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Resumen 

El dengue es la principal arbovirosis a nivel mundial. Los pacientes con dengue muestran un 

amplio espectro de manifestaciones clínicas. La patogénesis de la enfermedad no está bien 

comprendida. La participación de la viremia en la severidad de la enfermedad podría ser muy 

importante. Asimismo, debido a la controversia que existe en la aplicación de las 

clasificaciones para caso de dengue de la OMS de 1997 y de 2009, es necesario evaluar el 

desempeño de ambas para la identificación de casos graves de dengue. 

Para estudiar el papel de la viremia en la severidad de la enfermedad se estudiaron casos de 

dengue confirmados serológicamente mediante pruebas de antígeno NS1, anticuerpos IgM e 

IgG. Se categorizaron los casos de acuerdo a las clasificaciones de la OMS de 1997 y de 2009. 

Se comparó el desempeño de ambas clasificaciones para la identificación de casos severos de 

la enfermedad. La tipificación del aislado infectante se realizó mediante RT-PCR de punto 

final y los niveles de carga viral se evaluaron por RT-PCR en tiempo real. Para determinar la 

respuesta de anticuerpos como primaria o secundaria se realizaron pruebas de avidez de 

anticuerpos IgG mediante ELISA. 

De 489 pacientes con dengue confirmados por laboratorio, 206 (42.1%) se clasificaron como 

fiebre por dengue (FD), 266 (54.4%) como fiebre hemorrágica por dengue (FHD) y 17 (3.5%) 

como síndrome de choque por dengue (SCHD), de acuerdo con los criterios de la clasificación 

de 1997. De estos, 380 (77.7%) pacientes fueron reclasificados como dengue no grave; los 

cuales incluyeron 177 (36.2%) como dengue sin signos de alarma (D-SA); 213 (43.6%) como 

dengue con signos de alarma (D+SA) y 99 (20.2 %) pacientes fueron clasificados como 

dengue grave (DG). DENV-2 fue el serotipo infectante prevalente (99%), mientras que 

DENV-1 produjo los casos restantes. Se asoció la respuesta secundaria de anticuerpos con el 

DG (OR = 9.5, P = 0.0001). Los niveles iniciales de viremia fueron más altos en los pacientes 

con DG que en los pacientes con D±SA. A partir del día 5 de la enfermedad, los niveles de 

viremia permanecieron elevados en DG mientras que en D±SA disminuyeron 

significativamente. El embarazo es un factor de riesgo para DG en las mujeres (P = 0.0155, 

IC95% = 1.3-14, prueba exacta de Fisher). El riesgo para desarrollar DG fue similar tanto en 

diabéticos como en no diabéticos (P = 0.6845). 



 

Se enfatiza la importancia de la viremia y la respuesta de anticuerpos en la severidad de la 

enfermedad. Se demostró que la clasificación de la OMS de 2009 muestra una mayor 

sensibilidad para detectar casos graves de dengue y una mejor razón costo-beneficio que la 

clasificación de 1997. Finalmente, para clasificar los casos de Dengue, se sugiere la aplicación 

de la clasificación de 2009, mientras se desarrollan estudios para mejorar la clasificación. 

 

Abstract 

Background 

Dengue is the major arboviral disease in the world which affects 50-100 million people 

annually in tropical and subtropical countries. Dengue patients show a broad clinical spectrum, 

due mainly to interaction between virus and host factors. 

Methods and Findings 

Quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR, and serology were 

used to confirm dengue infection, and to determine serotype and RNA viral concentration in 

serum samples, and to determine antibody response as primary or secondary in children and 

adult patients from Chiapas, Mexico. The traditional and revised WHO dengue case 

classifications were compared. Out of 489 patients with laboratory-confirmed dengue 206 

(42.1%) were classified as Dengue Fever (DF), 266 (54.4%) as Dengue Hemorrhagic Fever 

(DHF) and 17 (3.5%) as Dengue Shock Syndrome (DSS) according to the traditional 

classification. 380 (77.7%) patients were reclassified as non severe dengue; which comprised 

