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ARTICULO

Serotipos de dengue en México durante 2009 y 2010
Dengue serotypes in Mexico during 2009-2010
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RESUMEN

Introduccién. El dengue en México es un problema prioritario de salud publica. Desde el 2008 el Departamento para la Vigilancia Epide-
mioldgica y Virolégica del INDRE implementd un nuevo algoritmo de diagnéstico del dengue, que utiliza la Red de Laboratorios Estatales
de Salud Publica, para favorecer la representatividad geografica, la oportunidad, la sensibilidad y la especificidad de la informacion que
se obtiene.

Métodos. La identificacion de serotipos se realizé a partir de muestras positivas a la proteina NS1 por ensayo inmunoenzimatico (ELISA).
Las técnicas que se utilizaron fueron: aislamiento viral, PCR punto final y, desde 2009, RT-PCR en tiempo real (qQRT-PCR).

Resultados. En 2009 se analizaron 6,336 muestras; en 2,944 de éstas (46.6%) se identifico el serotipo DENV-1 que predominé sobre el
serotipo DENV-2; el serotipo DENV-3 sélo se identificé en dos casos en Guerrero y el serotipo DENV-4 en un caso en Chiapas. En 2010
se analizaron 2,013 muestras. Se identificé algun serotipo en 1,607 muestras (79.88%) y, nuevamente, el serotipo DENV-1 predominé
en todo el pais. En Chiapas se identificaron los serotipos DENV-1, 2 y 4 y en Jalisco los serotipos DENV-1 y 3. Ademas, se identifico la
circulacion del serotipo DENV-3 en Guerrero y aparecio el serotipo DENV-4 en San Luis Potosi.

Conclusiones. Por la seleccién de muestras para vigilancia virolégica de dengue mediante la positividad a la proteina NS1 y por la intro-
duccion de la técnica de gRT-PCR se optimizé la identificacion de serotipos circulantes. La alta endemia, los brotes en nuevas regiones,
el predominio del serotipo DENV-1 por varios afios y la introduccion lenta de otros serotipos, principalmente DENV-3, pueden favorecer
la aparicion de formas clinicas graves de dengue. La vigilancia epidemiolégica inteligente del dengue brindara informacién para un mejor
entendimiento de la enfermedad y promovera acciones para su control y prevencién.
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ABSTRACT

Background. Dengue is a public health priority in Mexico. Since 2008, the dengue diagnostic algorithm for epidemiological and virologi-
cal surveillance has been improved at INDRE and the public health laboratory network (RLESP) to optimize geographic representation,
opportunity, sensitivity and specificity of the produced information.

Methods. Dengue serotype identification is based on ELISA NS1 positive samples. Methods used are viral isolation, endpoint PCR and,
since August 2009, real-time PCR (qRT-PCR).

Results. In 2009, 6,336 serum samples were analyzed and 2,944 (46.6%) were positive for serotype identification. DENV-1 was detected
in greater proportion followed by DENV-2, and DENV-3 4 was only identified in two cases in Guerrero and DENV-4 in one case in Chia-
pas. In 2010, 2,013 serum samples were analyzed and 1,607 (78.8%) were positive for serotype identification. DENV-1 was predominant
throughout the country. In Chiapas, DENV-1, 2 and 4 were identified and in Jalisco DENV-1 and 3. DENV-3 was identified in Guerrero
again and DENV-4 was detected in San Luis Potosi.

Conclusions. The selection samples through NS1 positive samples and the introduction of qRT-PCR optimized serotype identification.
Hyperendemicity, outbreaks in new geographic areas, the predominant circulation of DENV-1 for several years and the slow reintroduction
of the other serotypes, mainly DENV-3, could increase clinical cases of severe dengue. An iintelligenti epidemiological surveillance program
would offer information for a better understanding of the disease and promote action for its control and prevention.

