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Resumen

Introduccion. Actualmente la infeccion por virus dengue constituye una de las arbovirosis mas importantes
y de amplia distribucion en las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Objetivo. Determinar
la evolucion del virus dengue circulante en el Ecuador durante el periodo 2000 a 2015. Disefio. Estudio
no experimental, transversal, de tipo descriptivo y correlacional; Lugar. Unidades de salud del Ecuador.
Participantes. Muestras tomadas a sospechosos de dengue con menos de 5 dias de iniciada su enfermedad.
Resultados. En el afio 2000 se tuvo la presencia de los 4 serotipos, con predominio del DEN3 durante 2001 al
2006, coincidentes con los incrementos de casos del 2000, 2001 y 2005; en el ao 2004 reaparecio el virus
DEN1 y los afios siguientes su presencia predoming entre 2007 y 2012, coincidiendo con el incremento de
casos en el 2010. Del afio 2011 al 2015 se presentaron 3 virus circulantes a la vez (DEN1, DEN2 y DEN4), en
2014 y 2015 hubo la presencia del virus DEN3, con predominio del virus DEN2 en 2013 y 2014 y virus DEN1
en 2015; y ha sido la provincia del Guayas la de mayor relacion con los virus. Conclusiones. La presencia de
varios serotipos de virus dengue circulando a la vez y su permanencia se deberia a otros factores que estan
influenciando en el comportamiento del virus, con una variabilidad de los cuatro serotipos. Se debe fortalecer
la vigilancia molecular de la circulacion de serotipos, genotipos y linajes del virus dengue.

Palabras clave. Dengue; Virus; Serotipos; Evolucion.

Abstract

Introduction: Nowadays, the dengue virus infection is one of the most important arboviroses in the world’s
tropical and subtropical regions. Objective: To determine the evolution of the dengue virus circulating in
Ecuador during the period 2000-2015. Design: Non-experimental, transversal, descriptive and correlational
study. Setting: Health units of Ecuador. Participants: The samples were taken from dengue suspects with
less than 5 days from the beginning of the disease. Results: In 2000, the four serotypes were present, with
prevalence of DEN3 during 2001-2006 coinciding with the increase of cases in 2000, 2001 and 2005; in
2004, the DEN1 virus reappeared and, during the following years, its presence predominated between 2007
and 2012, coinciding with the increase of cases in 2010. From 2011 to 2015 three circulating viruses were
present at the same time (DEN1, DEN2 and DEN4); in 2014 and 2015, the DEN3 virus predominated; the
predominance of the DEN2 virus was in 2013 and 2014, and of the DEN1 virus in 2015. The province of Guayas
had the greatest relation with the virus. Conclusions: The presence and permanence of several serotypes of
dengue virus circulating at the same time is due to other factors influencing the virus behavior and variability
of the four serotypes. The molecular surveillance of the circulating serotypes, genotypes and dengue virus
lineages should be strengthened.
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INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad viral agu-
da transmitida a través de la picadura
del mosquito (artrépodo) Aedes aegypti
infectado con cualquiera de los serotipos
de virus dengue. Son virus envueltos, de
40 a 50 nm de diametro, con capside ico-
saédrica y genoma de acido ribonucleico
(ARN) monocatenario, no segmentado,
de polaridad positiva perteneciente al
género flavivirus de la familia Flaviviri-
dae M. En base a estudios seroldgicos, se
ha reconocido cuatro tipos o serotipos
antigénicos, DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4,
teniendo cada uno de ellos gran hetero-
genicidad de cepas determinada en su
secuencia de ARN, lo cual tiene utilidad
epidemioldgica. El andlisis filogenético de
las distintas cepas del virus dengue indica
gue la diseminacion global ha dado lugar
a distintos genotipos dentro de cada se-
rotipo @,

Todos los serotipos de dengue tienen
diferencias genotipicas y sus interaccio-
nes con el vector y huésped indudable-
mente influyen en las manifestaciones de
la enfermedad y en su transmision epi-
démica, en la que también inciden otros
factores relacionados al medio, al vector
y a la poblacién susceptible. Los cuatros
serotipos causan aproximadamente 50
a 100 millones de infecciones humanas
cada afio en el mundo entero ©, repre-
sentado por cuadro clinico de dengue sin
signos de alarma hasta dengue grave. Se
estima que en el 2014 (semana epide-
mioldgica 16) se presentaron 385 389 ca-
sos de dengue, 3 075 casos graves y 130
muertes (CFR 0,03%) “2.

