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Título del Estudio: “IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS VARIANTES 
GENÓMICAS DEL VIRUS DEL DENGUE Y SU ASOCIACIÓN CON LA 
PRESENTACIÓN CLÍNICA EN UNA ZONA DE BAJA Y OTRA DE ALTA 
ENDEMICIDAD EN MÉXICO” 
 
Número de páginas: 130 
 
Introducción: El dengue es una enfermedad febril infecciosa, de etiología viral (DENV 1 – 4), 
transmitida por mosquitos, de presentación clínica variable. Se estima que cada año ocurren 
300 millones de infecciones en todo el mundo. Existen reportes que relacionan cambios en la 
proteína E con desenlace clínico desfavorable. El estudio de las variaciones genéticas podría 
ayudar a entender los cuadros clínicos presentados y asociaciones en áreas con diferente 
endemicidad. Objetivos: Identificar y analizar si existen variantes genómicas del virus del 
dengue que puedan estar relacionadas con una presentación clínica en particular, en una zona 
de baja y alta endemicidad en México. Metodología: Se recolectaron pacientes con fiebre por 
dengue de Yucatán y Nuevo León, a los cuales se les recabó la historia clínica y se les obtuvo 
muestra de suero. La muestra fue evaluada para anticuerpos contra DENV y antígeno NS1. 
Asimismo se hizo extracción de ARN viral y detección de genoma viral. Se amplificó el gen de la 
proteína de envoltura de los genomas virales obtenidos y se secuenció el fragmento. Se hizo 
modelaje de estructuras terciarias de las secuencias traducidas. Se compararon las 
manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes de ambos estados. Se buscó relación 
de manifestaciones clínicas con los cambios presentados en el gen de la proteína E. Se realizó 
análisis filogenético de las muestras secuenciadas para determinar el origen de los virus y su 
probable desplazamiento. Resultados: Se obtuvieron 12 pacientes de Yucatán y 16 pacientes 
de Nuevo León. Las manifestaciones clínicas presentadas en los pacientes de los dos estados 
fueron diferentes. En Yucatán se presentaron signos de alarma con mayor frecuencia. Los 
serotipos detectados en ambos estados fueron DENV-1 y DENV-2. Se lograron secuenciar 7 
muestras de Nuevo León y 3 muestras de Yucatán. Se encontraron 20 mutaciones en las 
muestras de DENV-1 y 11 en DENV-2. No se relacionaron las manifestaciones clínicas con las 
mutaciones en el gen de la proteína E. Se encontraron dos sustituciones no sinónimas, pero 
solamente una presentó cambio en la conformación de la proteína E (DENV-2). Se infiere que 
hubo una reintroducción de DENV-1 en Nuevo León en el 2012 y el DENV-2 circulante está 
presente desde el 2011. Conclusiones: No se observó relación entre las manifestaciones 
clínicas y la diversidad del gen de la proteína E-DENV en los pacientes infectados analizados. 
Los virus que circularon durante el 2012 en Nuevo León y Yucatán tienen una gran homología, 
por lo tanto se puede inferir que tienen el mismo origen. Se confirmaron dos introducciones del 
DENV-1 en el estado de NL  y Yucatán, sin embargo solo un clado sigue en circulación. 
Asimismo, se confirmaron dos introducciones de DENV-2 en NL donde se identificó la 
cocirculación de los virus. 
 
 

Dra. Ana María Rivas Estilla 
Directora de Tesis 
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CAPÍTULO 1 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El dengue es una enfermedad febril infecciosa, de etiología viral, 

transmitida por mosquitos del género Aedes sp, de presentación clínica 

variable, evolución poco predecible, autolimitada y temporalmente 

incapacitante.1  

 

1.1 Epidemiología mundial 

 

Las primeras estimaciones globales del total de infecciones por virus del 

dengue se basaron en una taza de infección anual constante asumida entre una 

cruda aproximación de la población  en riesgo dando cifras de 80 a 100 millones 

de infecciones anuales en todo el mundo en 1988.2 A medida que se obtuvo 

más información referente a la relación de casos de dengue hemorrágico y 

fiebre por dengue y la proporción de defunciones de casos de dengue 

hemorrágico, la cifra global fue modificada a 50 a 100 millones de infecciones 

anuales.3, 4 Estas estimaciones se aplican solo como aproximaciones pero en 

ausencia de mejor evidencia, la cifra de 50 a 100 millones de infecciones por 

año es citada ampliamente y es la utilizada por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS).5  Como la metodología utilizada fue informal, las estimaciones 

fueron reportadas sin intervalos de confianza y no se hizo intento de evaluar  la 

variación geográfica o temporal en la incidencia o los reservorios de infecciones 

aparentes.  

 

Publicaciones recientes han revelado la presencia del virus del dengue a 

través del mundo. Estas aproximaciones se hicieron analizando información de 

las Organizaciones de Salud (OMS, Centers for Disease Control [CDC], y 
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Global Infectious Disease and Epidemiology Online Network [GIDEON]), 

evidencia revisada por pares, casos publicados y evidencia suplementaria. 6 La 

distribución global de transmisión del virus del dengue definida por consenso de 

evidencia se muestra en la Figura 1. 

 

 
Figura 1. Mapa de consenso de evidencia de transmisión del dengue en 2010. 

 

La escala de color del mapa va desde consenso completo de presencia 

del dengue (rojo obscuro) a consenso indeterminado (amarillo) después a 

consenso completo de ausencia del dengue (verde obscuro). Se identificaron 

128 países donde el dengue estaba presente, comparado a los 100 reportados 

por la OMS, 104 del CDC y 118 de GIDEON. 

 

Actualmente se realizó un mapa de riesgo de infección de dengue 

basado en evidencias y la estimación de infecciones aparentes e inaparentes 

en base a la población mundial del 2010.7 Este mapa fue generado gracias a la 

elaboración de una base de datos que constó de 8,309 registros geolocalizados 

de casos de dengue.  

 

 

that the biggest source of disparity between actual and reported infec-
tion numbers is the low proportion of individuals with apparent infec-
tions seeking care from formal health facilities (see Supplementary
Information, section E, Fig. 5 for full analysis). Additional biases are

introduced by misdiagnosis and the systematic failure of health
management information systems to capture and report presenting
dengue cases. By extracting the average magnitude of each of these
sequential disparities from published cohort and clinical studies, we
can recreate a hypothetical reporting chain with idealized reporting
and arrive at estimates that are broadly comparable to those countries
reported to the WHO. This is most clear in more reliable reporting
regions such as the Americas. Systemic under-reporting and low hos-
pitalization rates have important implications, for example, in the
evaluation of vaccine efficacy based on reduced hospitalized caseloads.
Inferences about these biases may be made from the comparison of
estimated versus reported infection burdens in 2010, highlighting
areas where particularly poor reporting might be strengthened (see
Supplementary Information, section E).

Table 1 | Estimated burden of dengue in 2010, by continent
Apparent Inapparent

Millions (credible interval) Millions (credible interval)

Africa 15.7 (10.5–22.5) 48.4 (34.3–65.2)
Asia 66.8 (47.0–94.4) 204.4 (151.8–273.0)
Americas 13.3 (9.5–18.5) 40.5 (30.5–53.3)
Oceania 0.18 (0.11–0.28) 0.55 (0.35–0.82)
Global 96 (67.1–135.6) 293.9 (217.0–392.3)
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0
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a

Figure 2 | Global evidence consensus, risk and burden of dengue in 2010.
a, National and subnational evidence consensus on complete absence (green)
through to complete presence (red) of dengue4. b, Probability of dengue
occurrence at 5 km 3 5 km spatial resolution of the mean predicted map (area
under the receiver operator curve of 0.81 (60.02 s.d., n 5 336)) from 336

boosted regression tree models. Areas with a high probability of dengue
occurrence are shown in red and areas with a low probability in green.
c, Cartogram of the annual number of infections for all ages as a proportion of
national or subnational (China) geographical area.
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Utilizando aproximaciones cartográficas, se estima que existen 390 

millones de infecciones por dengue anuales, de las cuales solo 96 millones son 

infecciones aparentes. 7 En la Tabla 1 se muestran las infecciones aparentes e 

inaparentes por continente.  

 

Tabla 1. Infecciones por dengue estimadas en el 2010 por continente.7 

 Aparentes  Inaparentes 

 Millones  Millones 

África 15.7  48.4 

América 13.3  40.5 

Asia 66.8  204.4 

Oceanía 0.18  0.55 

Global 96  293.9 

 

Asia cuenta con el 70% de las infecciones y está caracterizada por 

grandes extensiones de zonas densamente pobladas coincidiendo con una alta 

aptitud para la transmisión de la enfermedad. 7 Solamente India contribuyó con 

el 34% de las infecciones globales. 8 América contribuyó con 14% de 

infecciones aparentes a nivel mundial, de las cuales la mitad ocurrieron en 

Brasil y México. El número de infecciones en África es casi equivalente al de 

América, representando un número mayor al reportado anteriormente. Los 

países de Oceanía contribuyeron con menos de 0.2% de infecciones globales 

aparentes. 7 

 

1.2 Epidemiología en México 

 

En México, el dengue fue eliminado durante el programa de erradicación 

de la fiebre amarilla en 1963, sin embargo para 1965 se reintrodujo el vector por 

la frontera norte del país.9  
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A finales de 1978 el serotipo DENV-1 llegó al sureste de México y desde 

entonces es considerado como endémico por un brote detectado en Tapachula, 

Chiapas. Para 1979 afectaba ya afectaba los estados de Quintana Roo, 

Oaxaca, Tamaulipas y Yucatán. Para 1980 seis ciudades fronterizas reportaron 

casos y se registró el primer caso por DENV-1 en México.10 

 

En 1981 se reportó el primer caso por DENV-2 en México y el siguiente 

año se detectó la circulación de los serotipos DENV-2 y DENV-4 en Tamaulipas 

y Oaxaca. Al siguiente año ocurrieron brotes a lo largo del país, iniciando en 

Puebla que después se diseminó desde el sur de Chiapas al norte de Jalisco, 

Veracruz y Yucatán, afectando también la zona de la costa Este.10  

 

En el verano de 1988 se presentó un brote en Taxco, Guerrero, 

ocasionado por el serotipo 1, donde se documentó la mayor altitud donde se 

puede dar la transmisión del dengue.10 Durante 1994 se registraron 30 casos de 

fiebre hemorrágica por dengue (FHD) con siete defunciones y se demostró la 

circulación de serotipos 1, 2 y 4.11 Para 1995 se registraron 539 casos con 30 

defunciones. Ese mismo año se registró la circulación del serotipo 312 

presentando una rápida diseminación desde la frontera, a lo largo del Golfo de 

México, dando brotes explosivos de dengue hemorrágico en 20 estados. 

Posteriormente se mantuvo una transmisión constante durante los siguientes 

tres años.10  

 

Durante 1996, se registró el  mayor número de casos de FHD (1,456 

casos). Se aislaron los cuatro serotipos con predominio del DENV-3. Al 

siguiente año comenzaron a decrecer los casos de FHD y a disminuir la 

distribución geográfica de los serotipos DENV-1 y DENV-4.10  
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Para 1999 comienza a disminuir el serotipo 3 y a incrementar el 2. 

Asimismo se registraron los primeros casos de FHD asociados al serotipo 2 en 

el estado de Chiapas.10 En el 2000, se invirtió la proporción de serotipos 

circulantes; DENV-2 representó el 55.2% y el DENV-3 el 44.1%.10  

 

En la Figura 2 podemos observar el comportamiento histórico de los 

casos de dengue por mes de ocurrencia en el país. La gráfica toma en cuenta 

desde el año 1997 hasta el año 2011.10 A partir del 2008 se inició la estrategia 

de estimación de casos como un método inferencial para la aproximación al 

número de casos confirmados reales en la población.10  

 

 
Figura 2. Comportamiento histórico de infecciones por mes de ocurrencia en 

México. 

 

Aunque se tiene registro de los serotipos circulantes en años previos, no 

fue sino hasta el año 2000 en que el replanteamiento de la vigilancia empezó a 

ir de la mano con la vigilancia virológica lo que permitió establecer panoramas 

puntuales de comportamiento de esta enfermedad en México.10 Como resultado 

de la vigilancia virológica se ha observado que los serotipos circulantes muestra 

predominio de diseminación en lapsos que van de 3 a 5 años.10  

 

El comportamiento porcentual (Figura 3) muestra que en 1995 circularon 

de manera simultánea los cuatro serotipos, posterior a este periodo hubo un 

predominio en la circulación del DENV-3.  
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Posteriormente en 1999 se volvió a observar circulación simultánea de 

los 4 serotipos con predominio posterior del DENV-2. Esto sucedió hasta el 

2006 cuando nuevamente circularon los cuatro serotipos y un predominio 

posterior de DENV-1.10  

 

 
Figura 3. Proporción de serotipos de virus del dengue circulantes en México 

1995 – 2010. 

 

En base a información actualizada el 11 de noviembre de 2013, se han 

reportado durante este año 51,577 casos confirmados de dengue. De los cuales 

36,013 fueron fiebre por dengue y 15,565 casos de fiebre hemorrágica por 

dengue. Se han presentado 66 defunciones por dengue durante este año.13 

Comparado con el año pasado se registró un aumento del 44% de casos 

probables y un aumento del 24% en casos confirmados de dengue (Figura 4).13 
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Figura 4. Casos de dengue probables y confirmados en México 2012 – 2013.13 

 

De la totalidad de los casos confirmados, el 45% corresponde a: 

Veracruz, Tabasco, Tamaulipas, Nuevo León y Morelos. En Veracruz se 

confirmaron 7,382 casos, de los cuales 4,270 fueron fiebre por dengue y 3,112 

fiebre hemorrágica por dengue.13 El porcentaje de incremento en comparación 

del año pasado fue de 30% en los dos casos. En lo que respecta a Nuevo León, 

se confirmaron 3,608 casos, de los cuales 3,464 fueron fiebre por dengue y 122 

fiebre hemorrágica por dengue.13 El porcentaje de incremento en comparación 

del año pasado en lo que respecta a fiebre por dengue fue del 64.8% y el 

incremento de casos de fiebre hemorrágica fue de 206%. Estas cifras son 

alarmantes.13  
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Sin embargo, el estado con mayor tasa de incidencia por cada 100 mil 

habitantes es Colima con 330.49, seguido por Tabasco con 256.47 y Baja 

California Sur con 218.76. La tasa de incidencia en Yucatán es de 101.75 y en 

Nuevo León es 73.09. Lo anterior puede observarse en la Figura 5.13 

 

 
Figura 5. Incidencia y serotipos aislados de casos de dengue por entidad 

federativa 2013 

 

Podemos observar en la Figura 5 que la distribución de serotipos del 

dengue no es homogénea a lo largo del país. Hay estados que tienen un solo 

serotipo circulando como Querétaro y Nayarit; así como estados con la 

circulación de los cuatro serotipos, tal es el caso de Veracruz, Tabasco, 

Chiapas y Campeche.13  
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1.3 Agente Etiológico 

 

El virus del dengue (DENV) es un miembro de la familia Flaviviridae y del 

género Flavivirus.14 La partícula viral contiene un genoma de ARN de cadena 

de polaridad positiva, dentro de una cápside con simetría icosaédrica,  rodeado 

por una envoltura externa en la cual se encuentran insertas las proteínas prM y 

E.15, 16  Dispone de una membrana de naturaleza lipídica, que envuelve 

completamente al virión. Físicamente, el virus es esférico, con un tamaño que 

varía de 40 a 50 nm de diámetro, presentando pequeñas proyecciones 

superficiales de 5 a 10 nm.16, 17, 18 

 

 
Figura 6. Estructura del virus del dengue por microscopía electrónica.19  

 

1.3.1 Genoma del virus del dengue 

El genoma del virión tiene un tamaño de aproximadamente 11Kb y un 

marco de lectura abierto (ORF) único, flanqueado por dos regiones 5’ y 3’ no 

traducidas (UTR). El ORF codifica para una sola poliproteína, la cual sufre 

diversos procesos de corte para generar proteínas virales individuales.15 Las 

tres proteínas estructurales (C, M y E) están localizadas en el extremo amino 

terminal, mientras que las proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B y NS5) están en el extremo carboxilo de la poliproteína (Figura 7). 
17, 20, 21 
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Figura 7. Genoma de virus del dengue.21 

 

1.3.2 Ciclo viral del virus del dengue 

El mecanismo de replicación del virus del dengue no se ha esclarecido 

totalmente, sin embargo las evidencias experimentales indican un proceso 

similar al de la mayoría de los miembros de la familia Flaviviridae.22  La 

adhesión de la partícula viral a la célula inicia con la unión de la proteína de 

envoltura viral con un receptor de la membrana plasmática celular, seguida de 

la entrada de la partícula viral que conduce al desnudamiento y liberación del 

genoma viral de RNA en el citoplasma.23, 24 

 

 
Figura 8. Ciclo viral esquemático de los flavivirus.22 
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El genoma es traducido a una única poliproteína, que es procesada por 

proteasas virales y celulares para sintetizar simultáneamente todas las 

proteínas virales intracelulares: que corresponden a tres proteínas estructurales 

(C, prM y E) y siete no estructurales (NS), que cumplen diversas funciones en el 

ciclo de replicación.16 

 

La ARN polimerasa viral ARN-dependiente (NS5), asociada a otras 

proteínas NS, replica el ARN genómico produciendo una molécula 

complementaria de ARN de polaridad negativa, que a su vez actúa como molde 

para la síntesis de nuevas cadenas de ARN de polaridad positiva.25 El genoma 

viral es encapsidado por la proteína C y luego, las nucleocápsides adquieren su 

envoltura a partir de la membrana del retículo endoplásmico hacia el espacio 

luminal.26 A partir de ahí, las partículas virales son transportadas por el sistema 

exocítico secretorio hacia la superficie, en tanto que las proteínas virales 

adquieren su forma madura en el sistema de Golgi y, finalmente, los viriones 

son liberados al medio extracelular por fusión de la vesícula de transporte con la 

membrana plasmática.16 

 

1.3.3 Serotipos y genotipos del virus del dengue  

Se han descrito cuatro tipos de virus capaces de causar fiebre de dengue 

DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. A estos cuatro virus se les ha 

denominado serotipos, debido a que tienen epítopos comunes en la proteína de 

la envoltura, lo que ocasiona una elevada reactividad cruzada en pruebas 

serológicas.27, 28 A nivel genómico, estos serotipos virales difieren 

aproximadamente un 30% en su secuencia nucleotídica.29 

 

El análisis del genoma de los virus del dengue ha sido la base para 

estudios de evolución y epidemiología. Cada uno de los 4 serotipos en 

particular presenta diversidad genética en forma de clúster filogenéticamente 

distintos llamados genotipos. 30, 31 Sin embargo no hay un consenso en cuanto 

al nombre que llevan los genotipos.  
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1.3.3.1 DENV-1. Se reconocen cinco diferentes genotipos de DENV-1 

con divergencia del 6% de nucleótidos entre ellos.32 La filogenia actual basada 

en secuencia completa del gen E confirman los linajes: genotipo I, 

representando cepas del sureste de Asia, China y el este de África; genotipo II, 

representado por cepa de Tailandia de 1950 y 1960; genotipo III, cepas 

selváticas de Malasia; genotipo IV, cepas de las islas del Pacífico y Australia; y 

genotipo V cepas provenientes de América, oeste de África y limitado número 

de Asia.33 El árbol filogenético de DENV-1 se observa en la Figura 9 de la 

página 14.  