Key words: dengue serotypes, viral isolation, RT-PCR, dengue fever, dengue hemorrhagic fever.
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México, D.F., México Desde la aparicion del hombre las enfermedades virales han
Fecha de recepcion: 24-01-11 sido una de las principales causas del deterioro en la salud
Fecha de aceptacion: 27-01-11 del individuo. El dengue es la enfermedad viral transmitida
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por artropodos mas importante a escala mundial. La etiolo-
gia de la enfermedad fue descubierta a partir de 1940. En
la década de los cincuenta se tenia registro de nueve paises
con problemas de dengue; actualmente se reportan mas de
cien. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que mas de 2.5 mil millones de personas se encuentran
en riesgo de contraer la enfermedad. Estos datos parecen
no ser tan precisos debido al amplio espectro clinico que
se ha observado y a la presencia de personas infectadas
asintomaticas de las cuales no se tienen datos exactos.! En
Meéxico el dengue es considerado, a nivel nacional, como
un problema prioritario de salud publica. En 1995 México
contaba con 15 estados con circulacion viral; actualmente
se tienen detectados 29. En 2008 se detectaron entidades
con circulacion de mas de un serotipo al mismo tiempo.? La
hiperendemicidad promueve la presencia de reinfecciones
por serotipos diferentes, mismas que estan relacionadas
con la presencia de cuadros clinicos graves. La infeccion
con el virus de dengue (DENV) puede resultar como una
infeccion subclinica, con fiebre indiferenciada, pasando por
un cuadro febril parecido a influenza conocido como fiebre
por dengue (FD) hasta una manifestacion severa, con pre-
sencia de hemorragias, denominada fiebre hemorragica por
dengue (FHD) o el sindrome de choque por dengue (SCD).
El cuadro clasico de dengue es: fiebre, cefalea, mialgias,
artralgias, dolor ocular, nausea, vomito y, en algunos casos,
exantema; en los casos graves se presenta, ademas, dafio
hepatico dependiente de serotipo y hemorragias a cualquier
nivel (epistaxis, gingivitis, melena, etcétera).'

LaFDy la FHD son causadas por cualquiera de los cua-
tro serotipos del virus perteneciente al complejo dengue;
se trata de cuatro serotipos antigénicamente relacionados y
conocidos como DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4,
pertenecientes a la familia Flaviviridae, del género Flavi-
virus, que son transmitidos por la picadura del mosquito
hembra de las especies Aedes aegypti 'y Aedes albopictus.
La infeccion con un serotipo confiere inmunidad especifica
de por vida para ese serotipo e inmunidad parcial para los
otros tres serotipos durante los tres primeros meses después
de la infeccion.>¢

Las técnicas de laboratorio para la deteccidon de infec-
ciones por el virus de dengue se determinan dependiendo
del tiempo de iniciada la fiebre (Figura 1). EI DENV tiene
un periodo de incubacion de tres a siete dias (antes de que
se presente la fiebre) y contintia circulando en la sangre
hasta cinco dias después de iniciada la fiebre. Durante
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Figura 1. Técnica de diagndstico dependiente de inicio de fiebre.
Modificado de la referencia 7. FHD: fiebre hemorragica por dengue;
SCD: sindrome de choque por dengue; IHA: inhibicion de hemaglu-
tinacion; PNRT: prueba de neutralizacién por reduccion de placa

este periodo (fase aguda) el virus y el antigeno viral pue-
den ser detectados en el suero. Después del sexto dia de
iniciada la fiebre se pueden detectar los anticuerpos IgM
como diagnostico de infeccidon actual y, para el dia 14,
se pueden detectar los anticuerpos IgG. En reinfecciones
por serotipos diferentes se observa una respuesta inmune
anamnésica, en la cual la viremia es mas corta y los an-
ticuerpos IgM se detectan en un periodo mas corto y en
concentraciones menores; la concentracion de los anticuer-
pos IgG se incrementa en la fase aguda de la enfermedad.
Durante esta fase aguda se emplean métodos virologicos
para determinar el serotipo viral, como el aislamiento viral
en células de mosquitos [C6/36 (A. albopictus), AP61 (A.
pseudoscutellaris)] y en células de mamifero [ Vero (rifion
de mono verde), BHK21 (rifidén de hamster)], ademas de
los métodos de biologia molecular como la RT-PCR en
punto final y en tiempo real.” Las altas concentraciones de
antigeno viral NS1 durante la fase aguda de la enfermedad
permiten determinar mediante métodos inmunoenzimati-
cos (ELISA) las infecciones por DENV, mas no identificar
el serotipo infectante.?’

