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INTRODUCCION

El dengue es una de las enfermedades mas importantes de los humanos
causadas por virus del grupo Arbovirus. El virus del dengue es un miembro de la
familia F/aviviridae del cual se conocen cuatro serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3,

DEN-4.

El dengue se presenta en dos formas: fiebre de dengue (FD) y fiebre hemorragica
de dengue (FDH); esta ultima, es causada por una segunda infeccion con un virus
de dengue diferente al que causo6 la primera, ocurriendo asi, una respuesta
inmune incompleta contra el segundo serotipo. La FDH se ha convertido en un
grave problema de salud publica debido a la severidad del cuadro clinico y al
aumento en la distribucion de la enfermedad tanto en numero como en distribucion

geografica (DASSSALUD,2003).

El dengue es una enfermedad endémica en el municipio de Sincelejo debido a
que esta ciudad presenta las condiciones propicias para el desarrollo de la
enfermedad; es decir, presenta un clima tropical con varias estaciones de lluvia y
por ser un area urbana presenta factores de riesgo como son el almacenamiento

abierto de aguas, canales de irrigacion y alta prevalecia de lugares que permiten
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el estancamiento de aguas lluvias y la perpetuacion de los criaderos del mosquito

vector.

En Sincelejo, se presentan las dos formas del dengue y se desconoce cuales son
los serotipos circulantes en la poblacion; por lo cual, el tratamiento y las medidas
de control que se aplican, en muchas ocasiones no se realizan con la efectividad y

eficiencia requeridas.

Entre los afos 2000 y 2003, se registr6 un aumento de 162 casos de dengue
clasico y 2 casos de dengue hemorragico en el Departamento de Sucre; en el
municipio de Sincelejo se reportd un aumento de 96 casos de dengue clasico y 2
casos de dengue hemorragico (DASSSALUD, 2003). Frente a este hecho se han
realizado campanas de prevencion y control por parte de las entidades de salud
publica que han controlado los casos; sin embargo, la enfermedad prevalece
(Grafica 1).

De acuerdo a los datos suministrados por DASSSALUD en el departamento de
Sucre la mayoria de los casos de dengue clasico y hemorragico se presentan en
el area urbana de Sincelejo por lo que se convierte en uno de los principales

problemas de salud publica de esta ciudad.

Debido a la presencia de esta infeccion virica y al desconocimiento sobre los
serotipos existentes, fue necesario investigar acerca de los serotipos del virus del

dengue que circulan en el municipio de Sincelejo y causan esta enfermedad,
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también, se estudid el comportamiento de la enfermedad del dengue, que es de

gran importancia para conocer su epidemiologia.

Ademas, la identificacion de los serotipos circulantes en Sincelejo permitid hacer
un diagnostico confirmatorio real debido a que la prueba molecular que se aplico
se basa en deteccion y amplificacion especifica del genoma del tipo de virus

circulante.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ENFERMEDAD DEL DENGUE

La enfermedad del dengue es causada por un flavivirus y transmitida por un
mosquito vector, Aedes. Esta es endémica en muchas areas tropicales del mundo
incluyendo Ameérica Central y Sur América, el Caribe y el Suroeste de Asia

( Cuzzobbo, 1996).

Es una enfermedad viral aguda, infecciosa, caracterizada por fiebre, mialgias
severas y una erupcion cutanea. Esta enfermedad se presenta en dos formas:
fiebre de dengue Yy fiebre hemorragica de dengue. La fiebre del dengue (FD), es
una enfermedad de tipo gripal que afecta a los nifios mayores y a los adultos, pero
rara vez causa la muerte. La fiebre hemorragica de dengue (FDH), es la forma
mas grave, en la que pueden sobrevenir hemorragias y a veces un estado de

choque, que lleva a la muerte. (Vélez, 2003).

1.1.1 SINTOMAS

Los sintomas de la fiebre del dengue varian segun la edad y el estado general de
salud del paciente. Los lactantes y los nifios pequefios pueden presentar un
cuadro de fiebre y erupcion, dificil de distinguir de la gripe, el sarampion, el
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paludismo, la hepatitis infecciosa y otras enfermedades febriles. Los sintomas que
caracterizan a la enfermedad del dengue son fiebre que dura de 3 a 5 dias (rara
vez mas de 7 dias y suele ser bifasica), cefalea intensa, mialgias, artralgias, dolor
retroorbital, anorexia, alteraciones del aparato gastrointestinal y erupcion. En
algunos casos aparecen tempranamente eritemas generalizados. Para cuando
comienza la defervescencia, suele aparecer una erupcidon maculopapular
generalizada. En cualquier momento durante la fase febril pueden aparecer
fendmenos hemorragicos de poca intensidad, petequias epistaxis o gingivorragia.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2003)

1.1.2 INMUNOLOGIA

Mediante la picadura del mosquito infectado, el virus del dengue es inyectado
directamente en el torrente sanguineo por el cual circula hasta alcanzar su tejido
blanco, el sistema fagocitico mononuclear, constituido por monocitos circulantes y
macrofagos tisulares. El virus penetra y se replica en el citoplasma de estas
células generando una segunda viremia detectable en los primeros 4 dias del
periodo febril.

Coincidiendo con la desaparicion de la viremia aparecen los primeros anticuerpos
neutralizantes; la respuesta inmune humoral es distinta segun se trate del primer
contacto con el virus del dengue (infeccion primaria) o de una infeccion en una
persona inmune a otro serotipo del virus (infeccion secundaria). En la primera los

anticuerpos son predominantemente tipo IgM vy los titulos totales se elevan
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moderadamente. En la infeccion secundaria predomina la IgG sobre la IgM y los

titulos de anticuerpos totales son muy altos (Vélez, 2003).