Actualmente, la infeccion por virus
dengue constituye una de las arbovirosis
mas importantes y de mds amplia distri-
bucién en las regiones tropicales y sub-
tropicales del planeta, cuya transmision
incluye un ciclo selvatico enzodtico entre
primates inferiores y mosquitos del géne-
ro Aedes que ha evolucionado desde su
ciclo selvatico ancestral hasta adaptarse
a un ciclo urbano endémico-epidémico
entre el mosquito Aedes aegyptiy los hu-
manos como huéspedes ©7. El principal
proceso fisiopatologico que distingue el
dengue grave del cuadro moderado de
dengue cldsico, es la aparicion brusca
de extravasacién vascular, hipotensién y

choque, los que acompafiados de trom-
bocitopenia y diatesis hemorragica pue-
den llevar a casos fatales. Esto se presen-
ta en pacientes que se han reinfectado
con un serotipo diferente; por lo que to-
dos los cuatro serotipos del virus dengue
pueden dar lugar a un proceso de disfun-
cidn del sistema inmune, todavia no bien
entendido, que conduce a un aumento
del nimero de células infectadas media-
do por un incremento de anticuerpos ho-
motipicos y heterotipicos que dan lugar
a la activacion del complemento ®, a lo
gue se suma una disminucién de la capa-
cidad protectora de los linfocitos T CD8 y
la produccion de citoquinas 1Y,

Datos epidemioldgicos y de labora-
torio sugieren que la infeccion inicial
con cualquier serotipo, a pesar de que
confiere una inmunidad homéloga dura-
dera para el resto de la vida, sensibiliza
el individuo al dengue grave durante la
infeccion secundaria con los otros sero-
tipos restantes, a través de un incremen-
to de anticuerpos dependientes que en
conjunto con otros factores del huésped

y del virus contribuyen a su patogéne-
sis (12714),

El dengue grave fue reconocido prin-
cipalmente como una enfermedad de ni-
fios en el Sudeste Asiatico. Los estudios
han demostrado que entre 2% y 4% de
los nifios que tienen una infeccién secun-
daria de dengue tienen enfermedades
graves *¥; sin embargo, su aparicion en
las Américas como enfermedad severa
ha sido sefialada tanto en nifios como en
adultos, siendo la infeccion secundaria el
principal factor de riesgo.

En nuestro pais, Ecuador, la figura
epidemioldgica se hizo evidente el den-
gue luego de la introduccion del serotipo
DEN1 en 1988, el ingreso del DEN2 ge-
notipo americano en Guayaquil en 1990,
posteriormente en 1993 se produjo la
introduccién del DEN4, y desde enton-
ces hasta 1999 estuvieron circulando y
propagandose en el pais los tres seroti-
pos, hasta que en el afio 2000 se dio la
introduccién simultdnea del DEN3 geno-
tipo Il y el genotipo asiatico del DEN2 °),
Se observd desde entonces la aparicién
cada vez mas frecuente de fendmenos
graves, al comienzo en adultos y en afios
posteriores, en nifios 7). La reactivacion

masiva de circulacion viral y transmisién
de la enfermedad actualmente en 80%
de las provincias del pais, especialmente
en aquellas de clima calido- humedo y
tropical, mas la incursiéon del vector su-
mado a la presencia de las variantes vi-
rales, incrementa el riesgo de epidemias,
mads aun si se tiene historia de circulacién
de los cuatro serotipos del virus dengue
en el Ecuador. De tal manera que el obje-
tivo de este articulo es determinar la evo-
lucién del virus dengue circulante en el
Ecuador durante el periodo 2000 a 2015.

METODOS

El disefio de este estudio fue transver-
sal, de tipo descriptivo y correlacional,
donde se evidencia la situacion desde el
punto de vista virologico del dengue en
el Ecuador. Asi también la circulacién de
sus diferentes serotipos en los afios 2000
al 2015, basado en la vigilancia viroldgica
y seroldgica en las diferentes provincias
del pais. Se utilizé como unidad de ana-
lisis las muestras de los pacientes con
sospecha de dengue tomadas a usuarios
en las unidades de salud con menos de 5
dias de iniciada su enfermedad.

