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RESUMEN

TITULO: DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL VIRUS DEL DENGUE EN SANTANDER, UN AREA
ENDEMICA DE COLOMBIA!

AUTOR: Cinthy Lorena Jimenez Silva'

PALABRAS CLAVES: DENV, filogenia, filodinamica, diversidad genética

DESCRIPCION:

Conocer la dinamica espacio — temporal del Virus Dengue (DENV) es indispensable para comprender el
patrén epidemioldgico del dengue en Colombia. El objetivo de este trabajo fue inferir la diversidad genética,
evolucién, fitogeografia del virus del dengue en AMB- Santander y relacionar cambios en la diversidad genética
con el patrén de prevalencia en Santander. Se incluyeron virus de 13 afios (1998 — 2015). Se obtuvieron 76
secuencias del gen E y junto con secuencias representativas descargadas de GenBank. Se reconstruy6 la historia
evolutiva y de dispersion usando modelos coalescentes y filogeograficos discretos. Se estimo la diversidad genética
de la poblacién viral local y se relaciond con el patron de prevalencia. Con cada serotipo han ocurrido varias
introducciones de cepas pero solo una estableci6 transmisién. La frontera Colombo —Venezolana y la region del
Caribe se identificaron como origenes geograficos de los cuatro serotipos. De DENV-1, -2, y -4 se recuperaron un
linaje de un Unico genotipo que establecid transmisidn, los cuales se introdujeron con mayor probabilidad en los
afios 80 y 90. La seleccion purificadora (Tajima < 1.0; dN/dS < 1.0) ha actuado sobre las cuatro poblaciones a
tasas de evolucion esperadas (1x10° — 9x10* s/s/a) y solo en DENV-4 se evidencio seleccion positiva en los
codones 64 y 309 del gen. DENV-1 present6 incremento del tamafio de la poblacion (Ne) y esto correlaciond (r-
Sperman = 0.73, p < 0.05) con prevalencia. La introduccién de otro linaje DENV-3 incremento Ne pero no se
correlacioné con incremento de la prevalencia. DENV-2 y DENV-4 presento un leve incremento de Ne pero sin
correlacion con prevalencia del virus. El estudio muestra un constante intercambio de virus y una a alta y sostenida
transmision local en AMB- Santander de 1998 al 2015 por lo que es necesario una continua y efectiva vigilancia

del DENV siendo critica para el control del dengue.

"Trabajo de grado
i Facultad de salud. Departamento de ciencias basicas. Maestria en ciencias basicas biomédicas.
Directora: Raquel Elvira Ocazionez. Ph.D. Asesor: Christian Julidn Villabona Arenas. Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: SPACE-TEMPORAL DYNAMICS OF THE DENGUE VIRUS IN SANTANDER, A ENDEMIC AREA
OF COLOMBIAIi
AUTHOR: Cinthy Lorena Jimenez Silva"

KEYWORDS: Dengue virus, serotypes, phylogeny, filodynamics, genetic diversity

DESCRIPTION:

To know spatial-temporal dynamics of Dengue Virus (DENV) is crucial to understand the
epidemiological pattern of dengue in Colombia. The aim of this work was to study evolution and dispersal aspects
of all four dengue serotypes, and to relate the findings to virus predominance in Santander. The E gene of 76
DENYV strains isolated from 1998 - 2015 were sequenced. New sequences were combined with representative
time-stamped sequences retrieved from GenBank®: Phylogenetic and phylogeographic methods were used. For all
serotypes, introductions of strains occurred more than once but only one established transmission. The Colombian
— Venezuelan border and the Caribbean region were evidenced as geography origins of all serotypes. For DENV -
1, -2, and -4 one genotype and one lineage were recovered, which were most likely to be introduced in the 80°s
(tMRAC) and 90"s (tMRAC: DENV-1 1986 (95 % BCI: 1986 -1988), DENV-2 1986 (95 % BCI: 1985-1988) y
DENV-4 1989 (95 % BCI 1989-1994). For DENV-3 one genotype and two lineages were recovered, which was
most likely to be imported in the 90°s (tMRCA: 1991 (95 % BCI: 1991-1992) y 1992 (95 % BCI: 1991-1994)).
Purifying selection (Tajima <1.0; dN / dS <1.0) has acted on all four serotypes, evolution rates were inferred
between 1x1073 - 9x10* s/s/y. Positive selection was detected only for DENV-4 on 64 and 309 codons of gene E.
DENV-1 diversified into five genetic variants that co-circulated with a rise in population size (Ne) that correlated
with virus predominance (r-Sperman = 0.73, p <0.05). The introduction of a new DENV-3 lineage was associated
with a rise in Ne but correlation with predominance was not evidenced. DENV-4 and DENV-2 diversified into
three genetic variants and slight rise of Ne but not correlation with virus predominance were evidenced. The
findings of this work can be explained the transmission patters of serotypes in Santander, and they could be

considered for making decisions in dengue control.

'l Degree work
V Faculty of Health, Department of Basic Sciences, Master of Science in Biomedical Sciences. Director:
Raquel Elvira Ocazionez. Ph.D. Assessor: Christian Julian Villabona Arenas. Ph.D.
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Introduccion

El virus del dengue (DENV) es un virus que pertenece al género flavivurus, de la
familia Flaviviridae y se transmite a los humanos a través de la picadura de mosquitos del
género Aedes. Posee capside icosaedrica rodeada por una envoltura lipoproteica y genoma de
ARN de tipo mensajero (~11,000 nts) que codifica para una poliproteina. La poliproteina es
fragmentada en 10 proteinas y una de ellas es la E el principal componente de la envoltura (Lai
& Putnak, 2006). Se reconocen cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) del
virus en base a la variacién de la antigenicidad y varios genotipos de cada serotipo en base a la

diversificacion del gen E (Chen & Vasilakis, 2011a).

El estudio de la genética del virus es indispensable para comprender la ocurrencia del
dengue. Los analisis de secuencias nucleotidicas proveen informacién sobre la filogenia
(relaciones evolutivas), variabilidad genética, demografia y filogeografia (movimiento
geogréfico). Esta informacion sirve para explicar la prevalencia (abundancia / escases),
identificar rutas de dispersion hacia y dentro del pais e identificar variabilidad entre cepas con
respecto a inmunogenicidad y virulencia (Grenfell et al., 2004; Holmes, 1998). El analisis que
relaciona simultaneamente las filogenias de los serotipos, nUmero de casos, carga inmune al
dengue y abundancia del mosquito se conoce como filodinamica. La filodindmica se considera

el abordaje mas robusto para explicar el patron epidemiolégico del dengue en una localidad.
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En Colombia la circulacion de DENV-1, -2, y -3 fue documentada por primera vez en
los afios 70 y la de DENV-4 en 1982 (Boshell et al, 1986). Aislamientos del DENV-3 no se
reportaron al menos en 24 afios (1976 — 2000), pero el serotipo se reintrodujo en 2001 con
trasmision sostenida desde entonces (Ocazionez et al., 2004). Actualmente co-circulan los
cuatro serotipos en 24 de los 32 departamentos y esto se conoce como escenario hiperendémico
(Villabona et al., 2016). EI control del dengue se ha enfocado al Aedes aegypti y atencion
médica de los casos pero ha sido insuficiente, la incidencia ha incrementado (de 65.6 por
100,000 habitantes en los 80°s a mas de 577 por 100,000 habitantes en el 2010) y mas
municipios se vuelven endémicos (Castrillon et al., 2015). Con respecto al virus la vigilancia
viroldgica se limita a la proporcion relativa de cada serotipo (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, INS, & SIGIVILA, 2010), pero esta informacién es de poca utilidad para la toma de

decisiones en el programa de control de la enfermedad.

El conocimiento de cada serotipo de Colombia es limitado (siete publicaciones versus
docenas de Brasil). Los escasos estudios (Mendez et al., 2010; Méndez et al., 2012; Ocazionez
et al., 2013; Ospina et al., 2010; Usme-Ciro et al., 2008; Villabona et al., 2009) abordan la
filogenia y algunos aspectos evolutivos de un serotipo, de una poblacién limitada de cepas y en
algunos casos comparando una secuencia de pocos nucleétidos. Desde los 90°s esta
documentada la presencia de un Unico genotipo de cada serotipo, pero se desconoce Si otros se
han introducido recientemente. Los estudios no aportan informacion para un abordaje
filodindAmico que permita comprender mas precisamente el patron epidemioldgico del dengue

en el pais.

Santander es uno de los departamentos de Colombia con mayor endemia de dengue,

entre 2010 - 2015 se reportaron 66.054 casos la mayoria residentes en el Area Metropolitana de
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Bucaramanga- Santander (AMB) (INS: boletines epidemioldgicos, 2010-2015) (figura 1). El
grupo CINTROP de la Universidad Industrial de Santander monitoreo0 la distribucion temporal
de los serotipos en un periodo de 13 afios y un hallazgo significante es que oscilaciones del
serotipo predominante coinciden con incremento de casos. En las epidemias de 2001, 2010 y
2013 se observé predominio de DENV-3, DENV-4 y DENV-2, respectivamente; el incremento
de casos severos en 2007 - 2009 coincidié con predominio de DENV-1 (Gomez et al., 2007;

Ocazionez et al., 2006; Villabona et al., 2016)
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Figura 1. Distribucion temporal de casos de dengue en Santander de 1998-2015. Se sefialan afios

epidémicos que se presentaron en este intervalo de tiempo. (Fuente: Sivigila)

El presente estudio aporta nuevo conocimiento sobre cada uno de los serotipos del

DENYV de Colombia con respecto a filogenia, filogeografia, aspectos evolutivos y diversidad
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geneética. Adicionalmente, se explord la relacion de estos aspectos de cada serotipo con el patron

de prevalencia relativa en el AMB-Santander.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Inferir la diversidad genética, evolucion y filogeografia del virus del dengue en AMB- Santander.
1.2 Objetivos especificos
e Identificar genotipos de cada serotipo
e Reconstruir la historia evolutiva y de dispersion de cada genotipo
e Estimar la diversidad genética de cada serotipo y relacionarla con la prevalencia de cada

serotipo
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2. Marco teorico

Virus del Dengue

El DENV es un arbovirus que pertenece a la familia Flaviviridae. Posee genoma ARN
mono-catenario en sentido positivo de aproximadamente 11 kilobases (Chen & Vasilakis,
2011). EI ARN tiene un Unico marco abierto de lectura (ORF) flanqueado por dos regiones no
traducidas (UTRs) en la region 5' ( de aprox. 100 nts) y 3' (de aprox. 400-800 nts) (Lindenbach
& Rice, 2003). La traduccion del fragmento ORF resulta en una Unica poliproteina que es
fragmentada en tres proteinas estructurales (C, prM/M, E) y siete no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). EI DENV tiene capside icosaédrica rodeada por una membrana

lipoprotéica o envoltura.

La proteina de la envoltura es traducida por el gen E (Modis et al., 2004; Rey et al., 1995). Es
el principal componente de la superficie del virién donde se encuentra formando heterodimeros con la
proteina M. La proteina E es de aproximadamente 500 aminoacidos, glicosilada, de 53 KDa y contiene
tres dominios: uno es la parte central de hoja plegada (1), que por un extremo se une a una region
altamente conservada en los flavivirus que contiene el péptido de fusién (1) y por el otro a una region
tipo inmunoglobulina (I11). EI dominio 111 es el més expuesto sobre la superficie del virioén y por esto
tiene varias funciones: contiene los aminoacidos que interactan con los del receptor celular para la
adsorcidn del virus; aminoacidos que determinan rango de huésped, tropismo celular y virulencia de los
flavivirus; epitopes mas inmunogeénicos que inducen anticuerpos neutralizantes y reconocimiento de
celula T. Mutaciones en el dominio Il han sido asociadas a virulencia y ventaja evolutiva (Simmons et
al., 2005; Twiddy et al., 2002). EI dominio Il es la parte de la proteina que participa en la fusién de

envoltura viral con membrana celular y durante el proceso de endocitosis que lleva a la liberacién del
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virus en el citoplasma. Recientemente se identificaron epitopes en este dominio que inducen anticuerpos

neutralizantes especificos del serotipo 2 (Rouvinski et al., 2015)

Serotipos y genotipos del virus del Dengue

El DENV estd agrupado en cuatro serotipos diferenciados antigénicamente vy
filogenéticamente (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). Anélisis filogenéticos de
secuencias nucleotidicas confirmaron la homologia de la poblacién viral de cada serotipo y
permitieron agrupar cada uno en variantes genéticas. Rico-Hesse (1990) definid por primera
vez un genotipo: un grupo de cepas virales con un maximo 6% de divergencia en la region
carboxilo terminal que une los genes E y NS1. Los genotipos reconocidos de cada serotipo se
han propuesto en base a la divergencia de secuencias del gen E y estos grupos genéticos se han
considerado como grupos mono fileticos (Villabona-Arenas & Zanotto, 2013; Chen &

Vasilakis, 2011; Rico-Hesse et al., 1997; Weaver & Vasilakis, 2009).