Las manifestaciones hemorragicas y el sindrome de choque son subsecuentes a
una segunda infeccion con un virus de dengue diferente al que causo la primera,
ocurriendo una respuesta inmune incompleta contra el segundo serotipo. Los virus
entran al organismo y si encuentran anticuerpos preexistentes forman
inmunocomplejos que les permiten penetrar mas facilmente a la célula diana (el
fagocito nuclear), dentro del cual hay una masiva replicacion viral. Este fagocito
activado produce factores de aumento de permeabilidad vascular, principalmente
eicosanoides, TNF e interleucinas. El factor vascular es probablemente de
naturaleza inmunolodgica y es uno de los factores mas determinantes del choque

del dengue (Gonzales elal, 1993).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

1.2.1 TAXONOMIA

La fiebre del dengue clasico, del dengue hemorragico y el sindrome de choque

son entidades clinicas provocadas por los serotipos del virus del dengue (DEN-1,

DEN-2, DEN-3, DEN-4) (Rodriguez efa/, 2001).
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El virus del dengue esta clasificado taxondmicamente de la siguiente manera.
Grupo: Arbovirus

Familia: Fiavivinaae

Geénero: Figvivivrus

Especie: Dengue

Al género fiavivirus pertenecen ademas un gran numero de especies entre las
que figuran: el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la fiebre amarilla

(Buchen-Osmond, 2003).

1.2.2 MORFOLOGIA

El virus del dengue tiene un tamafo aproximado de 50 nm de diametro, contienen
un genoma no segmentado y consiste de una sola molécula lineal positiva de
ARN con un peso molecular alrededor de 3.3 x 10° con polaridad de mensajero por
lo que es infeccioso inmediatamente después que es inoculado al humano y a

invadido a la célula hospedera.

El ARN del virus del dengue ha sido completamente secuenciado, tiene una
longitud de 10.703 nucleotidos, el extremo §" del genoma tiene una caperuza con
un nucledtido metilado y el extremo 3" no presenta la cola de poli A (Buchen-

Osmond, 2003).
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El genoma del virus esta compuesto por 3 genes que codifican para proteinas
estructurales, nucleocapside o proteina del nucleo (C), proteina asociada a
membrana (M), y la proteina de la envoltura (E) y 7 genes que codifican para 7
proteinas no estructurales (NS). Los dominios responsables para la neutralizacion,
fusion e interaccion con los receptores del virus estan asociados con la proteina
de la envoltura. El orden de las proteinas codificadas es: 5- C-PrM(M)-E-NS1-

NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5- 3° (Dengue, 2001).

El acido nucleico esta rodeado por una capside de isometria icosahédrica
constituida por la proteina C que esta unida por medio de la matriz a la membrana
externa; esta envoltura contiene proyecciones glicoproteicas que corresponden a
la proteina E (Figura 1), que posee sitios antigénicos que desencadenan la
produccion de anticuerpos neutralizantes los cuales son responsables de las
reacciones cruzadas con otros //avivirus y anticuerpos potenciadores responsables

de la invasion viral a la célula huésped (Ocazionez, 1993).

1.2.3 EL VECTOR

Existen aproximadamente 29 especies del género Aedes, siendo el Aedes
albopictus y el Aedes aegypli las principales especies involucradas en la
transmision natural del dengue. El A. Albopictus es una especie antropofilica y rara

vez se encuentra en bosques naturales (Vazeille efa/, 2001).
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El Aedes aegypties un pequeno insecto blanquinegro con rayas en el dorso y en

las patas (Figura 2).

El Ae. aegypl;, como todos los mosquitos, tiene dos etapas bien diferenciadas en
su ciclo de vida: Fase acuatica con tres formas evolutivas diferentes: (Huevo, larva
y pupa) y fase aérea o de adulto (Figura 3).

La fase acuatica dura aproximadamente siete dias, con rangos entre tres y doce
dependiendo de la temperatura. Los huevecillos soportan la desecacion hasta de
un afio, por eso es muy frecuente encontrar grandes cantidades de larvas en las
temporadas de lluvias, en diversos recipientes. El periodo de larvas comprende
cuatro grados evolutivos denominados primeros, segundo, tercero y cuarto. El
tiempo aproximado para pasar de un grado a otro, es de aproximadamente 48
horas. El estado de pupa corresponde a la ultima etapa de maduracion de la fase
acuatica. De ahi emerge (del agua) el mosquito que corresponde a la fase aérea.
Una vez que los mosquitos han emergido, se alimenta por primera vez entre las 20

y las 72 horas posteriores.

La supervivencia de los mosquitos depende de la capacidad para alimentarse,

reproducirse, protegerse y dispersarse. Generalmente, el apareamiento se realiza

cuando la hembra busca alimentarse, una vez copulada e inseminada la hembra,
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el esperma que lleva es suficiente para fecundar todos los huevecillos que

produce durante su existencia, no aceptando otra inseminacion adicional.

El horario de actividad de picadura de los mosquitos es en horas de baja
intensidad de la luz solar, en general, se inicia al amanecer (6:00 a 8:00 hrs.) o
antes del anochecer (17:00 a 19:00 hrs.). Las curvas de actividad alimenticia
muestran que hay dos periodos de mayor actividad, mas durante el alba que por
las noches. Sin embargo, la alimentacibn puede estar condicionada a la
posibilidad de obtener sangre de los habitantes de las casas, pudiendo modificar

su actividad y picar aun en horas de la noche y en el dia.

El periodo de vida del mosquito adulto se ve afectado por las caracteristicas
climaticas, principalmente la temperatura, pues condicionan sus actividades de
alimentacion, reproduccion y reposo. A una temperatura inferior a 4°C o superior a

los 40°C generalmente no sobreviven ( Secretaria de Salud, 2002).

1.3.1 CADENA DE TRANSMISION DEL DENGUE

Para iniciar el ciclo de transmision, el humano necesita desarrollar una viremia que
permita la infeccion del zancudo, lo cual sucede cuando el zancudo, Aedes
aegypt, pica a un enfermo de 6 a 8 horas antes de la fiebre y durante la etapa

febril. Después de la ingestion del virus, los titulos de este en el zancudo
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disminuyen en la fase llamada “eclipse” o de incubacion extrinseca que dura de 1

a 4 dias. Esta fase es seguida por la rapida replicacion del virus.

