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RESUMEN 
 
Desde la emergencia de la fiebre hemorrágica del dengue (FHD) en 1989,  Virus Dengue-1 (DENV-1) 
ha sido el serotipo prevalente en la mayoría de los brotes epidémicos ocurridos en el estado Aragua, 
Venezuela. De igual manera, durante estos brotes epidémicos, el DENV-1 ha sido detectado tanto en 
pacientes con fiebre de dengue (FD) como con FHD. En este estudio se genotipificaron 43 cepas de 
DENV-1 circulantes en el estado Aragua durante el período 1997 – 2007. El análisis filogenético 
determinó que los aislados virales de Aragua se agruparon dentro del  genotipo V, junto con otros 
virus detectados en Argentina, Brasil, Nicaragua, Guyana Francesa y Puerto Rico. Así mismo, el 
análisis sugiere que los DENV-1 de Aragua segregaron en dos clados: uno  constituido por virus que 
circularon en los años 1997 y 1998 – y quizás antes –, y otro conformado por virus que han circulado  
mayoritariamente entre 1998 - 2007 y que reemplazó al otro clado. Ambos clados pueden ser 
distinguidos inequívocamente por cuatro substituciones de aminoácidos (aa) en las posiciones E-297, 
NS1-146, NS2B-70 y NS4B-17. La secuenciación y el análisis filogenético del segmento unión  
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E/NS1, confirmó la utilidad de este enfoque para la genotipificación del DENV-1. Las manifestaciones 
clínicas de los pacientes infectados con los DENV-1, genotipo V, de Aragua, indican que dicho virus 
posee el potencial para causar todas las formas clínicas de la enfermedad, e incluso la muerte. El 
análisis filogenético de los DENV-1 aislados en el estado Aragua durante 1997 – 2007 fue 
determinante para conocer la variabilidad genética y el impacto epidemiológico de los virus 
circulantes en los brotes epidémicos ocurridos en dicho período. 
 
Palabras clave:   Dengue, DENV-1, genotipos, secuenciación  
 

ABSTRACT 
 
Genotyping of dengue virus type 1 circulating in Aragua during the 1997 – 2007 period 
 
Since the emergence of dengue hemorrhagic fever (DHF) in 1989, DENV-1 has been the prevalent 
serotype in the majority of the outbreaks occurred in Aragua state, Venezuela. Likewise, during these 
outbreaks, DENV-1 has been isolated from patients with dengue fever (DF) as well as DHF.  In this 
study, we have genotyped 43 DENV-1 strains which circulated during the 1997 – 2007 period. The 
phylogenetic analysis determined that the Aragua viral isolates grouped within genotype V, along with 
viruses detected in Argentina, Brazil, Nicaragua, French Guyana and Puerto Rico. Likewise, the 
analysis suggests that the Aragua´s DENV-1 segregated in two clades: one composed by virus that 
circulated in 1997 and 1998 - and perhaps before - and another which contained virus that have 
circulated mainly between 1998 and 2007, and that has replaced the other clade. Both clades can be 
distinguished unmistakably by aminoacid (aa) substitutions at positions E-297, NS1-146, NS2B-70 
and NS4B-17. The sequencing and phylogenetic analysis of the short E/NS1 junction segment 
confirmed the value of this approach for DENV-1 genotyping. The clinical manifestations of the 
patients infected with the Aragua´s DENV-1, genotype V, indicated that this genotype has the 
potential of producing all clinical forms of dengue, including death. The phylogenetic analysis of 
DENV-1 isolated in Aragua state during 1997 - 2007 was determinant to know the genetic variability 
and the epidemiological impact of the circulating viruses in the outbreaks which occurred during that 
period. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Las infecciones causadas por cualquiera de los serot ipos del  v i rus Dengue 
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) representan  la enfermedad 
transmit ida por mosqui tos a humanos más importante en términos de morbi -
mortal idad (1). Clínicamente,  el  dengue puede cursar de forma 
asintomática , o de forma sin tomáti ca como la  Fiebre de Dengue (FD), que en 
una minoría  de casos progresa a la forma severa de Fiebre  Hemorrágica de 
Dengue/Síndrome de Choque por Dengue (FHD/SCD). El  DENV es endémico 
en más de 100 países, con un registro de 50 mi llones de infectados cada 
año, incluyendo 500.000 casos de FHD/SCD que requieren hospi tali zación 
(2).   
 