El DENV-1 ha sido agrupado en cinco genotipos. El genotipo | contiene cepas del sur
de Asia, Chinay Africa; el genotipo 11 de Tailandia de los afios cincuenta y sesenta; el genotipo
I11 cepas selvaticas de Malasia; el genotipo IV de Australia e islas del Pacifico; el genotipo V

cepas de América, algunas del este de Africa y de Asia.

El DENV-2 ha sido agrupado en cinco genotipos E. El genotipo Asiatico | agrupa cepas
de Malasia y Tailandia; el genotipo Asiatico Il de Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y

Filipinas; el genotipo Asiatico/Americano de Tailandia, Vietnam y de América desde los afios
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80; el genotipo Cosmopolita cepas del este y oeste de Africa, islas de Pacifico, Australia e India;
el genotipo Americano de America e Islas del Pacifico del periodo 1957 — 2002; el genotipo
Selvatico cepas de humanos, mosquitos y monos de selvas del sur de Asia y oeste de Africa.
El DENV-3 ha sido clasificado en cinco genotipos. El genotipo | agrupa cepas de
Indonesia, Malasia, Filipinas y de islas del Pacifico de afios recientes; el genotipo Il de
Tailandia, Vietnam y Bangladesh; e genotipo 11 cepas de Sri Lanka, India, Africa y Samoa; el
genotipo IV de Puerto Rico, América y una cepa de Tahiti de 1965; el genotipo V cepas de
Filipinas y algunos paises de América. De este serotipo no se han aislado hasta la fecha cepas
selvaticas, se cree que circulan en Malasia ya que se ha encontrado seroconversién en monos

centinelas (Rudnick., 1984).

El DENV-4 ha sido agrupado en cuatro genotipos. El genotipo | agrupa cepas de
Tailandia, Filipinas, Sri Lanka y Japdn; el genotipo Il de Indonesia, Malasia, Tahiti, el Caribe
y paises de Ameérica; el genotipo Il cepas de Tailandia; el genotipo IV cepas selvaticas de

Malasia.

Evolucién del virus del Dengue

Los mecanismos evolutivos que aportan a la diversidad genética del DENV son;
seleccién natural, mutacion, recombinacion y flujo genético (Holmes, 2006; King et al., 2008).
La presién de seleccion dominante que actla sobre DENV es la seleccion purificadora. Las

proteinas virales han evolucionado proporcionando a la poblacién mayor fitness para lograr
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infectar mosquitos y primates. Asi, la mayoria de los cambios de aminoacidos sean deletéreos

y se eliminen rapidamente de la poblacién mediante la seleccion.

Twiddy y colb. (2002) mostraron que poblaciones DENV-2 han experimentado
seleccidn positiva: en el genotipo cosmopolita, en el codon 390 de la proteina E y puede
favorecer la transmisibilidad de la poblacion viral. Otros estudios también identificaron otros
codones en DENV-2, -3 y -4 pero no DENV-1 (Twiddy et al., 2002). La mayoria de los codones
estan localizados en o cerca de epitopes de células T o B, lo que sugiere una seleccion inmune
positiva. Varios codones con presion de seleccion positiva también se han identificado en los

genes NS2B y NS5.

Un factor determinante de la diversidad genética es la alta tasa de sustitucion, producto
de errores intrinsecos de la RNA polimerasa viral que carece de actividad correctora (Foster et
al., 2003). Las tasas estimadas para los serotipos van desde 4,55 x 10* para DENV-1 hasta
11,58 x 10* para el genotipo Il de DENV-3. Los analisis sugieren que el DENV-3 esta
evolucionando significativamente mas rapido que el DENV-1y el DENV-2. Las diferencias en
las tasas de sustitucion reflejan la diversidad genética en una poblacién viral, las tasas altas

abundante variacion genética (Holmes, 2006).

El crecimiento de la poblacién viral se ha considerado un factor que favorece la
diversidad genética de cada serotipo. Sittisombut y Colb. (1997) sugirieron, por primera vez el

cuello de botella genético y posterior expansion de una variante genética (Bangkok, 1980 -
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1987). El incremento de la diversidad genética del DENV ha sido asociado con la expansion

geografica de las poblaciones virales (Holmes & Burch, 2000).

Otro factor que contribuye a la diversidad genética es la recombinacion (Holmes, 2006;
Holmes & Twiddy, 2003). Sin embargo el rol de la recombinacion en la evolucion del DENV
sigue siendo controvertido. La condicion ecologica que favorece la recombinacion es la co-
circulacion en una localidad de dos 0 mas genotipos y variantes genéticas de estos. En este
escenario, un mosquito puede ingerir cepas distintas al alimentarse sobre varios individuos y/o
un individuo puede ser picado simultaneamente por mosquitos infectados con cepas distintas
(Holmes et al., 1999). El flujo de virus favorece la diversidad genética de una poblacion viral.
Algunos estudios indican que serotipos y genotipos a menudo han recorrido grandes distancias
por la movilidad de los huéspedes y el mosquito. Por tanto, una mayor circulacion de cepas

aumenta el chance de recombinacion y generacién de novedades evolutivas.

Historia del DENV en América

Con respecto a introduccién y dispersion de serotipos en América, a continuacion se

describen los hallazgos mas relevantes (revisado en: Allicock et al., 2012; Ramos et al., 2017):

DENV-1 se reportd por primera vez en las Américas en 1977, en Barbados, Cuba, Las
Antillas Francesas, Granada, Paraguay y Puerto Rico. En las siguientes décadas, en Brasil,
México y Puerto Rico, Colombia, Costa Rica, Guayana Francesa, Paraguay, Per( y Venezuela.

En 2005 — 2006 se reportd el mayor numero de casos en América por el serotipo.
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DENV-2 se report6 por primera vez en 1953 en Trinidad y Tobago. Sin embargo, el
reporte de casos infectados por este serotipo fue a finales de los afios sesenta y comienzo de los
setenta. En los afios noventa se reportd aumento en el nimero de casos severos, posiblemente
debido a la introduccion del genotipo Asiatico/Americano (Rico-Hesse et al., 1997). Este

aumento en los casos puede ser la causa del incremento del reporte de casos.

DENV- 3 se report6 por primera vez en las Américas en Puerto Rico en 1963 y se
continué reportando DENV3 hasta 1978. Este serotipo reemergié en 1994 debido a la
introduccién de un nuevo genotipo (I11) (Messer et al., 2003). En la mayoria de paises de

América la introduccion se reportd desde el 2000.

DENV4 se reporto por primera vez en las Américas en 1981, cuando se informé en
Brasil, Cuba, Dominica, Puerto Rico y las Islas Virgenes de los Estados Unidos. Desde
entonces, ha permanecido en la region con reportes frecuentes de Puerto Rico desde los afios
ochenta-1990, Venezuela desde los afios noventa, y Nicaragua, Brasil y Peru desde fines de los
afios noventa y mediados del 2000.

Historia del DENV en Colombia

En Colombia la circulacion de DENV-1, -2, y -3 fue documentada por primera vez en
los afios 70 y la de DENV-4 en 1982 (Boshell et al, 1986). Aislamientos del DENV-3 no se
reportaron al menos en 24 afios (1976 — 2000), pero el serotipo se reintrodujo en 2001 con

trasmision sostenida desde entonces (Ocazionez et al., 2004). Actualmente co-circulan los
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cuatro serotipos en 24 de los 32 departamentos y esto se conoce como escenario hiperendémico
(Villabona et al., 2016). Algunos estudios filogenéticos evidencian la diversidad genética de
cada serotipo en el pais. Tres de ellos comparan la secuencia completa del gen E de virus de
Santander (Ocazionez et al., 2013; Villabona et al.,2009) y Antioquia (Ospina et al., 2010).
Otros cuatro comparan una porcién pequefia del genoma (220 pb de la union E/NS1) de virus
de varios departamentos (Mendez et al., 2010; Méndez et al., 2012; Méndez & Calvache, 2003;
Usme-Ciro et al., 2008). Los resultados de estos estudios mostraron gque la poblacion de cada
serotipo que ha estado presente en Colombia desde el inicio de los afios 90, estaba conformado
por un unico genotipo. También, es posible inferir sobre posibles rutas de entrada de virus al

pais desde paises de Centroamérica, Venezuela, Ecuador y Peru.

Epidemiologia del dengue

Alrededor de 2.5 billones de personas o el 40% de la poblacion mundial vive en areas
tropicales y subtropicales, donde se da la mayor transmision de dengue. La organizacién
mundial de la salud (WHO, 2014) estima que aproximadamente entre 50 y 100 millones de
infecciones ocurren anualmente, incluyendo 500,000 casos severos y 22000 muertes, afectando
en su gran mayoria a nifios. Bath et al., 2013 usando un enfoque cartografico se estimaron 390
millones (95% Intervalo de credibilidad: 284-548) de infecciones de dengue por afio, de las
cuales 96 millones( 67-136) manifestaron aparentemente algin nivel de severidad.

El nimero de casos de dengue en América incremento cinco veces entre el 2003 y el
2013. Al menos un millén de casos fueron reportados en el periodo del 2009 al 2012, con mas

de 33,900 casos severos y 835 muertes. En el 2013, 2.3 millones de casos fueron reportados en
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comparacion a el nimero de casos reportados en el 2013 que fue de 517,617 casos ( PAHO,

2014).

Dengue en Colombia

En los ltimos diez afios Colombia ha sido el segundo pais en América en reportar el
mayor numero de casos después de Brasil (PAHO. 2014, Instituto Nacional de Salud,
Colombia, 2014). En el 2010 fue el afio en el cual se present6 la mayor epidemia en el pais con
151.774 casos y muertes reportadas a causa de la enfermedad. El segundo afio con mayor
numero de eventos relacionados con la enfermedad fue el 2002 con mas de 70.000 casos
notificados. En el 2015 se han reportado en el pais 20.066 casos totales de dengue, de los cuales
19.782 (98,5 %) corresponden a dengue y 284 (1,5%) a dengue grave. Adicionalmente, se han
notificado 76 muertes a causa de esta enfermedad (Boletin epidemioldgico semana 30, Instituto
Nacional de Salud, Colombia, 2015). La abundancia de casos reportados en el pais a lo largo
del tiempo han sido ciclicos, en el que se observan repeticiones de 3 a 4 afios. Por otro lado,
Santander y Norte de Santander han sido los departamentos méas afectados por la presencia del

virus en el pais(Castrillon et al., 2015; Ocazionez-jiménez et al., 2013)

Desde 1998 Santander ha sido uno de los departamentos que presenta mayor nimero de
casos en el pais (Castrillon et al., 2015). En el area metropolitana de Bucaramanga el DENV-1
fue predominante en los afios de 1998 — 1999 y una vez mas en 2007 — 2008, el DENV-4 ha
sido el serotipo menos predominante y ha sido aislado en los periodos en los cuales el serotipo

1 ha presentado baja prevalencia de casos. Con respecto a DENV-2, este siempre ha estado
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presente en el area metropolitana y sus picos de mayor prevalencia fueron en los periodos de
1998 al 2001 y posteriormente del 2004 al 2007. Este es el serotipo que mas ha causado casos
de dengue severo en Santander (Ocazionez, 2007). Para el 2015, en la semana epidemioldgica
#30, Santander era el cuarto departamento en el pais con mayor nimero de casos confirmados
(1.676) por laboratorio despues de Valle del Cauca con 3.947 casos, Tolima con 2.537 casos y
Meta con 1.707, el Area metropolitana de Bucaramanga era la region que mas casos reporta

(Boletin epidemioldgico semana 09, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2015).
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3. Metodologia

3.1 Cepas de DENV

Un total de 68 cepas del AMB-Santander (21 de DENV-1, 29 de DENV-2, 9 de DENV-
3y 9 de DENV-4) y 8 cepas de otros departamentos (3 de DENV-2, 3 de DENV-3 y 2 de
DENV-4) fueron incluidas en este estudio (Tabla 1), las cuales se seleccionaron de la Coleccion
de Virus Dengue del Laboratorio de Arbovirus del CINTROP (Edificio de Investigaciones, sede
Guatiguara, UIS). Las cepas fueron obtenidas de sueros de pacientes incluidos en proyectos de
investigacion previos (ver fuentes Tabla 1). Los aislamientos se hicieron en células de mosquito
Ae. aegypti (C6/36) y la identificacion del serotipo se hizo con anticuerpos monoclonales (IFI)
o amplificando un fragmento especifico del genoma (Ocazionez et al. 2013). Para este estudio

se incluyeron cepas con 1 — 2 pases en células C6/36.

3.2 Region del genoma viral

Se usé la secuencia completa del gen E (1485 nts; 13.9% del genoma) que codifica la
proteina del mismo nombre. La secuencia del gen E ha sido usada, ya que dado el objetivo del
estudio era necesario una region del genoma que presentara representatividad espacio-temporal;
asi, el numero de secuencias disponibles en el banco de genes (GenBank) con mayor
informacién de cepas antiguas es mayor para el gen E que para otros genes y genoma.
Adicionalmente, La proteina de la envoltura de fusion que es la que codifica el gen E es un
importante factor que media la unién del virus, la fusion de acoger la membrana celular y el
tropismo del virus (Johnson et al., 1994; Modis et al., 2004; Rey, 1995) y es el principal objetivo

de anticuerpos neutralizantes del virus(Messer et al., 2014).
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Tabla 1. Cepas de DENV incluidas en el estudio.