Para la determinacién viral se utili-
zaron las técnicas de aislamiento viral e
identificacion por inmunofluorescencia.
Para la determinacion del serotipo viral
se utilizo aislamiento y/o RT PCR median-
te la linea celular C6/36 de Aedes albo-
pictus, medio de crecimiento Minimum
Essential Medium (MEM) con 10% de
suero fetal bovino (SFB), 1% de aminoa-
cidos esenciales, 1% de L-glutamina y
10 mg/mL de penicilina-estreptomicina.
Una vez obtenida la monocapa en bo-
tellas plasticas de 75 mL, se prepararon
tuberas de 60 tubos y en cada uno de
ellos se inocularon las muestras diluidas
en medio de MEM (1:5). Por espacio de
una hora se mantuvieron en incubacién
tres tubos por muestra; en cada uno se
inoculd 50 pL de la muestra. Luego se
afiadié medio de mantenimiento MEM
suplementado al 2% con SFB. Los cultivos
inoculados fueron observados por 8 a 10
dias (1819),

Posteriormente, se recogio el sobre-
nadante y las células del cultivo fueron
colocadas en placas portaobjeto que se
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Tasa por 100 000 hab.

2000 ] 2001

2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011

2012 | 2013 | 2014 | 2015

[™Tasa|181,59]105,56] 57,71 | 83,77 | 50,07 [109,38] 50,79 | 75,36 | 20,57 | 42,15 |118,72] 51,02 [110,28] 86.4 | 86,51 248,07

Figura 1. Casos de dengue sin signos de alarma en el Ecuador, segun afos. Periodo 2000-2015.

fijaron en acetona a-20 °C. Para la prue-
ba de inmunofluorescencia (IFl) se utilizd
liquido ascitico policlonal (1:50), propor-
cionado por la Unidad de Investigacion
Médica Naval-6 (NAMRU-6) de la Marina
de los Estados Unidos, Lima, Perd. Las
muestras positivas fueron confirmadas y
tipificadas con IFl, utilizando anticuerpos
monoclonales especificos de cada seroti-
po (20,

Ademas, la ftipificacién por biologia
molecular para la identificacién del se-
rotipo circulante utilizé la técnica de re-
accion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR), en un solo
paso, técnica de punto final hasta el afio
2013. Después de este afio se ha utilizado
técnicas de PCR en tiempo real. EI ARN vi-
ral se aislo a partir de sueros sanguineos
de pacientes sospechosos de dengue
cldsico o dengue grave por el método
de isotiocianato de guanidino/fenol, Tri-
zol o por medio de métodos comerciales
de extraccion por columnas (QIAGEN).
El acido nucleico viral fue resuspendido
en 20 pl a 60 pl de agua libre de ARNasa.
Se utilizd 1 cebador 5° complementario
a una secuencia conservada en la region
de capside y 4 cebadores 3’, cada uno de
los cuales es complementario a secuen-
cias Unicas de cada serotipo. Se siguid un
procedimiento abreviado de un solo paso
para la transcripcion reversa y amplifica-
cion del ARN viral, tal como se ha descrito
anteriormente %22, | a técnica de RT-PCR

en tiempo real se realizd con el kit de
“Simplexa Focus diagndstico ensayo de
reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real”, para la deteccion in vitro 'y
tipificacion de los serotipos 1, 2, 3, 4 del
virus dengue en el ser humano 3.

RESULTADOS

En la Figura 1 se toma como referencia
los casos de dengue sin signos de alarma
y su comportamiento durante el periodo
2000 al 2015, donde se pudo observar el
incremento de casos en los afios 2000,
2001, 2005, 2010, 2012 y 2015 en que
se presentaron 100 o mas casos por cada
100 000 habitantes, el mismo que se ma-
nifiesta con presencia permanente y va-
riaciones de la enfermedad durante esta
serie de afios en el Ecuador.

En la figura 2 se observa los diferentes
serotipos de virus dengue detectados en
el pais, iniciando por primera vez en el
afio 2000 con la presencia de los 4 sero-
tipos, para luego observar el predominio
del DEN3 durante los afios 2001 al 2006
frente a los otros virus, que coincide con
los incrementos de casos de dengue del
2000, 2001 y 2005. Es de anotar que para
fines del 2004 reaparece el virus DEN1,
el cual incrementd su presencia, predo-
minando entre los afios 2007 al 2012.
Coincidié en su maxima frecuencia con el
incremento de casos en el 2010. A partir
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del afio 2011 hasta el 2015 se exhibieron
3 virus circulantes a la vez (DEN1, DEN2
y DEN4). En el 2014 y 2015 se observd
brevemente la presencia del virus DEN3,
con predominio del virus DEN2 en 2013 y
2014 y del virus DEN1 en 2015, en coinci-
dencia con el aumento de casos del 2012
y 2015, por el predominio de este ultimo
virus.