En muchos países de Asia y América Latina, las epidemias de FD han s ido 
gradualmente desplazadas por las de FHD/SCD. Así, por e jemplo, se 
observa  que luego de la  primera epidemia de FHD/SCD del  continente 
Americano ocurrida en 1981 en  Cuba (3), la misma se extiende a Venezuela 
a f inales de 1989 produciendo más de 6000 casos con 73 fal lecidos (4). 
Desde 1990 hasta 1995, se han documentado más de 26.000 casos  de 
FDH/SCD en las Américas y cerca de 5.400 en Venezuela (5)   Durante la 
epidemia de dengue de Venezuela en 1989 - 1990 se ais laron los serotipos 
DENV-1 y DENV-2, sin embargo fue  este ú l timo el  que se aisló con más 
f recuencia en los casos de FHD/SCD. Las investigaciones de la variabil idad 
genética  de los DENV ci rculantes en Venezuela entre 1987 y 1995 sugirieron  
que la emergencia de las ep idemias de FHD/SCD  estuvieron asociadas a la   
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introducción de DENV-2 originario del  Sudeste Asiá tico (genotipo Asiá t ico), 
el  cua l  desplazo gradualmente al  DENV-2 autóctono (genotipo Americano) 
que había sido reportado como causante de brotes de FD (6, 7, 8).  Sin 
embargo, un reporte  posterior que incluye el  análisis de las secuencias 
genómicas de DENV-2 aislados entre 1997 y 2000, propone la evolución in 
si tu  a posibles v i rus recombinantes (genotipo mixto Americano/Asiát ico) (9).  
Durante la  epidemia de dengue ocurrida en Aragua (Venezuela) en 1998, el 
r iesgo de padecer FHD/SCD estuvo signif icativamente asociado a las 
infecciones con este DENV-2 genotipo mixto Americano/Asiático (10) . 
 
El  DENV-1 es introducido en las Américas en el  año 1977 y desde entonces  
ha s ido señalado como responsable de la  aparición de distin tos bro tes 
epidémicos asociados con diferentes presentaciones cl ínicas (FD y/o  
FHD/SCD). Específ icamente, en el  Estado Aragua, el  DENV-1 fue el  sero tipo 
detectado con mayor f recuencia  por el  s istema de v igilancia epidemiológica 
act iva durante la epidemia del  año 1998 (Figura 1) (LARDIDEV, 1 998, datos 
no publ icados). Posteriormente, entre 1999 y 2000 la  ci rculación de este 
sero t ipo disminuye hasta hacerse indetectab le durante  e l  2002 y casi todo 
el  2003, t iempo durante el  cual  ocurre  en nuestro país una gran epidemia 
causada por DENV-3. Sin embargo, el  DENV-1 comienza a  ser detectado  
nuevamente  en e l  estado Aragua en noviembre del  año 2003, para luego 
incrementar su ci rculación hasta converti rse en e l  serotipo predominante a 
part i r del  año 2005 y, part icularmente, durante el  b ro te epidémico más 
grande y la rgo de la historia  del  dengue en Aragua que ocurrió  entre jul io de 
2006 y Marzo de 2008 (Figuras 1  y 2) (LARDIDEV, 2009, datos no 
publ icados) 
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Figura 1.  Serot ipos del  DENV detectados mediante aislamiento vi ra l  y/o RT-PCR)  
en el  estado Aragua (Venezuela):  Octubre 1997 – Diciembre 2007. Fuente:  
Regist ros de vig i lancia epidemiológica proact iva del  dengue en el  estado  Aragua.  
Laborator io Regional  de Diagnóst ico del  Dengue y otras Enfermedades Vi rales 
(LARDIDEV).  
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Figura 2.  Casos de dengue detectados vi ro lógicamente (a islamiento vi ra l  y/o RT-
PCR) y/o serológicamente (MAC-ELISA) en el  estado Aragua (Venezuela):  Enero 
1997 – Dic iembre 2008. Fuente:  Registros de vigi l anc ia epidemiológica proact iva 
del  dengue en el  estado  Aragua. Laborator i o Regional  de Diagnóst ico del  Dengue 
y otras Enfermedades Vi rales (LARDIDEV).  
 