El virus dentro del zancudo hembra infectado necesita pasar el “umbral de
infeccion” y la barrera mesenteronal, para esto se da la diseminacion del virus a
través de la hemolinfa, facilitando la infeccién y la multiplicacion del virus en las
glandulas salivales. Una vez infectado, el zancudo sera capaz de transmitir la
infeccion, entonces pica a un ser humano sano y cierra la cadena de transmision

al desarrollar este una alta viremia (Luna efa/, 1993) (Figura 4).

1.4 RT-PCR

El genoma de muchos virus de importancia clinica esta compuesto de ARN, los
mas sobresalientes, en esta clase, son el Virus de la Inmunodeficiencia Humana

(VIRH), el Virus de la Hepatitis C (HCV), la familia de Enterovirus (EV) y Arbovirus.

Dado que el ARN usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor, es
necesario hacer una transcripcion reversa (RT) antes de iniciar la amplificacion por
PCR. La transcripcion reversa genera una copia de la hebra de ARN, una copia es
ADN complementario (ADNc) que es empleado para la metodologia de PCR
(Roche, 2003).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica "in vitro" que imita la
habilidad natural de la célula de duplicar el ADN, es una tecnologia patentada que

genera multiples copias de una secuencia especifica de nuclettidos de un
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organismo y provee un mecanismo para detectar cantidades diminutas de
organismos con alta especificidad. En el campo del diagnostico clinico, los
laboratoristas pueden tomar una muestra minima de material genético, copiar la
secuencia de interés las veces necesarias y generar suficiente cantidad de
muestra para detectar la presencia o ausencia de patdgenos y en muchos casos

realizar la cuantificacion del mismo (Roche, 2003).

Los pasos de la RT-PCR son:

1. Transcripcion reversa: Union del cebador a la secuencia de RNA objetivo.

2. Transcripcion reversa: La polimerasa RT cataliza la extension del cebador

mediante la incorporacion de nucleoétidos complementarios.

3. Fin de transcripcion reversa, se obtiene la hebra del ADNc complementario al

ARN.

4. PCR.

La PCR es un proceso que consta de tres pasos que forman un ciclo, el que se

repite un numero determinado de veces.

Un ciclo de PCR consiste de los siguientes pasos:

1.Denaturalizacion

2.Uni6n (alineacion)
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3.Extensién

Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que
automaticamente controla y alterna las temperaturas durante periodos
programados de tiempo para el numero apropiado de ciclos (usualmente 30-40

ciclos).

1.5 ANTECEDENTES

Los primeros relatos histéricos sobre el dengue mencionan la isla de Java en
1779 y Filadelfia (E.UA.) en 1780, como los primeros lugares donde se

reconocieron brotes de la enfermedad (Chiparelli eta/, 1996).

En Filipinas, en el 1954 se describié por primera vez, la fiebre hemorragica de
dengue o dengue hemorragico que desde entonces se ha constituido en una

amenaza cada vez mayor para la humanidad (Gonzalez efa/ 1993).

En el siglo XX la primera epidemia de dengue clasico en América, comprobada por
laboratorio, ocurrid en la region del Caribe y en Venezuela en 1963-1964
asociandose al serotipo DEN-3. El serotipo DEN-4 fue introducido en 1981 y
desde entonces los tipos 1,2 y 4 han sido transmitidos simultaneamente en
muchos paises donde Aedes aegypli esta presente. En el Caribe co-circulan
actualmente varios serotipos de dengue, incluyendo el DEN-3, introducido desde

1994 a partir de Nicaragua, el cual constituye un riesgo importante para la
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poblacion americana, que es extensamente susceptible a esta variante (Chiparelli

elal, 1996).

En Colombia durante la década de 1950 se logrd controlar la poblacion del Aeages
aegypl, en1968 se presenta la reinfestacion por este vector afectando la Costa
Atlantica, Pacifica, los Santanderes y los valles de los rios Magdalena y Cauca
(Luna efal 1993).

Desde 1970, después de la reinfestacion con Aedes aegyptis, en Colombia han
ocurrido varias epidemias de dengue con circulacion de los 4 serotipos. En
Colombia, en 1971 se aislo el virus dengue 2 y ha circulado desde entonces con el
dengue 1. El dengue 3 circul6 por un periodo corto a mitad de los afos 70 y no se
ha vuelto a presentar en nuestro territorio. En 1984 comienza a circular el dengue

4 (De la Hoz, 1993).

A partir de 1991 — 1992, se inicia en Colombia la ocurrencia de casos de dengue
hemorragico. Para 1990 la tasa por 100000 habitantes era de 0.11, la cual
asciende en 1998 a 12.4 por 100.000 habitantes y en 1999 desciende nuevamente
a 2.6 casos por 100000. En 1999, los departamentos que reportaron un mayor
numero de casos fueron: Santander, Quindio, Cundinamarca, Norte de Santander

y Caqueta ( Ministerio de Salud, 2001).

El Sistema Nacional de Salud confirm6é 139 casos de dengue clasico y

hemorragico durante los anos 1991 y 1992. En el area metropolitana de
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Bucaramanga se detectd el primer caso en enero de 1992, comenzando un brote
que se convirtid en la epidemia mas numerosa y amenazadora que se ha
presentado de dengue hemorragico en Colombia hasta ahora y es la tercera en

importancia por el numero de casos en toda América (Gonzales efal, 1993).

En el departamento de Sucre, no se encuentra informacion oficial sobre la
aparicion de los primeros casos de la enfermedad. Los datos estadisticos sobre el

numero de casos se referencian a partir del afio 1995 (Grafica 1).