 

1.3.3.2 DENV-2. En lo que respecta a DENV-2, a filogenia basada en el 

genoma completo de la proteína E confirma 5 grandes genotipos: genotipo Asia 

I con cepas de Malasia y Tailandia y genotipo Asia II representado por cepas de 

Vietnam, China, Taiwán, Sri Lanka y Filipinas; genotipo Cosmopolita 

representado por cepas de Australia, África del este y oeste, islas del océano 

Pacífico e Índico, India y Medio Oriente; genotipo Americano representado por 

cepas de Latinoamérica, secuencias del Caribe, India e Islas del Pacífico de 

1950 y 1960; genotipo Asiático Americano representado por cepas de Tailandia, 

Vietnam y cepas de América de los últimos 20 años; y genotipo selvático 

representado por cepas aisladas de humanos, mosquitos de bosque o monos 

centinela en el Oeste de África y Sureste de Asia.33, 34, 35, 36 En la Figura 10, de 

la página 15, se observa el árbol filogenético de DENV-2. 

 

1.3.3.3 DENV-3. La filogenia del DENV-3 confirma 4 genotipos más el 

genotipo selvático como se muestra en la Figura 11 de la página 16. Los 

genotipos son los siguientes: genotipo I con cepas de Indonesia, Malasia, 

Filipinas y aislados recientes de las islas del Pacífico sur; genotipo II, con cepas 

de Tailandia, Vietnam y Bangladesh; genotipo III, cepas de Sri Lanka, India, 

África y Samoa; y genotipo IV representado por cepas de Puerto Rico, América 

latina y central. 33 
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1.3.3.4 DENV-4. En lo que respecta a la filogenia del DENV-4 (Figura 12, 

pág. 17), se delinean 4 grandes genotipos: genotipo I, representado por cepas 

de Tailandia, Filipinas, Sri Lanka y Japón; genotipo II, representado por 

Indonesia, Malasia, Tahití, el Caribe y América; genotipo III representa cepas 

recientes de Tailandia37 y genotipo IV, cepas selváticas de Malasia.33  

 

Como está reportado, el rasgo biológico más obvio de los genotipos del 

dengue es su distribución geográfica.29 Unos genotipos han probado ser más 

cosmopolitas que otros al infectar humanos en varios continentes, mientras que 

otros genotipos están más restringidos geográficamente.38 Por ejemplo el 

genotipo III del DENV-1 se ha distribuido en África, América, India y el sureste 

de Asia, mientras que el genotipo I solo está en el sureste de Asia. No está 

claro si esta variación geográfica es resultado de la exportación de linajes 

específicos o refleja las diferencias intrínsecas en la adaptabilidad. 38, 39, 40 

 

Hay evidencia de que los genotipos del DENV difieren en adaptabilidad y 

virulencia y que estoy tenga un mayor impacto en la estructura de las 

poblaciones virales. Esto se hace más evidente en los casos del reemplazo de 

linaje o clado, en donde hay un cambio abrupto en la composición genética de 

los virus infectantes en una población específica. Hay un número de eventos de 

reemplazo documentados y en algunos de estos casos, la evidencia de que los 

virus también difieren en la adaptabilidad es apremiante. El caso mejor 

documentado es el del reemplazo del genotipo Americano de baja virulencia de 

DENV-2 por el genotipo de alta virulencia del Sureste Asiático de DENV-2 en 

Latinoamérica. 36, 41, 42 
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Figura 9. Relación filogenética de cepas de DENV-1 de GenBank.33  
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Figura 10. Relación filogenética de cepas de DENV-2 de GenBank.33  
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Figura 11. Relación filogenética de cepas de DENV-3 de GenBank.33  
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Figura 12. Relación filogenética de cepas de DENV-3 de GenBank.33  
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1.4 Factores ambientales involucrados 

 

Una compleja interacción de factores tiene influencia en la eficacia del 

vector en la transmisión viral con factores ambientales como precipitación, 

humedad y temperatura siendo incorporados en los modelos anteriores de 

transmisión del dengue. 43, 44 Sin embargo múltiples estudios han enfatizado la 

importancia de los factores socioeconómicos en la dinámica de transmisión del 

dengue45, 46, 47, 48, como el movimiento de los mosquitos vectores y personas 

virémicas49, pobreza urbana, hacinamiento, y pobre infraestructura de salud.   

 

1.4.1 Precipitación 

La presencia de superficie de agua estancada o contenedores hechos 

por el hombre es un pre requisito para la oviposición y el desarrollo larvario y 

pupal.  

 

Aunque los principales hábitats larvarios son los contenedores de agua 

hechos por el hombre, en varios lugares se han establecidos relaciones 

temporales a fina escala entre precipitación, abundancia del vector e incidencia 

del dengue. 50, 51, 52 Estas relaciones no son universales, ya que ocurren en 

periodos secos en algunos lugares53 y presentan patrones variantes cuando 

hay dos estaciones de lluvia.54 En general hay evidencia de que áreas con 

mayores cantidades de precipitación está asociadas con un mayor riesgo de 

infección por dengue.55 

 

1.4.2 Temperatura 

Por ser ectotermos pequeños, la distribución de los mosquitos Aedes, 

duración de ciclo vital, supervivencia y comportamiento son dependientes de 

temperatura.56 Similarmente, el periodo de incubación extrínseco del virus del 

dengue en el mosquito disminuye a temperaturas entre 30 y 35ºC.57 Se 

encontró una asociación directa entre altas temperaturas y la incidencia de 

dengue en humanos. 58 
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1.4.3 Índice de vegetación 

Hay una asociación estrecha relación entre la humedad local, el 

desarrollo de vegetación y la abundancia de cría de mosquitos.59 Aunque los 

huevos de Aedes son resistentes a la desecación, también los mosquitos 

adultos necesitan humedad para sobrevivir.60, 61  

 

La protección por el dosel arbóreo se había asociado previamente con 

mayores densidades larvarias debido a que reducía la evaporación de los 

contenedores, disminuía la velocidad del viento debajo de ella y protegía los 

hábitats exteriores de rayos directos del sol.62, 63 

 

1.5 Mecanismo de transmisión de DENV 

 

Ocurren dos distintos ciclos de transmisión de DENV: endémico y 

selvático. En el ciclo endémico, DENV circula entre humanos, quienes sirven 

como reservorio y hospederos de amplificación y los vectores peridomésticos 

Aedes aegypti y Aedes albopictus. La eficiencia del ciclo endémico, que es 

completamente independiente evolucionaria y ecológicamente independiente de 

los ciclos selváticos ancestrales, es potenciado mayormente por la ecología y 

comportamiento de A. aegypti.  

 

Estas especies se han adaptado a la convivencia con humanos, 

proliferando en acumulaciones de agua en basureros, patios y jardines o en 

contenedores desechados por humanos. Los mosquitos Aedes se alimentan 

durante el día.64 Si se les perturba durante su alimentación suelen buscar gente 

cercana para continuar con su alimentación, teniendo el potencial de infectar 

con el virus a todos los miembros de una familia o de un grupo, quienes 

desarrollarán la infección entre 24 y 36 horas post-inoculación inicial.64, 65 
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Existen reportes de un ciclo de transmisión selvático del virus del dengue 

en bosques y selvas de Asia y África que involucra a primates inferiores como 

hospederos.33, 65  Sin embargo, el ciclo de transmisión más importante es el 

urbano o epidémico. El humano es el hospedero de excelencia debido a la alta 

viremia sistémica que se produce, eliminando la necesidad de un hospedero 

enzoótico para amplificar al virus.65, 66 

 

Los mosquitos adquieren el virus cuando se alimentan de un humano 

virémico, y pueden transmitir el virus si se alimentan de otro humano de 8 a 12 

días después de la ingesta inicial.64 Este periodo se denomina incubación 

extrínseca y representa el tiempo en el cual el virus se replica en las glándulas 

salivales del vector, el cual permanece infectado durante el resto de su periodo 

de vida (15 a 65 días).67 Se ha documentado la transmisión transovárica del 

virus en mosquitos, lo cual significa que los mosquitos infectados pueden pasar 

el virus a su progenie.68 

 

El riesgo de ser mordido por un mosquito es más alto durante el inicio de 

la mañana y en las últimas horas de la tarde antes de la puesta del sol, ya que 

son los periodos en los cuales las hembras se alimentan con mayor 

frecuencia.69 Sin embargo esto no representa una limitante, puesto que pueden 

alimentarse a cualquier hora del día.64 Una vez que el virus se ha inoculado en 

el humano, el virus se replica entre 3 y 14 días en un periodo denominado 

incubación intrínseca, que antecede a la aparición de la sintomatología de la 

fiebre de dengue.66, 67 

 

Aunque no se ha documentado la transmisión directa del virus de 

persona a persona, existen reportes de casos originados por donación y 

trasplante de órganos y médula ósea, lesiones ocasionadas por punzocortantes 

y contacto con membrana mucosa contaminada.70, 71, 72  

 



! 21!

También se considera actualmente a la enfermedad como un riesgo 

ocupacional para el especialista en el campo de la salud, puesto que se han 

reportado casos de transmisión del virus de paciente a médico, ocasionados por 

lesiones con agujas contaminadas con sangre virémica.73, 74 

 

1.6 Nueva clasificación clínica propuesta por la OMS 2009 

 

El dengue tiene un amplio espectro de presentaciones clínicas, a 

menudo con evolución clínica y resultados impredecibles. El triage, el 

tratamiento apropiado y el lugar donde se debe administrar (en un centro de 

atención médica o en casa), se determina según la clasificación de los casos de 

dengue.  

 

Debido a dificultades en el uso de la clasificación anterior y en la 

aplicación de los criterios clínicos para la fiebre hemorrágica por dengue, junto 

con el aumentos en los casos de dengue clínicamente graves que no cumplían 

con los estrictos criterios para ese diagnóstico, se reconsideró la clasificación.5, 

75  

 

Utilizando una serie de parámetros clínicos, de laboratorio o ambos, se 

puede observar una diferencia bien definida entre el dengue grave y el no 

grave. Sin embargo, por razones prácticas fue conveniente dividir el gran grupo 

de pacientes con dengue no grave en dos subgrupos: dengue con signos de 

alarma y dengue sin signos de alarma.5 Los criterios para el diagnóstico de 

dengue (con signos de alarma y sin ellos) y dengue grave, se presentan en la 

Figura 13.  
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Figura 13. Clasificación de casos de dengue sugerida y niveles de gravedad. 

 

La clasificación según la gravedad tiene gran potencial para su uso 

práctico por los médicos tratantes, para decidir dónde y cuán intensivamente se 

debe observar y tratar al paciente.5 

 

1.7 Manifestaciones clínicas 

 

Después de un periodo de incubación de 3 a 7 días, la sintomatología 

inicia súbitamente y sigue tres fases: una fase febril inicial, una fase crítica y 

una fase de recuperación espontánea.76  

 

La fase inicial es típicamente caracterizada por hipertermia (≥38.5ºC) 

acompañado de cefalea, vómito, mialgias, artralgias y algunas veces con 

exantema macular. En los niños la fiebre está presente pero presentan menores 

manifestaciones clínicas que los adultos. Manifestaciones hemorrágicas leves 

como petequias y equimosis, particularmente en sitios de venopunción, pueden 
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estar presentes. Se puede encontrar una leve o moderada trombocitopenia y 

leucopenia, con una elevación moderada de aminotransferasas. Esta fase dura 

de 3 a 7 días, después de la cual la mayoría de los pacientes se recupera sin 

complicaciones.76  

 

En una pequeña proporción de pacientes, típicamente niños y adultos 

jóvenes, un síndrome de fuga vascular sistémica se hace aparente al tiempo de 

defervescencia, evidenciado como hemoconcentración, hipoproteinemia, 

efusiones pleurales y ascitis. Inicialmente los mecanismos compensatorios 

fisiológicos son regulados a la alza para mantener una adecuada circulación a 

los órganos críticos, resultado en una disminución en la presión de pulso 

cuando la pérdida de plasma se vuelve crítica. Si la presión de pulso baja a 20 

mmHg o menos, acompañado de signos de colapso vascular periférico se 

diagnostica síndrome de shock por dengue. Durante la transición de la fase 

febril a la crítica, entre los días 4 a 7 de la enfermedad, es crucial para el clínico 

que esté atento a los signos de alarma. Estos signos de deterioro inminente son 

vómito persistente, dolor abdominal severo, hepatomegalia, un nivel de 

hematocrito alto o en incremento junto con una rápida disminución en la cuenta 

plaquetaria, efusiones serosas, hemorragia en mucosas y letargia o inquietud. 

Las manifestaciones hemorrágicas son más comunes en esta fase crítica. En 

niños, el sangrado clínicamente significativo ocurre solo raramente y en 

asociación con shock profundo y prolongado. Sin embargo en adultos con 

pequeñas fugas de plasmáticas pueden ocurrir hemorragias cutáneas, 

hemorragia gastrointestinal o vaginal, o ambas.77 Es común ver trombocitopenia 

moderada a severa, con cuentas de plaquetas menores de 20 x 109 por litro 

durante la fase crítica, seguido de una mejoría rápida durante la fase de 

recuperación.76  

 

La permeabilidad vascular alterada es corta y se revierte 

espontáneamente aproximadamente en 48 a 72 horas. Un segundo exantema 

se puede presentar en la fase de recuperación, pudieron ser maculopapular 
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moderado a uno severo con lesiones pruriginosas, lo que sugiere una vasculitis 

leucocitoclástica. Los adultos pueden tener fatiga profunda después de varias 

semanas de la recuperación.76  

 

1.8 Pruebas diagnósticas 

 

El diagnóstico por laboratorio de fiebre por dengue es establecido 

directamente por la detección de componentes virales en suero o 

indirectamente por serología. La sensibilidad de cada prueba es influenciada el 

tiempo en el que se toma la muestra.78 Dentro de los métodos disponibles para 

el diagnóstico de fiebre por dengue, el aislamiento viral provee el resultado más 

específico.21 Sin embargo, no siempre hay instalaciones disponibles que 

cuenten con las facilidades de cultivo viral. La detección del genoma viral o 

antígenos virales provee evidencia de infección. La seroconversión de 

anticuerpos IgM o IgG es lo estándar para confirmar el diagnóstico de infección. 

La presencia de IgM o altos niveles de IgG en una muestra de suero de un caso 

sospechoso de dengue, sugiere la probable infección.  

 

1.8.1 Aislamiento viral 

  La línea celular C6/36 de mosquito A. albopictus es el método de 

elección para el aislamiento de DENV, aunque otras líneas celulares de 

mosquito o mamíferos pueden ser utilizadas.79 Sueros que hayan sido extraídos 

de casos sospechosos de dengue en los primeros 5 días pueden ser utilizados 

para aislamiento viral. Después de un periodo de incubación que permita la 

replicación viral, se realiza identificación viral con anticuerpos monoclonales 

específicos para dengue en inmunofluorescencia o ensayos de PCR.80, 81, 82 El 

suero es generalmente utilizado para el aislamiento viral, pero también puede 

utilizarse plasma, leucocitos, sangre completa y tejidos obtenidos de autopsia.83, 

84 
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1.8.2 Pruebas serológicas 

Las pruebas serológicas son comúnmente usadas para el diagnóstico de 

infección por dengue debido a que son relativamente baratas y fáciles de 

realizar, comparadas con cultivo viral y métodos moleculares.    

 

1.8.2.1 ELISA MAC. El ensayo inmunoenzimático de captura de 

anticuerpo IgM se utiliza debido a que altos niveles de IgG en suero compiten 

con el IgM para la unión de antígenos. Los anticuerpos IgM específicos para 

dengue son detectados primero capturando todos los IgM utilizando anticuerpos 

específicos contra IgM humano unidos a una fase sólida. El ensayo utiliza una 

mezcla de antígenos de los cuatro serotipos de dengue. Comparado con el 

ensayo de inhibición de hemaglutinación, estándar de oro, el ELISA MAC tiene 

una sensibilidad del 90% y una especificidad del 98% en muestras recolectadas 

después de 5 días de fiebre. Resultados falso positivos debido a anticuerpos 

IgG específicos de dengue o reactividad cruzada con otros flavivirus  es una 

limitación del ELISA MAC, sobre todo en regiones donde co circulan múltiples 

flavivirus. 

 

1.8.2.2 ELISA IgG. El ensayo inmunoenzimático para la detección de 

anticuerpos IgG específicos para dengue puede ser utilizado para confirmar una 

infección de dengue en muestras de suero pareadas. Es usado también 

ampliamente para clasificar infecciones primarias o secundarias.5, 80 El ensayo 

utiliza los mismos antígenos de dengue que el ELISA MAC y sus resultados 

correlacionan con los ensayos de inhibición de hemaglutinación. En general, el 

ELISA carece de especificidad en los grupos de flavivirus, sin embargo se ha 

demostrado que la respuesta de IgG a la proteína prM es específica para cada 

uno de los flavivirus.85 De manera similar, se ha demostrado que IgG específica 

para la proteína NS5 puede potencialmente discriminar entre infecciones 

causadas por Virus del Oeste del Nilo, DENV y virus de encefalitis de St. 

Louis.86 Los ensayos de IgG también son útiles para estudios 

seroepidemiológicos para identificar infecciones de dengue pasadas. 
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1.8.3 Pruebas moleculares 

Se han desarrollado muchas pruebas moleculares para el diagnóstico de 

infección por DENV. Unas técnicas son cuantitativas y otras pueden utilizarse 

para serotipificar.  