Desde el  punto  de v ista  f i logenético, se ha descri to que la  identif icación de 
variantes genéticas del  DENV está asociada a la severidad de la  infección 
en los humanos (8). En e l caso del  DENV-1, las primeras investigaciones 
reali zadas propusieron la existencia de tres a cinco variantes genéti cas o 
genotipos, entre los cuales están los que han ci rculado en las Américas (6, 
11). Se ha reportado la presencia  de  cepas de DENV-1 asociadas a casos 
de FD y de FHD (12). Por o tra parte , durante la  epidemia de dengue de 
Aragua (Venezuela) ocurrida en 1998, el  r iesgo de padecer FD estuvo 
signif icativamente asociado a las infecciones causadas por el  sero tipo 
DENV-1 (10). Sin embargo, independientemente de su posible asociación 
con el  r iesgo de suf ri r FD o FHD/SCD, muy poco se conoce sobre la 
diversidad genética de los DENV-1 aislados en Venezuela . En este sentido, 
se  reportó la clasif icación de los DENV-1 ais lados entre 1994-1995 en cinco 
l inajes genéticos (13). Desde entonces, no se han real izado reportes de los 
genotipos c i rculantes del  DENV-1 en nuestro país a pesar de la ocurrencia 
de varios brotes epidémicos en los cuales ha sido el  serot ipo  predominante. 
 
En el  presente estudio se presenta la genotipif icación de las cepas de 
DENV-1 ci rculantes en el  estado Aragua durante el  período 1997 - 2007, 
basados en el anál isis de la secuencia nucleotídica del  genoma completo y 
la secuencia parcial  de la  reg ión E/NS1 , a  f in de determinar sus relaciones 
f i logenéticas con otros aislados vi rales de dicho serotipo de  Venezuela y del  
resto  de l  mundo. Así mismo, se discuten las posib les asociaciones de los 
genotipos v i rales encontrados con la severidad de los cuadros c línicos de 
los pacientes de los cuales fueron aislados y/o  la magni tud de l brote 
epidémico del  año en estudio.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 Aislados virales.  Se  evaluaron 43 cepas de DENV-1 a isladas  a part i r de 
muestras de suero de pacientes provenientes del  estado Aragua (Tabla  I  y 
I I).  Las muestras fueron colectadas durante el  periodo 1997 -2007 y 
corresponden a sueros recib idos a través del  Sistema de Vigilancia del  
estado enviadas al  Laboratorio Regional de Diagnosti co e Investigación del 
Dengue y otras Enfermedades Virales (LARDIDEV) para su confi rmación 
 
Tabla 1.  Li stado de 18 DENV-1 ai slados en el  estado Aragua durante el  período 

1997 – 2007.  

Código 
LARDIDEV 

Año de 
Aislamiento 

Clínica 
No. 

Acceso 
GenBank 

LAR2130 1997 FDa FJ639735 

LAR3204 1998 FD FJ639740 

LAR3910 1998 FD FJ639741 

LAR4199 1999 FHDb/SCDc,d FJ639743 

LAR22849 2004 FDMHe FJ639794 

LAR24424 2004 FD** FJ639797 

LAR25025 2004 FD FJ639802 

LAR26987 2005 FD FJ639813 

LAR27521 2005 FD FJ639814 

LAR27527 2005 FDMH FJ639815 

LAR29598 2006 FD FJ639818 

LAR29629 2006 FD FJ639819 

LAR29635 2006 FD FJ639820 

LAR29665 2006 FD FJ639821 

LAR29689 2006 FD FJ639823] 