Serotipo Afio No Identificador
DENV-1 2015 6 P201080355, F15030291, F15040302, P204100029, P201080126,
F15032187
2014 6 F14080018, F14090026, P201080030, P204100023, P201080016,
P204100018
2010 4 LV-121086, LV-141040, LV-151031, LV-151032
2009 5 LV-122007, LV-122008, LV-121017, LV-121016, LV-122004
DENV-2 2015 7 F15050329, P204100030, P204100028, F15020239, P204100046,
F15070429, P200120378*
2014 8 P201080044, F14080014, P201080038, F14102012, P204100021,

F14122077, F14102011, F14110114

2010 2 LV-111137-14, LV-141242-14

2008 1 08-017

2007 2 07-040, 07-282

2006 1 0C-314*

2005 1 0C-053*

2004 2 04-080, LV-353

2003 1 G-025

2001 3 01-220, 01-270, 01-363

2000 1 00-325

1998 3 98-020, 98-205, 98-218
DENV-3 2015 7 P202090044, P201080356, F15072352, F15030270, F15042228,

P201080215*, P200120402*

2014 5 F14080012, P201080069, P201080081, P201080061, P200120019*
DENV-4 2015 3 P202090076, P201080317*, P200120105*

2014 1 F14100091

2010 5 LV_111117 14, LV_141010_14, LV_141021_14, LV_121101 14,

LV_141007_14
2009 2 LV_122006_14, LV_192075_14

* QOtros departamentos: Norte de Santander (n=2), Valle del Cauca (n=4), Bolivar (n=1), Cesar (n=1);
Fuentes: Proyectos de investigacion de la UIS apoyados por Colciencias (1102-04-16376 y 1102-04-13042),
la Gobernacion de Santander (2007-068000-0070) y Sanofi Pasteur (BPIN # 2013-0001-00011-P2).
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3.3 Obtencion de secuencias del gen E

Para cada serotipo se disefiaron dos juegos de oligémeros solapados con el fin de
amplificar el gen E y un juego para secuenciarlo (Tabla 2). Para esto, se descargo la secuencia
del genoma completo y se extrajo la region M-E-NS1 la cual se analizé con el programa IDT

primer (http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). La validacion y especificidad de

cada oligbmero se hizo con el programa Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Cada cepa viral se amplifico previamente en

celulas C6/36. EI RNA fue extraido de 140 pl del sobrenadante del cultivo utilizando el estuche
comercial QIlAamp viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, CA) y siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para amplificar el gen E, se siguid el protocolo rutinario del
Laboratorio como fue descrito (Villabona et al., 2009). Brevemente, el RNA fue retrotranscrito
a cDNA empleando hexameros aleatorios (Random Hexamer Primer, Thermo Scientific) y la
enzima retro-transcriptasa RevertAid Reverse transcriptasa, (Thermo Scientific. USA). La PCR
se hizo en un volumen de reaccion de 50 pL que contenia cDNA, Tag DNA Polymerase
(Thermo Scientific), oligdbmeros, de MgCl. (25 mM) y dNTPs (2 mM cada uno); la
amplificacion se hizo en 40 ciclos. El producto de la PCR fue visualizado por electroforesis en
gel de agarosa tefiida con EZ — visién de Amresco y la amplificacion exitosa se confirmo al
identificar el fragmento de DNA del tamafio esperado (Tabla 2). La mezcla de reaccion de la
PCR se almacend a -70°C hasta por 30 dias antes de usarse para secuenciacién. Para obtener la
secuencia se uso el servicio de la compafiia Macrogen DNA Sequencing Service (Seul, Corea),
que incluy6 ademas la purificacion previa del DNA amplificado. La reaccion de la PCR (50 ul)

se envid por via area siguiendo las indicaciones de la compaiiia.


http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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3.4 Analisis y limpieza de secuencias

Las secuencias obtenidas en el trabajo se ensamblaron con el programa DNASTAR
(DNASTAR, 2013). Se descargaron las secuencias disponibles del gen E y las regiones del
genoma que contuvieran ese gen de los cuatro serotipos hasta octubre 2016, del banco de genes
Genbank. Se eliminaron manualmente aquellas que no presentaran el dato de localidad y afio;
las 100% idénticas, quiméricas y clones empleando el algoritmo de agrupamiento del programa
USEARCH v.9.2.64 (Edgar, 2010) obteniéndose matrices de datos de cada serotipo. Las
matrices se alinearon a partir de un algoritmo de alineamiento multiple empleado en el
programa MUSCLE v3.8 (Edgar, 2004), se hizo una inspeccion manual con el programa Bioedit
(Hall, 1999) y se extrajo el gen E. La calidad de la informacion contenida en cada matriz se
estimé mediante la sefal filogenética usando Tree-puzzle 5.2 (Schmidt et al., 2002); se descartd
la presencia de recombinantes (Splits Tree) basado en el algoritmo
PHI (indice de homoplasia par-a-par) y se estimaron los haplotipos para las secuencias locales
obtenidas con el programa DNAsp V5 (Librado & Rozas, 2009). La Tabla 3 presenta las
herramientas y programas de bioinformatica usados para los analisis, todos son de acceso libre

en internet.
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3.5 Analisis filogenéticos

Para todo analisis se estimo el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor ajustara a
los datos (matrices empleadas) usando el criterio de informacion de Akaike (AIC), con el
paquete ape (Paradis et al., 2004), desde la plataforma R v.3.3.0 (R Core team, 2015). El andlisis
filogenético en este estudio se enfoco principalmente en inferir las relaciones filogenéticas,
historia de dispersion y demografica para entender la dinamica espacio -temporal y la

prevalencia (abundancia / escasez) de cada serotipo en el AMB-Santander.

3.5.1 Genotipificacion.  Se identificd el genotipo de cada secuencia teniendo en
cuenta su posicion en la filogenia reconstruida por maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood en la literatura en inglés) usando el programa PhyML v.3.1 (Guindon et al., 2010);
se emplearon secuencias de referencia ya clasificadas segun articulos cientificos para
identificar grandes grupos monofiléticos como serotipos y genotipos (Chen & Vasilakis,
2011; Vasilakis et al., 2007; Villabona & Zanotto, 2011; Villabona & Zanotto, 2013). Con
este analisis se determino el genotipo de las secuencias locales obtenidas en el estudio y se
empleo como criterio de seleccidn, de las matrices de secuencias usadas para inferir la historia
evolutiva (genotipo y monofila). Para el analisis de genotipificacion de las secuencias de
Colombia se calcul6 el soporte de cada nodo del arbol a partir de 100 réplicas usando
bootstrap no paramétrico. Las topologias fueron enraizadas con tres terminales,
correspondientes al gen E de flavivirus (fiebre Amarilla (JX949181), zika (KY317937) y

encefalitis japonesa (NC_001437).
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Tabla 2. Oligomeros usados para amplificar y secuenciar el gen E.

Identificador Posicién Secuencia Pb*
D1-Fwd1-E 618 5-CCAGATGACGTTGACTGCTGGTG-3'(S) 1143
D1-Revl-E 1704 5-CGCAGTGTGCATTGCTCCTTC-3")

D1-Fwd2-E 1627 5-GGAACAGACAAGATTTGCTGGT-3(S) 1155
D1-Rev2-E 2763 5-GCTTTTCCCCAGCTTTTCCA-3

D1-MA-E 1422 5-GGAGCTTGAGGTGTTATGGT-3'(S) 1017
D1-MB-E 2439 5-AGTTCTCTGCCCTTCCAGTT-3”

D2-Fwd1-E 723 5-TCTTGAGACATCCAGGCTTTAC-3 (S) 863
D2-Rev1-E 1586 5-GAGACCCTAAGACAACGACATC -3

D2-Fwd2-E 1476 5- GGTTCCTAGACCTGCCATTAC -3°(S) 851
D2-Rev2-E 2327 5-TCACAACGCAACCACTATC -3

D2-MA-E 990 5-CCAAACAACCTGCCACTCTAA-3' (S) 1337
D2-MB-E 2420 5'-GGGATTCTGGTTGGAACTTGTA-3'

D3-Fwd1-E 787 5-GACCCAGAAGGCGGTTATTT -3'(S) 1260
D3-Revl-E 2026 5'-GCCTCGAACATCTTCCCAATA -3

D3-Fwd2-E 1915 5-GAAGGAGGAGCCTGTCAATAT -3" (S) 1175
D3-Rev2-E 3068 5-TGTAGTTGTGTTGCGAGATAGG -3

D3-MA-E 951 5'- ACAAGCCCACGTTGGATATAG -3'(S) 1520
D3-MB-E 2471 5 - ATTCCGCACACTCCATTCTC- 3

D4-Fwd1-E 854 5-ATCCAGCGAACTGTCTTCTT -3" (Se 1078
D4-Revl-E 1912 5- GCTCCAGCACCTTCATACTT -3")

D4-Fwd2-E 1498 5-CCCAGGTCTGGAATTGACTT -3 (S) 1300
D4-Rev2-E 2825 5-AGGTGTCTGGTCCGTCTAT -3

D4-MA-E 938 5-GAATGCGATGCGTAGGAGTAG-3' (S) 1438
D4-MB-E 2376 5-AGTGATTCCTCCAACAGCTATG -3')

Pb: pares de bases del producto amplificado. Fwdl, Revl, Fwd2, Rev2: para amplificacion
y secuenciacion; MA, MB: para secuenciacion. Rew: oligdmeros antisense
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Tabla 3. Programas y herramientas de bioinformatica usadas en el estudio.

Sigla Utilidad
DNASTAR Lasergene (Madison, WI) Ensamblar secuencias.
USEARCH (Edgar, 2010) Eliminar secuencias idénticas, clones y quimeras; extraer
secuencias por criterio de identidad nucleotidica.
MUSCLE v3.8 (Edgar, 2004) Alineamiento multiple de secuencias
SplitsTree v.4.2 (Bruen et al., 2006) Identificar de secuencias recombinantes
Tree-puzzle 5.2 (Schmidt et al., 2002) Determinar la sefial filogenética
DNAsp V5 (Librado & Rozas, 2009) Estimar los haplotipos e indices de diversidad nucleotidica
R v.3.3.0 (R Core team, 2015) + paquete Estimar el modelo de substitucion nucleotidica que mejor
APE (Paradis et al., 2004) ajuste a los datos bajo el criterio AIC.
Estimar los polimorfismos
PhyML v.3.1 (Guindon et al., 2010) Reconstruir arboles filogenéticos empleando el método de

maxima verosimilitud y estimar el valor bootstrap no
paramétrico.

BEAST v1.8.1 (Drummond et al., 2012) Reconstruir las relaciones filogenéticas usando inferencia
bayesiana, inferir linajes, estimar el ancestro comin mas
reciente (tMRCA), la tasa de cambio evolutivo
(sustituciones/sitio/afo) y la diversidad genética relativa
(Ne). Realizar analisis filogeografico.

Figtree 1.4. Visualizar y editar arboles filogenéticos.

Winclada + Nona (Nixon, 2002) Mapear caracteres e identificar las sinapomorfias y
homoplasias para cada nodo.

Tracer v1.6 (Rambaut, 2007) Evaluar la convergencia de los parametros en el analisis
bayesiano (BEAST v1.8.1).

Spread v1.0.4 (Bielejec et al., 2011), Visualizar el anélisis filogeografico.

Plataforma Datamonkey.org (Delport et al., Estimar la proporcion entre las tasas de sustitucion

2010) sinénima (dS) y no sinénima (dN).

R v.3.3.0 (R Core team, 2015) + paquete Aplicar pruebas de correlaciéon y auto-correlacién para

"tseries" (Trapletti & Hornik, 2017) series temporales: Sperman y Durbin-Watson.

3.5.2 Historia evolutiva y de dispersion. Para la reconstruccién de la historia
evolutiva y de dispersion o filogeografia se incluyeron las secuencias Americanas del genotipo
circulante en el AMB-Santander de cada serotipo; usando analisis bayesiano con el programa
BEAST v1.8.1 (Drummond et al., 2012). Para todos los analisis que se hicieron bajo este enfoque
se realizé una previa exploracion de priores para determinar el modelo coalescente que mejor
se ajusta al comportamiento de los datos. Se evaluaron dos modelos paramétricos y dos no
paramétricos: tamafio constante (Kingman, 1982), crecimiento exponencial (Griffiths &

Tavareé, 1994), skyride (Minin, Bloomquist, & Suchard, 2008) y skygrid (Gill et al., 2013). Para
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seleccionar el modelo, se hizo el calculo por el método de path Sampling (PS) y stepping - stone

(SS) (Baele et al., 2013), a partir de la estimacion de los likelihood marginales (MLE).