177 (36.2%) patients as dengue without warning signs (D-WS); 213 (43.6%) as dengue with 

warning signs (D+WS). 99 (20.2%) patients were classified as severe dengue (SD). Dengue 

Virus serotype 2 (DENV-2) was the commonest infecting serotype (99%) whereas DENV-1 

was detected in 1%. Secondary response was associated with SD (OR=9.5, P=0.0001). Early 

viremia levels were higher in SD patients than D±WS. From day 5 of illness, viremia levels 

remains high in SD while in D±WS decreases significantly (P<0.0001). Pregnant women were 

more likely to suffer SD than women without this coexisting condition (P=0.0155, 95%, 

CI=1.3-14, Fisher’s exact test). The risk for developing SD was similar between diabetic and 

non diabetic patients (P=0.6845). 

Conclusions 

The revised classification appears to have higher sensitivity to detect SD. In the context of a 

DENV-2 infection, SD cases could result from the combined effects of viremia and secondary 

infection. Pregnant women should be more strictly monitored because their higher risk for 



 

developing SD. This could be useful for early clinical diagnosis and opportune treatment of 

severe dengue. 
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1. INTRODUCCION 

1.1 El Dengue 

El dengue es una enfermedad viral aguda y sistémica ocasionada por cualquiera de los 4 

serotipos del virus dengue (DENV-1, 2, 3 y 4) el cual es transmitido al humano por la 

hembra de mosquitos pertenecientes al género Aedes (Ae aegypti, Ae albopictus). El dengue 

es la enfermedad viral transmitida por vector más importante a nivel mundial, 

constituyendo un problema importante de salud pública que crece rápidamente (Guzmán et 

al., 2006). De acuerdo a la OMS anualmente se presentan entre 50-100 millones de casos 

de Fiebre por dengue (FD), de los cuales aproximadamente 500,000 pueden presentar las 

formas graves de la enfermedad (WHO, Factsheet No. 117), con una letalidad del 2.5%. Sin 

embargo, en ausencia de un diagnóstico temprano y un tratamiento oportuno, la letalidad 

puede ser superior al 20% (WHO, Factsheet No. 117). En la actualidad no existe fármaco 

antiviral ni está disponible ninguna vacuna autorizada para el dengue (Nguyen et al., 2013). 

Actualmente, la enfermedad es endémica en más de 100 países de regiones tropicales y 

subtropicales y más de tres mil millones de personas habitan en estas zonas endémicas, por 

lo que se encuentra en riesgo de adquirir la enfermedad (Fig. 1) (WHO, Factsheet No. 117).  

Isoterma de enero

Isoterma de julio
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Fig. 1. Distribución mundial del mosquito Ae. aegypti, principal vector del virus del 

dengue. Las líneas rojas corresponden a las isotermas de Enero y Julio, las cuales indican el 

límite geográfico potencial en los hemisferios norte y sur para la supervivencia del 

mosquito. Adaptado del Mapa de la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2009).  

La expansión del dengue se asocia con la combinación de diferentes factores, entre otros: 

urbanización creciente, crecimiento de la población mundial, incremento en los viajes 

internacionales, migración de poblaciones, control vectorial poco efectivo (Gubler, 2004). 

Actualmente, se ha considerado que el cambio climático puede ser un factor importante que 

contribuya a la mayor dispersión del vector y la enfermedad (Hsieh y Chen, 2009). 

Por otro lado, mediante estudios de cohorte llevados a cabo en América y Asia se ha 

observado que la incidencia de la enfermedad en estos continentes, puede variar entre 5 y 

29%, con una incidencia de dengue asintomático de 3.4-28%, una incidencia de dengue 

sintomático de 0.1 a 1.8% y una incidencia de DG de 0.02 a 0.6% (todas las proporciones 

se calculan en relación a la población estudiada) (Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 

1988; Thein et al., 1997; Graham et al., 1999; Endy et al., 2002a; Endy et al., 2002b; Porter 

et al., 2005; Balmaseda et al., 2006). 