Los métodos seroldgicos para el diagnostico de infec-
cion aguda s6lo pueden realizarse con ELISA de captura
para la determinacion de anticuerpos IgM después de 6
dias de fiebre o con muestras pareadas de fase aguda y con-
valecencia de la primera semana y después de 2 semanas
de fiebre, para la determinacion del incremento del titulo
de anticuerpos IgG.'*"
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Con la necesidad de brindar un diagndstico oportuno y
eficaz el InDRE implementd, en 2008, un nuevo algoritmo
de diagnostico en el que se incluyen todas las técnicas
antes mencionadas. Actualmente México cuenta con una
Red de Laboratorios Estatales de Salud Publica (RLESP),
conformada por 30 laboratorios, que realizan la confirma-
cion del diagnostico de dengue mediante el uso de técnicas
inmunoenzimaticas para deteccion del antigeno viral NS1,
de anticuerpos IgM o de IgG, dependiendo del tiempo
de evolucion de la enfermedad cuando el paciente busca
atencion médica. Con el tamizaje de muestras positivas a
proteina NS1 se optimiza el muestreo para la identificacion
de serotipos de dengue en las muestras en las que el virus
esta presente y se seleccionan muestras de todo el pais.
Desde agosto del 2009 en el InDRE se implemento la técnica
de RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) para el diagnostico
de dengue; previamente se realizaba tipificacion con PCR
punto final. Durante la pandemia de influenza de 2009 fue
posible dotar a la RLESP con equipos para el qRT-PCR y
de entrenamiento en esta técnica para detectar influenza.
Esta tecnologia ha servido de base para el desarrollo y la
implementacion progresiva de la qRT-PCR para dengue, y
no so6lo en el InDRE sino también en la RLESP del pais.

No existe actualmente una vacuna para la prevencion
de la enfermedad ni tratamientos antivirales especificos. El
tratamiento de los pacientes con sospecha de padecer dengue
consiste en la rehidratacion, la administracion de antipiréti-
cos y de paracetamol; este Gltimo debe ser administrado con
precaucion. El acido acetilsalicilico esta contraindicado.!?

Una parte importante de la vigilancia epidemiologica
del dengue es la vigilancia virolégica que analiza la dis-
tribucion anual de los diferentes serotipos de DENV. Esto
permite identificar serotipos asociados a cuadros de mayor
severidad o predecir la posible variacion ciclica de estos
serotipos y, por tanto, el aumento de la susceptibilidad y el
mayor impacto de la enfermedad. En este trabajo describi-
mos la distribucién en México de los serotipos de dengue
circulantes en los Gltimos dos afios, demostrando que el
nuevo algoritmo de diagnostico optimiza la vigilancia vi-
roldgica oportuna para generar la informacion que oriente
las acciones de prevencion y control de la enfermedad.

METODOS

Para la identificacion viral se utilizaron muestras de suero
de pacientes con diagnoéstico de dengue en fase aguda,

confirmado mediante ELISA NS1 (Platelia-Biorad) si-
guiendo la metodologia indicada por la casa comercial.
Los sueros provenientes de la RLESP de todo el pais se
recibieron en el laboratorio de Arbovirus del InDRE y se
almacenaron a 4°C hasta su analisis virologico para la
identificacion de serotipos.

RT-PCR multiplex en tiempo real. El personal del
InDRE fue entrenado en el Center For Disease Control
and Prevention — Dengue Branch de San Juan, Puerto
Rico, en la metodologia de qRT-PCR para dengue; esta
metodologia ya ha sido evaluada y validada para la
identificacion de serotipos de dengue. Implementada y
validada en el InDRE la técnica se comenzé a utilizar
como parte del algoritmo de dengue a partir de agosto
del 2009. La extracciéon de ARN se realizo siguiendo
las instrucciones del estuche comercial (QIAamp Viral
RNA Mini Kit— QIAGEN) y se utilizaron 5 uL del ARN
extraido para la reaccion de RT-PCR en tiempo real, en
un volumen total de 25 uL; se utilizaron iniciadores uni-
versales y sondas especificas para cada uno de los cuatro
serotipos. La mezcla de reaccidn se llevo a cabo en un
tubo comercial (iScript Platinum III, INVITROGEN)
que contenia 100 pmol de cada iniciador y la sonda. La
reaccion de amplificacion se realizo en un termociclador
CFX96 (Biorad)."?