En estas epidemias se realizaron estudios donde se emplearon fundamentalmente
los ensayos inmunoenzimaticos (Artimos De Oliveira efal, 1998), por ejemplo: para
el diagnostico de la infeccion de virus de dengue en trabajadores se utilizd un
ensayo serologico de un ELISA comercial que es un procedimiento mas facil y
menos costoso que la inhibicidn de la hemoaglutinacion y la deteccion del virus
por RT-PCR. El ELISA es un ensayo estandar no cuantitativo disefado para el
diagnostico de infeccidon primaria y secundaria del virus dengue por evaluacion de
anticuerpos de 1gG e IgM, pero la reactividad cruzada entre varios flavivirus crea
un problema potencial para tal diagnostico reportando resultados falsos positivos

(Cuzzobbo efal 1996).

Sin embargo, datos obtenidos de otras publicaciones muestran que cuando el
ELISA indirecto es evaluado en comparacion con la prueba de inhibicion de la

hemoaglutinacion en 100 sueros durante un brote en Australia, la sensitividad y
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especificidad fue de 99.2% y 96.2% respectivamente (Cuzzobbo €/a/1996). El
ELISA de captura de IgM reporta tener una especificidad de 94% para la infeccion

primaria a los 5 dias de la enfermedad (Vaughn ef/a/, 1999).

Del mismo modo Artimos De Oliveira (1998) demostrd en un estudio de
diagnostico de infeccion de dengue por deteccion de anticuerpos de IgM que la
infeccion puede ser detectada en muestras de saliva de pacientes, y que la
sensitividad de la prueba de ELISA fue del 80% en muestras de saliva
recolectadas a los 5 dias después de iniciada la enfermedad y una sensitividad del
90% en muestras recolectadas a los 10 dias después. La especificidad de la

prueba fue del 100%.

Estos resultados demuestran que para un diagnostico satisfactorio utilizando la
prueba de ELISA se debe hacer con dos muestras pareadas: una muestra en la
fase aguda (0-5 dias) después del inicio de los sintomas y una segunda muestra
en la fase convaleciente (8 dias) después del inicio de los sintomas, las cuales
permitan establecer un aumento en los titulos entre las dos muestras (Rodriguez,

2003).

Aungue estos métodos son confiables y permiten obtener resultados
reproducibles, el desarrollo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
una técnica de amplificacidn de ADN 7 wilro, ha sido aplicada rapidamente al

diagnodstico de las infecciones por el virus del dengue; estas técnicas de PCR
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poseen diversas ventajas sobre las técnicas inmunologicas convencionales
(Dominguez eial 1997), como detectar cantidades diminutas del virus con alta

especificidad.

Usando la RT-PCR se pudo determinar el virus del dengue en muestras de suero

diluido con un nivel de sensitividad similar al de un ensayo de foco fluorescente

cuantitativo de virus de dengue en cultivo de células (Sudiro efa/, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar que serotipos del virus del dengue causan la enfermedad en Sincelejo

mediante técnicas moleculares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar que serotipo(s) del virus del dengue circulan en el area urbana de
Sincelejo.
e Estudiar el comportamiento epidemiologico de la enfermedad del dengue en

Sincelejo.
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3. METODOLOGIA

3.1 ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO

En este estudio se incluyeron todas aquellas personas, que ingresaron al Hospital
Regional de |l Nivel de Sincelejo, en el periodo comprendido entre marzo del 2003
y febrero del 2004, con sintomas de padecer infeccion por dengue y de caso
autéctono. A estos pacientes se les solicitd su consentimiento informado segun lo
consignado en el decreto 008430 que rige desde 1999 emitido por el Ministerio de
Salud (Anexo A) y posteriormente se les diligencio la ficha epidemioldgica de
investigacion de casos como lo recomienda el Ministerio de Salud y el Instituto

Nacional de Salud (Anexo B).

Las muestras de sangre (5 mL), utilizadas en este estudio, fueron tomadas de 18
pacientes, con 3 dias o mas de iniciados los sintomas y que se reportaron como
caso probable, caso confirmado, caso compatible o caso sospechoso de dengue
clasico o hemorragico segun los criterios de inclusion definidos por el Ministerio de
Salud y el Instituto Nacional de Salud (Ministerio de Salud e Instituto Nacional de

salud, 2001) (Anexo C).
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Ademas, utilizando los resultados reportados por el ELISA de captura realizado
por DASSSALUD con el estuche “UMELISA IgM plus” se seleccionaron 29 sueros

que también se incluyeron en el estudio.

3.2 PRUEBA ESTADISTICA

Se realizo un estudio descriptivo-retrospectivo de las fichas epidemiologicas de los
pacientes; para el procesamiento de los datos se utilizo el programa Epi-info 2002
y para el analisis estadistico se usaron tablas de frecuencias relativas en las que

se involucraron todos los casos incluidos en el estudio.

3.3 PRUEBAS DE LABORATORIO

3.3.1 EXTRACCION DE ARN

La obtencion del ARN viral para todos los sueros se realizé utilizando el
procedimiento recomendado por el fabricante del reactivo TRIZOL (INVITROGEN),
especifico para extraccion de ARN, cuyos componentes principales son el

isotiocianato de guanidina y el fenol.