 

1.8.3.1 Reacción en cadena de la polimerasa acoplada a 

transcriptasa reversa (RT-PCR). Se han descrito muchos ensayos de RT-PCR 

para dengue en los últimos 10 años. Estos ensayos tienen como blanco 

diferentes genes y utilizan diferentes procedimientos de amplificación. Los 

ensayos más usados son RT-PCR simples,87, 88 ensayos de RT-PCR 

anidadas,89 o ensayos de RT-PCR multiplex de un solo paso.90 La sensibilidad 

de los ensayos de RT-PCR en comparación al aislamiento viral en cultivo 

celular de mosquito varía entre 25% y 79%.91 

 

 1.8.3.2 Reacción en cadena de polimerasa cuantitativa (RT-qPCR). El 

ensayo de RT-qPCR es una prueba de un solo paso que permite cuantificar el 

título viral en poco tiempo. La detección por sondas fluorescentes del blanco 

amplificado reemplaza la necesidad de realizar una electroforesis. Se han 

realizado ensayos “singleplex”, donde se detecta un solo serotipo por reacción, 

o “multiplex” identificando los 4 serotipos de una sola reacción.92, 93, 94, 95  

Una ventaja de este tipo de ensayos es que permite determinar el título 

viral en etapas tempranas de la enfermedad, que se piensa es un importante 

predictor de severidad.96  

 

1.8.4 Detección de antígeno viral NS1 

 NS1 es una proteína producida por todos los flavivirus  y es esencial para 

la replicación viral y viabilidad. Debido a que esta proteína es secretada al 

torrente sanguíneo, muchas pruebas se han desarrollado para diagnosticar 

infecciones por DENV utilizando NS1. Estas pruebas no hacen diferente de 

serotipo.97 En infecciones primarias, la sensibilidad diagnóstica de la detección 



! 27!

de NS1 en la fase febril puede alcanzar el 90% y la antigenemia puede durar 

por varios días después de la fiebre.98, 99 La sensibilidad en la fase febril en 

infecciones secundarias es del 60 al 80%.100  

 

1.9 Tratamiento 

 

1.9.1 Tratamiento convencional 

No hay agentes antivirales efectivos para tratar las infecciones por DENV 

y el tratamiento sigue siendo de sostén, con particular énfasis en el manejo de 

líquidos.5 Pacientes sin complicaciones y que toleren la ingesta de líquidos 

pueden permanecer en casa con instrucciones de acudir al hospital 

inmediatamente si ocurre sangrado o signos de alarma sugestivos de pérdida 

vascular. El desarrollo de cualquier signo de alarma indica la necesidad de 

hospitalización y observación. Así como el uso de líquidos parenterales cuando 

los pacientes no toleren vía oral o un rápido incremento del hematocrito. 

Soluciones cristaloides isotónicas deben ser utilizadas, dejando a las soluciones 

isotónicas coloidales para pacientes con shock profundo o lo que no hayan 

respondido a la terapia inicial con cristaloides.101 Para limitar el riesgo de 

sobrecarga de líquidos, la terapia parenteral debe ser utilizada lo mínimo 

posible, permitiendo la estabilidad cardiovascular hasta que la permeabilidad 

vascular regrese a la normalidad.76  

 

1.9.2 Tratamientos en estudio 

Existen diversos medicamentos en estudio, enfocándose en inhibidores 

del virus e inhibidores en el hospedero.  

 

1.9.2.1 Inhibidores virales. Están en desarrollo diversos medicamentos 

diseñados para inhibir: la entrada a la célula, cápside, NS4B, proteasas virales, 

helicasa, metiltransferasa, análogos de nucleósido y no análogos de 

nucleósido.102  Los inhibidores de entrada celular solamente han demostrado 

ser eficaces en modelos in vitro y/o no han sido probados en el modelo de 
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dengue en ratón AG129.102, 103, 104, 105, 106 El inhibidor de cápside, ST-148 

previene la interacción de C con la membrana celular. Fue eficaz en el modelo 

de ratón AG129 reduciendo la viremia en plasma 52 veces cuando fue 

administrado dos veces al día. Este compuesto tiene buena biodisponibilidad 

sistémica cuando es administrado intraperitonealmente y es posible que se 

desarrollen pruebas preclínicas.107  

 

Los compuestos inhibidores de NS4B, proteasa, helicasa, 

metiltransferasa solo fueron eficaces in vitro.102 El análogo de adenosina NTD-

008 fue eficaz en el modelo de ratón pero hubo efectos secundarios severos en 

ratas y perros, por lo que se descontinuó su estudio.108  

 

1.9.2.2 Inhibidores del hospedero. En cuanto a los inhibidores del 

hospedero, el inhibidor de traducción viral NITD-451 fue eficaz en el modelo de 

ratón, pero desarrollaron efectos adversos. El inhibidor de biosíntesis de 

pirimidinas fue efectivo in vitro, pero no fue eficaz en ratones debido a la ingesta 

de pirimidinas en la dieta. El único medicamento que está actualmente en fase 

clínica Ib es el celgosivir, inhibidor de alfa glucosidasa. Se está evaluando la 

farmacocinética, seguridad y tolerancia en adultos con diagnóstico de fiebre por 

dengue.109, 110, 111  

 

 1.10 Prevención  

 

 La prevención de la enfermedad puede darse controlando los vectores y 

por otra parte vacunando a la población expuesta. 

 

1.10.1 Control de vectores 

 Para reducir o prevenir la transmisión de DENV no hay otra alternativa 

más que el control del vector. La mayoría de los países endémicos tienen un 

componente de control de vector en sus programas de control y prevención del 

dengue, pero la práctica de los profesionales de salud es insuficiente, y/o 
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inefectiva. Debido a su comportamiento y su estrecha asociación con los 

humanos, la eliminación del principal vector A. aegypti, requiere del uso de 

métodos de control de vector, manejo ambiental y manejo químico basado en la 

aplicación de larvicidas y adulticidas en espray.5 El control químico se debe de 

añadir al agua almacenada para uso doméstico, incluyendo el agua para beber. 

Desde 1970, el organofosforado temefos ha sido usado ampliamente, pero los 

niveles de resistencia han aumentado así como el rechazo de la ciudadanía de 

tratar su agua para beber.112 Los agentes de control biológico, incluyendo peces 

larvívoros y copépodos, han demostrado un rol en el control de A. aegypti pero 

dificultades operacionales han prevenido su amplio uso.113, 114 El manejo 

ambiental es considerado un componente esencial para la prevención y el 

control del dengue, particularmente cuando se enfoca en los contenedores 

hábitat del vector. La reducción de los contenedores, campañas de 

descacharrización, limpieza y vaciamiento de contenedores entra en manejo 

ambiental.  

 

1.10.2 Vacunas en desarrollo 

Múltiples dificultades han impedido el desarrollo de una vacuna eficaz. 

Esto incluye la epidemiología de los cuatro serotipos de DENV, la compleja 

respuesta inmunológica después de infección natural y la falta de un modelo 

animal validado.  Las vacunas que están en desarrollo son de: virus vivos 

atenuados, virus inactivados, subunidades recombinantes, vectores virales y 

vacunas de ADN.115  

 

1.10.2.1 Virus vivos atenuados. Las vacunas de virus vivos atenuados 

son: Sanofi Pasteur CYD TDV, GlaxoSmithKline TDV, DENVax y Tetra-Vax-DV. 

La vacuna CYD TDV de Sanofi Pasteur  es la más avanzada en ensayos 

clínicos. Se encuentra en fase clínica III en 10 países y se pretende terminar en 

2016.116 Esta vacuna está hecha de virus quimérico donde se insertó prM y E 

de DENV1-4 en el esqueleto de la vacuna de fiebre amarilla cepa 17D.117, 118 La 

vacuna es segura e inmunogénica.119 Solo que la eficacia después de la tercera 
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inmunización fue de 55.6, 9.2, 75.3 y 100% para DENV-1, 2, 3 y 4 

respectivamente.116 La vacuna TDV de GlaxoSmithKline está formada por 

cuatro vacunas monovalentes atenuadas por pasajes seriados en células 

PDK.120, 121, 122 La vacuna es segura e inmunogénica. En adultos la respuesta 

de anticuerpos neutralizantes tetravalentes fue de 36 a 63%.123 En niños sin 

exposición previa la seroconversión estuvo presente en el 100% después de 

dos dosis.121 El signo primario que solo se encontró en el grupo de pacientes 

vacunados fue un exantema autolimitado.124  La vacuna DENVax está siendo 

desarrollada por el Center for Disease Control e Inviragen basada en la vacuna 

DENV-2 atenuada por pasajes seriados en PDK (DENV-2 PDK53).125 Una 

vacuna quimérica se desarrolló sustituyendo prM y E de DENV-2 por DENV-1, 3 

y 4.126 Las formulaciones son inmunogénicas contra 4 serotipos. Sin embargo 

los títulos de anticuerpos neutralizantes no son iguales.127 Actualmente se está 

llevando acabo un ensayo fase II en niños y adultos. La vacuna Tetra-Vax-DV 

está siendo desarrollada por el National Institute of Allergy and Infectious 

Diseases. Se realizó a utilizando muta génesis dirigida. Específicamente la 

deleción de 30 nucleótidos de la región 3’ UTR de DENV-1 y 4, resultado en 

atenuación satisfactoria.128, 129, 130 La respuesta de anticuerpos neutralizantes 

después de una dosis fue de 75 – 90%.131 Esta vacuna ha sido propuesta para 

su posterior evaluación en ensayos fase II.  

 

1.10.2.2 Virus inactivados. Este tipo de vacuna está siendo desarrollado 

por GlaxoSmithKline. Estudios preclínicos con DENV-2 inactivado con formalina 

mostró protección en modelo de ratón y primates no humanos.132 Actualmente 

se encuentran dos ensayos fase I: vacuna DENV-1 inactivada y vacuna 

tetravalente inactivada.  

 

1.10.2.3 Subunidades recombinantes. La vacuna se subunidades 

recombinantes está siendo desarrollada por Merck. Se utilizaron células S2 de 

Drosophila que expresaron proteína E truncada (80E) en su conformación 

nativa.133, 134 Formulaciones tetravalentes de subunidades 80E se evaluaron 
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como potenciales candidatos en ratones y primates no humanos. Actualmente 

ensayo fase I de subunidades tetravalentes con adyuvantes alhydrogel e 

ISOCOMATRIX.133 

 

1.10.2.4 Vectores adenovirales. Existe un candidato de vacunas 

tetravalentes utilizando adenovirus tipo 5 (AdV5). El adenovirus codifica el 

dominio III de proteína de envoltura. Induce respuesta inmune humoral y celular 

contra los cuatro serotipos en ratones.135 Monos rhesus inmunizados fueron 

protegidos al ser expuestos a DENV-1 y 3. Además hubo una reducción 

significativa en el número de días virémicos al ser expuestos a DENV-2 y 4.136 

 

1.10.2.5 ADN. Las vacunas de ADN constan de una secuencia clonada 

en un plásmido esqueleto. El plásmido es inyectado permitiendo que el ADN 

sea tomado por células presentadoras de antígeno, que expresarán los genes 

codificados en el plásmido para generar los antígenos.137 La codificación de 

DENV-2 prM/E NS1 demostró protección en ratones.138 En fase I la vacuna 

monovalente DENV-1 fue segura a bajas y altas dosis y obtuvo una respuesta 

inmunogénica moderada.139 
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CAPÍTULO 2 

 

ANTECEDENTES 

 

Aunque el rol de las variantes genéticas virales había sido implicada en 

la severidad del dengue por hace muchos años,140, 141 no fue hasta que se 

desarrollaron los árboles filogenéticos que se confirmó la asociación entre 

genotipos específicos con enfermedad de mayor o menor severidad.36, 142, 143 

 

De ese modo, los serotipos 2 y 3 del sureste de Asia e India, 

respectivamente, han sido identificados como los causantes de fiebre 

hemorrágica por dengue y más infecciones primarias con enfermedad severa. 

Los genotipos más virulentos han desplazado a los genotipos autóctonos o 

nativos de América, conllevando a epidemias más severas con la primera 

aparición en el continente.30   

 

2.1 Alteraciones estructurales relacionadas con patogénesis. 

 

Se secuenció el genoma completo de 11 virus DENV-2 del Sureste de 

Asia y de América para evaluar si la diversidad genética estaba asociada con 

distintas presentaciones clínicas.42 El genotipo del sureste asiático está 

relacionado con fiebre por dengue y fiebre hemorrágica, en cambio el genotipo 

americano solo con fiebre por dengue.  

Aunque se encontraron diferencias en nucleótidos y aminoácidos, no 

hubo sitios específicos que se pudieran correlacionar con la atenuación o 

enfermedad severa en humanos.42  

 

La mayoría de las sustituciones de nucleótido ocurrió en la posición del 

tercer codón y solamente del 6.9 al 16.3% de los cambios resultó en cambios 

de aminoácido. La mayoría de los cambios ocurrieron en las proteínas no 

estructurales.  
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Ninguno de estos cambios fue consistente entre muestras de fiebre por 

dengue o dengue hemorrágico y no pudieron relacionarse con el resultado de  

la enfermedad.42  

 

Un total de 55 cambios de aminoácidos fueron detectados entre los dos 

genotipos, mientras que solo 6 resultaron en cambio de carga del aminoácido y 

5 resultaron en cambio de cadena lateral (polar contra no polar). Los cambios 

de aminoácido presentados en prM-28 (Glu ! Lys) y prM-31 (Val ! Thr) 

revelaron un cambio en hidrofobicidad y predicción antigénica para las muestras 

del genotipo americano. La diferencia de carga en E-390 (Asp ! Asn) no 

cambió los perfiles de hidrofobicidad y antigénicos. En los genes no 

estructurales, las sustituciones de aminoácido en la posición NS1-128 (Ser ! 

Leu) y NS3-567 (Ile ! Thr) resultaron en un cambio en hidrofobicidad y 

predicción antigénica. Mientras que un cambio de cargas en NS4b-17 de neutral 

a positivo (Ser ! His) no cambió la estructura secundaria. Cinco de 8 cambios 

detectados en NS5. Tres sustituciones NS5-645 (Asn ! Asp), NS5-676 (Ser ! 

Arg/Lys) y NS5-800 (Lys ! Ser) con cambio de carga no alteró la estructura. 

Sin embargo cambios en NS5-271 (Ile ! Thr) y NS5819 (Gln ! Leu) resultaron 

en cambios significativos en los perfiles de hidrofobicidad y predicción 

antigénica.42  

 

En el árbol filogenético, las muestras de Tailandia, no hubo segregación 

obvia de acuerdo a la región geográfica ni de acuerdo al diagnóstico de la 

enfermedad, fiebre por dengue o dengue hemorrágico. Sin embargo, las 

muestras de América asociadas solo con fiebre por dengue solo segregaron en 

un grupo monofilético distinto al del genotipo del sureste de Asia.42  

 

La diferencia de aminoácido observada entre los genotipos del sureste 

de Asia y América en la posición 390 del gen de la proteína E es de gran 

importancia. La proteína E al ser expuesta en la superficie del virión, representa 

un antígeno viral dominante, es responsable de la adhesión viral.144, 145  
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Existen reportes donde clonas de DENV-2 con un solo cambio de 

aminoácido en la posición E-390 de aspartato (Asp) a histidina (His) se tornó 

virulenta cuando se inoculó de manera intracerebral a ratones lactantes.146 

Mutaciones de Asp a asparagina (Asn) confirieron atenuación, sin embargo esto 

no se observó en los virus del genotipo del sureste de Asia analizados (Asn) 

comparados con los de América (Asp).42  

 

El análisis de la proteína de envoltura muestra que  el residuo E-390 está 

localizado en una región altamente hidrofílica. Aunque Asn y Asp son 

hidrofílicas, Asn tiene carga neutral y Asp carga negativa.42 

 

En un estudio más reciente realizado en Brasil donde compararon 34 cepas de 

virus obtenidos de diferentes estados de Brasil. Las cepas comparadas 

mostraron una identidad nucleotídica del 96 a 100% con divergencia de hasta 

4.3%. La identidad a nivel de aminoácidos fue de 98 a 100% y la divergencia no 

sobrepasó el 1.7%. se observó un número grande de sustituciones sinónimas, 

localizadas en la tercera posición del codón. Todas la sustituciones que 

ocurrieron en la segunda posición del codón resultaron en cambios de 

aminoácido.147 

 

Analizando solo las secuencias de Brasil, se observó que varios 

aminoácidos fueron conservados en todas cepas. Las sustituciones no 

sinónimas resultaron mutaciones puntuales. Se encontraron dos sustituciones 

no sinónimas en la proteína E en varias cepas: E297 Met ! Thr y E338 Ser ! 

Leu.147  

 

Se compararon las cepas secuenciadas con una cepa de referencia de 

Guyana Francesa de 1989. Dentro de las 3 proteínas analizadas, se 

encontraron 37 sustituciones no sinónimas. De las cuales 18 resultaron en 

aminoácidos bioquímicamente diferentes.  
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Se encontraron dos en la proteína C: C10 (Arg ! Gln) y C75 (Asn ! 

Glu); dos en prM/M: prM133 (Phe ! Ser) y M14 (Ala ! Thr); 13 en la proteína 

E: E51 (Thr ! Ala), E96 (Val ! Tyr), E156 (Thr ! Ala), E180 (Thr ! Ala), 

E227 (Ser ! Pro), E228 (Gln ! His), E329 (Thr ! Pro), E297 (Met ! Thr), 

E338 (Ser ! Leu), E346 (Thr ! Ile) y (Thr ! Ala), E362 (Glu ! Gly), E473 (Ala 

! Thr) y E478 (Thr ! Ala).147 

 

El cambio en el residuo E180 y E297 se encuentran localizados en el 

dominio I de la proteína, el residuo E338 se encuentra en el dominio III, 

mientras que el residuo E473 en la región transmembranal. Cuando se comparó 

con la presentación clínica de los pacientes, los cambios de aminoácidos 

identificados no se relacionaron con la severidad de la enfermedad. Se 

identificaron sustituciones no sinónimas en virus aislados de pacientes con 

fiebre por dengue y fiebre hemorrágica por dengue. Sin embargo, casi todas las 

cepas aisladas de pacientes con fiebre hemorrágica presentaron un número 

elevado de sustituciones en la proteína E, y cuatro de seis cepas mostraron 

cambio en el residuo E338.147  

 

2.2 Epidemiología molecular 

 

Se realizó un análisis de evolución molecular con el mayor número de 

muestras de cepas mexicanas de DENV a la fecha.  

 

En el caso de DENV-1, las muestras obtenidas de Sonora, Sinaloa, 

Tamaulipas, Jalisco, Querétaro, Michoacán, Morelos, Veracruz, Tabasco, 

Oaxaca, Chiapas y Quintana Roo se agruparon en el genotipo V América/África.  

 

Aunque solo se observa un genotipo de DENV-1, el estudio revela que 

hubieron al menos tres introducciones debido a la presencia de 3 linajes 

filogenéticamente distintos.148 La introducción número 1 se estima que fue de 

1973 a 1978, compatible con la aparición en México después de la gran 
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epidémica de 1979-1981 y circuló al menos hasta 1986. La introducción número 

2 fue entre 1985 y 1992 y circuló hasta 1995. La tercera introducción fue en el 

periodo de 1997 a 2001 y circuló hasta 2007. Se reportó que circuló hasta el 

2007 dado que ese fue el año de la muestra más reciente. El virus de la tercera 

introducción circuló por casi todos los estados y se dispersó ampliamente por 

América Central.148 

 

En relación al DENV-2, hubo también tres introducciones separadas, 

pero cada una fue de diferente genotipo. La primera introducción involucró virus 

del genotipo Americano con fecha de introducción estimada de 1974 a 1980. 