Aislamiento viral. Esta metodologia fue realizada
unicamente durante los primeros siete meses del 2009
y fue reemplazada por la RT-PCR en tiempo real. La
metodologia del aislamiento viral aplicada es una
modificacion del método de Gubler.'* Se inocularon
50 uL de suero en tubos con una monocapa confluen-
te de células de la linea celular C6/36 mantenida en
MEM (GIBCO-BRL) a 5% de suero fetal de ternera
(GIBCO-BRL). Los tubos fueron incubados a 28°C
durante 8 dias. La identificacion del serotipo se realizo
mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando
anticuerpos monoclonales (MAb 2H2, MAb 3HS,
MADb 5D4 y MADb 14H10, especificos para DENV-1,
2,3 y 4, respectivamente). Las células fueron tefiidas
con un anticuerpo antidengue, producido en ratén y
conjugado con FITC, y observadas en el microscopio
de inmunofluorescencia para la deteccion de células
infectadas. El aislamiento viral se contintia realizan-
do en una subpoblacidon por region de los serotipos
predominantes DENV-1 y DENV-2 y en todos los
aislamientos de DENV-3 y DENV-4.
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RESULTADOS

En 2009 se analizaron un total de 6,336 muestras de suero;
se identifico el serotipo viral en 2,944 de ellas. El DENV-1
se identifico en mayor proporcion seguido del DENV-2 y,
finalmente, en la misma proporcion DENV-3 y DENV-4
(Figura 2). En 2010 se analizaron un total de 2,013 mues-
tras de suero; se identifico el serotipo responsable de la
infeccion en 1,607 muestras. La distribucion de serotipos
1, 2 y 3 se present6 en la misma proporcion que en 2009.
Laidentificacion de DENV-4 se incrementd, detectindose
en 9 muestras (Figura 3).

DENV-3Y 4
2 ¥ 1 caso respecthaments
10067y 0.033%)

Figura 2. Distribucion de serotipos identificados en 2009.

DENV-3 I casos
10.18%)

DENV-A 9 casos
{0.56%)

Figura 3. Distribucién de serotipos identificados en 2010.

Cuadro |. Distribucién de serotipos por entidad federativa — 2009.

Estado DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Total
Baja California Sur 5 1 6
Campeche 3 6 9
Coahuila 18 18
Colima 259 259
Chiapas 2 172 1 175
Durango 2 2
Guanajuato 0
Guerrero 173 65 238
Hidalgo 148 72 220
Jalisco 585 2 587
México, D.F. 67 1 68
Michoacan 346 346
Morelos 91 91
Nayarit 91 91
Nuevo leén 21 2 23
Oaxaca 34 24 58
Puebla 93 2 95
Querétaro 21 21
Quintana Roo 1 5 6
San Luis Potosi 207 1 208
Sinaloa 58 1 59
Sonora 1 1
Tabasco 12 21 33
Tamaulipas 61 61
Veracruz 66 20 86
Yucatan 82 96 180
Zacatecas 3 3
Total 2390 491 2 1 2884

La distribucion de serotipos por entidad federativa
en 2009 demostro que los estados de Jalisco, que tuvo
un grupo significativo, Michoacan, Colima y San Luis
Potosi presentaron un mayor nimero de identificaciones
para DENV-1. El estado en el que no se logro identificar
el serotipo circulante fue Guanajuato. El estado en el que
se logrd identificar la circulacion de tres serotipos fue
Chiapas, con DENV-1, DENV-2 y DENV-4. En Jalisco
se identificaron DENV-1 y DENV-3. En 15 estados se
identific6 DENV-1y DENV-2 y en 10 estados unicamen-
te se identifico la circulacion de DENV-1 (Cuadro I). El
estado de Colima present6 la incidencia mas alta: 727.38
por cada 100 000 habitantes (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de serotipos identificados por region en 2009
(Direccion General de Epidemiologia).