3.5.3 Filogeografia.  EIl analisis se enfocd en modelar la difusion espacial de la
genealogia escalada en el tiempo a través de una reconstruccién ancestral de estados discretos.
Se evaluaron 5 diferentes esquemas de unidades geograficas partiendo de pais hasta grandes
regiones en Ameérica, asumiendo los siguientes criterios: (1) dada las agrupaciones en la
filogenia; (2) la relacién de parentesco con (Colombia); (3) el esquema de unidades que
mantuvieran mayor homogeneidad en numero de secuencias. Asumiendo finalmente:
Centroamérica [Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panamad],
Norteamérica [Estados Unidos y México], Antillas Mayores [Cuba, Haiti, Jamaica, Republica
Dominicana y Puerto rico], Antillas menores [Barbados, Dominica, Granada, San Cristobal,
San Vicente, Granadinas, Santa Lucia, Trinidad y Tobago, Islas Virgenes, Curazao, Aruba y
Bonaire], Colombia, Venezuela y Sur América [Brasil, Paraguay, Argentina, Chile, Bolivia,
Ecuador y Per(]; Con lo cual se hizo la reconstruccion con un modelo de sustitucion discreto
asimétrico, que es un modelo de mutacion o sustitucion usado para analizar tasas de dispersion
entre la totalidad de los estados discretos (Lemey et al., 2009). Este analisis usa el proceso del
tiempo continuo de la cadena de Markov en el que el espacio de estados consta de las
localidades de las secuencias y se empled un método estocastico para la seleccion de variables
de busquedas bayesianas (BSSVS) para inferir las rutas migratorias dominantes. Pruebas de
factores de Bayes (BF) se usaron para identificar y contrastar las tasas que contribuyen a la ruta

de dispersidn usando el programa Spread v1.0.4 (Bielejec et al. 2011).
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Los arboles de méxima credibilidad se infirieron a partir de conjuntos de arboles
muestreados en la fase estacionaria de cinco cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Las
MCMC fueron ejecutadas de forma independiente, con 100 millones de generaciones cada una;
usando el modelo de sustitucion nucleotidica estimado previamente; se utilizd un reloj
molecular relajado de tipo logaritmo normal no correlacionado (Drummond et al., 2006). La
convergencia de los parametros se estimd con un tamafio de muestra efectivo mayor que 200

con Tracer v1.6 (Rambaut, 2007).

3.6 Diversidad Genética

Se evaluaron dos aproximaciones estadisticas diferentes las cuales hacen uso de las
predicciones del modelo neutral y un enfoque cladistico para describir la diversidad genética de
la poblacion viral que circulo en el AMB-Santander. Se estimd la distribucion de polimorfismo
en el total de la poblacién usando el indice de Tajima (T D), como promedio de diferencia de
los indicadores de diversidad 7 (nucleétidos por sitio entre dos secuencias) (Li & Wu, 1985) y
© (nimero de sitios segregativos en un grupo de secuencias) usando el programa DNAsp V5
(Librado & Rozas, 2009). Se determiné la proporcién entre las sustituciones sindnimas y no-
sinénimas, utilizando el codén como minima unidad evolutiva. Se emplearon tres enfoques
diferentes (Kosakovsky & Frost, 2005): single likelihood ancestor counting (SLAC), es el mas
eficiente y conservativo empleando un arbol inicial y partiendo de una secuencia ancestral;
fixed effects likelihood (FEL), realiza la estimacion a través de cada posicion de codon en un
alineamiento, y random effects likelihood (REC) es el menos conservativo y asume que la

seleccidn ocurre como eventos esporadicos localizados en pocos sitios de un gen.
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Se estimo la frecuencia de sitios polimérficos a lo largo del gen E empleando el paquete
APE ( Paradis et al., 2004) en la plataforma R v.3.3.(R Core team, 2015). Dado que la
inmunogenicidad de la proteina de la envoltura puede variar debido cambios de aminoacidos
(Simmons et al., 2005), se hizo alineamiento de secuencia de aminoacidos y se identificaron
cambios que fueron reportados previamente en la literatura con respecto a la localizacion y
funcidn de sitios de la proteina de la envoltura (Howard, 2006; Mason et al., 1989; Simmons et
al., 2005; Twiddy et al., 2002).

Para evaluar si cambios (caracteres) encontrados a lo largo de la proteina eran propios
de la poblacion de AMB-Santander se uso un enfoque cladistico (Brower et al., 1999).
Asumiendo como hipotesis filogenética el arbol reconstruido a partir de inferencia bayesiana,
se hizo un mapeo de caracteres para identificar cambios de nucleétidos sinapomorficos en cada
nodo, para esto se realiz6 una busqueda heuristica por defecto y se selecciond el arbol entre los
de mejor costo que presentara las mismas agrupaciones recuperadas, se empleo el programa

Winclada + Nona (Nixon, 2002) .

3.7 Historia demograéfica y prevalencia del serotipo

Se usaron las secuencias E y datos de prevalencia relativa de virus que han circulado en
el AMB-Santander (Figura 2; Tabla 4). Se estimd el tamafio efectivo de la poblacién viral (Ne),
un parametro dependiente de la diversidad genética relativa, usando un modelo demografico
coalescente no paramétrico Skygrid (Gill et al., 2013), usando el programa BEAST v 1.8
(Drummond et al., 2012). Este modelo recupera los eventos de cladogenesis en la genealogia,
permitiendo identificar cambios en la diversidad genética relativa a lo largo del tiempo (Ne).

La relacidn entre Ne y prevalencia del serotipo se establecié aplicando pruebas de correlacion
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de Sperman para exploracion inicial de los datos y dado que se trataba de una serie temporal se
uso el método de auto correlacion con el estimativo de Durbin-Watson empleando el paquete

"tseries” (Trapletti & Hornik, 2017) en la plataforma R v.3.3.0 (R Core team, 2015).

Fuentes de los datos sobre la distribucion temporal de serotipos (Tabla 4):

Periodo 1998 — 2004 y 2007 — 2008 y 2014 — 2015: Gomez et al., 2008; Ocazionez et
al., 2013; Ocazionez et al., 2007; Ocazionez et al., 2006; Villabona et al. 2016. periodo 2009 —
2010: obtenidos del documento " Filodinamica del virus dengue serotipo 3 en el area
metropolitana de Bucaramanga, Santander, durante el periodo 2001 a 2010”, que corresponde

al informe de resultados de un proyecto de maestria reciente (Rey, et al. 2016).

AMB de Santander

p

Figura 2. EI AMB-Santander estd conformado por Bucaramanga, la capital del departamento, y los
municipios de Floridablanca, Giron y Piedecuesta. Del total de casos de dengue en Santander, el 75%
son del AMB (Padilla et al., 2012)
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Tabla 4. Distribucion temporal de serotipos del DENV en el AMB-Santander.

Ao Cepas DENV-1  DENV-2  DENV-3 DENV-4
1998 14 8 6 0 0
1999 4 2 2 0 0
2000 10 1 7 0 2
2001 26 1 10 9 6
2002 15 1 1 13 0
2003 38 0 1 37 0
2004 21 1 2 15 3
2007 35 12 7 14 2
2008 20 17 2 1 0
2009 17 8 1 4 4
2010 73 24 2 26 21
2014 59 22 24 8 5
2015 30 12 8 / 3
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4.1 Bases de secuencias

4. Resultados

Se amplificé el gen E completo de las 76 cepas incluidas en el estudio: se obtuvieron

los dos fragmentos de DNA del tamafio esperado (Figura 3).

DENV-1: se usé una matriz de 216 secuencias (Tabla 5): 78 de Colombia (21 obtenidas

en este estudio y 57 en trabajos previos del grupo (Ortiz et al., 2012; Henn et al. 2005) y 138

de virus de otros paises de América y Asia disponibles en GenBank.

Tabla 5. Secuencias E de DENV-1 usadas en el estudio.

Periodo gz\llslmb'% América  Asia Total
2014 - 2015 12 0 2 0 14
2011 - 2013 0 0 12 0 12
2007 - 2010 32 1* 28 2 63
2006 — 2005 1 23 12 1 37
1998 - 2004 7 0 23 2 32
Antes 1998 0 2 47 9 58
Total 52 26 124 14 216

Colombia: departamentos de Santander (SAN) y {: Norte de Santander
(NSAN). *: Cepas sin dato de origen geografico.

DENV-2: se usé una matriz de 182 secuencias (Tabla 6): 41 de Colombia (29 obtenidas

en este estudio, 10 en un trabajo previo (Henn et al. 2005) y 2 del GenBank y 141 de virus de

paises de Ameérica y Asia que fueron descargadas de GenBank.
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DENV-3: se usé una matriz de 171 secuencias (Tabla 7): 95 de Colombia (12 obtenidas

en este estudio, 34 en estudios previos del grupo (Villabona et al., 2009; Henn et al. 2005) y 34

descargadas del GenBank) y 76 de virus de paises de América y Asia descargadas de GenBank.

DENV-1

Ao C. aNegeMar.. 'D. (Ei° . F. Neg

1155 pb 1143 pb

1175 pb
e s .

DENV-2

Neg Mar D. E.

1300 pb

1078 pb

-~ * -

—

Figura 3. Amplificacién del gen E de DENV. Fotografias de gel de agarosa representativas de

ensayos para amplificar cada fragmento del gen.
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Tabla 6. Secuencias E de DENV-2 usadas en el estudio.
Colombia

Periodo SAN 0 América Asia Total
2014 - 2015 14 1 0 0 15
2011 - 2013 0 0 6 0 6
2007 - 2010 6 1 22 1 30
2006 — 2005 0 4 15 1 20
1998 - 2004 13 1 41 1 56
Antes 1998 0 1 41 13 55
Total 33 8 125 16 182

Colombia: Santander (SAN) y otros departamentos (): Norte de
Santander (n = 2), Guaviare (n = 1), Antioquia (n = 1); sin dato (n = 2).

Tabla 7. Secuencias E-DENV-3 usadas en el estudio.
Colombia

Periodo SAN | Ameérica Asia Total
2014 - 2015 9 3 1 0 13
2011 - 2013 0 0 3 0 3
2007 - 2010 21 6 14 0 41
2006 — 2005 0 13 11 0 24
1998 - 2004 31 12 35 1 79
Antes 1998 0 0 5 6 11
Total 61 34 69 7 171

Colombia: Santander (SAN) y otros departamentos (): Norte de
Santander (n = 8), Bolivar (n = 2), Valle del Cauca (n=4),
Antioquia (n = 20).
DENV-4: se us6 una matriz de 122 secuencias (Tabla 8): 29 de Colombia (12 obtenidas

en este estudio; de las 34 restantes, algunas de estudios previos del grupo (Jiménez et al. 2012;

Henn et al. 2005) y 93 de virus de paises de América y Asia del GenBank.
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Tabla 8. Secuencias E-DENV-4 usadas en el estudio.

Periodo Colombia L. .

SAN | América Asia Total
2014 - 2015 2 2 1 0 5
2011 - 2013 0 0 4 0 4
2007 - 2010 7 0 7 0 14
2006 — 2005 0 4 5 0 9
1998 - 2004 11 0 14 4 31
Antes 1998 1 3 48 7 59
Total 20 9 79 11 122

Colombia: Santander (SAN) y otros departamentos (1): Norte de
Santander (n = 8), Cesar (n = 2), Valle del Cauca (n=4), Antioquia
(n=20)

4.2 Genotipo del serotipo

DENV-1.: el total de cepas de Colombia (n = 78) del periodo 1998 — 2015 se agruparon
con virus del genotipo V, lo mismo que la cepa antigua de 1985 (AF425616 CO-1985) y la de
1996 (AF425617 CO_1996). Los resultados indican que un Unico genotipo, de los cinco

reconocidos del serotipo, circulé en Colombia en el periodo estudiado (Figura 4).
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Figura 4. Genotipo del DENV-1 de Colombia. Arbol filogenético construido bajo el criterio de
maxima likelihood. Los virus de Colombia (en azul) se agruparon en el genotipo V. Los nimeros
corresponden a soportes de bootstrap no paramétrico > 90. Los grupos externos se eliminaron por
efectos graficos.
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DENV-2: el total de cepas de Colombia (n = 40;) del periodo 1998 — 2015 se agruparon
con virus del genotipo Asiatico / Americano y lo mismo la cepa antigua de 1993
(AY484644 _CO_1993). Los resultados indican que un Unico genotipo, de los seis del serotipo,

circulé en Colombia en el periodo analizado (Figura 5).
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—— < G. americano
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G. asiatico |l

'

t

G. asiatico /
— americano

Figura 5. Genotipo del DENV-2 de Colombia. Arbol filogenético construido bajo el criterio de
maxima verosimilitud. Los virus de Colombia (En rojo) se agruparon en el genotipo V. Los nimeros
corresponden a soportes de bootstrap no paramétrico > 90. Los grupos externos se eliminaron por

efectos graficos.
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DENV-3: el total de cepas de Colombia (n = 95; 2001 — 2015) se agruparon con Virus
del genotipo I1. Los resultados indican que un Gnico genotipo, de los cuatro del serotipo, circuld

en Colombia en el periodo estudiado (Figura 6).
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Figura 6. Genotipo del DENV-3 de Colombia. Arbol filogenético construido bajo el criterio de
maxima verosimilitud. Los virus de Colombia (En verde) se agruparon en el genotipo V. Los nimeros
corresponden a soportes de bootstrap no paramétrico > 90. Los grupos externos se eliminaron por
efectos graficos.
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DENV-4: el total de cepas de Colombia (n = 32) del periodo 2000 — 2015 y la cepa de
1997 (FJ24476_CO_1997) se agruparon con virus del genotipo Il. Los resultados indicaron que
un unico genotipo, de los cuatro del serotipo, circulé presente en Colombia en el periodo del
estudio (Figura 7).
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Figura 7. Genotipo del DENV-4 de Colombia. Arbol filogenético construido bajo el criterio de
maxima verosimilitud. Los virus de Colombia (en Amarillo) se agruparon en el genotipo V. Los nimeros
corresponden a soportes de bootstrap no paramétrico > 90. Los grupos externos se eliminaron por
efectos graficos.