En la República Mexicana, en 2009 se reportaron 41, 972 casos de fiebre por dengue (FD) y 

10, 562 casos de fiebre hemorrágica por dengue (FHD), los cuales representan un 

incremento de 7 veces con respecto a los reportados en 2004 (DGE, 2009; DGE, 2004). En 

el caso del estado de Chiapas, se conoce que existen condiciones epidemiológicas propicias 

para que se presente una transmisión elevada del dengue (población primo-infectada, alta 

densidad del vector, más de un serotipo viral circulando en los brotes, entre otras). 

Actualmente es uno de los estados con mayor endemicidad en la República Mexicana. Por 

ejemplo, en 2009 se reportaron 2, 425 casos de FD y 1, 191 casos de FHD, que en 

referencia a los casos presentes en 2004, representa un incremento de 6 veces (DGE, 2009; 

DGE, 2004). En la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, hasta el año de 2005 se ha reportado una 

transmisión continua con una proporción 1:1 de casos de FD y FHD. Sin embargo, se 

desconocen los factores de riesgo (individuales, del virus y/o epidemiológicos) que puedan 

estar participando en el incremento de los casos graves del dengue en Chiapas. 
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1.2 El Virus Dengue. 

El DENV al ser transmitido por artrópodos, está clasificado dentro de los Arbovirus 

(arthropod-borne virus), los cuales taxonómicamente se agrupan en 5 familias (Hanley, 

Weaver, 2008). El DENV pertenece a la familia Flaviviridae género Flavivirus, al cual 

pertenecen aproximadamente 70 miembros; de éstos, aproximadamente la mitad son 

patógenos para el hombre como el virus de la Fiebre Amarilla, el Virus del Oeste del Nilo, 

el virus de la Encefalitis Japonesa, entre otros (Gubler, 2001).  

Los Flavivirus tienen características estructurales relacionadas, presentan una cadena 

sencilla de RNA de alrededor de 11 kilobases de polaridad positiva (es decir funciona como 

mRNA), que presenta en sus extremos dos regiones no traducibles (RNT 3’ y 5’) y codifica 

para una poliproteína que es procesada co y pos-traduccionalmente tanto por proteasas 

virales como del huésped, para producir tres proteínas estructurales: la proteína C, que 

compone la cápside, la cual rodea y protege al ácido nucleico; la proteína M, que forma la 

membrana viral, y la proteína de envoltura o E; y siete proteínas no estructurales (NS), 

dentro de las cuales se encuentran las enzimas necesarias para la replicación viral (Fig. 2) 

(Gubler, 2001). 
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Fig. 2. La figura muestra los elementos estructurales de la poliproteína del DENV. Las 

flechas verticales indican los principales sitios de corte que son reconocidos por la proteasa 

NS2B-NS3 del virus dengue (Tomlinson et al., 2009). 

1.2.1 Estructura del Virus del Dengue 

El virus del dengue es esférico y mide aproximadamente 50-60 nanómetros de diámetro. 

Presenta una envoltura glicoproteica externa y una bicapa lipídica interna derivada del 

hospedero. La envoltura del DENV presenta 180 copias de la proteína de envoltura (E) y 

180 copias de la proteína de membrana (prM/M) (Pereira and Kuhn, 2008). En la superficie 

de un virión maduro, la proteína E se encuentra en 90 homodímeros que forman una 

envoltura lisa. En un virión inmaduro, E y prM forman 90 heterodímeros que se extienden 

como 60 espículas triméricas en la superficie viral (Modis et al., 2004). La proteína prM es 

el precursor de la proteína M. Esta proteína proporciona resistencia a los ambientes ácidos 

y protege a la proteína E de la fusión prematura durante el tránsito a través del ambiente 

ácido del complejo del Golgi. La escisión del péptido de la proteína prM genera la proteína 

M. La bicapa lipídica confina una nucleocápside isométrica de 30-35 nm de diámetro. La 

nucleocápside consiste en la proteína de la cápside (C) que envuelve al genoma de ácido 
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ribonucleico (ARN) (Fig. 3). El genoma del dengue es de aproximadamente 11000 bases de 

longitud. 