La distribucion por entidad federativa en 2010 demostro
que los estados de Guerrero, Morelos, Yucatan y Nuevo
Leon presentaron un mayor nimero de detecciones para
DENV-1. En Querétaro, Zacatecas, Guanajuato y Durango
no se logro identificar el o los serotipos circulantes. Chia-
pas sigue siendo el estado en el que se identificaron tres
serotipos circulantes, los mismos que en 2009. Se logro
identificar también la circulacion de DENV-3 en Guerrero
y, en San Luis Potosi, se identificaron DENV-1 y DENV-
4. La circulacion de DENV-1 y DENV-2 se identifico en
14 estados y en nueve estados unicamente se identifico
DENV-1 (Cuadro II). Los estados de Colima y Guerrero
presentaron la incidencia mas alta observada (Figura 5).

DISCUSION

El dengue es una prioridad de salud publica en México; en
2009 se reportaron al sistema de vigilancia epidemioldgica
de dengue casi un cuarto de millon de casos probables y
en 2010 se tuvieron 127,840 casos probables: una dismi-
nucion con respecto al aflo anterior (Figura 6). En los 2
aflos analizados se observa que el aumento de los casos es
a partir de la semana epidemiolédgica 31 y disminuyendo
en la semana 45. Los casos probables cumplen con la sin-
tomatologia compatible para dengue pero no se les tomo
una muestra para la confirmacion en el laboratorio debido a
que esta establecido, en los lineamientos de vigilancia epi-
demioldgica, el porcentaje de toma de muestras en zonas

Cuadro Il. Distribucién de serotipos por entidad federativa — 2010.

Estado DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Total
Baja California Sur 66 66
Campeche 25 11 36
Coahuila 2 2
Colima 35 35
Chiapas 19 70 8 97
Durango 1 1
Guanajuato 0
Guerrero 573 3 576
Hidalgo 0
Jalisco 36 2 38
México, D.F. 30 1 31
Michoacan 56 56
Morelos 137 7 144
Nayarit 12 12
Nuevo Leodn 76 2 78
Oaxaca 32 40 72
Puebla 47 1 48
Querétaro 0
Quintana Roo 28 29 57
San Luis Potosi 7 1 8
Sinloa 37 37
Sonora 1 1
Tabasco 6 6 12
Tamaulipas 21 20 41
Veracruz 5 3 8
Yucatan 88 63 151
Zacatecas 0
Total 1340 255 3 9 1607

INCIDENCIA®
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Figura 5. Distribucién de serotipos identificados por region en 2010
(Direccion General de Epidemiologia).
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Figura 6. Casos de FD y FHD por semana epidemioldgica 2009 y 2010 (Direcciéon General de Epidemiologia).

con alta o baja transmision. En los estados con presencia
de brotes esta establecida la toma a tres de cada diez casos
probables; en ausencia de brotes o de baja transmision esta
establecido el 100% en la toma de muestras."’

Con base en el muestreo de los casos probables la RLE-
SP, en 2009 y 2010 confirmé, con pruebas de laboratorio,
un total de 55,961 y 28,688 casos, respectivamente. En
2009, utilizando el aislamiento viral durante el primer
semestre del afio y la RT-PCR en tiempo real a partir del
segundo semestre, se logro 46.46% de identificacion de
serotipos circulantes. En 2010 se logro identificar los se-
rotipos en 79.88% de las muestras analizadas (positivas a
antigeno viral NS1), porcentaje que es similar al obtenido
en el Center For Disease Control and Prevention — Dengue
Branch de San Juan, Puerto Rico (comunicacion personal
del Dr. Jorge Mufioz Jordan). Este aumento representa 33%
mas identificacion de serotipos circulantes que en 2009.
Esto se puede explicar debido a que la identificacion del
serotipo por RT-PCR en tiempo real es mas sensible que
mediante el aislamiento viral.'® Ademas, para identificar
el serotipo por métodos moleculares y por aislamiento