4.3 Filogeografia



DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL VIRUS DEL DENGUE EN SANTANDER 45

Para el andlisis se denomind Colombia como unidad geogréfica de estudio, incluyendo
las secuencias del AMB - Santander y todas las disponibles de Colombia. Esto debido a la falta
de homogeneidad en el nimero de secuencias representantes de diferentes regiones del pais, la
region Nororiental (Santander y Norte de Santander) es la mas representativa. Estos fueron los

hallazgos:

DENV-1-Genotipo V: de la reconstruccion filogeogréfica de la Figura 8 se infieren dos
rutas de dispersion hacia Colombia desde las Antillas menores que corresponden a tres
introducciones. i) directamente a departamentos desconocidos, en 1970 (95 % BCI: 1970-1972)
(cepa AF425617_CO_1996, sin dato geografico) y en 1973 (95 % BCIl: 1971-1976)
(AF425616_CO_1985, sin dato geogréafico). ii) Pasando por Sur América — Venezuela y hacia
Colombia en 1986 (95 % BCI: 1986 -1988) (las cepas de Santander / Norte de Santander del
periodo 2000 — 2015). Otras rutas hacia y dentro de Colombia no se pudieron inferir debido al

limitado nimero de secuencias.

DENV-2- Genotipo Asiatico - Americano : de la reconstruccion filogeogréfica de la
Figura 9 se infieren dos rutas probables hacia Colombia desde las Antillas menores y cinco
introducciones. i) Directamente: hacia Santander, en 1987 (95 % BCI: 1987 - 1989)
(CO_SAN_1998), 1986 (95 % BCI: 1985-1988) (Santander 1999 — 2015) y 1991 (95 % BCI:
1990-1992) (otra cepa CO_SAN_1998); hacia otro departamento desconocido en 1991 (95 %
BCI: 1989-1992) (AY 484644 CO_1993, sin dato geografico). i) Desde Centro América, hacia

un departamento desconocido en 2001 (95 % BCI: 2000-2001) (JF804029 CO_2007; sin dato
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geografico). La introduccion de 1986 (95 % BCI: 1985-1988) se establecid y las otras, al
parecer, fueron esporadicas. Se infiere flujo de virus entre Venezuela - Colombia ( Norte de
Santander y entre Santander, Valle del Cauca, Antioquia y Guaviare). Otras rutas hacia y dentro

de Colombia no se pudieron inferir debido al limitado nUmero de secuencias.

DENV-3 - Genotipo IlI: de la reconstruccién filogeografica de la Figura 10 se infiere
rutas hacia Colombia desde Centroameérica, cada una correspondiendo a una introduccion: i) en
1991 (95 % BCI: 1991-1992), de la cual probablemente se dio flujo de virus con Venezuela y
entre departamentos (Santander, Antioquia y Valle del Cauca). ii) en 1992 (95 % BCI: 1991-
1994), Se infiere flujo de virus entre departamentos de Colombia (Antioguia, Santander, Valle
del Cauca y Bolivar) y con otros paises: Venezuela, Nicaragua, Salvador, Estados Unidos
(Florida) y Puerto Rico. Otras rutas hacia y dentro de Colombia no se pudieron inferir debido

al limitado nimero de secuencias.

DENV-4 - Genotipo Il : de la reconstruccion filogeografica de la Figura 11 se infiere
dos rutas hacia Colombia desde Venezuela con tres introducciones. i) En 1976 (95 % BCI: 1976
- 1980), cepa GU289913 CO 1982 y en 1980 (95 % BCIl: 1980 - 1984), cepa
KC963424_CO_1982. ii) En 1988 (95 % BCI: 1988 -1990), cepas FJ024476_CO_SAN_1997,
DQ341219 CO_1996, KC009639_CO_2006. iii) En 1989 (95 % BCI: 1989 - 1994), la cepas
mas recientes y una ruta reciente de Sur América . Se infiere flujo de virus de Colombia
(Santander, Norte de Santander, Cesar y Valle del Cauca) con paises de Sur América ( Brasil,
Ecuador y Pert). Otras rutas hacia y dentro de Colombia no se pudieron inferir debido al

limitado nUmero de secuencias.
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Figura 8. Historia evolutiva y de dispersion del DENV-1 de Colombia. Arbol de méxima credibilidad
reconstruido usando el programa BEAST v 1.8. Las ramas se presentan coloreadas de acuerdo al origen
geografico y los nimeros indican la probabilidad de la localidad / probabilidad posterior. Se indica el
ancestro comun mas reciente (ACMR) con la media del afio de origen y sus intervalos de credibilidad
(95 % BCI). Se sefiala en un recuadro gris el linaje que establecio transmision.
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Figura 9. Historia evolutiva y de dispersion del DENV-2 de Colombia. Arbol de méxima credibilidad
reconstruido usando el programa BEAST v 1.8. Las ramas se presentan coloreadas de acuerdo al origen
geografico y los nimeros indican la probabilidad de la localidad / probabilidad posterior. Se indica el
ancestro comun mas reciente (ACMR) con la media del afio de origen y sus intervalos de credibilidad
(95 % BCI). Se sefiala en un recuadro gris el linaje que establecio transmision.
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Figura 10. Historia evolutiva y de dispersion del DENV-3 de Colombia. Arbol de maxima
credibilidad reconstruido usando el programa BEAST v 1.8. Las ramas se presentan coloreadas de
acuerdo al origen geografico y los nimeros indican la probabilidad de la localidad / probabilidad
posterior. Se indica el ancestro comin mas reciente (ACMR) con la media del afio de origen y sus
intervalos de credibilidad (95 % BCI). Se sefiala en un recuadro gris los linajes que establecieron

transmision.
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Figura 11. Historia evolutiva y de dispersion del DENV-4 de Colombia. Arbol de maxima
credibilidad reconstruido usando el programa BEAST v 1.8. Las ramas se presentan coloreadas de
acuerdo al origen geografico y los nimeros indican la probabilidad de la localidad / probabilidad
posterior. Se indica el ancestro comin mas reciente (ACMR) con la media del afio de origen y sus
intervalos de credibilidad (95 % BCI). Se sefiala en un recuadro gris el linaje que estableci transmision.
Rutas de intercambio de virus mas significantes:

Venezuela — Colombia fue la ruta comun para los cuatro serotipos (FB = 371.15, 532.5,

736.53

y 143.09 para DENV-1, -2, -3y -4, respectivamente). Otras rutas probables fueron: Las
Antillas menores — Colombia (BF: 9.82, 50.0 y 24.10 para DENV-1, -2, -3, respectivamente);
Centroamérica (BF: 35.2 y 9.03 para DENV-2 y DENV-3); Sur América (BF: 13.99 para

DENV-4)(Figura 12).
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Figura 12. Probables rutas geograficas de intercambio de DENV con Colombia y paises de América.
Reconstrucciones obtenidas a partir de los aarboles de méxima credibilidad para cada serotipo y las tasas
de dispersion usando el programa Spread v1.0.6. (Factor de Bayes > 9).
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4.4 Linajes de cada serotipo

Los andlisis se hicieron adoptando el modelo Bayesiano Skygrid (Gill et al., 2013)
(Tabla 9) modelo de sustitucion nucleotidica para cada base de datos, DENV-1: GTR + | + G,
DENV-2: TN93 + | + G, DENV-3 Y DENV-4: GTR + G. La asignacion de linaje y subgrupo
se hizo cuando se evidencio uno o los dos siguientes criterios (Nunes et al., 2014): i) mondfilia:

agrupacion de al menos cuatro secuencias con origen comun; y/ 0 ii) sinapomorfia.

Tabla 9. Evaluacion de modelos coalescentes usando estimacion de los likelihood
marginales (MLE).

Serotipo modelo PS SS
Constant size -8347 -8348,25
Exponential growth -8347,64 -8350,18
DENV-1 Skygrid -8328,47 -8328,95
Skyride -8352,09 -8354,7
Constant size -9384,26 -9388
Exponential growth -9348 -9349,3
DENV-2 Skygrid -9344,53 -9346,21
Skyride -9363,59 -9366,83
Constant size -8600,93 -8603,07
Exponential growth -8565,61 -8570,15
DENV-3 Skygrid -8556,34 -8558,89
Skyride -8576,3 -8579,6
Constant size -7233,45 -7233,99
Exponential growth -7222,99 -7223,81
DENV-4 Skygrid -7209,7 -7209,93
Skyride -7175,99 -7105,21

PS = Seleccion de modelo por path sampling, SS = Seleccidén de modelo por stepping-
stone.
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DENV-1: los resultados que se describen a continuacion estan referidos a la poblacion
viral de la introduccién en 1986 (95 % BCI: 1986 -1988) que establecid transmision. Los virus
se agruparon en un unico linaje con virus de El Caribe, Suramérica (Venezuela, Brasil,
Paraguay, Argentina) y Norte América (U.S.A: Texas). Se recuperaron seis (A — F) subgrupos
del linaje (Figura 13), cinco soportados por sinapormofias (sin sustitucion de aminoacido y en
codones no sometidos a presion de seleccion) y el otro por monofilia. Subgrupo A, Se
encuentran estrechamente relacionadas cepas antiguas (1998 — 2002) de Santander y virus de
Venezuela (1997- 2008), Brasil (2011), Argentina (2009 - 2010), Paraguay (2011), Puerto Rico
(2006- 2013), Republica Dominicana (2007), Haiti (2014) y USA (2013). Subgrupo B, tres
cepas de Santander de 1998. Subgrupo C, cepas de Santander de 2008 y Norte de Santander de
2005-2006, Venezuela (2005, 2007) y Brasil (2009 — 2010). Subgrupo D, de Santander 1998,
2004 — 2010 y Norte de Santander 2006. Subgrupo E, otras de Santander 2007 — 2010 y Norte
de Santander de 2006. Subgrupo F, otras cepas de Santander de 2008 — 2010 y las mas recientes
(2014 y 2015). Las relaciones filogenéticas del arbol sugieren flujo entre las cepas del subgrupo
A con Venezuela, Brasil, Argentina Paraguay y a El Caribe (Puerto Rico, Republica
Dominicana y Haiti) / USA (NYYS); las cepas del subgrupo C con Venezuela y Brasil, mientras

que las de los otros subgrupos fueron exclusivas de Colombia.

DENV-2: los resultados que se describen a continuacion estan referidos a la poblacion
viral de la introduccion en 1986 (95 % BCI: 1985-1988) que establecid transmision. Los virus
se agruparon en un Unico linaje con virus de El Caribe (Curazao), Centro América (Costa rica),
Surinam y Venezuela. Se recuperaron tres (A — C) subgrupos del linaje (Figura 14). El linaje y

los subgrupos se soportaron por sinapormofia y solo en el C (las cepas mas recientes) se
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identifico sustitucion de aminoéacido (1 -V, posicion 462 del dominio I11). Subgrupo A, contiene
dos cepas de Santander de 1999 y de Venezuela (1991 - 2001). Subgrupo B, cepas de Santander
de 2000 - 2004, 2014, 2015, las cepas de Antioquia — 2004 y del Valle del Cauca- 2015 y virus
de Venezuela (1999 - 2001, 2004 - 2007). Subgrupo C, cepas de Santander 1998 — 2015, Norte
de Santander 2005 — 2006 y Guaviare 2005, y virus de Curazao (1993), Surinam (1993), Costa

Rica (2003) y Venezuela (2003 y 2005).

DENV-3: se recuperaron dos linajes en base a sinapomorfia (sin sustitucion de
aminoéacido) que co-circularon desde 2002 (Figura 15). Linaje 1, conformado por cepas de la
primera introduccion en 1991 (95 % BCI: 1991-1992): de Santander (2001 — 2004, 2007 — 2010,
2014 — 2015), cinco de Norte de Santander (2005 — 2006), ocho de Antioquia (2002 — 2007),
una del Valle del Cauca (2014), y virus de virus de Venezuela (2000, 2002 - 2007) y Puerto
Rico (1998 — 2003 y 2007).

Linaje 2, conformado por cepas de la segunda introduccion en 1992 (95 % BCI: 1991-
1994): once de Antioquia (2003 — 2007 y 2009, tres del Valle del Cauca (2004, 2005 y 2015) y
dos de Bolivar (2006 y 2015), y virus de Puerto rico (2004), Nicaragua (2008 - 2012), Salvador
(2012) y Estados Unidos — Florida (2014). Se identificaron cuatro subgrupos (A - D) del linaje
2y las cepas maés recientes de Santander (2014 — 2015) quedaron en el D, el cual esta soportado

por una sinapomorfia y los otros 3 (A-C) por el criterio de monofilia.