Debido a que no se han aislado virus de este genotipo desde 1995 es probable 

que esté extinto en México. La segunda introducción pertenece al genotipo 

Cosmopolita en el 1996; en el 2002 fue reportado por última vez por lo que se 

considera extinto. La tercera introducción involucra a virus del genotipo 

América/Asia, que fue descrito en Yucatán en la epidemia del 2002. Análisis 

subsecuentes mostraron que este genotipo pasó al estado de Oaxaca,149 

Sonora, Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas, Baja California Sur, Sinaloa, 

Durango, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Veracruz, y Chiapas.148  

 

A pesar los virus de la tercera introducción están relacionados 

estrechamente con los obtenidos en Costa Rica y Nicaragua, lo que indica que 

este genotipo se ha distribuido por Centroamérica. Los años de introducción se 

estimaron entre 1993 y 1997.148 

 

En caso similar a DENV-1, las introducciones de DENV-3 involucraron 

virus de un mismo genotipo, en este caso el III. Hubo tres introducciones 

independientes, donde la primera fue en 1995. Aunque la estimación del 

ancestro en común más reciente fue de 1991, la primera vez que se detectó 

DENV-3 en México fue en 1995.  

 



! 37!

Se estimó que los virus del segundo linaje compartieron ancestro durante 

el periodo de 1991 a 1995, que es compatible con la primera aparición de 

DENV-3. Este linaje circuló hasta el 2000. Se estimó que la tercera introducción 

fue de 2002 a 2003 y sigue en circulación, de perdido hasta el 2006.  

 

La pequeña cantidad de muestras de DENV-4 muestra dos 

introducciones del genotipo II en México. La primera es probable que ocurrió en 

el momento del brote de DENV-4 en 1981, aunque la estimación indica que fue 

de 1975 a 1979. Éste fue el linaje más común de DENV-4 en la población 

mexicana, sin embargo no se ha detectado desde 1997. La segunda 

introducción se detectó en una muestra de 2006, pero el análisis de ancestría 

estima 1989. A pesar de eso, es probable que haya entrado a México en un 

tiempo más cercano a 2006.148 

 

 En años recientes, se analizaron 36 cepas de DENV-1 aisladas en el 

estado de Nuevo León durante 2010. Se observó que las cepas pertenecían al 

genotipo V América/África y se distribuyeron en 3 grupos monofiléticos distintos. 

No se encontró relación entre grupo monofilético y presentación clínica, ya que 

se presentaron casos de fiebre por dengue y fiebre hemorrágica en los tres 

grupos. Es importante señalas que los tres grupos monofiléticos estuvieron 

cocirculando por el área metropolitana de Monterrey. 150 
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CAPÍTULO 3 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

A nivel mundial, incluyendo México, el incremento en el número de casos 

de dengue hemorrágico ha generado preocupación en los sectores de la salud. 

Aunado a esto, la incidencia de la enfermedad no es homogénea en nuestro 

país. 

 

El estudio de las variaciones genéticas del virus del DENV podría ayudar 

a entender los cuadros clínicos presentados y establecer las relaciones y 

factores asociados en áreas con mayor y menor endemicidad. El análisis 

filogenético de las variantes genéticas del DENV ofrecería una visión más clara 

sobre la relación entre las variantes existentes en diferentes regiones del país y 

su dinámica de la transmisión. 
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CAPÍTULO 4 

 

OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar y analizar si existen variantes genómicas del virus del dengue 

que puedan estar relacionadas con una presentación clínica en particular, en 

una zona de baja y alta endemicidad en México.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Identificar, clínica y molecularmente, casos positivos de dengue en las 

zonas metropolitanas de Mérida, Yucatán y Monterrey, Nuevo León. 

 

2. Amplificar y aislar el genoma de los virus del dengue a partir de sujetos 

infectados para posteriormente secuenciar el gen de envoltura (E). 

 

3. Determinar si existen variaciones en la secuencia del gen E y se 

relacionan con las manifestaciones clínicas presentadas en los pacientes 

infectados con el DENV.  

 

4. Realizar estudio filogenético para determinar si existe una relación entre 

los virus aislados de una zona con baja y alta endemicidad.  
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CAPÍTULO 5 

 

METODOLOGÍA 

 

5.1 Estrategia General 

 

 
Figura 14. Estrategia general utilizada en este proyecto.  

 

5.2 Identificación de casos 

 

Un caso probable de fiebre por dengue es todo caso sospechoso que 

presente fiebre y dos o más de las siguientes características: cefalea, mialgias, 

artralgias, exantema o dolor retroocular.  

 

Un caso confirmado de fiebre por dengue es todo caso probable en el 

que se confirme infección reciente por DENV mediante técnicas de laboratorio. 
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5.2.1 Identificación de casos Yucatán 

La identificación de casos de fiebre por dengue se realizó en la Unidad 

Universitaria de Inserción Social “San José Tecoh” (UUIS) de la Universidad 

Autónoma de Yucatán y en el Centro de Salud “Santa Rosa” de la Secretaría de 

Salud de Yucatán. El periodo en el cual se hizo la identificación en la UUIS fue 

del 16 de octubre al 14 de noviembre de 2012  y en el Centro de Salud Santa 

Rosa fue del 29 de octubre  al 13 de noviembre de 2012.  

 

Todo paciente que acudió a consulta médica de la UUIS fue evaluado 

primeramente por los pasantes de servicio social en medicina. Posteriormente 

los pacientes que tuvieran caso sospechoso de fiebre por dengue, fueron 

evaluados clínicamente siguiendo los criterios clínicos establecidos por la OMS 

y el Laboratorio de Arbovirología. Se recabó la historia clínica y se hizo 

exploración física intencionada.  

 

Los pacientes que acudieron a consulta médica del Centro de Salud 

Santa Rosa fueron evaluados por los médicos en turno. Los pacientes con caso 

sospechoso de fiebre por dengue fueron evaluados posteriormente bajo los 

mismos criterios que en la UUIS. 

 

Los datos clínicos fueron divididos de acuerdo a las manifestaciones de 

dengue no grave y grave, como se muestra en la Tabla 2. El formato de 

evaluación clínica se puede revisar en los anexos. 

 

Tabla 2. Datos clínicos evaluados en los casos de Yucatán. 

Dengue no grave Dengue grave 

Fiebre mayor a 38ºC Prurito 
Rubefacción facial Ictericia 

Mialgia Hepatomegalia 
Artralgia Esplenomegalia 
Cefalea Edema 
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Dolor retroocular Derrame pleural 
Conjuntivitis Ascitis 

Fotofobia Hematemesis 
Exantema Melena 
Escalofríos Hematuria 

Tos Petequias 
Congestión nasal Equimosis 

Congestión faríngea Epistaxis 
Linfadenopatía Gingivorragia 

Alteración del gusto Hemorragias 
espontáneas 

Dolor de garganta Somnolencia 

Anorexia Alteración de 
consciencia 

Náusea Confusión mental 
Vómito Choque 

Dolor abdominal  
Diarrea  

 

 

5.2.1.1 Toma de muestra. Para confirmar el diagnóstico de fiebre por 

dengue se le tomó una muestra de sangre venosa periférica de 

aproximadamente 5 mL a los pacientes. La muestra fue obtenida en tubos de 

sangre sin anticoagulante. Posterior a la toma, las muestras fueron refrigeradas 

a 4ºC hasta su transporte al laboratorio de Arbovirología. 

 

5.2.1.2 Separación de muestra. Después de recibir la muestra en el 

laboratorio, los tubos fueron centrifugados a 3,000 rpm por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente el suero fue separado del paquete 

globular y se hicieron alícuotas.  
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5.2.2 Identificación de casos Nuevo León 

Los casos que se analizaron en este trabajo fueron obtenidos gracias a la 

colaboración que se tiene con el Laboratorio Estatal de Salud Pública de Nuevo 

León. Los pacientes acudieron a consulta a cualquier Centro de Salud del 

estado donde fueron evaluados por los médicos en turno. 

 

  La sintomatología clínica presentada por los pacientes se ingresó a la 

base de datos del SINAVE. Las manifestaciones reportadas fueron las 

siguientes: fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, dolor retroocular, exantema, 

escape de líquidos, hemorragias, vómito, y dolor abdominal.  

 

A los pacientes que tuvieron caso sospechoso de fiebre por dengue, se 

les tomó una muestra de sangre venosa periférica sin usar anticoagulante para 

procesarla y obtener el suero que fue enviado al LESP. La muestra debió 

mantenerse en refrigeración desde la toma hasta la llegada al LESP. Si la 

muestra se tomó  del día 0 al 5 de iniciada la fiebre se realizó determinación del 

antígeno NS1 por ELISA. Si se obtuvo un resultado positivo se confirmó el caso, 

si fue negativo se procedió a realizar ELISA para IgG (cuando la muestra fue de 

paciente con 0 a 3 días de iniciada la fiebre) o ELISA para IgM (cuando la 

muestra fue tomada 4 a 5 días de iniciada la fiebre). Si la determinación de IgM 

por ELISA resultó positiva, se confirmó el caso. Si se obtuvo un resultado 

negativo, se realizó la determinación de IgG. Un resultado positivo de la 

determinación de IgG por ELISA confirmó el caso. Un resultado negativo 

requiere diagnóstico diferencial.10 En la Figura 15 se observa el algoritmo 

diagnóstico utilizado por el LESP para los casos probables de fiebre por 

dengue. 

 

Los muestras que fueron positivas a la ELISA de NS1 y que fueron 

tomadas en dentro de los primeros 5 días de la fiebre, se les extrajo ARN y se 

realizó RT-qPCR para DENV92. 
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Figura 15. Algoritmo diagnóstico para casos probables de fiebre por dengue. 

 

5.3 Detección del antígeno NS1 mediante método inmunoenzimático. 

 

Se realizó la detección del antígeno NS1 a partir de 50 µL de suero 

utilizando el Platelia™ Dengue NS1 Ag de BIORAD (# cat. 72830) siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Brevemente se añadieron 50µL del diluyente en los 

pozos. Posteriormente se añadieron 50 µL del calibrador, controles y suero, en 

diferentes pozos. A continuación se añadieron 100 µL del conjugado para 

después incubar durante 90 minutos a 37ºC. Al finalizar la incubación se 

desechó el contenido y se realizaron 6 lavados. 

 

 Se agregaron 160µL de cromógeno (TMB) en cada pozo y se incubó en 

obscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente. La reacción fue detenida al 

añadirse 100 µL de ácido sulfúrico 1 N y la placa fue leída en un lector de placa 

a 450/620nm.  
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Fig. 2. Nuevo algoritmo diagnóstico para casos probables de FD y FHD.  
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Para la interpretación de los resultados se necesita obtener el valor 

umbral del calibrador. El valor umbral del calibrador (CO) corresponde al valor 

medio de las densidades ópticas de los duplicados del calibrador. Los 

resultados se expresan en forma de relación, que se obtiene al dividir la 

densidad óptica de la muestra entre el valor umbral del calibrador. Obteniendo 

los cocientes se puede interpretar los resultados. Si la relación fue menor de 0.5 

el resultado fue negativo. Si se obtuvo una relación de 0.5 a 1, el resultado fue 

indeterminado. En cambio, una relación mayor a 1 fue considerada como 

positiva.  

 

5.4 Detección de anticuerpos IgM contra el virus del dengue mediante 

ensayo inmunoenzimático 

 

Se realizó la detección de anticuerpos IgM contra el virus del dengue a 

partir de 10µL de suero utilizando el ensayo Dengue IgM Capture ELISA de 

Panbio (# cat. E-DEN01M) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Brevemente, se diluyó el antígeno 1/250 con el diluyente. Se mezcló el antígeno 

diluido con el anticuerpo monoclonal trazador en partes iguales. Se añadieron 

100µL de suero diluido 1:1000 en diluyente en los pozos, al igual que los 

controles negativo, positivo y calibradores. Se incubó la placa durante una hora 

a 37ºC para posteriormente realizar 6 lavados con el amortiguador 

correspondiente. Se agregó 100 µL de la mezcla de antígeno y trazador en 

cada uno de los pozos. Posteriormente se incubó por segunda ocasión por una 

hora a 37ºC y se realizaron 6 lavados más. Se agregaron 100 µL de cromógeno 

(TMB) por pozo y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos.  

 

Al término de la incubación, se agregaron 100 µL de ácido fosfórico 1 M 

en cada pozo para parar la reacción y la placa se leyó a una longitud de onda 

de 450 nm con filtro de referencia de 600-650 nm.  
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Para la interpretación de los resultados se necesita primero calcular la 

media de la absorbancia de los calibradores y multiplicar por el factor de 

calibración (específico de cada lote) para obtener el valor del punto de corte. Se 

obtuvo el valor índice dividiendo la absorbancia de la muestra entre el punto de 

corte. Valores índice menores a 0.9 indicaron un resultado negativo. De 0.9 a 

1.1 el resultado de la prueba fue dudosa. Solamente valores índice mayores a 

1.1 fueron considerados positivos.  

 

5.5 Detección de anticuerpos IgG contra el virus del dengue mediante 

ensayo inmunoenzimático 

 

Se realizó la detección de anticuerpos IgG contra el virus del dengue a 

partir de 10 µL de suero utilizando el ensayo Dengue IgG Indirect ELISA de 

Panbio (# cat. E-DEN01G) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Brevemente, se añadieron 100 µL de suero diluido 1:1000 en diluyente en los 

pozos, al igual que los controles negativo, positivo y calibradores. Se incubó por 

30 minutos a 37ºC y posteriormente se hicieron 6 lavados con el amortiguador 

correspondiente. Se añadieron 100 µL del anticuerpo anti IgG humano 

conjugado con peroxidasa en cada pozo y se incubó nuevamente por 30 

minutos a 37ºC. Se hicieron 6 lavados y se añadieron 100 µL de cromógeno 

(TMB) en cada pozo. Se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente se añadieron 100 µL de ácido fosfórico 1 M para detener la 

reacción. La placa se leyó a una longitud de onda de 450 nm con filtro de 

referencia de 600-650 nm. 

 

Para la interpretación de los resultados se necesita primero calcular la 

media de la absorbancia de los calibradores y multiplicar por el factor de 

calibración (específico de cada lote) para obtener el valor del punto de corte. Se 

obtuvo el valor índice dividiendo la absorbancia de la muestra entre el punto de 

corte. Valores índice menores a 0.9 indicaron un resultado negativo. De 0.9 a 
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1.1 el resultado de la prueba fue dudosa. Solamente valores índice mayores a 

1.1 fueron considerados positivos. 

 

5.6 Extracción de ARN 

 

Se utilizaron diferentes técnicas de extracción de ARN dependiendo del 

lugar en donde se realizaron. En el Laboratorio Estatal de Salud Pública de 

Nuevo León se utilizó el MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit de 

Roche. En el Laboratorio de Arbovirología del Centro de Investigaciones 

Regionales se utilizó TRIzol LS de Ambion. En el CDC Dengue Branch se utilizó 

el QIAamp Viral RNA Mini kit de QIAGEN. 

 

5.6.1 Extracción de ARN con MagNA Pure de Roche 

Se extrajo ARN a partir de  100 µL de suero con el MagNA Pure LC Total 

Nucleic Acid Isolation Kit de Roche (# cat. 03 038 505 001) utilizando el MagNA 

Pure LC 1.0 Instrument. Se procedió conforme lo especificado por el fabricante. 

Se añadieron 300 µL del amortiguador de lisis/unión a 100 µL de suero. Se 

mezcló y se transfirió al cartucho de muestra, el cual fue colocado en el equipo. 

Se utilizó el protocolo “Total NA External_lysis” y el volumen de elución final fue 

de 100 µL. Los ARN fueron almacenados a -80ºC. 

 

5.6.2 Extracción de ARN con TRIzol LS 

Se extrajo ARN a partir de 100 µL de suero, o cosecha viral, con el 

reactivo TRIzol® LS de Ambion (# cat. 10296-010). Se precedió conforme lo 

especificado por el fabricante. De manera breve, se agregaron 500 µL de 

TRIzol LS al suero o cosecha viral. Se mezcló vigorosamente y se incubó 5 

minutos a temperatura ambiente. Se añadieron 100 µL de cloroformo por cada 

500 µL de TRIzol empleado. Se agitó manualmente por 15 segundos y se 

incubó a temperatura ambiente por 5 minutos.  Posteriormente se centrifugó a 

12,000 x g por 15 minutos a 4ºC. Se transfirieron 150 µL de la fase acuosa a 

otro vial y se añadieron 250 µL de isopropanol. Se mezcló en vortex y se incubó 
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durante 10 minutos a temperatura ambiente. Al término de la incubación, se 

centrifugó a 12,000 x g por 10 minutos a 4ºC. Se desechó el sobrenadante y el 

pellet de ARN fue lavado con 500µL de etanol al 75% se centrifugó a 7,500 x g 

durante 5 minutos a 4ºC. El pellet se dejó secar por 15 minutos y 

posteriormente se agregaron 45 µL de agua tratada con DEPC para 

resuspender el ARN. El ARN fue almacenado a -80ºC.  

 

5.6.3 Extracción de ARN con columna QIAGEN 

Se extrajo ARN a partir de 140 µL de suero con el kit QIAamp Viral RNA 

Mini de QIAGEN (# cat. 52906). La extracción fue realizada de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. A continuación se mencionará el procedimiento 

realizado. Se partió de un tubo de 1.5 mL con 560 µL de amortiguador AVL con 

acarreador de ARN. Se agregaron 140 µL de suero, se mezcló por 15 segundos 

y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. Terminada la incubación, 

se agregaron 560 µL de etanol 100% y se mezcló por 15 segundos. Se 

vertieron 630 µL de la mezcla a la columna QIAamp Mini y se centrifugó a 6000 

x g por 1 minuto. Al terminar la centrifugación, se desecha el tubo colector y se 

coloca uno nuevo. Se vertió el volumen de mezcla restante en la columna y se 

centrifugó bajo las mismas condiciones. Posteriormente se agregaron 500µL de 

amortiguador de lavado AW1 y se centrifugaron las columnas a 6,000 x g por 1 

minuto. Se descartó el tubo colector y se utilizó uno nuevo para después añadir 

500 µL de amortiguador AW2. Esta vez la centrifugación fue a 20,000 x g por 3 

minutos. Se descartó el tubo colector y la columna se colocó en un tubo de 1.5 

mL donde el ARN se eluyó con 60 µL de amortiguador AVE posterior a una 

centrifugación a 6,000 x g por 1 minuto. El ARN extraído se almacenó a -80ºC.  

 

5.7 Detección de ARN viral 

 

Se detectó ARN viral por medio de diferentes técnicas moleculares. Se 

utilizaron dos técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) punto 

final y dos técnicas de PCR tiempo real (RT-qPCR). 



! 49!

5.7.1 Detección de ARN viral por reacción en cadena de la polimerasa I 

Se detectó ARN viral por medio de la técnica de PCR anidada reportada 

por Catherine Seah88 que fue utilizada en el Laboratorio de Arbovirología y en el 

Laboratorio de Infectología Molecular. El protocolo consiste en amplificar un 

fragmento del gen NS3 del virus del dengue con un par de iniciadores en común 

para los cuatro serotipos. Posteriormente se amplifica una región específica 

utilizando el iniciador delantero común y un iniciador reverso específico para 

cada serotipo, empleando el producto de la PCR anterior. Para esta PCR se 

utilizó la ImProm-II™ de Promega (# cat. A3800) y la GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase de Promega (# cat. M8291). Los iniciadores utilizados se presentan 

en la Tabla 3. La mezcla de las dos reacciones se muestran en la Tabla 4. El 

programa de temperaturas se expone en la Tabla 5.   