viral es necesario contar con una muestra que haya sido
manejada y almacenada adecuadamente a 4°C. El éxito del
aislamiento viral depende en mayor grado de la red fria
para conservar la integridad de las proteinas de superfi-
cie, que son necesarias para el reconocimiento y unién al
receptor de las células de la linea C6/36. En ensayos de
comparacion entre aislamiento viral y RT-PCR en tiempo
real, realizados en el laboratorio de Arbovirus del InDRE,
se han identificado serotipos por aislamiento viral en 80%
de las muestras ya tipificadas por RT-PCR en tiempo real
(datos no publicados). Esto posiblemente se debid a que
se analizaron muestras con un rango de toma de 5 dias,
seleccionadas en campo por la prueba de confirmacion de
deteccion del antigeno NS1. La importancia de la toma de
la muestra durante los primeros 3 dias después de iniciada
la fiebre es que permite que se detecte una mayor carga
viral, promoviendo la deteccion de serotipos por qRT-PCR.
La toma de la muestra en este periodo favorece también
el aislamiento viral, ya que se sabe que la elevacion de la
concentracion de los anticuerpos IgM o IgG después del
cuarto dia de iniciada la fiebre puede disminuir la carga
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viral. Es importante que en los laboratorios estatales la
toma, el manejo y el envio de las muestras en fase aguda
se realice conservando la red fria hasta la llegada al labo-
ratorio de referencia, lo cual ha mejorado con las nuevas
guias para el diagnodstico del dengue, el sistema de calidad
y las referencias vigentes desde 2008.'* El nuevo algoritmo
de diagndstico brinda resultados oportunamente, en menos
de 24 horas, haciendo que la deteccion de antigeno viral
NS1 y la RT-PCR en tiempo real sean de gran ayuda en la
vigilancia virologica, en comparacion con el aislamiento
viral que requiere 10 dias para ofrecer el resultado. Debido
a esto, actualmente se esta implementando la técnica de
qRT-PCR en tiempo real en la RLESP, lo que reforzara la
vigilancia virologica en cada estado. El aislamiento viral
serd utilizado unicamente para la propagacion de virus
autéctonos que formen parte del cepario del InDRE, lo
que permitira realizar la genotipificacion y otros analisis
virales.

Laidentificacion de la circulacion de mas de un serotipo
en al menos 14 estados representa un signo de alarma ya
que se puede favorecer el incremento de las formas clinicas
graves del dengue debido a la presencia de reinfecciones
por serotipos diferentes, promovida por el fenomeno de
aumento de la infeccion dependiente de anticuerpos.'” Los
serotipos DENV-2 y DENV-3 estan mas relacionados con
la presencia de cuadros clinicos graves. En Tailandia se
ha observado este fendomeno desde 1970 y la poblacion
infantil es la mas afectada.'®! La presencia de estos sero-
tipos en México puede tener el mismo efecto observado
en el Pacifico asiatico.

La circulacion de DENV-4 en Honduras y Guatemala
durante el 2008%° y la migracion de personas pueden ser la
causa de que este serotipo se reintroduzca a México por el
sureste del pais, en muy baja frecuencia, y de que se haya
detectado en el centro del pais en 2010.

El aumento de casos observados a partir de la semana
epidemioldgica 31 esta relacionado con el aumento en la
temperatura y con la cantidad de lluvia que durante esa
época se observa. Es necesario que la vigilancia entomo-
logica sea oportuna para identificar las zonas de mayor
riesgo y para tomar las medidas necesarias para el control
del vector, promoviendo la prevencion antes que la aten-
cion médica de los casos, que siempre resulta mas costosa.

Es necesario y fundamental que la RLESP cuente con
los reactivos e insumos necesarios para realizar el diag-
néstico oportunamente y que se permita la aplicacion de

una vigilancia epidemioldgica y virologica inteligente,
capaz de brindar informacion para un mejor entendimiento
de la enfermedad y para promover las acciones para su
control y prevencion.
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