DENV-4: los resultados que se describen a continuacion estan referidos a la poblacion
viral de la introduccién en 1989 (95 % BCI 1989-1994) que establecio transmisién. Los virus

se agruparon un dnico linaje con virus de Venezuela, Brasil, Ecuador y Peru (Figura 16). Se
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recuperaron tres subgrupos (A — C). El subgrupo A, contiene cuatro cepas de Santander de 2001
y 2004. El subgrupo B, tres cepas de Santander (2000 y 2004) y dos cepas de Norte de Santander
(2005). El subgrupo C, contiene las cepas mas recientes (2009, 2010, 2014 y 2015) y una
antigua (2004) de Santander, una de Norte de Santander (2005), una del Cesar (2015), una del
Valle del Cauca (2015), virus de Brasil (2008, 2010 y 2011), Ecuador (2006) y Peru (2007 y
2008). El linaje y los subgrupos se soportaron en sinapormofias, tres con sustitucion de
aminoacido: subgrupo A, de serina a una leucina en la posicion 64 (dominio I1); subgrupo C
(cepas que circularon hasta el 2015), de alanina a treonina en la posicion 222 (dominio Il) y de

serina a alanina en la posicion 354 (dominio IlI).
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Figura 13. Filogenia del DENV-1 de Colombia (1998 — 2015). Arbol filogenético construido
con el programa BEAST v 1.8. Se muestran los seis subgrupos (A — F) del linaje (ramas en
rojo). Los datos en los nodos corresponden al valor PP y sinapomorfia (mapeado dentro del
coddn). Se muestra el ACMR: 1986 (95 % BCI: 1986 -1988). Las secuencias de otros paises
(gris) en diferentes clados se presentan colapsadas.
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Figura 14. Filogenia del DENV-2 de Colombia (1998 — 2015). Arbol filogenético construido con el
programa BEAST v 1.8. Se muestran los seis subgrupos (A — C) del linaje (ramas en rojo). Los datos en
los nodos corresponden al valor PP y sinapomorfia (mapeado dentro del codén). Se muestra el ACMR:
1986 (95 % BCI: 1985-1988). Las secuencias de otros paises (gris) se presentan colapsadas.
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Figura 15. Filogenia del DENV-3 de Colombia (2001 — 2015). Arbol filogenético construido usando
el programa BEAST v 1.8. Se muestran los dos linajes establecidos (ramas en rojo). Los datos en los
nodos corresponden al valor PP y sinapomorfia. Se muestra los ACMR; linaje 1: 1991 (95 % BCI:
1991-1992) vy linaje 2: 1992 (95 % BCI: 1991-1994). Las secuencias de otros paises (gris) se
presentan colapsadas.
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Figura 16. Filogenia del DENV-4 de Colombia (2000 — 2015). Arbol filogenético construido usando
el programa BEAST v 1.8. Se muestran el linaje y los subgrupos (ramas en rojo). Los datos en los nodos
corresponden al valor PP y sinapomorfia. Se muestra los ACMR; 1989 (95 % BCI: 1989 - 1994). Las

secuencias de otros paises (gris) se presentan colapsadas.
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4.5 Diversidad genética del gen E

DENV-1:

Las estimaciones se hicieron respecto a la cepa (genotipo V) de América mas antigua
(GQ868601_VG_1985, Islas Virgenes). La tasa de sustitucion nucleotidica fue 9x10™* (2x1073 -
1x107%). Se identificaron 121 sustituciones, la mayoria en posiciones de la primera region de los
dominios I 'y 1l de la proteina, de las cuales 22 fueron no sinénimas (Figura 17). Los valores de
los otros parametros de diversidad fueron: = = 0.009 + 0.01; 6 = 0.017, dN/dS = -0.078 (IC
95%: 0.053 — 0.110); Tajima = -1.51 (P > 0.10), indicando seleccidn de presion purificadora y
en concordancia exceso de. La falta de significancia del test de Tajima puede deberse al nimero
de secuencias. Para evaluar si codones fueron sometidos a seleccion, se estimaron valores
dN/dS por tres métodos (Tabla 10). Se identificaron 27 codones sometidos a seleccidn negativa
(dN/dS < 1.0), de los cuales ocho (posiciones consenso: 3, 37, 117, 181, 250, 279, 365 y 429)
por dos de los tres métodos y los restantes 19 por al menos uno. Las ocho posiciones consenso
se distribuyen en los tres dominios de la proteina. No se identificé codén sometido a seleccion

positiva.
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Tabla 10. Codones E sometidos a presion de seleccion negativa en virus DENV-1 del AMB-

Santander.
Posicion SLAC FEL REL
dN/dS P dN/dS P dN/dS FB

3 -24.947 0.031 -69.513 0.011 -3.162 0.000
37 -33.263 0.009 -58.548 0.031 -3.378 0.000
47 -18.094 0.086 -77.085 0.037 -2.653 0.000
54 -15.486 0.111 -34.419 0.029 -2.130 0.000
63 -15.486 0.111 -25.290 0.046 -1.818 0.000
80 -15.486 0.111 -24.898 0.046 -1.820 0.000
84 -18.386 0.083 -104.21 0.026 -2.719 0.000
108 -16.632 0.096 -35.292 0.021 -2.184 0.000
117* -23.229 0.037 -52.611 0.007 -3.103 0.000
119 -16.632 0.096 -40.635 0.018 -2.257 0.000
169 -15.486 0.111 -25.310 0.030 -1.822 0.000
181* -30.972 0.012 -75.513 0.001 -3.408 0.000
183 -12.978 0.221 -39.360 0.027 -2.926 0.000
189 -7.743 0.333 -49.706 0.042 -1.566 0.000
219 -7.743 0.333 -49.708 0.032 -1.570 0.000
250* -23.229 0.037 -164.01 0.001 -3.315 0.000
268 -7.743 0.333 -42.536 0.050 -1.508 0.000
279* -33.263 0.009 -77.323 0.001 -3.415 0.000
280 -15.486 0.111 -84.831 0.006 -2.690 0.000
292 -12.108 0.262 -34.120 0.036 -2.808 0.000
337 -16.632 0.096 -34.625 0.022 -2.166 0.000
365* -23.229 0.037 -57.362 0.009 -3.109 0.000
404 -7.743 0.333 -42.922 0.050 -1.511 0.000
406 -15.486 0.111 -34.928 0.029 -2.143 0.000
413 -15.486 0.111 -24.822 0.046 -1.816 0.000
429* -33.263 0.009 -57.328 0.002 -3.386 0.000
437 -16.632 0.096 -37.597 0.045 -2.197 0.000

Single Likelihood Ancestor Counting (SLAC), fixed-effects likelihood (FEL), Random-effects

likelihood (REL). *: Significancia con SLAC y FEL. FB: factor Bayes.
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Con respecto el alineamiento de secuencias de de aminoéacidos, se identificaron 22

sustituciones no-sindnimas de las cuales 10 se estos cambios fueron reportados previamente en

la literatura con respecto a la localizacion y funcion de sitios de la proteina de la envoltura

(Figura 18). Posicion 96: F-L, en dos cepas de Norte de Santander del

2006

(JQ581607_CO_NSA 2006 y JQ581610 CO_NSA 2006), cambios en esta posicion se han

atribuido a cambios funcionales de la proteina (Depres et al., 1993). En la region 298 — 403

(dominio de fusion) que contiene epitopes para anticuerpos neutralizantes (Mason et al., 1989):
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posicion 364:P-S (JQ581618 CO_SAN_2007), 380:V-L (P201080030_CO_SAN_2015),
382:A-V (F14080018_CO_SAN_2014), 383 G-S (LV_121017_CO_SAN_2009), 384: E-G
(JQ581646 CO_NSA 2006). En la region 411-425 que contiene epitopes para células T
(Simmons et al, 2005): posicion 425 I-M (JQ581644 CO_NSA 2006 vy

P201080030_CO_SAN_2015).

DENV-2:

La comparacion de secuencias se hizo respecto a la cepa (genotipo Asia /Americano) de
América mas antigua (AY484605_JM_1983, Jamaica). La tasa de substitucion nucleotidica fue
de 7x10* (1x10™ - 5x107%). Se identificaron 135 sitios polimorficos nucleotidicos distribuidas
en la segunda region del dominio 11y el extremo carboxilo (regidn de anclaje de la proteina E),
de los cuales 32 fueron no sinénimas (Figura 17). Los valores de indices de diversidad fueron:
n=0.017 £0.02; § = 0.0227, dN/dS = 0.078 (IC 95%: 0.053 — 0.110); Tajima = -2,03 (P <
0.05), indicando seleccion purificadora y en concordancia a un elevado nimero de sitios
segregativos. Se identificaron 14 codones sometidos a seleccion negativa, de los cuales uno
(posicién consenso 431) por los tres métodos y los restantes 13 por al menos uno (Tabla 11).
La posicion consenso se ubica en la region de anclaje de la proteina (una de las mas

conservadas). No se identificd codon sometido a seleccidn positiva.

Con respecto el alineamiento de secuencias de de aminoacidos, se identificaron 32
sustituciones no-sindnimas de las cuales 1 de estos cambios fueron reportados previamente en

la literatura con respecto a la localizacién y funcion de sitios de la proteina de la envoltura
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(Figura 18); En sitios con epitopes para célula T: (Simmons et al. 2005, Falconar 1999):

posicion 424, S-A en la cepa LV-1111371 CO_SAN_2010.

Tabla 11. Codones E sometidos a presion de seleccion negativa en virus DENV-2 del AMB-

Santander.
Posicion SLAC FEL REL
dN/dS P dN/dS P dN/dS FB

12 -30.329 0.111 -77.361 0.019 -1.158 188823
35 -30.329 0.111 -75.422 0.014 -1.161 905632
102 -30.329 0.116 -89.972 0.028 -1.153 823105
110 -36.286 0.082 -80.979 0.036 -1.153 525352
157 -37.294 0.079 -119.660 0.019 -1.153 208980
191 -30.329 0.111 -52.113 0.029 -1.160 970099
224 -30.329 0.111 -60.865 0.020 -1.161 177329
252 -30.329 0.111 -51.454 0.037 -1.158 810850
346 -35.013 0.083 -65.537 0.031 -1.156 304131
352 -32.197 0.099 -48.105 0.040 -1.158 844884
374 -30.329 0.117 -104.046  0.023 -1.153 138156
431* -45.494 0.037 -70.565 0.006 -1.163 817585
454 -30.329 0.111 -39.301 0.041 -1.161 368828
478 -30.329 0.118 -67.410 0.014 -1.162 343680

*: Significancia con los tres métodos. FB: factor Bayes.

DENV-3:

La comparacién de secuencias se hizo respecto a la cepa (genotipo I11) de América méas

antigua (AY702033_NI_1994, Nicaragua 1994). La tasa de sustitucion nucleotidica fue de

1x107 (3x10® - 2x107%). Se identificaron 243 sustituciones nucleotidicas, distribuidas en la

region de anclaje, de las cuales 34 fueron no sinénimas (Figura 17). Los valores de los otros

parametros fueron: 7 =0.014 +0.02; 8 = 0.033, dN/dS = 0.082 (1C 95%: 0.053 — 0.110); Tajima

= -1.91 (P < 0.05), indicando selecciéon purificadora y en concordancia exceso de baja

frecuencia de polimorfismos. Se identificaron 23 codones sometidos a seleccidn negativa, de

los cuales uno (posicién consenso: 320) por los tres métodos y los restantes 22 por al menos
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uno (Tabla 12). La posicion consenso se ubica en el extremo carboxilo. No se identifico ningun

coddn sometido a seleccion positiva

Tabla 12. Codones E sometidos a presidn de seleccion negativa en virus DENV-3 del AMB-

Santander.
Posicion SLAC FEL REL

dN/dS P dN/dS P dN/dS FB
18 -9.220 0.111 -18.775 0.041 -1.237 19.116
21 -9.220 0.111 -19.050 0.049 -1.242 13.471
39 -9.220 0.111 -26.526 0.018 -1.392 33.776
42 -21.295 0.007 -49.343 0.009 -2.512 25.180
65 -14.742 0.031 -33.368 0.011 -1.929 25.442
139 -13.830 0.037 -32.944 0.012 -1.929 22.686
167 -9.220 0.120 -38.572 0.011 -1.535 28.212
181 -7.431 0.239 -24.898 0.036 -1.734 10.666
207 -10.648 0.083 -22.110 0.049 -1.305 10.221
237 -9.220 0.111 -41.175 0.011 -1.553 23.898
260 -9.220 0.111 -20.117 0.037 -1.269 19.817
265 -9.220 0.111 -20.160 0.037 -1.269 19.481
266 -9.220 0.111 -40.196 0.011 -1.546 23.766
308 -11.610 0.075 -51.650 0.022 -1.596 7.007
320* -19.656 0.010 -49.319 0.003 -2.526 62.555
345 -10.648 0.083 -27.159 0.036 -1.397 10.838
365 -9.828 0.098 -20.780 0.040 -1.284 15.512
417 -9.220 0.111 -18.600 0.041 -1.234 19.078
435 -10.648 0.083 -24.117 0.044 -1.338 10.434
448 -9.220 0.118 -40.348 0.030 -1.532 7.083
449 -9.220 0.111 -20.037 0.046 -1.265 13.654
477 -15.971 0.026 -38.127 0.013 -1.997 17.482
483 -9.828 0.098 -22.904 0.035 -1.328 15.941

*: Significancia con los tres métodos. FB: factor Bayes.
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Con respecto el alineamiento de secuencias de de aminodcidos, se identificaron 34
sustituciones no-sinonimas de las cuales 5 se estos cambios fueron reportados previamente en la
literatura con respecto a la localizacion y funcion de sitios de la proteina de la envoltura (Figura
18): posicion 155: T->M en cepas del 2002 y 2014 (02288 CO_SAN 2002 vy
P202090044 CO_SAN _2014); posicion 172: I->>T en una cepa del 2010
(LV_132056_CO_SAN _2010); posicion 380: I->T en otras cepas del 2010
(LV_111082_CO_SAN_2010, LV 121155 CO SAN 2010) y en cepas del 2003
(FJ189458 CO_SAN_2003 y FJ898443 CO_SAN_2003) (Howard, 2006).