Bicapa lipídica

E

pr/M

C

ARN

 
Fig. 3. Esquema de una partícula viral que muestra las proteínas estructurales que la 

conforman: la proteína C, que compone la cápside que rodea y protege al ácido nucleico; la 

M, que forma la membrana viral, y la E que conforma la envoltura. La proteína prM es el 

precursor de la proteína M. La proteína prM protege a la proteína E de la fusión prematura 

durante el tránsito a través del ambiente ácido del complejo de Golgi. La escisión del 

péptido pr de la proteína prM genera la proteína M. Adaptado de ILM, 2012. 

1.3 El vector. 

Los diferentes serotipos del DENV se transmiten al humano mediante la picadura del 

mosquito Aedes aegypti, su principal vector. Este mosquito es una especie tropical y 

subtropical ampliamente distribuida alrededor del mundo, especialmente entre las latitudes 

35ºN y 35ºS (WHO, 2009). Estos límites geográficos corresponden aproximadamente a una 

isoterma invernal de 10°C. Debido a las bajas temperaturas, Ae. aegypti es relativamente 

poco común arriba de los 1000 metros sobre el nivel del mar (msnm). Sin embargo, se ha 

reportado su presencia a 2400 msnm en Eritrea, África; a 2200 msnm en Colombia, a 2121 
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msnm en India (OPS, 1995) y a 1700 msnm en Taxco, Guerrero (Herrera-Basto et al., 

1992). La presencia de Ae. aegypti en estas altitudes representa la capacidad del mosquito 

para adaptarse a nuevos ambientes y el potencial para desarrollar brotes epidémicos en 

ciudades ubicadas en alturas similares. Los brotes de dengue también se han atribuido a 

Aedes albopictus, Aedes polynesiensis y varias especies del complejo Aedes scutellaris. En 

décadas recientes, Ae. albopictus se ha propagado de Asia a África, América y Europa, con 

ayuda del comercio internacional de llantas usadas, en las cuales se depositan los 

huevecillos cuando contienen agua estancada de lluvia. La resistencia a la desecación, 

fenómeno conocido como diapausa, que poseen los huevos de Ae. aegypti facilita la 

supervivencia de la especie durante condiciones climáticas adversas como en ausencia de 

agua (Fernández-Salas, 1999). Para producir sus huevecillos la hembra debe alimentarse de 

sangre, la cual adquiere del humano, mientras que los machos se alimentan de néctares de 

plantas que se encuentran a su alrededor (Fernández-Salas, 1999). Para la formación de los 

huevos, la hembra necesita diez aminoácidos esenciales: arginina, fenilalanina, histidina, 

isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptófano y valina. Estos aminoácidos son 

esenciales porque su omisión de la dieta de los mosquitos hembra, imposibilita la 

producción de huevos. Para depositar sus huevos la hembra grávida prefiere los recipientes 

oscuros o sombreados que contienen agua relativamente limpia, clara y transparente, en los 

cuales los huevos pueden eclosionar y pasar a la fase larvaria (Clements, 1992). La fase 

larvaria tiene lugar en recipientes de agua, que sirven de criaderos, generalmente en 

viviendas humanas o alrededor de ellas. Las larvas tienen 4 estadios o fases evolutivas 

inmaduras, conocidos como estadios I, II, III y IV. La larva de estadio IV se transforman en 

pupa, que tiene forma de coma; la cual está envuelta en un exoesqueleto de queratina 

impermeable del que posteriormente emerge el nuevo adulto o mosquito. 

1.4 Transmisión del virus dengue. 

Se han descrito 2 mecanismos de transmisión del DENV: La transmisión horizontal 

(humano-mosquito) y la transmisión vertical o transovárica (mosquito hembra-huevecillos). 