Se evaluaron dos protocolos de extraccion de ARN (protocolo 1 y protocolo 2) que
siguen pasos similares. Para ambos protocolos se tomaron 5 ml de sangre total

sin anticoagulante y se separd el suero por centrifugacion a 2500 rpm por 15
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minutos. En el protocolo 1, la lisis celular y el aislamiento viral se hacen en un solo
paso adicionando conjuntamente a 300 pl de suero, 300 ul de trizol y 240 ul de
cloroformo alcohol isoamilico, seguido de una centrifugacion a 12.000 rpm por 15
minutos a 4 °C, obteniéndose una fase acuosa; a diferencia del protocolo 2 donde
se hizo la lisis celular y el aislamiento viral agregando 300 ul de suero y 300 pl de
trizol y centrifugando a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, el sobrenadante que
contenia el ARN se transfirid a un nuevo tubo y se adicion6 60 ul de cloroformo, se
incubo por 3 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugo hasta obtener la
fase acuosa que contenia el ARN. Esta fase acuosa obtenida en ambos protocolos
se le adicion6 isopropanol para precipitar el ARN viral. En el protocolo 1, se le
agrego un volumen igual de isopropanol y se incubod por 3 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugo a 12.000 rpm por 20 minutos;, mientras que en el
protocolo 2, se precipitd con 150 ul de isopropanol y se incub6 por 10 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugo a 10.000 rpm por 10 minutos a 5°C. El
precipitado obtenido en cada protocolo fue lavado con 300 pul de etanol al 75 %,
secado a temperatura ambiente y resuspendido en 15 pl de agua libre de Rnasa

tratada con dietilpirocarbonato al 0.1 %.
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3.3.2 RT-PCR

3.3.2.1 Controles positivos

Los controles positivos para los cuatros serotipos del virus del dengue utilizados
en la estandarizacion de la RT-PCR (Tabla 1), fueron donados por la doctora

Maria del Pilar Bernal, Virologa del Instituto Nacional de Salud.

3.3.2.2 RT-PCR de las muestras

A 20 Jl de buffer de PCR se le adicionaron 5 pl de ARN extraido de cada muestra,
este buffer contenia la siguiente mezcla: 7.5 pl agua tratada con DEPC, 50 mM
de KCI, 10 mM de Tris, Triton X-100 al 0.1%, los 4 deoxinucleotidos trifosfato a
una concentracion de 200 uM, cloruro de magnesio 1.5 mM, Taq DNA polimerasa
(INVITROGEN) a una concentracion de 0.025 U / ul de reaccion, 0.025 U/ pl  de

reaccion de transcriptasa inversa AMV (INVITROGEN).

Para la amplificacion de las muestras se probaron dos concentraciones diferentes

de cebadores, 0.5 uMy 0.25 uM.

Para cada muestra incluida en el estudio, se prepararon 4 reacciones donde cada
reaccion contenia el cebador universal (D1) y un cebador especifico para cada
serotipo: dengue 1 (TS1), dengue 2 (TS2), dengue 3 (TS3) y dengue 4 (DEN 4).
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La transcripcion reversa fue llevada a cabo a 42 °C por 60 minutos seguido por 60
ciclos de amplificacion de 90 °C por 30 segundos, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por 2

minutos, con una extension final de 72 °C por 5 minutos.

La secuencia de los 5 cebadores que se emplearon en la metodologia fue la

utilizada por Harris y colaboradores en 1998 :

D1: 5-TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G
TS1: 5- CGT CTC AGT GAT CCG GGG G

TS2: 5’- CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG

TS3: 5’- TAA CAT CAT CAT GAG ACAGAGC

DEN 4. 5- TGT TGT CTT AAA CAA GAG AGG TC

Estos cebadores se alinean en el genoma del virus como lo muestra la tabla 2.

3.4 ELECTROFORESIS

Al final de la amplificacion 12 pl del producto amplificado, fueron mezclados con 3
Ml de Orange G, y examinados por corrido electroforético en gel de agarosa al
1.5% a 90 Voltios utilizando un buffer de corrido Tris Borato Edta (TBE) 1X. La
tincion de los geles de corrido se realizé con una solucion de Bromuro de Etidio
5ug/mL. Para observar las bandas de los productos amplificados se utilizd el

transiluminador de luz ultravioleta UV Transilluminator UVYP modelo TM-10E.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO SEROEPIDEMILOGICO

En este estudio fueron revisadas 47 fichas epidemiologicas de pacientes
ingresados en el Hospital Regional de |l Nivel de Sincelejo y con posible
diagnostico de dengue, estas fichas fueron analizadas y clasificadas segun la

edad, sexo, manifestaciones clinicas y localidad.

Usando las variables de numeros de casos y edad (Gréfica 2), se demostrd que el
grupo mas afectado por infeccion del virus del dengue resulto ser el rango de edad
comprendido entre 1 y 10 afos, seguidos por el grupo de pacientes menores a 30

afos.

Estudiando las variables de numero de casos y el sexo, se encontré que el 60.5%
de los pacientes incluidos en el estudio corresponde al sexo femenino y el 35.5 %

al masculino (Grafica 3).

Entre las principales manifestaciones clinicas (Tabla 3) figuraron: fiebre, cefalea,

dolor abdominal, mialgias, entre otras.
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Estas manifestaciones clinicas son las mas comunes en casos de dengue clasico.
Como se pudo observar, no se presentd un porcentaje alto de signos

hemorragicos.

En toda el area urbana del municipio de Sincelejo, se presenta la enfermedad del
virus del dengue; sin embargo, existen barrios en los cuales el numero de casos
es mayor, como lo muestra la tabla 4, donde los barrios Ciudadela Universitaria,
La Selva y El Cortijo presentaron un mayor porcentaje; 17.2%, 16% y 15.9%,

respectivamente para un total de 49.1% entre estos barrios (Figura 5).
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4.2 PRUEBAS DE LABORATORIO

4.2.1 EXTRACCION DE RNA

El trizol resultd ser un reactivo eficiente para la extraccion de RNA..

De los dos métodos evaluados, el protocolo uno no mostré buenos resultados
para la extraccion de RNA de dos muestras positivas para dengue, esto se
evidencid en el momento de realizar el corrido de las muestras positivas
amplificadas por RT-PCR; los corridos electroforéticos mostraron que con el

protocolo dos se observaron los fragmentos esperados (Fotografia 1).

422 RT-PCR

4.2.2.1 RT-PCR de controles positivos

Para una optima amplificacion de los controles positivos se probaron dos
concentraciones de cebadores, 0.5 yM y 0.25 yM. La concentraciéon de los cebadores

a 0.5 pM o mostré ningun fragmento; utilizando los cebadores a la concentracion de 0.25

MM se obtuvo un fragmento claro para el control positivo Den-3 (Fotografia 2).