LAR29821 2006 FD FJ639824 

LAR40246 2007 FD EU482610 

LAR40325 2007 FD EU482611 
 

 
 

aFiebre de Dengue;  
bFiebre Hemorrágica de 
Dengue;  
cSíndrome de Choque por 
Dengue; 
dFallecido; 
eFiebre de Dengue con 
manifestaciones hemorrágicas; 

**Trombocitopenia (<100.000 
plaquetas/mm3)  
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La clasif icación cl ínica de los pacientes se hizo s iguiendo los cri te rios 
descri tos por la Organización Mundial  de la Salud  (14).  De los 43 aislados 
vi ra les de DENV-1, 18 (Tabla I) fueron enviados al  Insti tuto Broad  
(Massachusetts, Estados Unidos de América) para la secuenciación del  
genoma viral  completo, mientras que 25 v i rus (Tabla  2) fueron enviados al 
Laboratorio de Arbovirus, del  Centro Nacional  de Microb iología, del  Insti tuto 
de Salud Carlos I I I  (Majadahonda, España), para secuenciar el  segmento de 
unión E/NS1. 
 
Tabla 2. Listado de 25 DENV-1 aislados en el estado Aragua durante el año 2006 empleadas en el 
estudio para la secuenciación de la región E/NS1  
 

Código 
LARDIDEV Clínica 

29850 FDa 

29922 FD 

30082 FD 

30330 FD 

30713 FD 

31186 FD 

31827 FD 

32133 FD 

32149 FD 

32195 FD 

32252 FD 

32269 FHDb 

32287 FD 

32321 FD 

32452 FD 

32908 FD 

32962 FD 

33008 FD 

33078 FD 

33337 FD 

33696 FD 

33700 FD 

33712 FD 

33715 FD 

34012 FD 
 
 

 

aFiebre de Dengue 
bFiebre Hemorrágica de Dengue 
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Aislamiento e Identificación de las cepas virales: las cepas de DENV-1 se 
aislaron inoculando los sueros de los pacientes en tubos con monocapa 
conf luente de la l ínea celular C6/36-HT (derivada de Aedes albopictus )  
para su posterior incubación a  33°C durante 10 días (15). La identif icación  
del  serot ipo vi ral  se  real izó  mediante ensayos de inmunof luorescencia,  
donde se enf rentaron las células infectadas contra un panel  de anticuerpos 
monoclonales (AcMc) contra DENV. Estos AcMc fueron HB47 (15F3-1) para 
DENV-1, HB46 (3H5) para DENV-2, HB49 (5D4-11) para DENV-3, y HB48 
(1H10-6) para DENV-4 (16) y fueron provistos genti lmente  por Center for 
Diseases Control and Prevention (CDC, San Juan Puerto Rico).  
 
Extracción del ARN viral.  El ARN v ira l se extrajo a parti r de 140 µL de 
cada uno de los sobrenadantes de cul tivos celulares de  DENV-1 empleando 
el  mini  ki t  de extracción v i ral  de ARN QIAamp QIAGEN® (QIAGEN Inc.;  
Valencia, Cal ifornia, E.U.A), siguiendo las instrucciones del  fabricante. El  
producto de la extracción se resuspendió   en 60 µL de agua y se almacenó a 
-80°C hasta su uso.  
 
Secuenciación del genoma completo. La secuenciación del  genoma viral 
comple to de 18 DENV-1 (Tabla  I) se real izó en el  Insti tuto Broad siguiendo 
un protocolo estándar d iseñado en dicho insti tuto (17). Brevemente, el  ARN 
vi ra l  fue amplif icado mediante  la técnica de Transcripción Reversa acoplada 
a Reacción en Cadena de la Pol imerasa (RT-PCR) con cebadores 
específ i cos para producir 12 amplicones solapados de 1.5  - 2kb. 
Seguidamente, dichos ampli cones se mezclaron para real izar la reacción de 
secuenciación con 96 pares de cebadores  específ icos (tabla con la 
información de dichos cebadores disponible a petición del  interesado) que 
dieron lugar a la amplif icación de un número equivalente de regiones entre 
500 a 700 pares de bases. La reacción de secuenciación se reali zó en un 
equipo ABI 3730 mediante el  método de Sanger de acuerdo a los pro tocolos 
de secuenciación del  Insti tuto  Broad. F inalmente,  se procedió  a  ensamblar 
las secuencias obtenidas mediante el  uso de programas de Bioinformáti ca 
que permi tieron  conseguir  las secuencias consenso las cua les fueron 
deposi tadas en el  GenBank.  
 
