à urbanização
dos trópicos, ineficiência dos programas de saúde públi-
ca sobretudo no controle do vetor (mosquito) e em decor-
rência de problemas econômicos e sociais, vividos por
países localizados em regiões propícias ao aparecimento
do vetor e conseqüentemente do vírus responsável pela
doença. A dengue é, mundialmente, a mais importante
doença viral, transmitida por artrópodes, em termos de
mortalidade e morbidade":

O aperfeiçoamento de metodologias, para a detec-
ção de vírus, se faz necessário não só para o diagnóstico,

como para a vigilância epidemiológica. Assim, para o
diagnóstico do vírus Dengue, a utilização de técnicas de
biologia molecular tem resultado no desenvolvimento de
testes rápidos, sensíveis e específicos.

A técnica de polimerização em cadeia (Polymerase
Chain Reaction- PCR)II.14é uma alternativa, na identifi-
cação dos vírus Dengue, pois em algumas horas pode-se
obter grande quantidade do material genético de vírus,
provenientes de amostras de soro, lesões teciduais ou
culturas celulares infectadas com os vírus". Este material
pode, então, ser analisado por sequenciamento genômi-
co, testes de hibridização, eletroforese em gel de agaro-
se ou ainda por padrão de restrição enzimática 6.13,7,1,9,10.

O teste de PCR envolve a escolha correta de oligo-
nucleotídeos iniciadores (primers) que se ligam especifi-

" Instituto Adolfo Lutz - Av. Dr. Arnaldo, 355 - CEP 01246-902 - São Paulo SP - Brasil.

79



BARBOSA, M.L. - Detecção e Tipagem de Vírus Dengue Sorotipos 1 e 2 por Multip1ex RT-PCR. Rev. Inst. Adolfo Lutz: 58 (1),79-83, 1999.

camente ao ácido nucléico que será amplificado. Os
ciclos são repetidos e consistem de desnaturação do
DNA, anelamento e extensão do primer pela DNA poli-
merase. Desta forma os oligonucleotídeos são fatores
determinantes para o sucesso ou falha na amplificação
do DNA.

Com a finalidade de identificar especificamente
DEN-l e DEN-2, em uma única etapa de PCR, construí-
mos 2 pares de primers para estes sorotipos.

MATERIAL E MÉTODOS

Os primers foram elaborados utilizando-se como
molde as seqüências das linhagens Westem Pacific (Nauru
Island) para DEN- J8 e New Guinea C para DEN-23 e gen-
tilmente sintetizados pela Dra. Luiza L.Villa, do Instituto
Ludwig de São Paulo. Foram analisadas as regiões do
genoma correspondentes às proteínas de capsídio (C), pré
membrana (prM), membrana (M) e envelope (E). Durante
todo o estudo as seqüências dos 2 genomas foram compa-
radas fração a fração, nucleotídeos 410 a 2392 e 342 a
2345 para DEN-l e DEN-2, respectivamente, e vários
segmentos escolhidos como prováveis "primers". A elabo-
ração destes oligonucleotídeos foi realizada sem a ajuda
de programas de computador; as seqüências foram avalia-
das e determinadas manualmente.

RNA VIRAL
Os testes foram realizados com RNA viral purifica-

dos a partir dos 4 soro tipos de Dengue (provenientes do
CDC), RNA padrão Gibco e água MilliQ como controle
negativo. A especificidade dos "primers" foi analisada
por multiplex RT-PCR.

Síntese de cDNA
Os RNAs alvo (DEN-l, DEN-2 e controles) foram

convertidos em cDNA (DNA copia), a partir de uma fra-
ção de 5 ul de cada RNA diluído 1:100 em água e acres-
centado 25 ul da mistura: 9,0 !--lIde H,O; 5,0 ul de tam-
pão de enzima 5 vezes concentrado; (O !--lIde RNAsin a
10 U/!--ll;3,0 !--lIde MgCl2 a 25 mM; 2,0 ul de DTT a 0,1
M; 0,5 !--lIde cada primer anti-sense (DIA e D2A) a 20
u.M; 2,0 ~tl de dNTP a 10 mM; 2,0 !--lIde transcriptase
reversa a 20 U/!--ll(RT - Superscript, GIBCO). A mistu-
ra foi incubada a 42°C / 1 hora seguida de outra incuba-
ção a 95 °C/7 minutos.
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Amplificação do cDNA
A reação de polimerização em cadeia" foi realizada

com 10 /-lIdo produto contendo cDNA acrescido de 40
!--lIda mistura: 27,8 ul de HP; 2,5 !--lIde tampão de enzi-
ma 10 vezes concentrado; 3,5 ul de MgCl2 a 25 mM; 1,0
/-lIde cadaprimer sense (DIS e D2S) e anti-sense (DIA
e D2A) a 20 u.M; 2,0 ul de dNTP a 10 mM; 0,2 !--lIde Taq
DNA Polimerase a 5U/!--l1.Inicialmente a denaturação do
cDNA-RNA híbrido foi feita à 94 o/5min. seguida de 35
ciclos com os seguintes passos: 94 °C/50seg. 50
°C/40seg. 72 °C/40seg. e 72 °C/7 minutos.

Após a amplificação, os produtos (5!--l1)foram anali-
sados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em tam-
pão TAE (40mM Tris-acetato, ImM EDTA), o gel foi
corado com brometo de etídio e visualizado em luz UV

RESULTADOS

Os "Primers" foram determinados por apresentarem
conteúdo de C-G entre 45 e 55%, seqüências de bases
com maior número de diferenças, entre os dois sorotipos
em estudo, número máximo de bases inferior a 25 e tem-
peratura de fusão (Tm) semelhantes entre os 4 primers
analisados. Observando-se estas características foram
definidos os seguintes oligonucleotídeos.