 

Tabla 3. Secuencia de iniciadores utilizados en la PCR I. 

Iniciador Secuencia 5’ – 3’ Tamaño 
amplificado (pb) 

DV1 GGRACKTCAGGWTCTCC - 
DV3 AARTGIGCYTCRTCCAT 470 

DSP1 AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG 169 
DSP2 CCGGTGTGCTCRGCYCTGAT 362 
DSP3 TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG 265 
DSP4 CCTGGTTGATGACAAAAGTCTTG 420 

I= inosina; K= G/T; R= A/G; W= A/T; Y=C/T 
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Tabla 4. Condiciones de reacción de PCR I 

PCR 1  PCR 2 
Reactivo Volumen (µL)  Reactivo Volumen (µL) 

Buffer PCR 5X 2.3  Buffer PCR 5X 2.3 
MgCl2 25 mM 2  MgCl2 25 mM 2 
dNTP 10 mM 0.2  dNTP 10 mM 0.2 

DTT 0.1 M 1.2  Iniciador DV1 10 µM 0.5 

Iniciador DV1 10 µM 0.5  Iniciador DSP1  
10 µM 0.5 

Iniciador DV3 10 µM 0.5  Iniciador DSP2 
 10 µM 0.5 

RT-Improm II 0.1  Iniciador DSP3 
 10 µM 0.5 

GoTaq Flexi 0.15  Iniciador DSP4  
10 µM 0.5 

Agua MiliQ 15.55  GoTaq Flexi 0.15 
ARN 2.5  Agua MiliQ 15.35 

Volumen total 25  ADN 1:25 2.5 

   Volumen total 25 
 

 

Tabla 5.  Programas de temperatura PCR I 

PCR 1  PCR 2 
Paso Temperatura (ºC) Tiempo  Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 42 1 h  1 94 30 s 
2 94 30 s  2 55 1 min 
3 55 1 min  3 72 2 min 
4 72 2 min  4 25 ciclos desde 1 
5 25 ciclos desde 2  5 72 10 min 
6 72 10 min  6 4 - 

7 4 -     
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Los productos amplificados fueron verificados por medio de electroforesis 

en gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X teñido con bromuro de etidio. 

Se utilizó el marcador EZ Load 100 bp Molecular Ruler de Biorad (# cat. 170-

8352) y los geles fueron corridos a 100 V en buffer TBE 1X hasta que el 

colorante de carga llegó al final del gel. El gel fue examinado bajo luz UV. 

 

5.7.2 Detección de ARN viral por reacción en cadena de la polimerasa II 

Se detectó ARN viral por medio de la técnica de PCR anidada reportada 

por Robert Lanciotti89 que fue utilizada en el Laboratorio de Infectología 

Molecular. El protocolo consiste en amplificar un fragmento del gen C y prM del 

virus del dengue con un par de iniciadores en común para los cuatro serotipos. 

Posteriormente se amplifica una región específica utilizando el iniciador 

delantero común y un iniciador reverso específico para cada serotipo, 

empleando el producto de la PCR anterior. Primero se sintetiza ADN 

complementario (ADNc) y posteriormente se realizan la dos reacciones de PCR. 

Para la síntesis de ADNc se utilizó la M-MLV Reverse Transcriptase de 

Invitrogen (# cat. 28025-013). Para la reacción de PCR se utilizó la Taq DNA 

Polymerase de Invitrogen (# cat. 10342-020). 

 

Los iniciadores utilizados se presentan en la Tabla 6. La mezcla de 

reactivos de la síntesis de ADNc se muestra en la Tabla 7 y 8, así como el 

programa de temperaturas en la Tabla 9. 

 

Tabla 6. Secuencia de iniciadores utilizados en la PCR II. 

Iniciador Secuencia 5’ – 3’ Tamaño 
amplificado (pb) 

D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG - 
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 511 
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 482 
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 119 
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 290 
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 392 
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Tabla 7. Condiciones de reacción para síntesis de ADNc I. 

Reactivo Volumen (µL) 

dNTP 10mM 1 
Hexámeros 1 

Agua libre de nucleasas 3 
ARN 5 
Total 10 

 

Las reacciones fueron incubadas a 65ºC por 5 minutos y se enfriaron en 

hielo por 3 minutos. Posteriormente se agregaron los siguientes componentes a 

la reacción previa. 

 

Tabla 8. Condiciones de reacción para síntesis de ADNc II. 

Reactivo Volumen (µL) 

Reacción anterior 10 
Amortiguador RT 5X 4 
Inhibidor de RNasas 0.5 

Agua libre de nucleasas 5 
Enzima M-MLV 0.5 

Total 20 
 

Después de tener completos los componentes de la reacción se procedió 

a seguir el siguiente programa de temperatura. 

 

Tabla 9. Programa de temperatura síntesis de ADNc. 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo (min) 

1 30 10 
2 42 30 
3 95 5 
4 4 - 
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Después de haber sintetizado ADNc, se procedió a realizar las 

reacciones de PCR. Los componentes de las reacciones se muestran en las 

Tabla 10 y los programas de temperatura en la Tabla 11. 

 

Tabla 10 Condiciones de reacción de PCR II. 

PCR 1  PCR 2 
Reactivo Volumen (µL)  Reactivo Volumen (µL) 

Buffer PCR 10X 2  Buffer PCR 10X 2.3 
MgCl2 25 mM 2  MgCl2 25 mM 2 
dNTP 10 mM 0.2  dNTP 10 mM 0.2 

Iniciador D1 10 µM 0.5  Iniciador D1 10 µM 0.5 

Iniciador D2 10 µM 0.5  Iniciador TS1  
10 µM 0.5 

Taq DNA 
Polimerasa 0.15  Iniciador TS2 

 10 µM 0.5 

Agua MiliQ 15.55  Iniciador TS3 
 10 µM 0.5 

ADNc 2.5  Iniciador TS4  
10 µM 0.5 

Volumen total 25  Taq DNA 
Polimerasa 0.15 

   Agua MiliQ 15.35 
   ADN 1:25 2.5 
   Volumen total 25 

 

Tabla 11.  Programas de temperatura PCR II. 

PCR 1  PCR 2 
Paso Temperatura (ºC) Tiempo  Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 94 5 min  1 94 30 s 
2 94 30 s  2 55 1 min 
3 55 30 s  3 72 2 min 
4 72 30 s  4 40 ciclos desde 1 
5 40 ciclos desde 2  5 72 10 min 
6 72 5 min  6 4 - 

7 4 -     
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Los productos amplificados fueron verificados por medio de electroforesis 

en gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X teñido con bromuro de etidio. 

Se utilizó el marcador EZ Load 100 bp Molecular Ruler de Biorad (# cat. 170-

8352). Los geles fueron corridos a 100 V en buffer TBE 1X hasta que el 

colorante de carga llegó al final del gel. El gel fue examinado bajo luz UV. 

 

5.7.3 Detección de ARN viral por PCR tiempo real I 

El método utilizado para detectar ARN viral de DENV en el Laboratorio 

Estatal de Salud Pública de Nuevo León es el publicado por Bárbara Johnson92. 

Se utilizó la modalidad multiplex del protocolo establecido. En la Tabla 12 se 

enlistan las secuencias de los iniciadores y sondas utilizadas. 

 

Tabla 12. Secuencias de iniciadores y sondas utilizadas. 

Iniciador Secuencia 5’ – 3’ Posición Fluoróforo 

DEN-1 F CAAAAGGAAGTCGTGCAATA 8973  
DEN-1 C CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAACC 9084  
Sonda 
DEN-1 CATGTGGTTGGGAGCACGC 8998 FAM/BHQ1 

DEN-2 F CAGGTTATGGCACTGTCACGAT 1605  
DEN-2 C CCATCTGCAGCAACACCATCTC 1583  
Sonda 
DEN-2 CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA 1008 HEX/BHQ1 

DEN-3 F GGACTGGACACACGCACTCA 740  
DEN-3 C CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT 813  
Sonda 
DEN-3 ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG 762 TR/BHQ2 

DEN-4 F TTGTCCTAATGATGCTGGTCG 904  
DEN-4 C TCCACCTGAGACTCCTTCCA 992  
Sonda 
DEN-4 TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG 960 Cy5/BHQ3 
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Las reacciones fueron realizadas de la siguiente manera: Se utilizaron los 

iniciadores específicos de serotipo en cada reacción. Se utilizó el kit SuperScript 

III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System de Invitrogen (# cat. 11732-

020). Las condiciones de la reacción se enlistan en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Condiciones de reacción de RT-qPCR I. 

Reactivo Volumen (µL) 

Agua 5.32 
PCR Master mix 2X 12.5 

Iniciador DEN-1 F 100 µM 0.25 
Iniciador DEN-1 C 100 µM 0.25 
Iniciador DEN-2 F 100 µM 0.125 
Iniciador DEN-2 C 100 µM 0.125 
Iniciador DEN-3 F 100 µM 0.25 
Iniciador DEN-3 C 100 µM 0.25 
Iniciador DEN-4 F 100 µM 0.125 
Iniciador DEN-4 C 100 µM 0.125 

Sonda DEN-1 100 µM 0.45 
Sonda DEN-2 100 µM 0.45 
Sonda DEN-3 100 µM 0.45 
Sonda DEN-4 100 µM 0.45 

Mezcla SuperScript III RT/Platinum Taq 0.5 
ARN 5 
Total 25 

 

Las reacciones fueron llevadas acabo en placas de 96 pozos y puestas 

en un termociclador ABI 7500 FAST de Applied Biosystems. Los parámetros de 

termociclado se presentan en la Tabla 14. 
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Tabla 14.  Programa de temperaturas RT-qPCR I. 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 50 30 min 
2 95 2 min 
3 95 15 s 
4 60 1 min 
5 45 ciclos desde 3 

 

Las curvas de amplificación fueron evaluadas por serotipo y la línea de 

umbral fue establecida sobre la señal de fondo. Curvas de amplificación con 

valores de CT mayores a 37 se consideraron negativas.  

 

5.7.4 Detección de ARN viral por PCR tiempo real II 

Para la detección de ARN viral se utilizó el ensayo de RT-PCR tiempo 

real para DENV 1 – 4 establecida en el CDC.95 Se utilizó la modalidad 

singleplex del protocolo establecido.  

 

En la Tabla 15 se enlistan las secuencias de los iniciadores y sondas 

utilizadas. Cada sonda Taqman va dirigida hacia un solo serotipo y está 

conjugada a un fluoróforo que emite fluorescencia a diferentes ondas de 

excitación. 

 

Para esta reacción se utilizó el kit SuperScript III Platinum One-Step 

Quantitative RT-PCR System de Invitrogen (# cat. 11732-020). Se utilizaron los 

iniciadores y sonda específicos para el serotipo buscado. En la Tabla 16 se 

muestran las condiciones de reacción utilizadas en este protocolo.  
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Tabla 15 Secuencias de iniciadores  y sondas utilizadas 

Iniciador Secuencia 5’ – 3‘ Posición Fluoróforo 

D1-F CAAAAGGAAGTCGYGCAATA 8936  
D1-R CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC 9023  
D1-

Sonda CATGTGGYTGGGAGCRCGC 8961 FAM/BHQ1 

D2-F CAGGCTATGGCACYGTCACGAT 1426  
D2-R CCATYTGCAGCARCACCATCTC 1482  
D2-

Sonda CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA 1454 HEX/BHQ1 

D3-F GGACTRGACACACGCACCCA 701  
D3-R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT 749  
D3-

Sonda ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG 722 TR/BHQ2 

D4-F TTGTCCTAATGATGCTRGTCG 884  
D4-R TCCACCYGAGACTCCTTCCA 953  
D4-

Sonda TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG 939 Cy5/BHQ3 

 

 

Tabla 16. Condiciones de reacción de RT-qPCR II 

Reactivo Volumen (µL) 

PCR Master mix 2X 12.5 
Iniciador D-F 1 µM 0.5 
Iniciador D-R 1 µM 0.5 
Sonda D 180 nM 0.45 

Mezcla SuperScript III RT/Platinum Taq 0.5 
Agua libre de nucleasas 5.55 

ARN 5 
Volumen total 25 

 

Las reacciones fueron llevadas acabo en placas de 96 pozos y puestas 

en un termociclador ABI 7500 FAST Dx de Applied Biosystems. Los parámetros 

de termociclado utilizados se presentan en la Tabla 17. 
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Tabla 17. Programa de temperaturas RT-qPCR II. 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 50 30 min 
2 95 2 min 
3 95 15 s 
4 60 1 min 
5 45 ciclos desde 3 

 

Las curvas de amplificación fueron evaluadas por serotipo y la línea de 

umbral fue establecida sobre la señal de fondo. Curvas de amplificación con 

valores de CT mayores a 37 se consideraron negativas.  

 

5.8 Cultivo de células C6/36 

 

La línea celular C6/36 es una clona obtenida de la línea original de Aedes 

albopictus que presenta una alta sensibilidad a los virus del dengue. Las células 

C6/36 se mantuvieron en botellas de 25 cm2 con 5 mL de medio Leibovitz L-15 

suplementado con suero bovino fetal al 5%, aminoácidos no esenciales y 

anfotericina, a 28ºC sin atmósfera de CO2. Se hizo pasaje de células cada 

semana. Las células se desprendieron de la botella por agitación. 

 

5.8.1 Infección células C6/36 

Se goleó ligeramente la botella de cultivo para eliminar las células no 

adheridas. Posteriormente se decantó el medio de cultivo y se agregaron 5mL 

de medio L-15 + SBF 5% fresco. Se golpeó nuevamente la botella para 

desprender las células adheridas. Se realizó dilución 1:10 de las células para 

sembrar en tubos de cultivo celular Nunc de 3 mL (Thermo Scientific, # cat. 

156758). Se incubaron los tubos a 28ºC por 2 días y se descartó el medio. Se 

agregó 1 mL de medio L-15 + SBF 2% a cada uno de los tubos para 

posteriormente colocar 20 µL de suero de paciente en el borde del tubo. Se 

mezcló por inversión y se incubó a 37ºC por una hora. Al terminar la incubación 
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se agregaron 2 mL de medio L-15 + SBF 2% y se incubaron a 28ºC por 15 días. 

Las células fueron evaluadas constantemente bajo un invertoscopio. Se buscó 

intencionadamente: cambios en la morfología celular, formación de sincitios, 

vacuolización y lisis celular.  

 

5.8.2 Cosecha viral 

Al día 15 de incubación, las células fueron desprendidas mecánicamente 

con una pipeta serológica y se hicieron alícuotas de la cosecha. Éstas fueron 

almacenadas a -80ºC. 

 

5.9 Inmunohistoquímica 

 

Para esta técnica se utilizó el R.T.U. VectaStain Universal Elite ABC kit y 

el DAB Peroxidase Substrate kit, ambos de Vector Laboratories (# cat. PK-7200 

y SK-4100, respectivamente). El PBS utilizado fue PBS 0.01M pH 7.2. Las 

incubaciones fueron realizadas en cámara húmeda a 37ºC. 

 

Se tomaron 700µL de cosecha viral y colocaron en un tubo de 2mL. 

Donde se agregaron 800µL de PBS. Se centrifugó 5,000 rpm a 4ºC por 5 

minutos. Se decantó sobrenadante y se agregaron 250µL de PBS. Se colocaron 

15 µL de solución en portaobjetos. Se secó a temperatura ambiente dentro de 

campana y se fijaron los portaobjetos en acetona a -20ºC por toda la noche. 

 

Se retiraron los portaobjetos de la acetona y dejaron secar dentro de la 

campana. Se colocaron 15 µL de “Anti-Flavivirus Group Antigen Antibody, clone 

D1-4G2-4-15 | MAB10216” a dilución 1:3000 en PBS, sobre las células fijadas. 

Se incubó por 35 minutos. Las células se lavaron 5 veces con PBS. Se 

colocaron 15 µL de anticuerpo biotinilado anti IgG de ratón 1:100 y se incubó 

por una hora. Nuevamente se lavó 5 veces con PBS, se colocaron 15 µL del 

reactivo R.T.U. Elite ABC y se incubó en cámara húmeda por una hora. Se 

hicieron 5 lavados y se colocaron 15 µL de substrato diaminobenzidina + Ni2+. 
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Se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente, se lavó una vez con agua 

desionizada. Se colocó una gota de PBS y se cubrió con un cubreobjetos. Se 

buscaron señales de color gris/negro bajo el microscopio.  

 

5.10 Amplificación del gen de proteína de envoltura 

 

La región del gen de la proteína E es la mejor para realizar el análisis 

filogenético para determinar las diferencias geográficas y relación genética 

entre los DENV.151 

 

Se procedió a amplificar el gen de la proteína de envoltura del virus del 

dengue. Para ello fueron utilizados dos métodos: RT-PCR en uno y en dos 

pasos. El tamaño de los fragmentos a amplificar fue de: 1743pb para DENV-1 y 

1741pb para DENV-2. 

 

5.10.1 RT-PCR Un Paso 

La amplificación en un paso del gen de la proteína de envoltura se realizó 

utilizando el kit BluePrint One Step RT-PCR de TaKaRa (# cat. RR755A). La 

secuencia de los iniciadores y la mezcla de reactivos se muestran en las Tablas 

18 y 19. El programa de temperaturas utilizado se muestra en la Tabla 20. 

 

Tabla 18. Secuencia de iniciadores utilizados para la amplificación del gen E. 

Iniciador Secuencia 5’ – 3’  
Tamaño 

amplificado (pb) 

D1-F1 AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGAC - 

D1-R1 CAGCATGGAACTGTTCTGGTGCAG 1743 

D2-F1 ATGATGGCAGCAATCCTGGCATAC - 

D2-R1 CTCCTGTCATAATAGTTAACTTCACC 1741 
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Tabla 19. Condiciones de reacción de amplificación gen E Un paso 

Reactivo Volumen (µL) 

Amortiguador One Step 2X 25 
Iniciador D-F1 400 nM 1 
Iniciador D-R1 400 nM 1 

Mezcla de Enzimas One Step RT 2 
Agua libre de nucleasas 16 

ARN 5 
Volumen total 50 

 

 

Tabla 20. Programa de temperatura de amplificación gen E Un paso 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 50 30 min 
2 94 2 min 
3 98 10 s 
4 60 30 s 
5 72 3 min 
6 35 ciclos desde 3 
7 68 7 min 
8 4 - 

 

5.10.2 RT-PCR Dos pasos 

En este método de amplificación del gen E se necesita primero sintetizar 

ADNc para después amplificar el fragmento deseado.  

 

5.10.2.1 Síntesis de ADNc. La síntesis de ADNc se realizó con el kit 

BluePrint RT-PCR de Takara (# cat. RR714A) mezclando los reactivos en un 

bloque frío. Los componentes de la primera reacción se enlistan en la Tabla 21.  
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Tabla 21. Condiciones de reacción para síntesis de ADNc I. 