Secuenciación del segmento unión E/NS1.  La  secuenciación del  segmento 
unión E/NS1 de 25 aislados de DENV-1 (Tabla  2) se real izó siguiendo una 
adaptación del  protocolo descri to previamente (18). Brevemente el segmento 
segmento unión E/NS1 fue amplif icado a parti r del  ARN viral mediante la 
técnica RT-PCR. El  amplicón específ ico  para DENV-1 (420 pb) se visuali zó 
mediante  gel  de agarosa a l  2%. Seguidamente, el  ADNc a secuenciar 
purif i có ut i l izando el  QIAGEN MinElute PCR Purif ication Ki t (QIAGEN Inc.;  
Valencia, Cal ifo rn ia, E.U.A), siguiendo las instrucciones del  fabricante. 
Luego, los ADNc de la  región E/NS1 fue ron secuenciados y ampl if icados 
mediante  PCR en un termociclador PTC-200 Pelt ie r Thermal Cycler (MJ 
Research Inc.;  Waltham, Massachusetts, E.U.A), ut i l izando el  estuche de 
BigDye® Terminator v3 .1 Cycle Sequencing Kit  (Appl ied Biosystems; Foster 
Ci ty, Cal ifo rnia, E.U.A). El  anál isis de los productos secuenciados se real i zó 
con el  equipo ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems; Foster 
Ci ty, Cal i fo rnia, E.U.A). Las secuencias obtenidas fueron revisadas mediante 
el  programa de computación (software)  CHROMAS (versión 1.3, 1996; C. 
McCarthy, School  of  Biomolecular and Biomedical  Science, Facul ty of 
Science and Technology, Gri f f i th Univers ity, Brisbane, Queensland, 
Austra lia).  Seguidamente, las secuencias sentido y anti -sentido fueron 
alineadas mediante el  programa de computación (software) SEQMAN 
(DNASTAR Inc. Sof tware, Madison, Wisconsin .) Las secuencias consenso  
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fueron comparadas y al ineadas con las secuencias obtenidas del  GenBank 
ut i l i zando el  programa de computación (sof tware) CLUSTAL X, versión 1 .83 
(19). 
 
Análisis fi logenético. Se realizó uti l i zando el  programa de computación 
(sof tware) MEGA4 (20). El  árbol  f i logenético  óptimo fue generado mediante 
el  método de Neighbor-Jo ining (21). La s ignif i cancia estadíst ica de la 
topología part icular de los árboles se eva luó a través de  la prueba de 
bootstrap (22). Las distancias evolut ivas fueron calculadas mediante el 
método de Tamura-Nei (23).  
 

RESULTADOS\ 
 
En el  presente estudio se muestran los resul tados de la secuenciación y 
genotipif icación de las secuencias de los genomas completos de 18 DENV -1 
aislados de pacientes provenientes de los diferentes municipios del  estado 
Aragua, durante los años 1997 - 2007. Asimismo, los resul tados de de la 
secuenciación y genotipif icación de 328 nucleótidos de la región de unión 
E/NS1 de 25 DENV-1 aislados durante el  año 2006. Las secuencias de los 
DENV-1 de Aragua fueron alineadas con las correspondientes de otros 
aislados v i rales del  mundo (genoma completo y segmento E/NS1) que han 
sido deposi tadas en el  GenBank. Una vez al ineadas las secuencias 
respectivas, se procedió a la realización de dos árboles fi logenéticos: uno 
con las secuencias de los genomas completos (Figura 3) y otro con las 
secuencias de la región E/NS1 (Figura  4)  
.  
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Figura 3. Relaciones evolutivas de treinta y seis DENV-1 aislados en el estado Aragua y  algunos 
países del mundo, basadas en las secuencias nucleotídicas del genoma completo. El análisis 
filogenético se realizó con el programa de computación (software) MEGA4 (20). El árbol filogenético 
óptimo fue generado mediante el método de Neighbor-Joining (21). En cada una de las ramas se 
indican los porcentajes ≥60 de las réplicas de los árboles mediante el test de bootstrap de 1000 
replicas) (22). Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Tamura-Nei (23). 
Cada aislado es denominado de acuerdo al área geográfica de procedencia, el año de aislamiento, el 
código del LARDIDEV en los aislados virales del estado Aragua, y el número de acceso en el 
Genbank en los virus de otros países del mundo. 
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Figura 4. Árbol filogenético correspondiente a la secuencia  parcial de la región E/NS1 de 25 DENV-1 
aislados durante el año 2006. Las condiciones experimentales son las mismas descritas en la figura 
3, excepto que La significancia estadística de la topología determinó mediante el test de bootstrap de 
500 réplicas. 