DIS -';> 5' ACAAAAAGT GGA GAC CTG GGC TC 3'
nucleotídeos 769 a 791, oligonucleotídeo sense

DIA -';> 5'GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3'
nucleotídeos 1607 a 1587, oligonucleotídeos anti-sense

D
2
S -';> 5'TGA AGG GGA CGG TTC TCC ATG T 3'

nucleotídeos 1838 a 1859 oligonucleotídeo "sense".

D)A -';> 5'GAC TCC CAC CCAATA CTA GTG ACA C 3'
nucleotídeos 2312 a 2288 oligonucleotídeo não "sense".

O tamanho da seqüência do DNA amplificado foi
consistente com o esperado para a região alvo do geno-
ma dos vírus DEN-I e DEN-2, os fragmentos resultantes
correspondem a 838 pares de bases para o sorotipo 1 e
474 para o sorotipo 2 (Figuras 1).
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838 bp

474 bp

FIGURA 1: Gel de agarose empregado na análise dos produtos de RT-PCR dos Genomas padrões de vírus Dengue: (a)
reagentes; (b) DEN-l; (c) DEN-2; (d) padrão peso molecular 100 bp ladder GIBCO BRL; (e) DEN-3; (f) DEN-4; (g)
RNA controle; (H)HP controle.

DISCUSSÃO

o desenvolvimento da reação em cadeia da polime-
rase (PCR) tem facilitado o diagnóstico e detecção dos
vírus Dengue. Uma das principais considerações nos
protocolos de PCR está na obtenção de produtos especí-
ficos determinados pelos "primers".

Embora a padronização da PCR envolva muitas
variáveis, um dos parâmetros mais críticos, em todos os
casos, é a obtenção de "primers", que se ligam especifi-
camente ao ácido nucléico em estudo, resultando em pro-
dutos específicos. Assim a etapa fundamental na constru-
ção de um 'Primer", é assegurar esta especificidade.

Relatos anteriores têm descrito que a mistura de "pri-
mers" específicos possibilita a amplificação dos vírus
Dengue, usando técnicas de hibridização, "Nested" ou
ainda amplificação de parte do genoma após a digestão com
enzimas de restrição. A utilização destes novos "primers"
permitiu a amplificação do cDNA em uma única etapa.

A tipificação em uma etapa de PCR, reduz sensivel-
mente o risco de contaminação, pois neste processo não
é necessária a manipulação de cDNA amplificado inter-

mediário. Esta simplificação representa uma vantagem
sobre o método empregando "nested" cujos resultados
são obtidos após uma segunda etapa de amplificacão e
hibridização que requer sonda marcada, purificada e
padronizada, às vezes de difícil reprodução.

A especificidade de nossos "primers" foi revelada
por sua habilidade em reconhecer seqüências específicas
únicas de RNA de cada um dos sorotipos 1 e 2, não se
observando qualquer cruzamento entre os 2 sorotipos em
estudo e completa ausência de amplificação com os
sorotipos 3 e 4. Somente um produto foi obtido em cada
reação de tipificação.

Variações genéticas intraespecíficas entre as viroses
por dengue, mesmo em áreas epidêmicas, estão bem
estabelecidas". Desta forma o sucesso obtido na amplifi-
cação dos vírus Dengue sorotipos 1 e 2 isolados, em cul-
turas celulares, representa a perspectiva para que em um
futuro próximo esta metodologia possa ser utilizada em
amostras de soro de pacientes, permitindo um diagnósti-
co, além de específico, mais rápido e sensível na detec-
ção dos vírus circulantes em nosso meio.
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ABSTRACT: Dengue Virus is a mosquito-borne flavivirus with four antigenically dis-
tinct serotypes. Intratypic genetic variation among the virus serotypes, even in the same epi-
demic, is well established. The development of the polymerase chain reaction (PCR) has faci-
litated the diagnostic assays in detecting dengue viruses. In order to detect dengue viruses cir-
culating in Brazil, two new pairs of type-specific primers were, without the aid of any compu-
ter program, manually designed. We used as model genomic sequence of the DEN-l (Western
Pacific strain), Nauru Tsland and DEN-2, New Guinea C were used as model. The genomic-
sense, 5' ACAAAAAGT GGA GAC CTG GGC TC 3', oligonucleotide primers (D1S) and the
5' GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3' (DIA) oligonucleotide complementar to the plus-
strand corresponded respectively to the positions 769 to 791 within 5' non coding region ofthe
DEN-l virus genome and 1607 to 1587. These primer sequences bracketed at 838 nucleotides
base sequence in the M and E gene. The sequence sense primers of DEN-2 was 5' TGAAGG
GGA CGG TTC TCC ATG T 3' (D2S) homologous to nucleotidides 1838 to 1859 and the 5'
GAC TCC CAC CAA TAC TAG TGA CAC 3' (D2A) oligonucleotide used for the first-strand
cDNA synthesis was designed to contain complementary sequences to the original RNA at 3'
end, corresponding to positions 2312 to 2288. The amplification product has a 474bp size cor-
responding to E gene portion. The primer specificity were avaluated by the multiplex RT-PCR.

DESCRlPTORS: Dengue, Multiplex RT-PCR, Primers.
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