Reactivo Volumen (µL) 

dNTP 10mM 1 
Hexámeros 1 

Agua libre de nucleasas 3 
ARN 5 
Total 10 

 

Las reacciones fueron incubadas a 65ºC por 5 minutos y se enfriaron en 

hielo por 3 minutos. Posteriormente se agregaron los siguientes componentes 

de la Tabla 22 a la reacción previa. 

 

Tabla 22. Condiciones de reacción para síntesis de ADNc II. 

Reactivo Volumen (µL) 

Reacción anterior 10 
Amortiguador RT 5X 4 
Inhibidor de RNasas 0.5 

Agua libre de nucleasas 5 
Enzima RTase 0.5 

Total 20 
 

Después de tener completos los componentes de la reacción se procedió 

a seguir el siguiente programa de temperatura que se muestra en la Tabla 23. 

 

Tabla 23. Programa de temperatura síntesis de ADNc. 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo (min) 

1 30 10 
2 42 30 
3 95 5 
4 4 - 
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5.10.2.2 Protocolo PCR. Una vez sintetizado el ADNc se procedió a 

realizar la PCR de amplificación del gen E. Los componentes de la reacción de 

PCR se enlistan a continuación (Tabla 24), así como el programa de 

temperaturas (Tabla 25).  

 

Tabla 24. Condiciones de reacción amplificación gen E Dos pasos 

Reactivo Volumen (µL) 

Amortiguador PCR 10X 5 
dNTP 10nM 2 

Iniciador D-F1 20 µM 1 
Iniciador D-R1 20 µM 1 

Agua libre de nucleasas 35.5 
Enzima EX Taq HS 0.5 

ADNc 5 
Total 50 

 

 

Tabla 25. Programa de temperatura amplificación gen E Dos pasos 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 98 10 s 
2 60 30 s 
3 72 3 min 
4 35 ciclos desde 1 
5 4 - 

 

 

5.10.3 Electroforesis Amplificación de gen E 

Para la visualización del producto amplificado de E se realizó 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% en amortiguador Bionic 1X de Sigma-

Aldrich (# cat. B6185). El gel fue teñido con SYBR Safe gel DNA Stain de 

Invitrogen (# cat. S33102). Se utilizó el marcador QuickLoad 1kb ladder de New 

England Biolabs (# cat. N0468L) y se colocaron los 50 µL de reacción de PCR. 
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El gel se corrió en amortiguador Bionic 1X a 200 V hasta que el colorante de 

carga llegue al final del gel. El gel fue examinado bajo luz UV. Una banda 

grande y brillante fue la requerida para la extracción del gel y secuenciación. 

 

5.11 Purificación de Amplificado 

 

5.11.1 Extracción de ADN a partir del Gel 

Para poder extraer el producto amplificado de PCR del gel se utilizó el 

QIAquick Gel Extraction kit de QIAGEN (# cat. 28706).  Primero se cortó el 

fragmento de ADN del gel de agarosa con un bisturí limpio y afilado, 

removiendo la mayor cantidad de agarosa posible. El fragmento de gel se 

colocó en un tubo de 1.7 mL y se llenó el tubo con el amortiguador QC. El tubo 

fue calentado a 50ºC por 10 minutos. Posteriormente se agregaron 800 µL de la 

mezcla en la columna QIAquick y se centrifugó a 14,000 rpm por 1 minuto. Se 

descartó el filtrado y se colocó la mezcla restante en la columna para después 

centrifugar. Se descartó el filtrado y se añadieron 500 µL de amortiguador QG 

para después centrifugar por 1 minuto y descartar el filtrado. La columna fue 

lavada por 750 µL de amortiguador PE y se incubó 5 minutos a temperatura 

ambiente. Posterior a la incubación se centrifugó por 1 minuto. Se descartó el 

filtrado y se volvió a centrifugar por 1 minuto. La columna fue colocada en un 

tubo nuevo y para la elución del ADN, se añadieron 40 µL de amortiguador de 

elución en el centro de la membrana de la columna. La columna fue incubada 

por 2 minutos y se centrifugó por 2 minutos.  

 

5.11.2 Cuantificación de ADN Extraído 

Posterior a la elución los ácidos nucleicos fueron cuantificados en 

Nanodrop utilizando la solución de elución como blanco.  
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5.12 Secuenciación 

 

La reacción de secuenciación se realizó utilizando el BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit de Life Technologies (# cat. 4337455). Se utilizaron 

iniciadores diferentes para cada serotipo, 7 iniciadores para las muestras de 

DENV-1 y 5 iniciadores para DENV-2. Se utilizó un iniciador diferente por cada 

reacción. Es decir, por cada muestra a secuenciar de DENV-1 se hicieron 7 

reacciones y por cada muestra de DENV-2 se hicieron 5. Los iniciadores 

utilizados y los componentes de la reacción se muestran en las Tablas 26 y 27. 

Los tubos donde se realizó la mezcla se mantuvieron en un bloque frío 

 

Tabla 26. Iniciadores secuenciación gen E de DENV 

Serotipo Iniciador Secuencia 5’ – 3’ 

1 cD1-973 CCACGAAGTCTCTGTTGCCTATT 

1 D1-890 AAGGGATCATTTTCATTTTG 

1 D1-1003 GTGGTACTGGAGCATGGAAGTTGC 

1 cD1-1446 CGTAGGAGCTTGAGGTGTTATGGT 

1 D1-1395 TGAGACTACAGAACATGGAACAAC 

1 cD1-1923 TTCATATTTAACCTGCACCAGAAC 

1 D1-2141 GAAGCAACTGCCCGAGGAGCACGA 

2 cD2-771 ATGTTTCCAGGCCCCTTCTGATGAC 

2 cD2-1387 CATGTTTTCCTGTGTCATTTCCGAC 

2 D2-1416 GGAAATCAAAATAACACCACAGAGTTCC 

2 cD2-2074 TGATGATGTAGCTGTCTCCGAATG 

2 D2-2207 TCCTTGGGAGGAGTGTTTACATCT 
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Tabla 27.  Componentes de la reacción de secuenciación 

Reactivo Volumen (µL) 

Amortiguador BigDye 8 
Iniciador 3.3 µM 1 

Agua libre de nucleasas variable 
Amplificado 60 – 80 ng 

Total 20 
 

Posteriormente se utilizó el siguiente protocolo de temperaturas (Tabla 

28) ajustando la velocidad de rampa a 1ºC por segundo. 

 

Tabla 28. Programa de temperaturas utilizado en secuenciación 

Paso Temperatura 
(ºC) Tiempo 

1 96 1 min 
2 96 10 s 
3 50 5 s 
4 60 4 min 
5 25 ciclos desde 2 
6 4 - 

 

Posteriormente se realizó la secuenciación bidireccional con el método 

de Sanger en un 3730 DNA Analyzer de Life Technologies (# cat. 3730S) 

siguiendo las indicaciones del fabricante.  

 

5.13 Ensamble de secuencias 

 

Se obtuvo la información en crudo de las secuencias en archivos 

individuales con extensión *.ab1. Estos archivos contenían el electroferograma 

de la muestra secuenciada. Se obtuvieron 7 archivos para cada una de las 

muestras de DENV-1 y 5 para las de DENV-2.  
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Las secuencias codificantes fueron ensambladas utilizando la aplicación 

SeqMan Pro del programa DNASTAR Lasergene 11. Las secuencias fueron 

ensambladas de novo y fueron curadas manualmente verificando los 

electroferogramas.  

 

5.14 Análisis de secuencias 

 

5.14.1 Alineamiento de secuencias 

Una vez obtenidas las secuencias se realizó alineamiento múltiple de las 

secuencias con el programa MEGA 5.2.2 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis)152 utilizando el módulo de ClustalW en el Explorador de Alineamiento. 

Se buscó intencionadamente cambios de nucleótidos y posteriormente se 

realizó la traducción de las secuencias en el Explorador de Alineamiento. Se 

verificó si los cambios en los nucleótidos alteraban la secuencia aminoacídica. 

Se utilizó aparte la aplicación web WebLogo,153 diseñada para representar 

gráficamente alineamientos múltiples de aminoácidos, para la mejor 

representación de los cambios de aminoácidos. 

 

5.14.2 Modelaje de Estructura Terciaria 

Se obtuvo la secuencia de aminoácidos de las muestras secuenciadas. 

Se modelaron las secuencias que presentaran cambios en aminoácidos y 

secuencias de proteínas “normales” como control. Se ingresaron la secuencias 

de aminoácidos en el servidor de modelaje de homología proteica CPHmodels 

3.2 del Centro para el Análisis de Secuencias Biológicas (CBS por sus siglas en 

inglés).154 Se ingresó una secuencia a la vez y se obtuvo un archivo con 

extensión *.pdb el cual contenía las coordenadas para el modelo. 

Posteriormente el archivo se abrió en el programa Swis-Pdb Viewer155 y se 

inspeccionó la predicción. Después se compararon las predicciones de la 

proteína normal con la proteína de la muestra.  
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5.14.3 Comparación de manifestaciones clínicas con cambios en 

secuencia 

Se compararon las manifestaciones clínicas de los pacientes con las 

variaciones en la secuencia de la proteína E. Se construyó una tabla donde se 

ordenó el número de muestras en filas y las manifestaciones clínicas en 

columnas. Realizada la tabla, se marcaron las manifestaciones presentadas  

por los pacientes en cada una de las muestras. Asimismo se enlistaron las 

variantes en el gen de cada una de las muestras y se buscó relación entre la 

variante y las manifestaciones clínicas. Se realizó lo mismo con las secuencias 

de proteínas. 

 

5.14.4 Análisis filogenético 

Se realizó una búsqueda intencionada de secuencias similares a las 

obtenidas en la Base de Datos Nucleotídica (GenBank) del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés) utilizando la 

herramienta BLAST. Se reunieron las secuencias que tuvieran el 99% de 

identidad con la secuencia en cuestión.  

 

Las secuencias obtenidas del GenBank que correspondieron a genoma 

completo del virus fueron cortadas para que el análisis se hiciera 

exclusivamente del gen de la proteína E.  

 

Asimismo se obtuvieron secuencias de virus de los diferentes genotipos 

para poder situar las secuencias obtenidas en su respectivo genotipo. Las 

secuencias que se incluyeron en el análisis se muestran en las Tablas 29 y 30.  
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Tabla 29. Secuencias DENV-1 de GenBank utilizadas en el análisis filogenético 

Nombre # Acceso Cepa Año Localización 

NL A3 2010 JQ065900 A3/2010 2010 Nuevo León 
NL A6 2011 JQ065903 A6/201 2010 Nuevo León 

Argentina 2006 AY277666 ARG0048 2006 Argentina 
NL B11 2011 JQ065918 B11/2010 2010 Nuevo León 
NL B14 2012 JQ065920 B14/2010 2010 Nuevo León 
NL B17 2013 JQ065922 B17/2010 2010 Nuevo León 
NL B5 2014 JQ065915 B5/2010 2010 Nuevo León 
Brasil 2008 GU131863 BR/BID-V3490/2008 2008 Brasil 

NL C16 2011 JQ065934 C16/2010 2010 Nuevo León 
NL C8 2012 JQ065929 C8/2010 2010 Nuevo León 

Colombia 1985 AF425616 INS 347869 1985 Colombia 
Colombia 2007 GQ868566 CO/BID-V3386/2007 2007 Colombia 
Colombia 2008 GQ868570 CO/BID-V3391/2008 2008 Colombia 
El Salvador A1 

2012 JX891660 SV/DB109/2012 2012 El Salvador 

El Salvador A2 
2012 JX891659 SV/DB108/2012 2012 El Salvador 

NL G7 2010 JQ065945 G7/2010 2010 Nuevo León 
Haití 2010 JF969282 HA/DB067/2010 2010 Haití 

Martinica 1989 JF804018 MQ/DB005/1989 1989 Martinica 
Myanmar 1976 AF425615 PRS 228686 1976 Myanmar 
Nicaragua 2005 EU482617 NI/BID-V1071/2005 2005 Nicaragua 
Nicaragua 2008 GQ199859 NI/BID-V2652/2008 2008 Nicaragua 
Nicaragua 2009 JF937635 NI/BID-V5504/2009 2009 Nicaragua 

Nigeria 1968 AF425625 IBH 28328 1968 Nigeria 
NL 084 2010 JQ920428 MX/DB084/2010 2010 Nuevo León 
NL 087 2010 JQ920431 MX/DB087/2010 2010 Nuevo León 
NL 088 2010 JQ920432 MX/DB088/2010 2010 Nuevo León 

Polinesia 
Francesa 2001 FJ898448 PF/BID-V2939/2001 2001 Polinesia 

Francesa 
Puerto Rico A1 1998 FJ205873 US/BID-V1740/1998 1998 Puerto Rico 
Puerto Rico A2 1998 JF804021 PR/DB008/1998 1998 Puerto Rico 
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Tailandia 1964 AF180817 16007 1964 Tailandia 
Trinidad y 

Tobago 1986 AF425639 CAREC 86471 1986 Trinidad y 
Tobago 

Venezuela 1997 AF425634 28164 1997 Venezuela 
Venezuela 2006 HQ332182 VE_61006_2006 2006 Venezuela 
Venezuela A1 

2007 GU131842 VE/BID-V3578/2007 2007 Venezuela 

Venezuela A2 
2007 GU131840 VE/BID-V3573/2007 2007 Venezuela 

Venezuela A3 
2007 HQ332183 VE_61081_2007 2007 Venezuela 

Venezuela 2008 HM488256 VN/BID-V4035/2008 2008 Venezuela 
YUC 2007 HQ166036 MX/BID-V3733/2007 2007 Yucatán 
YUC 2008 GQ868530 MX/BID-V3746/2008 2008 Yucatán 

Malasia 1972 AF425622 P72-1244 1972 Malasia 
China 1980 AF350498 GZ/80 1980 China 

Singapur 2008 GQ357666 SG(EHI)DED12008 2008 Singapur 
Indonesia 1988 AB074761 A88 1988 Indonesia 
Filipinas 2004 GQ868602 PH/BID-V2940/2004 2004 Filipinas 

Indonesia 1998 AB189121 98901530 DF DV-1 1998 Indonesia 
Japón 2004 AB204803 D1/hu/Yap/NIID27 2004 Japón 

Camboya 2001 AF309641 Cambodia 2001 Camboya 
China 2004 DQ193572 Fj231/04 2004 China 
Hawaii 2001 DQ091261 Hawaii-01D 2001 Hawaii 

Tailandia 2001 FJ687433 TH/BID-V2277/2001 2001 Tailandia 
Sri Lanka 2009 HQ891316 SL_2009d 2009 Sri Lanka 
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Tabla 30. Secuencias DENV-2 de GenBank utilizadas en el análisis filogenético 

Nombre # Acceso Cepa Año Localización 

Australia 1992 AF410370 CAMR5 1992 Australia 
Australia 1993 AY037116 TSV01 1993 Australia 

China 1999 AF359579 FJ11/99 1999 China 
Colombia 1996 AF163096 PTCOL96 1996 Colombia 
Costa de Marfil 

1980 AF231718 DAKAr578 1980 Costa de 
Marfil 

El Salvador 
1999 DQ364515 ES_18_99 1999 El Salvador 

Guatemala 
2009 HQ999999 GU/FDA-GUA09/2009 2009 Guatemala 

Honduras 2007 GU586123 F07-075 2007 Honduras 

Martinica 1998 AF208496 H/IMTSSA-MART/98-
703 1998 Martinica 

Nicaragua 1999 DQ341201 541/NICARAGUA/99 1999 Nicaragua 
Nicaragua 2000 FJ898478 NI/BID-V2924/2000 2000 Nicaragua 
Jamaica 1983 M20558 Jamaica/N.1409 1983 Jamaica 

Venezuela 1998 AF398106 lard3146 1998 Venezuela 
Yucatán 2001 AY449682 12021/Oxkutzcab 01 2001 Yucatán 

India 1957 L10043 India 1957 India 
Indonesia 1976 L10044 Indon 1976 Indonesia 
Indonesia 2004 AY858035 BA05i 2004 Indonesia 
Malasia 1970 AF231717 P8-1407 1970 Malasia 
México 1992 AF100469 131 1992 México 

Nicaragua 2005 EU482748 NI/BID-V513/2005 2005 Nicaragua 
Perú 1996 AF100468 IQT2913 1996 Perú 

Tailandia 1958 D10514 TH-36 1958 Tailandia 
Tailandia 1979 DQ181805 ThD2 0168 1979 Tailandia 
Filipinas 1983 L10045 PHILIP 1983 Filipinas 
Taiwán 1987 L10052 Taiwán 1987 Taiwán 
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Se realizó un alineamiento múltiple con el programa MEGA 5.2.2  y 

posteriormente se hizo la reconstrucción de la filogenia con el método 

estadístico de máxima similitud utilizando el modelo de Tamura-Nei 93 con 

distribución Gamma 4 y un soporte de 1000 replicaciones. Se obtuvo el árbol 

filogenético y se guardó como archivo *.nwk para poderlo optimizar en el 

programa FigTree v1.4.  

 

5.14.5 Inferencia rutas de desplazamiento 

Una vez obtenido el árbol filogenético se pudo inferir la procedencia de 

los virus secuenciados en este proyecto. Para representar de mejor manera las 

rutas de desplazamiento de los virus en un mapa, se utilizó el programa ArcMap 

del conjunto de programas de procesamiento geoespacial ArcGis desarrollado 

por Esri. Se obtuvo la información geográfica de México, Guatemala, Belice, 

Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Colombia y Venezuela 

de la página www.diva-gis.org/gdata. Se marcaron las ciudades donde se 

aislaron los virus en los diferentes años y se representó la posible trayectoria 

del virus hasta llegar a Nuevo León.  

 

5.15 Pruebas estadísticas 

 

El análisis estadístico se realizó en el programa IBM SPSS Statistics 

versión 20. Se practicó análisis de medias y mediana de la edad de los 

pacientes. Se realizaron tablas de contingencia y pruebas de chi-cuadrado de 

género, anticuerpos IgM, manifestaciones clínicas y diagnóstico.  
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CAPÍTULO 6 

 

RESULTADOS 

 

6.1 Geomorfología 

 

6.1.1 Geomorfología de Yucatán  

 

El estado de Yucatán presenta la forma de un triángulo algo irregular, 

cuyos vértices corresponden, uno, a la boca del estero de Celestún (90°25' 

longitud oeste) y otro a las Bocas de Conil (87°32' longitud oeste) y el tercero al 

discutido punto Put (89° 14' longitud oeste y 18°44'06" latitud norte), que se 

encuentra en la intersección de los límites con Campeche y Quintana Roo. 

 

La distribución de los climas que prevalecen en Yucatán está regida 

principalmente por las interacciones de los factores climáticos que inciden sobre 

la región: corrientes marinas, circulación del este o vientos alisios, ondas 

tropicales, depresiones o tormentas tropicales y frentes fríos, nortes o masas de 

aire polar modificados. 