 
La Figura 3 , corresponde al  árbo l f i logenético  derivado del  alineamiento de 
las secuencias completas de ais lados de  DENV-1 en Aragua (Venezuela) 
durante el  periodo 2004 - 2007 y de aislados de o tros países, donde se 
establece la relación de parentesco entre dichos aislados v i rales. El  árbol  
generado muestra la existencia de cuatro  grupos correspondi entes a los 
genotipos descri tos previamente como I,  I I ,  IV y V  (13). Así mismo se 
observa que los aislados v i rales de las Américas (Argentina, Brasil ,  Guyana 
Francesa, Nicaragua, Puerto Rico y Venezuela) se ubicaron en el  genotipo 
V. También se advierte la  div isión en dos l inajes, o clados, del  genotipo V: 
el  p rimer clado consti tuido por v i rus aislados en Puerto Rico (1986 y 1998) y 
en Guyana Francesa (1989), y el  segundo clado conformado por a islados 
vi ra les de Argentina (2000), Brasil  (1990), Nicaragua (2006) y Venezuela 
(1997 – 2007). Los vi rus venezolanos, a su vez, están distribuidos en dos 
l inajes: un l inaje conformado por algunas cepas aisladas en 1997 y 1998,  
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que comparten un ancestro común con el vi rus aislado en Nicaragua (2006), 
y o tro  l inaje conformado por cepas a isladas en el  período 1998 – 2007. 
 
Las 18 cepas venezo lanas tuvieron 24 substi tuciones no-conservativas de 
aminoácidos (aa) en los genes que codif ican las proteínas PrM,  E, NS1,  
N2A, NS2B, NS3, NS4A y NS5 (Resul tados no mostrados). Los  dos linajes 
de cepas venezolanas se distinguen inequívocamente por substi tuciones de 
aa en las posiciones de E-297, NS1-146, NS2B-70 y NS4B-17. 
 
La Figura 4 representa el  árbol  f i logenético generado a parti r del 
alineamiento de las secuencias nucleotídicas del  f ragmento E/NS1 de los 
DENV-1 c i rculantes en Aragua durante el  año 2006, demostrando el  mismo 
patrón de genotipif i cación observado con el  análisi s f i logenético de las 
secuencias del  genoma completo  (Ver F igura 3).  
 
Desde el  punto de vista cl ínico, en  la tabla I  se  observa que las DENV-1 
mostraron un ampl io  espectro  c l ínico en los pacientes de los cuales fueron 
aislados, demostrando así su  capacidad de producir desde las formas leves 
de la enfermedad (FD) hasta las más formas severas (FHD/SCD) de la 
enfermedad, incluso la muerte (aislado LAR4199).  
 

DISCUSIÓN 
El presente estudio muestra los resul tados de la genotipif i cación de cepas 
de DENV-1 c i rculantes en el  estado Aragua entre 1997 y 2007, con énfasis 
en los aislados detectados a part i r del año 2006. Desde el  punto  de vista 
histórico, el año 2006 se destaca como el  momento que dio inic io a la 
epidemia de dengue de mayor magni tud y  duración que se haya registrado 
en Venezuela, coincidiendo además con un repunte en la c i rculación de 
DENV-1 que había dejado de ser detectado durante dos años consecutivos 
desde Septiembre del  2001 hasta su reaparic ión en Noviembre de 2003 
(Figuras 1 y 2).  
 