Otro parametro que se evalud fue la concentracion de los controles positivos; la dilucién

1:2 fue la concentraciéon a la cual se pudieron amplificar estos controles (Fotografia 3).
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4.2.2.2 RT- PCR DE LAS MUESTRAS

Para realizar el procedimiento de deteccidn y tipificacion del virus del dengue, se
empled el método de extraccion viral desarrollado con el reactivo Trizol y se

combino con la RT-PCR.

Al procesar las muestras por RT-PCR, se encontraron 26 casos de dengue, 24
fueron de dengue clasico, 2 de dengue hemorragico y el resto negativas para
dengue. En la serotipificacion por RT-PCR los resultados mostraron que el
serotipo de mayor circulacion en el area urbana de Sincelejo fue el serotipo 2
(Fotografia 4) con 17 casos, luego el serotipo 3 (Fotografia 5) con 7 casos, y el
menos circulante el serotipo 4 (Fotografia 6) con 4 casos. Los dos casos de

dengue hemorragico fueron causados por los serotipos 2 y 3 (Grafica 4).
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DISCUSION

La fiebre del dengue, y su forma severa la fiebre hemorragica del dengue resultan
de la infeccidn por uno o mas de los 4 serotipos del virus del dengue. La fiebre del
dengue ha prevalecido en los ultimos afos, se estima que 80 millones de
personas que viven en las regiones tropicales son afectadas anualmente

(Dominguez efal, 1997).

En esta investigacion se realizé la identificacion y la tipificacion del virus a partir

de muestras clinicas utilizando la RT-PCR.

El RNA utilizado para el procedimiento de RT-PCR, fue extraido de 47 muestras
de suero, utilizando 2 protocolos de extraccion. De los dos métodos para extraer
ARN viral, probados en este estudio, el protocolo dos permitio obtener ARN de la
muestra utilizada. Esto pudo ser debido a que en este protocolo se di6 una mejor
desnaturalizacion de proteinas y aislamiento del ARN al dejar actuar
individualmente al TRIZOL, cuyo componente principal es el Isotiocianato de
Guanidina y el Fenol que son especificos para la desnaturalizacién de proteinas y
el aislamiento del ARN; a diferencia del protocolo uno donde se adicion6 con el
Cloroformo, actuando los tres reactivos conjuntamente. Ademas, el protocolo dos
presentd mayores tiempos de incubacion obteniéndose un mejor precipitado del

ARN con Isopropanol.
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El protocolo dos utilizado en este estudio, desarrollado siguiendo las instrucciones
del fabricante del estuche para extraccion de ARN-INVITROGEN, fue eficiente
para le extraccion del ARN del virus del dengue y ademas es un método cuyo
costo es menor en comparacion con otros metodos de extraccion, como el descrito
por Lanciotti y otros (1992), cuyos reactivos (lIsitiocianato de Guanidina, Fenol,
Mercaptoetanol y Sarkosyl) en forma individual generan un mayor costo y mayor

manipulacion.

Para la aplicacion y la optimizacion de la técnica RT-PCR se deben tener en
cuenta ciertos parametros, tales como la concentracion de cebadores y las
temperaturas de extensidon y alineamiento que son fundamentales para la
obtencidn de resultados 6ptimos (Loffert efa/, 1999). Por tal motivo fue variada la
concentracion de los cebadores y los mejores resultados se obtuvieron a una
concentracion de 0.25 uM, que es la mitad de la concentracion usada inicialmente,
0.5 uM. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Raengsakulrach efa/
(2002) donde la disminucion a la mitad de la concentracion de los cebadores
usados en la RT-PCR de especimenes clinicos con dengue, redujo las bandas no

especificas en el gel.

De las 47 muestras procesadas por RT-PCR, para deteccion vy tipificacion del virus
del dengue, realizado en el laboratorio de Ciencias Biomédicas de la Universidad
de Sucre, se encontraron 26 casos positivos para dengue, de los cuales 24 fueron

de dengue clasico y 2 de dengue hemorragico. En este caso los resultados
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negativos se deben, posiblemente, a que las muestras no fueron procesadas
inmediatamente sino que se almacenaron a -20°C para su posterior
procesamiento; siendo — 70°C la temperatura optima para la conservacion de un
virus de ARN, motivo que pudo conllevar a la degradacion del ARN impidiendo la

identificacion del virus por la RT-PCR.

La RT-PCR mostrd como serotipos circulantes causantes de la enfermedad del
dengue en el area urbana de Sincelejo, a los serotipos DEN-2, DEN-3 y DEN-4; lo
cual se confirmé con el hallazgo de fragmentos amplificados que corresponden, en
su tamafno, a los reportados por Harris €fa/ (1998) quienes encontraron
fragmentos de 482 pb para DEN-1, 119 pb para DEN-2, 290 pb para DEN-3 y 389

para DEN-4.

Los resultados mostraron ademas, que el serotipo de mayor circulacion fue el
serotipo 2 y el menos circulante el serotipo 4. Estos resultados concuerdan con los
reportados por el Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud 2001, donde
reportan la circulacion de los 4 serotipos del virus del dengue en el pais. En
Colombia en 1971 se aislo el virus del dengue 2 y ha circulado desde entonces
con el dengue 1. El dengue 3 circulé por un periodo corto a mitad de los afios 70 y
en el 2001 se ha vuelto a presentar en el municipio de Floridablanca,
departamento de Santander. Y respecto a la circulacion del dengue 4, este

comienza ha circular en el afio 1984.
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Los registros del Departamento de Microbiologia de la Universidad del Valle
mostraron, en el 1987, la circulacion simultanea del dengue 1 y el dengue 2, en el
1990 y en el 1991 dengue 1 y dengue 4, y en el 1992 dengue 1, 2 y 4 (Rosso €la/,

1994).