 

Las temperaturas medias anuales en el estado se distribuyen desde los 

24 a los 28 ºC. Las más altas se presentan hacia el suroeste del estado limítrofe 

con Campeche, y las más bajas en el norte entre Telchac y Dzilam. A partir de 

la distribución de la temperatura se forman dos zonas térmicas: la cálida entre 

24 y 26 ºC y la muy cálida mayor de 26 ºC. Teniendo dos tipos de climas, el 

seco estepario en el noreste y el cálido con lluvias en verano (tropical con 

invierno seco), en el resto del estado. 

 

El estado presenta un importante gradiente de lluvia. Los valores más 

bajos de precipitación se localizan en una franja entre Chuburná y Progreso con 

poco menos de 500 mm anuales; valores aún más bajos se encuentran en el 
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Golfo de México. Los valores más altos de precipitación, entre 1200 y 1500 mm, 

se localizan al sureste, limitando con el centro de Quintana Roo. 

 

La vegetación confirma lo anterior. Arbustos en la costa norte; el típico 

monte bajo en el centro, compuesto de árboles de poca altura, de hojas 

menudas y espinosas; monte alto en las regiones del oriente y del sur, formado 

por árboles de mayor elevación, de hojas anchas. 

 

La orografía del Estado se reduce a dos pequeñas cadenas de colinas 

que corren paralelas a los límites con el estado de Campeche. La de menor 

significancia, denominada Puuc, está representada por una serie de oteros que 

partiendo de las cercanías de Bolonchenticul, en los límites con el estado de 

Campeche, siguen hasta 60 km hacia el sureste para luego internarse por el sur 

del pueblo de Becanchén al Territorio de Quintana Roo. Paralela y a 20 km al 

norte, se levanta la Sierrita, Sierra Baja o de Maxcanú, una serie de pequeñas 

colinas que corren entre Halachó y Peto. Se desarrollan en 125 km de noroeste 

a sureste y tienen una elevación que varía de 100 a 125 m. 

 

El suelo del estado de Yucatán presenta una permeabilidad tal, que el 

escurrimiento es casi nulo. La erosión obra ahuecando y agujerando el suelo 

para llevar los residuos a los bajos fondos. Provoca derrumbes en los trechos 

de menor resistencia y presenta depresiones cerradas a las que sirven de 

vertedor cavernas más o menos aparentes. Estos hundimientos son conocidos 

con el nombre de cenotes, que son verdaderas grutas, algunas de grandes 

dimensiones, con sus techos y paramentos laterales revestidos a veces por 

estalactitas y estalagmitas.  

 

No existen ríos superficiales. Las aguas que penetran al sistema 

adquieren un movimiento de descenso obedeciendo a las leyes de la gravedad 

y siguen la dirección en que encuentran menor resistencia, hasta llegar a la 

capa impermeable que detiene o modifica su curso. El agua continuará su 
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movimiento en relación con la forma y pendiente del medio sobre el que circula 

y con el poder absorbente de dicha capa impermeable. Estas aguas forman 

grandes mantos de espesor uniforme llamados mantos acuíferos. Esta 

estructura de "ríos subterráneos" y grandes depósitos lacustres forman un 

sistema hidrográfico completo en comunicación con el fondo del mar, a donde 

desaguan directamente o indirectamente por las albuferas o esteros.  

 

6.1.2 Geomorfología de Nuevo León 

 

El estado de Nuevo León está limitado al norte y al este por Tamaulipas; 

al sur y al oeste por San Luis Potosí y Zacatecas; y al norte por Coahuila, 

Tamaulipas y el estado norteamericano de Texas. Las coordenadas geográficas 

de sus extremos son: al norte 27º 49' y al sur 23º 11' de latitud norte. Al este 98º 

26' y al oeste 101º 14' de longitud oeste. 

 

El clima en Nuevo León es extremoso. Es principalmente caluroso y 

seco, pero tiene temperaturas templadas en las áreas más altas, heladas en 

invierno y una fuerte temporada de lluvias a veces acompañada de huracanes. 

Monterrey tiene una temperatura promedio de 23°C, aunque suele llegar a los 

40°C en verano y a menos de 0°C en invierno. Hay una pequeña región 

desértica al noroeste y una franja de clima templado en las partes altas de la 

Sierra, al centro y sur (temperatura promedio de 14°C).  

 

En el estado hay cuatro tipos de clima: semiárido, tropical, árido y 

templado. De los cuales el semiárido está presente en el 69% de la superficie.  

A comparación del estado de Yucatán, donde predomina el tropical con invierno 

seco. 

 

En el estado dominan las lluvias de origen ciclónico (provenientes del 

Golfo de México) y convectivas (que tienen lugar cuando el aire llega de varios 

sitios a una zona de baja presión y asciende en verano), aunque también hay 
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lluvias asociadas a frentes fríos (que tienen origen en dos masas de aire de 

diferente temperatura; la masa de aire caliente, al tener menor densidad, 

asciende sobre la masa fría y, al subir, se enfría y se condensa provocando 

lluvias abundantes).  

 

En Nuevo León la vegetación dominante sean los matorrales en sus 

diversos tipos. El matorral tiene una cobertura de 67.25 % del territorio estatal, 

le sigue el mezquital con 9.46 %, el bosque con 9 %, la agricultura con 6.72 %, 

el chaparral con 2.75 %, y al final queda el pastizal con 1.89 %.  

 

En Nuevo León existen tres provincias fisiográficas: Llanura Costera del 

Golfo Norte, Sierra Madre Oriental y Gran Llanura Norteamericana. La provincia 

fisiográfica Sierra Madre Oriental domina por su amplitud el territorio estatal, al 

ocupar más de 49 % del total del territorio. Recorre el estado del noroeste al 

sureste y crea una zona templada y boscosa. 

 

En lo que se refiere a la hidrología, la región hidrológica Bravo – Conchos es la 

que ocupa la mayor proporción del estado (64 %). La región de San Fernando – 

Soto La Marina ocupa el resto. Casi todos nacen en la Sierra Madre Oriental y 

desembocan en el río Bravo o en los ríos San Fernando y Soto la Marina en 

Tamaulipas. La mayoría de los ríos que atraviesan Nuevo León no tiene 

corriente permanente, excepto en las partes medias y bajas, y ninguno es 

navegable.  

 

6.2 Identificación de casos 

 

6.2.1 Yucatán 

 

Durante el periodo de recaudación se identificaron 12 pacientes con caso 

probable de infección por el virus del dengue. La ubicación geográfica de los 

casos se presenta en la imagen Figura 16.  
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Figura 16. Distribución geográfica de casos identificados en Yucatán. 

 

La edad media de presentación fue de 26.32 años, la mediana de 28 

años y el rango de edad fue de 3 a 56 años. El 58% (7) de los pacientes fue de 

género masculino, mientras que el 43% (5) fue femenino.  

 

6.2.2 Nuevo León 

 

Se nos proporcionó ARN viral de 16 pacientes con diagnóstico de fiebre 

por dengue de todo el estado de Nuevo León del año 2012. La ubicación 

geográfica de los casos se presenta en la Figura 17. 
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Figura 17. Distribución geográfica de casos identificados en Nuevo León. 

 

La edad media de presentación fue de 28.88 años, la mediana de 20 años y el 

rango de edad fue de 7 a 66 años. El 69% (11) de los pacientes fue de género 

femenino, mientras que el 31% (5) fue masculino. 

 

6.3 Manifestaciones clínicas evaluadas 

 

Las manifestaciones clínicas presentadas fueron diversas en los dos 

estados. A continuación se describen las manifestaciones presentadas en los 

pacientes de los dos estados evaluados.  

 

6.3.1 Yucatán 

 

La manifestación clínica más presentada en los pacientes fue fiebre 

mayor de 38ºC presentada en el 93% de los pacientes, seguido de escalofríos 

en el 87%. El rubor facial, mialgias, artralgias, cefalea, anorexia, náusea y dolor 

abdominal se presentó en el 79% de los pacientes. Es importante mencionar 

que el dolor abdominal es un signo de alarma en la nueva clasificación de la 
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enfermedad de la OMS. El dolor retroocular característico de fiebre por dengue 

solo se presentó en el 57% de los pacientes. Síntomas respiratorios como tos, 

congestión nasal, congestión faríngea y dolor de garganta estuvieron presentes 

también, dando apariencia de cuadro catarral. Síntomas gastrointestinales 

como diarrea, estuvo presente en 43% de los casos. Hemorragias como 

hematemesis, epistaxis y equimosis estuvieron presentes en 7% de los casos, 

sin embargo 29% de pacientes presentó petequias. En la Figura 18 se muestran 

las manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes.  

 

 
Figura 18. Manifestaciones clínicas presentadas en Yucatán. 

 

 

6.3.2 Nuevo León 

Las manifestaciones clínicas más presentadas fueron fiebre, mialgias y 

cefalea, reportadas en el 100% de los pacientes. Le siguió artralgias con el 88% 

y luego dolor retroocular en el 69%. Se presentó escape de líquido y 

hemorragias espontáneas en el 6% de los pacientes. Estos dos últimos son 

signos de alarma de acuerdo a la nueva clasificación de la OMS. A 
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comparación de las manifestaciones de Yucatán, no se presentó dolor 

abdominal, petequias no equimosis. En la Figura 19 se muestran las 

manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes.  

 

 
Figura 19. Manifestaciones clínicas presentadas en Nuevo León. 

 

 

 

6.4 Comparación de manifestaciones en ambos estados 

 

Para poder hacer una correcta comparación de las manifestaciones 

clínicas se tomaron en cuenta solo las manifestaciones clínicas que fueron 

evaluadas por los dos estados. Dando como resultado el siguiente gráfico que 

se muestra en la Figura 20. 
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Figura 20. Manifestaciones clínicas presentadas en los dos estados. 

 

Puede observarse que los síntomas constitucionales de la enfermedad 

(fiebre mialgias, cefalea, artralgias y dolor retroocular) se presentaron de igual 

forma en los dos estados. Sin embargo el dolor abdominal estuvo presente en 

la mayoría de los pacientes de Yucatán a comparación de los de Nuevo León. 

Este hallazgo es importante dado que el dolor abdominal es un signo de alarma. 

Otra manifestación clínica donde se observó diferencia son las petequias.  

 

Debido a la diferencia observada en la presencia del dolor abdominal en 

los dos estados, se realizó una tabla de contingencia de la localidad y el dolor 

abdominal. En la prueba de Chi-cuadrado de Pearson el valor de p fue menor a 

0.001 y en el estadístico exacto de Fisher, el valor de p fue menor a 0.001. 

Como se observó una situación similar en la presencia de petequias, se hizo 

también una tabla de contingencia de la localidad y petequias. El valor de p de 
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la prueba de chi-cuadrado de Pearson fue de 0.022 y el valor de p en el 

estadístico exacto de Fisher fue de 0.037. Por lo tanto podemos concluir que 

hay diferencia significativa en la presentación clínica de los pacientes de ambos 

estados. 

 

6.5 Anticuerpos anti-DENV 

 

Se buscaron anticuerpos IgM e IgG contra DENV en suero mediante 

ELISA. Solamente se encontraron anticuerpos IgM contra DENV en los 

pacientes evaluados. Hubo una respuesta similiar  de anticuerpos IgM 

circulantes específicos para DENV en los dos estados. Se detectaron 

anticuerpos IgM específicos para DENV en el 14% de los pacientes de Yucatán. 

A comparación de los pacientes de Nuevo León, donde solamente en el 6% se 

detectaron. No se detectaron anticuerpos IgG contra DENV en los pacientes 

estudiados. 

 

6.6 Antígeno NS1 

 

  A pesar de que esta prueba tiene una sensibilidad del 80 al 100% 

solamente en 4 pacientes (29%) de Yucatán se detectó antígeno NS1 en 

sangre. Las 16 muestras de ARN proporcionadas pertenecieron a pacientes a 

quienes se les detectó NS1 en suero, requisito para que se realizara RT-qPCR. 

Aunque se realizó el mismo ensayo en los dos estados no pueden compararse 

los resultados. 

 

6.7 Diagnóstico 

 

De acuerdo a la nueva clasificación de la OMS se hizo el diagnóstico de 

los pacientes. En Yucatán se diagnosticó fiebre por dengue con signos de 

alarma en el 91% de los pacientes y fiebre por dengue sin signos de alarma en 

9%. En Nuevo León ocurrió lo contrario, el 87% de los pacientes tuvieron 
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diagnóstico de fiebre por dengue sin signos de alarma. Se realizó una tabla de 

contingnecia de localidad y diagnóstico con la prueba de chi-cuadrado de 

Pearson y se obtuvo una significancia estadística de 0.001. El estadístico 

exacto de Fisher fue de 0.01. Lo cual nos demuestra que hay diferencia 

significativa entre los diagnósticos que se hacen en los dos estados.  

 

6.8 Detección ARN viral 

 

6.8.1 Detección de ARN viral por PCR I 

 

En Yucatán, de las 12 muestras recolectadas, se lograron obtener 9 

positivas para ARN viral por medio de la RT-PCR de Seah. De esas 9 muestras, 

7 fueron positivas para DENV-1 y 2 para DENV-2. La lista de muestras se 

puede observar en la Tabla 31. 

 

Tabla 31. Relación de muestras obtenidas de Yucatán 

ID PCR 

687 DENV-1 
688 DENV-1 
689 DENV-1 
690 DENV-1 
691 DENV-1 
692 DENV-1 
693 NEG 
694 NEG 
695 NEG 
696 DENV-1 
697 DENV-2 
698 DENV-2 
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En las Figuras 21 y 22 se observan los geles de las muestras positivas 

para DENV del estado de Yucatán.  

 

 
Figura 21. Gel de agarosa donde se observan las muestras positivas para PCR 

con el protocolo de C. Seah utilizando primers específicos para serotipo (DSP). 

 

 

 
Figura 22. Gel de agarosa donde se observan las muestras positivas para PCR 

con el protocolo de C. Seah utilizando primers específicos para serotipo (DSP). 
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6.8.2 Detección ARN viral por PCR II 

 

La confirmación de infección por DENV en las células C6/36 infectadas 

con sueros se realizó por medio de la técnica reportada por Lanciotti. A 

continuación (Figuras 23 – 26) se muestran los geles donde se evidencía la 

positividad de las muestras para infección por DENV. 

 

 
Figura 23. Gel de agarosa donde se muestra la positividad de las muestras 

691, 695, 697 y 698 con el protocolo de R. Lanciotti. 

 

 

 
Figura 24. Gel de agarosa donde se muestra la positividad de las muestras 694 

y 696 con el protocolo de R. Lanciotti. 

 



! 86!

 
Figura 25. Gel de agarosa donde se muestra la positividad de la muestra 687 

con el protocolo de R. Lanciotti. 

 

 
Figura 26. Gel de agarosa donde se muestra la positividad de la muestra 692 

con el protocolo de R. Lanciotti. 

 

Las muestras que pudieron amplificarse en las células C6/36 y que 

procedieron a secuenciar fueron: 691, 695, 697, 698, 694, 696, 687 y 692. 

 

6.8.3 Detección ARN viral por PCR tiempo real I 

 

La RT-qPCR realizada en el Laboratorio Estatal de Salud Pública es la 

reportada por Johnson. Nos proporcionaron ARN de las siguientes muestras 

positivas para DENV-1 y DENV-2. Estas muestras son de diferentes partes del 
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estado y recolectadas en diferentes fechas del año 2012. El listado de las 

muestras se encuentra en la Tabla 32. 

 

Tabla 32. Muestras obtenidas de Nuevo León 

ID PCR 

6335 DENV-1 
6870 DENV-2 
7750 DENV-1 
7753 DENV-1 
8698 DENV-2 
9250 DENV-1 
9546 DENV-2 
9856 DENV-2 
9878 DENV-2 
10378 DENV-2 
10380 DENV-1 
10438 DENV-2 
10711 DENV-1 
10814 DENV-1 
10983 DENV-1 
11165 DENV-2 

 

 

6.8.4 Detección de ARN viral por PCR tiempo real II 

 

La segunda detección de ARN viral se realizó en el CDC Dengue Branch 

para verificar la integridad de las muestras y su posibilidad de secuenciar. Se 

utilizó el protocol reportado por Santiago en modalidad singleplex para DENV-1 

y DENV-2. Se analizaron muestras de ARN, ADNc y ARN recién extraído de 

suero. El valor de umbral de la reacción de DENV-1 fue de: 8.60577 x 104; el 

valor de DENV-2 fue de: 2.7250 x 104. En la Tabla 33 se resume la información 

analizada. 
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Tabla 33. Resultado RT-qPCR para DENV-1 y DENV-2 
 DENV-1    DENV-2  

ID Especimen CT  ID Especimen CT 
10380 ARN 19.49  9546 ARN 23.50 
7753 ARN 28.23  8698 ARN 28.80 

10983 ARN 16.98  11165 ARN 24.16 
6335 ARN 34.83  10378 ARN 22.47 

10814 ARN 22.08  10438 ARN 34.18 
10711 ARN 31.38  9878 ARN 19.26 
9250 ARN 30.89  9856 ARN 29.00 
7750 ARN 19.19  6870 ARN 17.79 
687 ARN 37.07  694 ARN 31.50 
691 ARN 35.33  697 ARN 29.93 
692 ARN 17.00  694 ADNc 30.25 
695 ARN 32.39  697 ADNc 30.84 
696 ARN 14.21  698 ADNc 41.65 
687 ADNc 37.121  6870 ADNc 17.83 
691 ADNc 34.25  694 ARN suero 23.06 
692 ADNc 16.18  697 ARN suero IND 
695 ADNc 32.26  698 ARN suero IND 

696 ADNc 14.80     
687 ARN suero IND     
691 ARN suero IND     
692 ARN suero 18.84     
695 ARN suero 19.92     
696 ARN suero IND     

 

Las muestras que fueron aptas para secuenciar fueron las que tuvieron 

CT menor o igual a 24. Dichas muestras se en listan en la Tabla 34 junto con el 

lugar de origen y el serotipo. 
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Tabla 34. Muestras que tuvieron CT ≤24 

ID Lugar Muestra Serotipo 

10380 NL ARN 1 
10983 NL ARN 1 
10814 NL ARN 1 
7750 NL ARN 1 
692 YUC ARN 1 
696 YUC ARN 1 
692 YUC ADNc 1 
696 YUC ADNc 1 
692 YUC ARN Suero 1 
695 YUC ARN Suero 1 

9546 NL ARN 2 
11165 NL ARN 2 
10378 NL ARN 2 
9878 NL ARN 2 
6870 NL ARN 2 
6870 NL ADNc 2 
694 YUC ARN Suero 2 

 

 

6.9 Infección de células C6/36 

 

Se infectaron células C6/36 con los sueros obtenidos en Yucatán. Las 

células fueron observadas diariamente bajo microscopio de luz y se 

describieron los cambios morfológicos que se presentaron.  

 

Se presentaron cambios en la morfología en todas las células infectadas en 

diferente grado. En la Figura 27 se muestra una serie de fotografías de las 

células infectadas con la muestra 694, donde se observan las células a 

diferentes días postinfección y los cambios presentados.  
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Figura 27. Células C6/36 infectadas con la muestra 694 a diferentes días 

postinfección. 