La introducción del  serot ipo DENV-1 en las Américas ocurrió a través de 
Jamaica, proven iente posiblemente del  contine nte af ricano (Nigeria) o 
asiático  (Sri  Lanka), donde se inició una pandemia que se extendió 
práct icamente a  todas las islas del  Caribe (5, 24, 25). En América del Sur y 
Central ,  la epidemia comenzó en 1978 afectando a Venezuela, Colombia, 
Guyana, Surinam y Guayana Francesa, Honduras, El  Salvador, Guatemala y 
Belice; luego se propagó hacia el  norte l legando hasta Méj ico  (1978) y e l  sur 
del  estado de Texas en los E.U.A. (1980) (5, 24). El  predominio del  sero tipo 
DENV-1 en la et iología de la epidemia de dengue ocurrida en Venezuela en 
1978, fue demostrado por Walder y Suárez (26).  
 
Son muy escasos los estudios sobre la divers idad genética y/o 
genotipif icación de DENV-1 que incluyen aislados venezolanos (6, 12, 13, 
27). Con a lgunas diferencias respecto a  la nomenclatura de clasif icación, los 
aislados venezolanos han s ido t ipif icados por a lgunos investigadores como 
genotipo I  (6) y por otros como genotipo V (13) y genotipo América-Áf ri ca 
(AMAF) (27). En e l presente estudio, el análisis de las secuencias 
nucleotíd icas de los DENV-1 aislados en Aragua durante e l  período de 
estudio mencionado permitió  clasif icarlo  dentro del  genotipo V (13) (Figuras 
3 y 4).  
 
 El  hallazgo más relevante del  presente  estudio  fue el  agrupamiento  de los 
DENV-1 a islados aragüeños en dos li najes (clados) que incluyen cepas  
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aisladas en períodos de t iempo diferentes (Figura  3). Esto sugiere que 
probablemente ocurrió un reemplazo del  l inaje de los aislados vi rales 
ci rculantes en 1997 y 1998 por el  l inaje que agrupa todos los v i rus 
ci rculantes entre 2004 y 2007, además de algunos obtenidos en 1998 y 
1999. Las substi tuciones no-conservativas de aminoácidos (aa) en las 
posiciones de E-297, NS1-146, NS2B-70 y NS4B-17 sugieren que ambos 
l inajes son lo suf icientemente distintas como para inferi r que hubo un 
reemplazo del  clado (1997 – 1998) por o tro  (998 – 2007). Previamente se 
reportó  un evento similar en Tailandia donde un clado de DENV-1 (1980 – 
1994), consti tuido por todas las cepas detectadas en 1980 y la mayoría de 
las encontradas en 1994, fue reemplazado por o tro  (1990 – 2000)  
conformado por una minoría de las cepas obtenidas en los comienzos de 
1990 y todas las ci rculantes entre 1995 y 2000 (28). El reemplazo de linajes 
también ha sido reportado para los sero t ipos DENV-3 (28)  y DENV-4  (29).  
 
Por otro lado,  l a posibi l idad de que el  número de aislados vi rales 
co lectados en el  período 1997 – 1999 no haya s ido suf ic iente como para 
conclu i r inequívocamente que se produjo el  reemplazo de clados, plantea la 
necesidad de rea lizar la secuenciación y el  anál i sis f i logenético del  genoma 
comple to de un mayor número de a islados v i rales de dicho período 1997 – 
1999 para corroborar/rechazar la hipótesis de reemplazo de clados. En este 
sentido ya se env iaron a secuenciar el  genoma comple to de DENV-1 
aislados en los años 1997 (cuatro) y 1998  (tres), y solo estamos a la espera 
de las secuencias respectivas para realizar el  anális is f i logenéti co 
correspondiente .  
 