En este estudio se relacion6 la patogenicidad de los serotipos que causan dengue
en Sincelejo, teniendo en cuenta la cantidad de sintomas que presentaban los
afectados, y también el recuento de plaquetas en los primeros 2 dias de
hospitalizacion. Basado en estos parametros encontramos que el serotipo 2 causa
un mayor numero de sintomas que el serotipo 3; el reporte de recuento de
plaguetas no mostrd grandes diferencias ya que todos los pacientes presentaron
plaguetopenia menor a 200.000/mm?®. Sin embargo, no se puede asegurar que la
sintomatologia sea mas severa cuando es causada por el serotipo 2; para poder
afirmar esto se necesitaria conocer la evolucion del paciente desde el inicio de la

enfermedad.

Ademas de este estudio molecular, se realizé un estudio seroepidemiologico con
los 47 pacientes incluidos en la presente investigacion mostrando que el grupo
mas afectado por infeccion con dengue fue el rango de edad entre 1 y 10 afios.
Estos resultados son similares a los descritos por Arguelles efa/ (1997), en la
evaluacion nutricional de niflos afectados por dengue, encontrando que el grupo
de mayor afeccion fue el rango de edad entre 2 y 15 afos. De igual manera, en

Asia tropical se observd dengue hemorragico y sindrome de choque de dengue en
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nifos menores de 15 anos de edad, las tasas de letalidad y hospitalizacion fueron

la tercera parte en ninos (Organizacion Panamericana de la Salud, 2002).

El analisis de los resultados encontrados en la incidencia de la enfermedad sobre
el sexo revel6 una afeccion mayor en el sexo femenino (60.5 %) a diferencia del
masculino. En un estudio realizado por la Organizacion Panamericana de la Salud
(1998), se reportd una alta afeccion en las nifias. A diferencia de los resultados
encontrados por Orozco ela/ (1998), donde la enfermedad prevalecid en el sexo
masculino con un porcentaje de 71.4 %, sobre el femenino con 28.6 %; lo que

sugiere que la infeccidn por dengue no tiene predileccion de sexo.

Entre las manifestaciones clinicas mas comunes estuvieron fiebre, cefalea y dolor
abdominal; el bajo porcentaje observado de signos hemorragicos se debe a que
no hubo un gran numero de casos de fiebre de dengue hemorragico reportados en
el municipio de Sincelejo a lo largo del ano 2003 (DASSSALUD, Departamento de
Epidemiologia , 2003). Este descenso tanto del dengue hemorragico como del
clasico se debid posiblemente al ajuste en la definicion de casos realizado por el
Ministerio de proteccion Social en Salud y aplicado a este municipio; sin embargo,
el poco compromiso comunitario para combatir el dengue ha afectado de alguna

forma a todos los municipios del departamento (DASSSALUD, 2003).

Los barrios Ciudadela Universitaria (17.2 %), la Selva (16 %) y el Cortijo (15.9 %)
fueron los mas afectados por la enfermedad del dengue, esto puede ser debido a

gue estas zonas presentan ciertas condiciones como son almacenaje abierto de
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aguas y estancamientos de aguas lluvias que permiten la perpetuacion de los
criaderos del mosquito vector (Secretaria de Salud, 2002). Ademas, por ser
Sincelejo una ciudad en progreso presenta cambios demograficos como la
urbanizaciéon incontrolada y el continuo crecimiento de la poblacion originando un
almacenaje inadecuado de las aguas, y mal manejo del sistema de aguas
residuales que incrementan la densidad de la poblacidn del Aedes aegypti 'y

facilita la transmision de la enfermedad del dengue (Secretaria de Salud, 2002).
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6. CONCLUSIONES

Con la RT-PCR se confirmo la presencia del virus en pacientes sospechosos con
dengue y ademas, permitid determinar en forma satisfactoria los serotipos del

virus que causaron la enfermedad.

Los serotipos causantes de la infeccion por virus del dengue en el casco urbano
del municipio de Sincelejo en el afio 2003 fueron los serotipos DEN- 2, serotipo

DEN- 3y el serotipo DEN- 4

El serotipo de mayor circulacion fue el serotipo DEN- 2 con un porcentaje de 34 %,
seguido por el serotipo DEN-3 con un porcentaje de 15 % y el serotipo DEN- 4 con

12.6 %.

Con el método del trizol, se logro obtener ARN viral en muestras de pacientes que

tenian mas de 8 dias de iniciados los sintomas.
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La concentracibn mas adecuada en la utilizacion de los cebadores para la

amplificacion fue 0.25 micromolar.

El andlisis de las fichas epidemioldgicas demostrd que los barrios mas afectados
fueron La Ciudadela Universitaria, La Selva y El Cortijo; por presentarse en ellos el

mayor numero de casos.

Se demostrd que la poblacién mas afectada por esta enfermedad, en el ano 2003,

fueron los nifios menores de 10 afos.

Los sintomas mas frecuentes en los pacientes con dengue fueron: Fiebre con
99.6%,cefalea con 76.1%, dolor abdominal con 54.5%, siendo los sintomas

hemorragicos los de menor frecuencia.
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RECOMENDACIONES

Emplear la técnica RT-PCR seria util con mayor regularidad en estudios de
diagnostico donde la identificacion del virus del dengue sea dificil de hacer debido

a bajos titulos virales en suero.

Se recomienda hacer un seguimiento al paciente con enfermedad del dengue
desde el primer dia de hospitalizacion, para poder establecer la relacion misma,

entre la gravedad de la enfermedad y el serotipo causante de la misma.

Determinar los serotipos y subtipos que causen la enfermedad del dengue en

todo el departamento de Sucre.