DENV-4:

La comparacion de secuencias se hizo respecto a la cepa (genotipo 1) de América mas
antigua (GU28991 CO 1982, Colombia 1982). La tasa de sustitucion nucleotidica fue de
6X102 (1x10™ - 1x107%). Se identificaron 122 sitios polimorficos nucleotidicas, la mayoria en
el dominio I, de las cuales 20 fueron no sinénimos (Figura 17). Los valores de los otros
parametros fueron: ©=0.098 £ 0.1; 6 = 0.033, dN/dS = 0.090 (IC 95%: 0.058 — 0.132); Tajima
= -1.37 (P < 0.10), indicando seleccion de presion negativa (purificadora). Se identificaron 2
codones sometidos a selecciéon positiva (adaptativa) por los tres métodos y 11 codones a
seleccidn negativa por al menos uno (Tabla 13). Las 13 posiciones se distribuyeron en los tres

dominios de la proteina.
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Tabla 13. Codones E sometidos a presién de seleccion en virus DENV-4 del AMB-Santander.

L SALC FEL REL

Posicion

dN/dS P dN/dS P dN/dS FB
21 -27.155 0.111 -73.286 0.042 -2.069 4
58 -27.155 0.111 -78.863 0.028 -2.119 5
64** 14.675 0.368 21.679 0.692 0.457 164
91 -28.126 0.104 -85.836 0.030 -2.221 4
141 -27.155 0.111 -180.639 0.008 -2.741 6
171 -27.155 0.111 -160.337 0.012 -2.626 5
309** 9.122 0.549 103.676 0.107 0.668 363
321* -40.733 0.037 -241.775 0.002 -3.884 19
364 -27.155 0.111 -183.676 0.009 -2.684 5
369 -22.558 0.233 -102.818 0.028 -3.434 8
463 -27.155 0.111 -154.030 0.012 -2.654 5
464 -22.497 0.228 -91.467 0.033 -3.338 7
492 -27.155 0.111 -143.219 0.009 -2.598 6

**: Presion de seleccion positiva, significancia con los tres métodos. *: Presion de seleccidn negativa,
significancia con dos métodos. Sin asterisco: presion de seleccion negativa, significancia por un
método. FB: Factor Bayes.

Con respecto el alineamiento de secuencias de aminoacidos, en donde se identificaron
20 sustituciones no-sindnimas de las cuales 2 de estos cambios fueron reportados previamente
en la literatura con respecto a la localizacion y funcion de sitios de la proteina de la envoltura
(Figura 17): posicion 329, A-T, en una cepa de 2015 (P2020976_CO_SAN_2015); posicion
494: Q-R (KC009634 _CO_SAN_2001). La 329 hace parte de un epitope especifico del serotipo
y la posicion 494 esta ubicado en la porcién C-terminal de la proteina E la cual hace parte a los
sitios de union a prM, estabilizando la red E + prM dentro de la particula virica (Wang et al.,

1999).
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Figura 17. Frecuencia y distribucion de los polimorfismos del gen E en poblaciones virales del AMB-Santander (1998 - 2015).
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Figura 18. Sustituciones de aminoacidos de la proteina E en poblaciones virales de AM-Santander (1998-2015). Se muestran sitios disimiles
(en epitopes para anticuerpos neutralizantes reportados por Howard (2006) en circulo negro y se sefialan cambios reportados previamente en la
literatura con respecto a la localizacion y funcién de sitios de la proteina de la envoltura (Mason et al., 1989; Simmons et al., 2005; Twiddy et
al., 2002)).
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4.6 Historia demografica y prevalencia del serotipo

DENV-1 (Figura 19): el incremento de la prevalencia del serotipo (frecuencia de
aislamientos) se correlaciono (r-Sperman =0.73, p < 0.05; DW = 1.97, p > 0.05) con incremento
constante del tamafio de la poblacion (parametro Ne). Incrementos de Ne antecedieron
incrementos de prevalencia: mayor tamafio de la poblacion entre 2007 - 2015 ( prevalencia
43%: 91 aislados de 210) y menor en 2000 — 2004 (3.7%: 4 aislados de 109). En el segundo
periodo de prevalencia (2008 — 2015) co-circularon tres subgrupos del linaje, mientras que en

el de menor prevalencia uno (ver Figura 13) y los valores Ne se mantuvieron constantes.
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Figura 19. Relacion entre patrén de prevalencia del DENV-1 y tamafio efectivo de la
poblacién (Ne) - AM- Santander. En la parte inferir: representacion grafica del auto
correlacion.
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DENV-2 (Figura 20): el incremento de la prevalencia del virus no se correlaciono (r-
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Figura 20. Relacién entre patrén de prevalencia del DENV-2 y tamario efectivo de la poblacién
(Ne) - AM- Santander. En la parte inferir: representacion grafica del auto correlacion

Sperman = 0,10, p > 0,05; DW = 2.28, p > 0.05) con el incremento de Ne, no se evidencid
oscilacion del parametro, se not6 poco incremento en el tiempo el cual fue constante. El
incremento de Ne més evidente fue en el 2014, coincidiendo con incremento de la prevalencia:
37.2% (32 de 86) vs. 8% (16 de 198) entre 2002 — 2010. Dada los resultados, se evaluaron otros
modelos demogréaficos que pudieran estar explicando mejor la dindmica de la poblacién a
diferencia de las oscilaciones en la diversidad genética relativa observada para DENV-1 y
DENV-3; un modelo de crecimiento exponencial el modelo coalescente que mejor se ajusta al
comportamiento de los datos (tabla 14). En el periodo de mayor prevalencia (1998 — 2001) co-
circularon los tres subgrupos, en el segundo y en el de menos prevalencia circularon dos (ver

Figura 14).
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DENV-3 (Figura 21): el incremento de la prevalencia no se correlaciono (r-Sperman =
0,035, p > 0,05; DW = 1.89, p > 0.05) con incremento de Ne, aunque se observo oscilacion del
parametro. Sin embargo, la disminucion de prevalencia en 2004 — 2009 (38%: 34 de 89 vs.
76%: 59 de 78 entre 2001 — 2003) coincidio con disminucion de Ne; incremento nuevamente
de prevalencia en 2009 — 2010 (44%; 30 de 69) con incremento de Ne. En el segundo periodo

de prevalencia co-circularon los dos linajes, mientras en el primero uno (Figura 15).
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Figura 21. Relacién entre patron de prevalencia del DENV-3 y tamafio efectivo de la poblacién
(Ne) - AMB- Santander. En la parte inferir: representacion grafica del auto correlacion.
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DENV-4 (Figura 22): cambios en la prevalencia del virus no se correlacionaron (r-
Sperman = 0,21, p > 0,05; DW = 2,08, p > 0.05) con el incremento de Ne, no se evidenciaron
oscilaciones del parametro. Este resultado se debe a que un modelo demogréafico de crecimiento
exponencial explica mejor el comportamiento de cambios en la diversidad genética en el tiempo
(Ne) como paso con DENV-2 a diferencia de DENV-1 0 DENV-3 que un modelo no
paramétrico como skygrid es el que mejor se ajusta al comportamiento de los datos (Tabla 14)
. En periodos de prevalencia (2000 — 2001: 20% vs 0% en 98 -99) y 2009 — 2010 (28%; 25 de

90 vs. 9%; 8 de 89 en 2014 — 2015) co-circularon dos subgrupos del linaje (ver Figura 15).
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Figura 22. Relacion entre patron de prevalencia del DENV-4 y tamafio efectivo de la
poblacién (Ne) AMB- Santander. En la parte inferir: representacion grafica de la auto
correlacion.
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Tabla 14. Evaluacion de modelos coalescentes para la poblacion de AMB-Santander
usando estimacion de los likelihood marginales (MLE).

Serotipo modelo PS ss
Constant size -3633,38 -3633,45
Exponential growth -3627,41 -3627,35
PEIVA Skygrid -3624,16 -3624,51
Skyride -3632,07 -3632,49
Constant size -3719,14 -3719,25
Exponential growth -3714,21 -3714,45
PENV2 Skygrid -3716,73 -3716,96
Skyride -3716,07 -3716,08
Constant size -4785,08 -4785,05
Exponential growth 3/ 05:0° -4783,68
DENV'S Skygrid -4766,52 4767.41
Skyride -4776,1 -4776,45
Constant size -3271,11 -3271,24
Exponential growth ~ ~5200+18 -3268,23
PERVA Skygrid -3269,76 -3269,91
Skyride -3269,27 -3269,42

PS = Seleccion de modelo por path sampling, SS = Seleccion de modelo por stepping-
stone.
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5. Discusion

La dindmica espacio - temporal de cada serotipo del DENV es un componente del
enfoque filodindmico para integrar a la epidemiologia convencional y a la complejidad del
patrén endemo-epidémico del dengue (Gill et al., 2016; Rasmussen et al., 2014). Con este
estudio se pretendio aportar nuevo conocimiento sobre la historia evolutiva, de dispersion y la
base genética del mantenimiento de cada serotipo del DENV en el AMB-Santander. EI AMB
es una de las mas indicadas para un estudio retrospectivo debido a que: por afios ha ocupado
primeros lugares en incidencia de casos (Villar et.al.2015); se conoce la distribucién temporal
de serotipos en 13 afios (Gomez et al., 2008; Ocazionez et al., 2013; Ocazionez et al., 2007;
Ocazionez et al., 2006; Villabona et al., 2016) y se cont6 con secuencias del gen E afio a afio
de cada serotipo que circulo . Por estas caracteristicas del AMB-Santander, los hallazgos de

este estudio sirven para describir la dindmica espacio — temporal del DENV en Colombia.

El tamafio de muestra determina el poder que se le asigna para derivar las inferencias
del estudio. No hay ain acuerdo sobre los criterios para inclusién de secuencias en estudios
filogenéticos y filogeograficos. Recientemente, expertos han sugerido que se tenga en cuenta la
frecuencia de infecciones por el serotipo e incluir minimo dos y maximo 21 secuencias por afio;
y que la seleccion se realice de manera uniforme, es decir, sin mas secuencias de afios recientes
que antiguos o mas de una localidad que otras (Afreen et al., 2015; Hall et al., 2016). Para este
estudio se incluyeron secuencias de cada serotipo del AMB-Santander en base a la frecuencia
anual de aislamientos del serotipo y maximo cuatro cepas por semestre. Dado que no se

inclueron suficentes secuencias de otros departamentos, el analisis filogeografiico es limitado
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para inferir el total las rutas de dispersion de cada serotipo hacia y dentro de Colombia. Para
estos analisis se hicieron exploraciones de unidades geograficas teniendo como criterio
mantener la mayor uniformidad en numero de secuencias por rnidad y representatividad por
afio. Aun con esta limitacion, se evidencio el origen de la poblacion viral objeto de estudio y

flujo de virus con otros paises de America.

Las inferencias de las topologias de los arboles filogenéticos se pueden considerar
confiables en consideracion a: el periodo de estudio es de 13 afios que permite detecar cambios
genéticos dependientes de tiempo; se adoptaron modelos y parametros dada previas
exploraciones, teniendo en cuenta criterios de seleccion de modelos, dado el comportamiento
de los datos y estudios previos (Allicock et al., 2012; Nunes et al., 2014; Villabona et al., 2016)
y se uso la secuencia completa del gen E (1485 nts) de cepas virales colectadas en periodos de
menor y mayor abundancia del serotipo. Asi, el conjunto de secuencias de cada serotipo es mas
robusto que los usados en otros estudios previos de DENV de Colombia (Mendez et al., 2010;
Méndez et al., 2012; Méndez & Calvache, 2003; Ocazionez et al., 2013; Ospina et al., 2010;
Usme et al., 2008; Villabona et al., 2009b). No obstante, el analisis evolutivo y de diversidad
puede ser incompleto dado que secuencias de otros genes no se analizaron. Para un analisis
robusto se recomienda la secuencia completa del genoma, no se contaba con recursos para

obtenerlas en este estudio.