 

En la serie de fotografías podemos observar que al día 0 postinfección 

las células son similares al control negativo sin infección. Al día 3, algunas 

células infectadas presentan vacuolización, contrario a las células sin infectar. 

En el día 7 se observa un célula gigante, producto de fusión celular. A su vez se 

observan espacios en blanco entre las células, que no se observa en la 

monocapa de células sin infectar. Al día 10 postinfección podemos observa 

mayor cantidad de células gigantes y mayor escaces de células, lo que indica 

lissi celular. Para el día 15 postinfección, la monocapa celular se ve afectada, 

debido a la lisis celular. Se observan células gigantes y detrito celular. Estos 

cambios son característicos de infección. La confirmación de infección por 

DENV se realizó por RT-PCR e inmunohistoquímica.  

 

6.10 Inmunohistoquímica 

 

La confirmación de infección por inmunohistoquímica se realizó en en las 

células infectadas con las muestras 693, 694 y 696. En la Figura 28 se pueden 

observar la positividad de las muestras. 



! 91!

 

 

 
Figura 28. Inmunohistoquímica contra Flavivirus realizada en células C6/36 

infectadas con DENV. 

 

 

Podemos observar que la técnica es válida debido a que los controles 

positivos y negativos resultaron positivos y negativos, respectivamente. Las 

muestras fueron positivas a infección por flavivirus dado que se muestran 

señales negras en las células.  Observamos que las células infectadas con las 

muestras dieron mayor señal que los controles positivos. Esto puede deberse a 

que las células controles estaban congeladas y las células infectadas con las 

muestras se fijaron inmediatamente después de su cosecha.  
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6.11 Amplificación gen de proteína de envoltura 

 

Las muestras que tuvieron CT ≤ 24 se procedieron a amplificar el gen de 

la proteína de envoltura por en un solo paso. A continuación se muestran los 

geles (Figuras 29 – 33) donde se evidencía la amplificación de las muestras.  

 

 
Figura 29. Gel de agarosa donde se muestran bandas definidas de las 

muestras 10814, 7750, y 696. 

 

 

 
Figura 30. Gel de agarosa donde se muestran bandas definidas de las 

muestras 9546, 11165, 10378 y 9878. 
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Figura 31. Gel de agarosa donde se muestran bandas definidas para las 

muestras 10380 y 695. 

 

 

 

 

 
Figura 32. Gel de agarosa donde se muestra banda definida de la muestra 692. 
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Figura 33. Gel de agarosa donde se muestran bandas definidas para las 

muestras 10814 y 10983. 

 

Solamente amplificaron 11 muestras de manera adecuada y se enlistan 

en la Tabla 35 junto con el serotipo y la localidad de las muestras. 

 

Tabla 35. Muestras amplificadas para E 

ID Serotipo Localidad 

7750 1 NL 
9546 2 NL 

11165 2 NL 
10378 2 NL 
9878 2 NL 

10380 1 NL 
10814 1 NL 
10983 1 NL 

696 1 YUC 
695 1 YUC 
692 1 YUC 
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6.12 Secuenciación 

 

Después de haber sido secuenciadas las muestras, se ensamblaron las 

secuencias. De las 11 muestras secuenciadas, la muestra 10378 obtuvo 

electroferogramas de mala calidad, por lo cual no se pudo obtener secuencia. 

Las secuencias de las muestras restantes que pudieron ser secuenciadas se 

enlistan en la Tabla 36. 

 

Tabla 36. Lista de muestras de las que se obtuvieron secuencia nucleotídica. 

ID Nombre Serotipo Localidad 

7750 NL 7750 2012 1 Nuevo León 
10380 NL 10380 2012 1 Nuevo León 
10814 NL 10814 2012 1 Nuevo León 
10983 NL 10983 2012 1 Nuevo León 
9546 NL 9546 2012 2 Nuevo León 
9878 NL 9878 2012 2 Nuevo León 

11165 NL 11165 2012 2 Nuevo León 
692 YUC 692 2012 1 Yucatán 
695 YUC 695 2012 1 Yucatán 
696 YUC 696 2012 1 Yucatán 

 

 

6.13 Comparación de secuencias 

 

Las secuencias obtenidas se separaron por serotipo y fueron analizadas 

en el programa MEGA. En este programa se realizó el alineamiento múltiple de 

las secuencias obtenidas. Una vez alineadas las muestras, se buscó 

manualmente los cambios presentados en las secuencias.  
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6.13.1 DENV-1 

 

Se detectaton 20 mutaciones en las secuencias del gen de la proteína E  

de DENV-1. Catorce de las 20 mutaciones se encontraron en las secuencias de 

Yucatán. De esas 14, 11 mutaciones estuvieron presentes solo en la muestra 

696. Dos mutaciones (244 y 1296) fueron compartidas por las tres muestras de 

Yucatán y una mutación (885) por las muestras 692 y 695. Cinco de las 6 

mutaciones dectectadas en las secuencias de Nuevo León fueron compartidas 

por las 4 muestras. Solamente la mutación en el sitio 999 estuvo presente en la 

muestra 10814. Las mutaciones y la muestra correspondiente se enlistan en la 

Tabla 37. 

 

Tabla 37. Cambios presentados en las secuencias de DENV-1 

Posición nucelótido Δ ID Muestra 
30 C-T 696 
69 G-A 696 
135 C-T 7750 10814 10380 10983 
207 C-T 696 
244 C-T 692 695 696 
312 C-T 696 
357 C-T 7750 10814 10380 10983 
447 C-T 696 
507 T-C 7750 10814 10380 10983 
681 C-T 696 
885 A-G 692 695 
922 C-T 696 
999 C-T 10814 
1197 G-A 696 
1243 C-T 7750 10814 10380 10983 
1296 G-A 692 695 696 
1383 T-C 7750 10814 10380 10983 
1389 G-A 696 
1423 C-T 696 
1455 T-A 696 
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Diecinueve de las 20 mutaciones fueron transiciones, solamente la 

mutación en la posición 1455 fue una transversión. Todos lo cambios fueron 

mutaciones sinónimas con excepción del cambio en la posición 1423, que 

resultó ser cambio en la primera posición del codón. 

 

La transición de C – T en la posición 1423 de la muestra 696 da como 

resultado un cambio de leucina por fenilalanina en la posición 475. Ambos 

aminoácidos son hidrofóbicos por lo que no se espera un cambio en la 

estructura secundaria. El alineamiento de aminoácidos de las muestras se 

representa gráficamente en la Figura 34.  

 

Figura 34. Representación gráica de alineamiento de proteína E de DENV-1.153 

 

 

 

6.13.2 DENV-2 

 

En el gen de la proteína E del DENV-2 se observaron 11 mutaciones en 

las muestras secuenciadas. De las 11 mutaciones, 5 estuvieron presentes en la 

muestra 9546, 4 en la muestra 9878 y 2 en la muestra 11165. Ninguna de las 

muestras compartió mutaciones. Las mutaciones y la muestra correspondiente 

se enlistan en la Tabla 38. 
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Tabla 38. Cambios presentados en las secuencias de DENV-2 

Posición Nucleótido Δ ID Muestra 
36 A-G 9546 
121 T-C 11165 
240 T-C 9878 
249 C-T 9878 
447 C-T 9546 
453 A-G 9546 
723 G-A 9546 
1062 T-A 9878 
1063 A-T 9878 
1194 C-T 9546 
1452 T-C 11165 

 

De las 11 mutaciones presentadas, 9 fueron transiciones y dos 

transversiones. La transversiones se presentaron en la muestra 9878. Diez de 

los 11 mutaciones fueron sinónimas con excepción de la transversión en la 

posición 1063. La mutación fue en la primera posición del codón, dando por 

resultado una mutación no sinónima.  

 

La transversión de A – T en la posición 1063 de la muestra 9878 da 

como resultado un cambio de asparagina por tirosina en la posición 355. Ambos 

aminoácidos son hidrofílicos pero la capacidad de la tirosina de fosfolirarse 

puede alterar la estructura terciaria de la proteína.  La representación gráfica del 

alineamiento de aminoácidos se observa en la Figura 35. 
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Figura 35. Representación gráfica de alineamiento de proteína E de DENV-2.153 

 

6.14 Modelaje estructura terciaria 

 

Se realizó el modelaje de las proteína E nativas para los dos serotipos, 

DENV-1 y DENV-2 y para las proteínas con mutación de las muestras 696 y 

9878. 

 

6.14.1 DENV-1 

 

La predicción de la estructura terciaria de la proteína E de la muestra 696 

no presentó cambios comparada con la estructura de la proteína nativa de 

DENV-1. Puede observarse la similitud de las estructuras proteícas en las 

Figuras 36 y 37.  
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Figura 36. Modelo de proteína E nativa de DENV-1 realizado en el servidor 

CPHmodel y optimizado en PDB viewer.154 

 

 

 
Figura 37. Modelo de proteína E de muestra 696 realizado en el servidor 

CPHmodel y optimizado en PDB viewer.154 

 

 



! 101!

6.14.2 DENV-2 

 

La sustitución no sinónima en la posición 355 de la proteín de la muestra 

9878 ocasionó un cambio en la estructura terciaria de la proteína. Esto de 

acuerdo al modelaje realizado. Puede observarse el cambio en las Figuras 38 y 

39. 

 
Figura 38. Modelo de proteína E nativa de DENV-2 realizado en el servidor 

CPHmodel y optimizado en PDB viewer. 

 

 

 
Figura 39. Modelo de proteína E de muestra 9878 realizado en el servidor 

CPHmodel y optimizado en PDB viewer. 
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El modelaje de la estructura proteíca es hipotético, se necesitan estudios 

a profundidad para establecer si este cambio es verdadero.  

 

6.15 Compración de manifestaciones clínicas con cambios en secuencia 

 

Las manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes infectados 

con DENV-1 se presentan en la Tabla 39. Las primeras tres filas corresponden 

a pacientes de Yucatán y las cuatro últimas a pacientes de Nuevo León. 

 

Tabla 39. Manifestaciones clínicas presentadas por pacientes infectados con 

DENV-1 
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692 X X X X X X  X X X 
695 X X X X       
696 X   X   X  X  
7750 X X X X X      
10814 X X X X   X    
10380 X X X X X      
10983 X X X X X      
 

El paciente infectado con el virus que presentó mayores manifestaciones 

clínicas (692) solo presentó tres mutaciones, y esas mutaciones estuvieron 

presentes en los tres virus pertenecientes a Yucatán. El paciente 696, quien su 

muestra presentó el mayor número de mutaciones (13), fue el que tuvo menos 

manifestaciones clínicas (fiebre, cefalea, vómito y petequias). Solo fue posible 

secuenciar un virus que haya dado dolor abdominal como manifestación clínica 

(692). Sin embargo no hubo mutación específica para ese virus.  
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Los virus pertenecientes  Nuevo León causaron solo síntomas 

constitucionales y los cuatro compartieron 4 mutaciones a lo largo del gen de la 

proteína E. Solamente la mutación en la posición 999 fue específica para el 

virus 10814, pero la única manifestación clínica diferente a las demás fue el 

vómito.  

 

En relación a las manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes 

infectados con DENV-2, en la Tabla 40 se enlistan las manifestaciones clínicas 

presentadas por los pacientes infectados por DENV-2.  

 

Tabla 40. Manifestaciones clinicas presentadas por pacientes infectados por 

DENV-2. 

 

Fi
eb
re

 

M
ia
lg
ia
s 

A
rtr
al
gi
as

 

C
ef
al
ea

 

D
ol

or
 

re
tro
oc
ul
ar

 

E
xa
nt
em
a 

V
óm
ito

 

D
ol

or
 

ab
do
m
in
al

 

P
et
eq
ui
as

 

E
qu
im
os
is

 

9546 X X X X       
9878 X X  X X      
11165 X X X X X X     
 

Los pacientes de Nuevo León presentaron los síntomas consitucionales 

de la enfermedad. Solamente el paciente infectado con el virus 11165 presentó 

exantema. El virus 11165 presentó dos mutaciones (121 y 1452). Sin embargo 

la ausencia de otro virus con la misma mutación que cause exantema hace que 

no se pueda establecer relación. El virus 9546 presentó 5 mutaciones pero los 

síntomas presentados por el paciente fueron leves. El virus 9878 presentó 4 

mutaciones pero al igual que el 9546, la sintomatología fue leve.  No hubo 

sintomatología de alarma en los pacientes de Nuevo León.  
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6.16 Análisis filogenético 

 

Se realizó el análisis filogenético de los dos serotipos de DENV utilizados 

en este trabajo mediante el programa MEGA. 

 

6.16.1 DENV-1 

 

Podemos observar que están presenten los 5 genotipos del DENV-1 en 

el árbol. Los virus de Nuevo León de 2012, secuenciados en este trabajo, se 

encuentran señalados con un cuadro azul. En cuanto los triángulos rojos 

corresponden a los virus de Yucatán secuenciados en este trabajo.  

 

Se observan 6 clusters en el genotipo Americano Africano. En dos de 

ellos se encuentran virus de Nuevo León y Yucatán. Los virus de Nuevo León 

del 2012 se agrupan con los de Yucatán del mismo año. Quienes a su vez se 

agrupan con virus de El Salvador de 2012, Nicaragua de 2008 y Venezuela 

2006. En otro cluster se encuentran los virus de Nuevo León de 2010 a 2011 y 

Yucatán 2007 a 2008. Estos virus se agrupan con el de Nicaragua de 2005. Se 

puede inferir que hubo una introducción nueva de DENV-1 en Nuevo León y 

Yucatán, desplazando a los virus del 2010 y 2011. El árbol filogenético de 

DENV-1 se puede observar en la Figura 40 en la página 102. 
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!
Figura 40. Árbol filogenético DENV-1. 
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6.16. 2 DENV-2 

 

Podemos observar como se divide el árbol en los 5 genotipos 

anteriormente reportados y un grupo selvático. Los virus de Nuevo León de 

2012, secuenciados en este trabajo, se encuentran marcados con un cuadro 

azul.  

 

Los virus secuenciados se encuentran en uno de los clusters del 

genotipo Americano Asiático. Observamos como los virus de 2012 se agrupan 

con virus de Nuevo León de 2011. Éstos a su vez se agrupan con un virus de 

Yucatán de 2001 y después con Nicaragua en 1999. En otro cluster se 

observan otros virus de Nuevo León de 2011. Estos virus se agrupan con los 

virus de Guatamela 2009, Honduras 2007 y Nicaragua 2000. Con esto se puede 

inferir que hubo dos virus de diferente cluster circulando al mismo tiempo en el 

2011. Sin embargo solo uno permanció en circulación. El árbol filogenético de 

DENV-2 se puede observar en la Figura 41 en la página 104. 

 

6.17 Inferencia rutas de desplazamiento 

 

Gracias al estudio filogenético, podemos inferir las rutas de 

desplazamiento del virus.  

 

6.17.1 DENV-1 

 

Podemos inferir que el virus proviene de Venezuela en el 2006, dado que 

es el aislado detectado más antiguo. Siguiendo la cronologicamente el 

aislamiento de los virus, se desplazó hacia Nicaragua donde fue detectado en el 

2008. Posteriormente el virus fue detectado en el 2012 en Yucatán y después 

se estableció en Nuevo León en el 2012 desplazando a las cepas del 2010 - 

2011. La posible trayectoria se muestra en la Figura 42 en la página 105. Ésta 

puede cambiar a medida que se tengan disponibles más secuencias. 
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Figura 41. Árbol filogenético DENV-2. 

 NL D2 2011
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Figura 42. Posible trayectoria del DENV-1 por America Latina. 
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6.17.2 DENV-2 

 

A partir de las secuencias que se tienen hasta el momento se puede 

inferir que el origen del virus fue en Nicaragua en 1999, debido a que es la 

secuencia cronologicamente más antigua agrupada con las secuencias 

obtenidas en este proyecto. El virus estuvo circulando en Nicaragua, donde fue 

detectado en diversas ocasiones. El virus evolucionó y se propagó por dos 

formas diferentes. Uno de ellos siguió circulando por Nicaragua y se extendió a 

Honduras, donde fue detectado en el 2007. Posteriormente fue detectado en 

Guatemala en el 2009, para después desplazarse a Nuevo León en el 2011. El 

otro virus pasó de Nicaragua a Yucatán, donde fue detectado en el 2001. 

Después se desplazó a Nuevo León, donde fue detectado en el 2011 y siguió 

circulando durante el 2012. La posible trayectoria se muestra en la Figura 43 en 

la página 107.  
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Figura 43. Posible trayectoria del DENV-2 por Latino América. 
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CAPÍTULO 7 

 

DISCUSIÓN 

 

Las manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes de ambos 

estados fue heterogénea. En Yucatán, los pacientes fueron evaluados 

directamente, a comparación de los pacientes de Nuevo León donde las 

manifestaciones clínicas fueron obtenidas de la plataforma única del SINAVE, 

por lo que para establecer una asociación será necesario utilizar el mismo 

sistema  de evaluación de síntomas en Nuevo León.  

 

  Las secuencias de nucleótidos del dengue analizadas en ambas regiones 

endémicas y su comparación con otras secuencias de años anteriores 

inmediatos y otras diferentes regiones,  nos permiten visualizar un panorama 

epidemiológico de esta enfermedad y permiten estudiar la dinámica de la  

transmisión en nuestro país. 

  

No se observó relación entro las manifestaciones clínicas y la diversidad 

del gen de la proteína E del virus del dengue en los pacientes infectados 

analizados, lo cual coincide con lo reportado.156 

  

El  análisis filogenético de secuencias del gen de la proteína E de los 

aislados en este trabajo y su comparación con los reportados en GenBank en 

los últimos años permitieron inferir las rutas de desplazamiento del virus a 

través  del continente. 
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La identificación y filogenia de secuencias circulantes de DENV en 

América conlleva un impacto significativo en el sector salud, económico y social 

principalmente en las áreas endémicas. El costo promedio anual de casos de 

dengue reportados es de 440 millones USD. Debido a esto, es importante 

identificar los virus circulantes y su dinámica de transmisión para definir 

medidas preventivas de la enfermedad. 
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CAPÍTULO 8 

 

CONCLUSIONES 

 

     A partir de  los virus aislados circulantes en los estados de Nuevo León y 

Yucatán, no se encontró relación entre las manifestaciones clínicas y las 

variantes genéticas del gen de la proteína E.  

 

     Los virus que circularon durante el 2012 en Nuevo León y Yucatán tienen 

una gran homología, por lo tanto se puede inferir que tienen el mismo origen. 

 

     Se confirmaron dos introducciones del DENV-1 en el estado de NL  y 

Yucatán, sin embargo solo un clado sigue en circulación. Asimismo, se 

confirmaron dos introducciones de DENV-2 en NL donde se identificó la 

cocirculación de los virus. 

 

     No se observó relación entre las manifestaciones clínicas y la diversidad del 

gen de la proteína E-DENV en los pacientes infectados analizados. 

  

     Se establecieron las posibles rutas de desplazamiento de los virus en los 

dos estados, teniendo su origen en Venezuela y Centroamérica.  
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