Realizar mas a menudo proyectos de este tipo, donde identifiquen el agente
causante de la enfermedad, para que las campafias de control difundidas a las
demas entidades prestadoras de salud combatan en forma directa y efectiva la

enfermedad.
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ANEXOS

ANEXO A.. Formato de Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
PROGRAMA DE BIOLOGIA CON ENFASIS EN BIOTECNOLOGIA
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

DETERMINACION DE LOS SEROTIPOS DEL VIRUS DEL DENGUE EN
SINCELEJO UTILIZANDO LAS TECNICAS RT-PCR Y ELISA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo he sido informado(a) por los
estudiantes de Biologia con énfasis en Biotecnologia de la Universidad de Sucre,
Yaleyvis Buelvas y Ana Maria Escamilla, sobre el trabajo que realizan en Dengue
en el municipio de Sincelejo, utilizando para ello téecnicas de biologia molecular,
motivo por el cual me tomaran una muestra de sangre periférica con el fin de

diagnosticarme IgM contra dengue y PCR para detectar presencia de ARN de
Dengue.

Este trabajo también maneja todas las garantias que me ofrecen, admito que
estoy de acuerdo a participar en este trabajo de investigacion.

Firma y cédula del paciente aprobando su consentimiento
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ANEXO B. Criterios de Inclusion para Dengue segun la Organizacidon Mundial de
la Salud (OMS)

Dengue Clasico: manifestaciones, fiebre alta, cefalea, malestar general, dolor
retroocular, mialgias, artralgias, erupcion maculo-papular, que pueden confundirse
facilmente con otros exantemas virales. El periodo de incubacion va desde 3 a 14
dias, siendo generalmente 4 a 7 dias. Las hemorragias cutaneas son frecuentes
(prueba del torniquete positivo, petequias o ambas) siendo importante diferenciar
las formas hemorragicas inusuales (hemorragia gastrointestinal) en un cuadro de
Dengue clasicos, del Dengue hemorragico.

Dengue hemorragico. ademas de la fiebre o antecedente reciente de fiebre se
debe verificar: 1) por lo menos una de las siguientes manifestaciones
hemorragicas: a) prueba del torniquete positiva, b) petequias, c) equimosis o
purpura d) hemorragia de las mucosas, tracto gastrointestinal, lugares de puncion
y otros 2) trombocitopenia menor de 100,000 mm3. 3) extravasacion de plasma
que se evidencia por cifras de hematocrito mayores al 20% del basal, descenso
del hematocrito mayor del 20% después del tratamiento y derrame pleural, ascitis
o hipoproteinemia. Si a todo esto se agregan ademas signos de colapso
circulatorio: pulso rapido y débil, presion diferencial disminuida a 20 mmHg o
menos, hipotensidn ortostatica, piel fria y humeda y alteracion del sensorio,
estaremos frente a un Sindrome de Shock por Dengue (SSD).

Clasificacion de Caso

Caso Probable
Todo caso que llene los criterios de una de las descripciones clinicas de caso.

Caso Confirmado

En momentos no epidémicos: caso probable de Dengue clasico, hemorragico o de
SCD confirmado por alguno de los criterios de laboratorio para el diagnostico.

En momentos epidémicos declarados por la autoridad sanitaria: se consideraran
casos confirmados aquellos que llenen los criterios de caso probable de Dengue
clasico, Hemorragico o SCD, por tanto no es necesario realizar pruebas
serologicas al total de casos probables.
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ANEXOQO C. Ficha Epidemiologica para Dengue.

MINISTERIO DE SALUD
DIRECCION DE EPIDEMIOLOGIA
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

FICHA NACIONAL PARA INVESTIGACION DE CASOS SOSPECHOSOS DE DENGUE

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Fecha de Registro

Departamento de Sucre — Municipio _ Localidad
Direccion

Teléfono Nombre

Edad __ Sexo___ Lugar probable de infeccion

Padeci6 en el pasado dengue: Si____ No___ Fecha aproximada DIA___ MES___ ANO

Donde Hay actualmente casos febriles: En la familia__ En la vecindad __

MADRE PADRE

2. DATOSCLINICOS

Fecha inicio sintomas y signos: DIA___ MES___ ANO____
Fecha de consulta: DIA___ MES___ ANO___ Hospitalizaciéon Si__ No__
Donde__ Fecha de Hospitalizacién: DIA___ MES__ ANO

Ambulatorio Fecha recepcién muestras INS: DIA___ MES___ ANO

MANIFESTACIONES HEMORRAGICAS
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Fiebre__ Cefalea__ Dolor Retrocular__ Fotofobia__ Mialgias__ Brote_ Nauseas__ Vémitos__
Diarrea__ Escalofrios__ Dolor Abdominal___ Astenia__ Adinamia__ Adenopatias__ Petequias__
Equimosis__ Epistaxis__ Gingivorragia__ Hematemesis__ Metrorragia __ Melenas___
Hepatomegalias__ Hematuria__

Prueba de Torniquete (1) Positiva____ Negativa____

Prueba de torniquete (2) Positiva ____ Negativa____

Tension Arterial (1) /___/FechaDIA__ MES__ ANO
Tension Arterial (2) /___/FechaDIA__ MES__ ANO

Tension Arterial (3) /___/FechaDIA__ MES__ ANO

3.LABORATORIO CLINICO
Hematocrito (1) __ % Fecha DIA___ MES___ ANO
Hematocrito (2) % Fecha DIA___ MES___ ANO

Hematocrito (3) __ % Fecha DIA___ MES___ ANO

Recuento de Plaquetas (1) /mm®Fecha DIA__ MES___ANO___
Recuento de Plaquetas (2) /mm?>Fecha DIA.__ MES__ ANO__
Recuento de Plaquetas (3) /mm®Fecha DIA.__ MES__ ANO__
SUEROS

Fecha toma de muestra: DIA___ MES___ ANO

Fecha de resultados: DIA___ MES___ ANO___ Aislamiento viral

SEROLOGIA

Suero Fecha D1 D2 D3 D4

1

2

57



Diligenciado por Cargo

Institucién:

Firma

Fuente: Hospital Regional de Il Nivel de Sincelejo
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