Venezuela y paises de El Caribe se han propuesto como centros de difusion de DENV
de donde se dispersan a otros paises de las Américas (Carrington et al., 2005; Villabona &

Zanotto, 2011; Allicock et al., 2012; Villabona & Zanotto, 2013). El analisis filogeografico
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evidencié intercambio de cepas de los cuatro serotipos en la frontera con Venezuela (FB <9) y
esto se espera considerando la alta y permanente movilidad de pobladores de los dos paises en
esa area. Las epidemias en los afios 70 y primer reporte de la presencia del DENV-1
coincidieron con el periodo de mayor migracion de Colombianos al pais vecino (Padilla et al.,
2012). Este flujo viral sugiere a ciudades fronterizas como Cucuta como un punto de control
importante de circulacion de virus de donde se dispersan hacia los municipios del norte, centro
y oriente del pais. Aunque no se incluyeron secuencias de cepas que circularon en Clcuta, se
evidencié flujo viral entre Ocafia y el AMB-Santander y solo 198 kilémetros separan Clcuta
de Ocafia. El andlisis filogeografico también evidencid flujo viral entre El Caribe y Colombia

(AMB-Santander y Antioquia) y esto es esperado por el turismo y comercio entre los paises.

Las fronteras con Ecuador y Per( pueden ser puntos geograficos de flujo viral con
Colombia, en localidades de estas areas el dengue es endémico (Ramos et al., 2017). No se
incluyeron secuencias de virus de parte de Colombia, las méas cercas son del Valle del Cauca (6
cepas) y Guaviare (1 cepa). No obstante, el analisis no sugiere flujo de DENV-3 en la frontera
Ecuador - Putumayo y dispersion a Antioguia, como lo sugiere el estudio de Ospina y
colaboradores (2010). Las relaciones filogenéticas evidencid que cepas del linaje 2 (llamado
ecuatoriano en ese estudio) probablemente se introdujeron directamente a Antioquia desde El

Caribe (PL: 0,6).

La frontera con Brasil puede ser otro punto geogréafico de flujo de virus, principalmente
en Leticia, Amazonas, donde el dengue es endémico. Secuencias de esta region del pais no se

incluyeron en el estudio. Las relaciones filogenéticas evidencio flujo de virus entre Colombia
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y Brasil solo con DENV-4 (PL: 0,7). El hallazgo pudo deberse a que este serotipo fue el
prevalente en la epidemia de 2010 en el norte de Brasil (Villabona & Zanotto, 2011) y las
secuencias incluidas en el analisis son de cepas de la Amazonia brasilera.

Los andlisis filogeograficos indican que la poblacién viral de DENV-1, -2 y -4 se origind
de maés de una introduccion pero solo una logré establecer trasmision continua. La poblacién
de DENV-3 es la mas reciente (15 afios de permanencia versus 35 — 40 de los otros serotipos)
y esto podria explicar que las dos introducciones se establecieron porgue la carga inmune de la
poblacién era baja. Las cepas mas antiguas de cada serotipo se relacionaron mas estrechamente
con cepas de otros paises de América datadas 2 — 6 afios antes del aislamiento en el AMB-
Santander. Esta relacién filogenética sugiere que los virus en el AMB circularon afios antes de
ser aislados por primera vez. Esto es de esperarse considerando que en Colombia la vigilancia
del virus es pasiva, esto es, se procesa 10% de muestras de casos atendidos en las instituciones
de salud y no se hace de casos asintomaticos ni mosquitos. Asi, el virus circula sin ser detectado
hasta que el nimero de infecciones alcanza un umbral alto. De otra parte, existe la posibilidad
que el virus se haya trasladado a otra localidad y no se detecte, dado el tiempo desde la picadura

del infectado y la colecta del suero.

La co-circulacién de genotipos de cada serotipo proporciona mayor diversidad genética
en la poblacion viral; en consecuencia, favorece el mantenimiento de la endemia y ocurrencia
de epidemias de dengue (Dash et al., 2006; E. Holmes & Twiddy, 2003). Este estudio confirma
la presencia en el AMB-Santander de solo un genotipo de DENV-1, -2, -3 y -4 como lo
reportaron otros (Mendez et al., 2010; Méndez et al., 2012; Méndez & Calvache, 2003;

Ocazionez et al., 2013; Ospina et al., 2010; Usme et al., 2008; Villabona et al., 2009b). Con
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respecto a DENV-4, también se identificd un solo genotipo (Il) y hasta la fecha no se han
publicado otros estudios. Los resultados fueron esperados ya que los genotipos detectados son
los que han circulado en las Ameéricas en los afios recientes (Ramos et al., 2017). En el 2013 se
detecto presencia del genotipo | del DENV-4 en Brasil (Campos et al., 2013) pero ain no ha
sido reportada en otros paises. La introduccion a Colombia de otros genotipos del serotipo es
probable en el futuro inmediato. Ha incrementado del turismo, comercio y relaciones académico

—culturales entre paises vecinos y con paises del continente asiatico.

Los andlisis de diversidad genética indican que las poblaciones virales del AMB-
Santander han sido sometidas a seleccion negativa o purificadora (Tajima entre -1.3 y -2.0).
Esto indica que solo persisten viriones con ciertas caracteristicas en tremimos de la proteina de
la envoltura, es decir aquellos estructural y biolégicamente capaces de transmitirse. La
seleccién purificadora en DENV ha sido identificada en otros estudios (Twiddy et al., 2002;
Weaver & Vasilakis, 2009b). Se atribuye a la complejidad del ciclo de transmisién del virus
(huéspedes distintos) y cuello de botella que favorece la deriva genética con mdaltiples
mutaciones que la mayoria son deletéreas. La proporcion dN/dS es un indicador de la fuerza de
la seleccion natural y valores > 1.0 indican seleccidn positiva o aminoacido que se fijé y que
puede incrementar el fitness (Holmes, 2006). El analisis del gen E completo y por codén no
evidencid seleccion positiva para ninguno de los serotipos (dN/dS: < 1.0). Sin embargo, con
DENV-4 se evidencid que los codones 64 (dN/ds [SLAC]: 14.6) y 309 (dN/dS [SLAC]: 9.1)
fueron sometidos a seleccion positiva y la segunda fue un caracter propio de cepas recientes
2010-2015. Los codones estan localizados en dominios Il y Il de la proteina y en el 1l se

localizan sitios de interaccion con receptores celulares (Twiddy et al., 2002). Esta mutacion
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podria haber favorecido el incremento notorio de la prevalencia del serotipo en 2009 — 2010,
sin embargo son necesarios estudios que evallen capacidad replicativa dada esa mutacion.

La proteina E es un blanco del sistema inmune por su localizacién sobre la superficie
del virién y por eso es el componente mas inmunogeénico de la vacuna Dengvaxia (Guy et al,
2015). En el AMB-Santander se realizaron los estudios clinicos de la vacuna y la aprobacion
para introduccidn esta en proceso. Bajo esta circunstancia, el conocimiento de las mutaciones
que llevan a sustitucion de aminoacidos sirve para interpretar los resultados de eficacia. Para
cada serotipo del AMB-Santander se identificaron sustituciones de aminoacidos en epitopes
reconocidos por células B (anticuerpos neutralizantes) y células T (citotoxicidad mediada por
TCD8) (Mason et al., 1989; Simmons et al., 2005; Twiddy et al., 2002). No obstante, todos
fueron al azar y no constituyeron una novedad evolutiva. Se podria especular que la mutacién
del gen E en poblaciones virales del AMB-Santander no jugaria papel preponderante en la

eficacia de la vacuna.

El patron temporal de prevalencia de los serotipos en areas hiperendémicas se ha
intentado explicar por la diversificacién genética de las poblaciones virales en linajes y sub-
linajes y la co-circulacion y extincion de estas (Allicock et al., 2012; Bennett et al., 2010;
McElroy et al., 2011; Nunes et al., 2014; Santiago et al., 2012; Zhang et al., 2005). A

continuacion se discuten los hallazgos mas relevantes con cada serotipo.

DENV-1: se recuperd un Unico linaje que se establecié desde su introduccién desde
Venezuela entre 1986 — 1988. Méndez y Colb. (2010), comparando otra region del genoma,

recuperaron dos linajes de una poblacion de 1978 — 2005: uno de ellos contiene cepas antiguas
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(afios 70) y el otro mas recientes (1996 — 2005). La circulacion de otros linajes del serotipo
podria estar ocurriendo. Recientemente, Passos-Cufiha y Colb. (2016), comparando el gen E
completo, reportaron la presencia de dos linajes durante la epidemia del 2013 en Goias (Brasil).
El incremento de la diversidad genética del serotipo del AMB-Santander coincidié con
crecimiento de la poblacion viral y esto se correlaciono (r-Sperman = 0.73, p < 0.05) con mayor
prevalencia del serotipo (Figura 17). En base a los resultados, se infiere que la diversidad
genética, no introducciones de nuevas cepas, ha jugado papel para el patron de prevalencia del

serotipo.

DENV-2: se recuperd un unico linaje originado entre 1987 - 1989 desde EIl Caribe.
Méndez y Colb (2012), comparando otra region del genoma, recuperaron dos linajes, uno
contiene cepas de los afios 80 que no se aislaron en los afios mas recientes del estudio (2005 —
2010). La co-circulacion de linajes en el pais es probable y se requieren estudios con mas
secuencias para confirmarlo. Se evidencio que la poblacién de AMB-Santander de 1998 fue
producto de tres introducciones, estableciéndose solo una de ellas que diversificd en tres
subgrupos. El analisis skygrid no evidencié correlacion (r-Sperman = 0,10, p > 0,05; DW =
2.28, p > 0.05) de esta diversificacion con el patron de prevalencia del serotipo, a pesar con el
skygrid se observd incremento gradual de la diversidad. Esto pudo deberse ya que esta
poblacién viral se ajusta mas a un modelo de crecimiento exponencial a lo largo del tiempo mas

que oscilaciones de la diversidad genética en el tiempo.

DENV-3: se recuperaron dos linajes. Ospina y Colb. (2010), comparando la misma

regiéon del genoma de cepas de 2002 - 2009, recuperan los dos linajes Usme y colb. (2009),
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comparando una secuencia menor de cepas del periodo 2002 y 2005 recuperaron un linaje. El
serotipo estuvo ausente del pais por al menos 23 afios y su re-introduccion se detectd por
primera vez en AMB-Santander coincidiendo con la epidemia del 2001 (Villabona et al., 2009).
El anélisis filogenético evidencio que esta poblacion inicial conforma el linaje 1 y se introdujo
desde Centro América entre 1991 y 1992. En 2010 se report6 una nueva epidemia en el AMB-
Santander (Villabona et al., 2016) que coincidié con introduccién del linaje 2 al parecer
procedente de Antioquia. Este incremento de la diversidad genética (co-circulacion de linajes)
coincidio con crecimiento de la poblacion viral pero esto no se correlaciond (r-Sperman = 0,035,
p > 0,05; DW =1.89, p > 0.05). Con mayor prevalencia del serotipo (Figura 19). Este resultado
puede deberse a que el serotipo ha sido predominante por varios, con incremento de la
diversidad, pero sin un periodo prolongado de escasez. Los mismo se ha sugerido con la

poblacién viral de Puerto Rico (Santiago et al., 2012).

DENV-4: se recuperd un Unico linaje originado de una introduccion entre 1989 - 1994
desde El Caribe. No se encontraron trabajos con otras poblaciones virales del pais. El serotipo
ha sido el menos aislado en el AMB-Santander y los dos periodos de mayor prevalencia
coincidieron con las epidemias de 2001 y 2010 (Villabona et al., 2016). El analisis filogenético
evidencid tres subgrupos del linaje que correspondieron a los afios epidémicos (A 'y C) y al afio
no-epidémico (B: 2002 — 2004). Los grupos fueron temporales, sugiriendo reemplazo de linaje
como se ha visto en otros paises de América (Bennett et al., 2010; Villabona & Zanotto, 2011).
El anélisis skygrid mostrd que este patrén de diversidad no correspondié con incremento
notorio de la poblacion viral ni se correlacion6 (r-Sperman = 0,21, p > 0,05; DW = 2,08, p >

0.05) con cambios de prevalencia del serotipo (Figura 20). Esto podria deberse a la permanente
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baja prevalencia sin un patron marcado de oscilacion. Dada exploraciones adicionales, un
modelo de crecimiento exponencial se ajusta mejor a la poblacion viral y muestra que pese a la

baja prevalencia se da incremento en la diversidad genética.



DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL VIRUS DEL DENGUE EN SANTANDER 83

6. Conclusiones

Cada una de las cuatro poblaciones virales (DENV-1, -2, -3 y -4) fue un linaje de un

anico genotipo.

Virus de cada serotipo se introdujeron en el AMB-Santander mas de una vez pero solo
una resulto en circulacion estable. Se evidencid que la frontera Colombo — venezolana es un

centro de difusién de virus y de permanente intercambio (flujo viral) para los cuatro serotipos.

Pese a la elevada frecuencia de polimorfismos en el gen E de las poblaciones DENV-1,

-2, -3 ninguna se fijé para proporcionar una ventaja evolutiva.

En la poblacion DENV-4 se identificaron dos sustituciones nucleotidicas que se fijaron
y esto podria haber incrementado el fitness que resulté en el marcado incremento de la
prevalencia en la epidemia del 2010. Se requieren estudios posteriores para determinar su

asociacion.

En el AMB-Santander, el incremento de la prevalencia del DENV-1 desde 2007 se

relaciond con incremento de la diversidad genética.
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