En la tabla 1 se observa la relacién de
la tipificacion del virus dengue por afios
de acuerdo a zonas de planificacién te-
rritorial y provincias en el Ecuador. Se ha
obtenido en los diferentes afios la pre-
sencia de los 4 serotipos de virus y en
algunos afios la tipificacidon genotipica,
como el serotipo DEN1 con genotipifica-
cién americanay africana; en el DEN2, los
genotipos americano y asiatico; en DEN3,
genotipo Ill Sri Lanka y DEN4 genotipo II;
y en los 5 Ultimos afios se observa mayor
presencia de diferentes serotipos, coin-
cidiendo con el cambio de una técnica
diagnostica mas sensible.

En la figura 3 se visualiza el mapa de
planificacion territorial y zonificacion
en el Ecuador, el mismo que consta de
9 zonas, y estas estan conformadas por
varias provincias con excepcion de la
zona 8, que corresponde a los cantones
de Guayaquil, Durdn y Samborondon, y
de la zona 9 al distrito metropolitano de
Quito. Los mapas de zonas de planifica-
cién territorial y provincias del Ecuador
se relacionan con el tipo de virus dengue
circulante durante el periodo 2000-2009
como antecedente y visién de la panora-
mica de estos 10 afios y posteriormente
el comportamiento del 2010 al 2015,
gue son los ultimos 6 afios. En el 2010
se visualizoé la presencia del virus DEN1
en la mayoria de las provincias; a partir
del 2011 se observa la presencia de 2 a
3 serotipos circulantes en las zonas de la
costa ecuatoriana, como son Esmeraldas
(Zona 1), Manabi (Zona 4), Los Rios (Zona
5) y Guayaquil (Zona 8). Para el afio 2012
al 2015, esta presencia de varios seroti-
pos se incrementa a mas zonas del pais
y provincias, como son Esmeraldas y Su-
cumbios (Zona 1); Napo (Zona 2); Manabi
(Zona 4); Los Rios Santa Elena, Bolivar y
Galdpagos (Zona 5); Cafiar, Azuay y Mo-
rona Santiago (Zona 6); El Oro (Zona 7); y
Guayaquil (Zona 8). Ademas, de la detec-
cién del DEN3 en una muestra del Azuay.
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83,33
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0,00 4,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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2315 | 69,70 | 74,16 | 19,43

M DEN1| 4,88 0,00 0,00 0,00
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19,05 | 40,00 | 8500 | 8333 | 90,48 | 100,00

50,00

58,62 | 24,75 | 1571 | 7512
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Fuente: Departamento de Virologfa - Instituto Nacional de Investigacion en Salud Piblica "Leopoldo lzquieta Pérez".

Figura 2. Virus dengue circulantes en el Ecuador, segun serotipo. Periodo 2000-2015.

Es de considerar que en este perio-
do revisado se ha tenido la referencia de
uno o varios tipos de virus dengue, de
las cuales se ha determinado el serotipo
y genotipo con su respectivo linaje en la
mayoria de las provincias del pais, con co-
laboracion del Instituto de Salud Carlos |l
de Espafia y del Instituto Pasteur en Uru-
guay Montevideo 4.

Es importante destacar que la proble-
matica de dengue no solo debe estudiar-
sela por el virus causante de la enferme-
dad, sino que existen otros elementos
como el vector transmisor, las personas
susceptibles, factores ambientales condi-
cionantes, entre otros; que limita a este
estudio a valorarlo de manera integral.

En conclusidn, al revisar la situacion
epidemioldgica de los afios estudiados,
se demuestra que existe la circulacion
de los 4 serotipos de virus dengue en el
Ecuador, observandose la presencia de

algun serotipo en la mayoria de las pro-
vincias; y ante la circulacién de serotipos
de virus diferentes o la reaparicién de vi-
rus que habian circulado anteriormente,
como los virus DEN1, DEN2 y DEN4 a la
vez, han puesto en riesgo a la poblacién
de sufrir la enfermedad en sus diversas
formas, en los ultimos afios.
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Figura 3. Mapas de virus dengue circulantes y tipificacion, seglin zonas de
planificacion territorial y provincias del Ecuador. Periodo 2000-2015.
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