Otro hal lazgo de interés fue la ubicación f i logenética del  aislado de DENV -1 
Singapur/1990 de origen asiáti co, el  cual  ha sido c lasi fi cado dentro del 
genotipo V (13), IV (30)  o  AMAF (27), basados en el  análisis del  gen E. En 
el  presente  estudio, el  análisis f i logenético  del  genoma completo del  aislado 
vi ra l  Singapur/1990 demostró su parentesco con los vi rus agrupados en el  
genotipo I  (Ver f igura 3).   Estud ios previos han reportado este DENV-1 
Singapur/1990 como un vi rus recombinante (27, 30, 31). Tal  como se ha 
señalado en o tras investigaciones donde se ha reportado recombinación 
génica dentro de un mismo serot ipo vi ral  (por ejemplo, la cepa venezolana 
DENV-2 Mara4), la ubicación f i logenética va a depender de la existencia de 
secuencias nucleotídicas recombinantes en la  región genómica anal izada 
(9).  En consecuencia, es razonable inferi r que haya ocurr ido algo s imi lar en 
este aná lisis f i logenético, corroborándose una vez más no solamente el 
carácter recombinante de la cepa DENV-1 Singapur/1990, si no también la 
importancia que t iene la  selección del  gen, o segmento génico, a secuenciar 
para efectos de la clasif icación genotípica de cualquier aislado vi ral  que 
pretenda estudiarse.  
 
Adicionalmente, en al  presente estudio se rea lizó la secuenciación y el  
anál isis f i logenéti co del  f ragmento del  genoma viral  correspondiente a  la 
región de unión E/NS1 de  25 a islados de DENV-1 detectados en Aragua 
durante al  año 2006. Es de recalcar que los primeros estudios f i logenéticos 
de DENV-1 se realizaron haciendo uso de este  f ragmento (6, 11) permitiendo 
la clasi f icación de DENV-1 en tres a cinco genotipos, o grupos monofiléticos, 
que incluían las cepas  ci rculantes en la región de las Américas. En el 
presente estudio, el  anális is f i logenéti co de las secuencias nucleotídicas de 
la región unión E/NS1 permitió la clasif icación de las cepas aragüeñas 
dentro  del  genotipo V, correspondiendo así con el  resul tado  obten ido 
mediante  el  análisis de las secuencias completas del  genoma. Hallazgos  
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similares han s ido reportados por otros autores (18, 27, 32) quienes han 
empleado esta  región del  genoma como una herramienta que ha  perm itido   
la rápida clasif icación de los DENV en distintos genotipos o  subtipos. De 
este modo, se refuerza  la v igencia y ut i l idad de esta estrateg ia sencil la, 
sensib le, específ ica y rápida para la genotipif icación para DENV (18, 27), 
part icularmente en el  marco de los sistemas de v igilancia  epidemiológica 
para defini r fuentes de epidemias e identif icar de manera precisa la 
ci rculación temprana de genotipos  emergentes.  
 
Se reportó previamente (13) que las cepas venezolanas de DENV-1 
agrupadas en el  genotipo V tenían la capacidad de producir FD y FHD, sin 
embargo no pudo demostrarse la segregación de las mismas de acuerdo a la 
severidad de la enfermedad. A pesar de ello , los investigadores concluyeron 
que el genotipo V  de DENV-1 posee el  potencial  para  causar las formas 
severas de la enfermedad. En el  caso de los aislados de  DENV-1 de Aragua 
ci rculantes entre 1997 y 2007, se observó que igualmente son capaces de 
causar todo el  espectro  cl ínico de la enfermedad, incluyendo la  muerte por 
SCD (Tabla I ,  código LAR4199). No se puede ignorar, sin embargo, la 
capacidad que t iene este serotipo de estar asociado a las al tas tasas de 
morbi l idad ocurridas en la mayoría de las grandes epidemias de l estado 
Aragua. 
 
Los resul tados de esta investigación enfat izan la importanc ia de los estudios 
f i logenéticos del  DENV para determinar la diversidad genéti ca tanto 
geográf ica como temporal  de los serotipos ci rculantes – en este  estudio 
part icular el  DENV-1 – y la posible asociación entre la emergencia de clados 
dentro  de un genotipo part icular con la magni tud de los brotes epidémicos 
en términos de morbil idad y/o severidad de los casos.  
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