Por el mecanismo principal, el DENV circulante en la sangre de personas que portan el 

virus, es ingerido por la hembra del mosquito durante la alimentación. Entonces, el virus 

entra al lumen del intestino del mosquito y posteriormente se distribuye de manera 
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sistémica hasta alojarse en las glándulas salivales a lo largo de un periodo de 8-12 días 

(periodo extrínseco de replicación viral). Después del periodo extrínseco, el vector puede 

transmitir el virus al humano durante el resto de su vida mediante las alimentaciones 

siguientes. Ae. aegypti es uno de los vectores más eficientes para los arbovirus porque es 

altamente antropofílico y frecuentemente pica varias veces antes de completar la 

ovogénesis. El DENV también puede transmitirse verticalmente mediante la transmisión 

transovárica, proceso por el cual el mosquito hembra transmite al DENV a su descendencia 

(Gubler, 2001). Varios estudios in vivo e in vitro han mostrado la ocurrencia de transmisión 

transovárica del DENV en el mosquito Ae. aegypti. Por ejemplo, se ha reportado la 

persistencia de DENV en generaciones sucesivas de mosquitos infectados 

transováricamente (Vinod et al., 2002). Ensayos de laboratorio han demostrado que la 

progenie de los mosquitos infectados puede transmitir el virus horizontalmente cuando se 

les permite picar sobre alimentadores de membrana con solución salina fosfatada de 

albúmina bovina (Mourya et al., 2001). Además se ha demostrado la transmisión 

transovárica de DENV en Ae. aegypti y albopictus, colectados en campo como larvas y que 

se mantuvieron en condiciones de insectario hasta convertirse en adultos. En los cuales 

posteriormente se demostró la presencia de DENV-2, 3 y 4 al ser analizados por RT-PCR 

(Günther et al., 2007; Martins et al., 2012). Estos datos sugieren que la transmisión 

transovárica puede ser un mecanismo para el mantenimiento del DENV en la naturaleza 

durante periodos interepidémicos, en ausencia de hospederos vertebrados infectados o bajo 

condiciones ambientales desfavorables (Vinod et al, 2002, Martins et al., 2012). 

1.5 Ciclo Replicativo del Virus Dengue.  

Una vez en el humano, el virus dengue se internaliza en células diana, mediante endocitosis 

mediada por receptores. Se ha reportado que la proteína E del DENV es la que reconoce 

dos tipos de receptores (Modis et al., 2004) en la superficie celular hospedera: uno ubicuo 

de baja afinidad que captura al virus e incrementa la concentración viral local y otro de alta 

afinidad que favorece la internalización (Tomlinson et al., 2009; Clyde et al., 2006). Se 

conoce que la endocitosis del DENV en células permisivas está mediada por clatrina 

(EMC) (Suksanpaisan et al., 2009). Posterior a la acidificación del endosoma, la proteína E 

presenta cambios conformacionales (se trimeriza) que favorecen la fusión de las 



8 

 

membranas viral y endosomal (Modis et al., 2004). Posteriormente, se libera el genoma 

viral en el citoplasma. El genoma funciona como mensajero y es traducido en una 

poliproteína, la cual es procesada tanto por las proteasas virales como del hospedero para 

producir 3 proteínas estructurales (C, prM y E) y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B y NS5) que se requieren tanto para la replicación viral como para el 

ensamblaje del virión. Paralelamente se sintetiza una cadena de ARN de sentido negativo, 

la cual sirve como templado para la producción de múltiples copias de ARN viral de 

sentido positivo. NS3 y NS5 son las enzimas involucradas en la replicación del DENV. El 

extremo amino-terminal de la proteína NS3 y su cofactor NS2B funcionan como proteasa. 

Asimismo, NS3 presenta un dominio de helicasa y actividad de ARN 

nucleósidotrifosfatasa; NS5 tiene actividad de metiltransferasa y de ARN polimerasa 

(Clyde et al., 2006). Rondas sucesivas de estos procesos, producen niveles elevados de 

proteínas y ARN viral, los cuales son ensamblados en la membrana del retículo 

endoplásmico (Fields et al., 2001). Finalmente, las partículas virales recién ensambladas 

maduran en el complejo de Golgi para ser secretadas por exocitosis al medio extracelular 

(Fig. 4) (Mukhopadhyay et al., 2005). 
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Fig. 4. Ciclo replicativo del DENV. 1. El virus se une e ingresa a la célula vía endocitosis 
mediada por clatrina (EMC). 2. La acidificación endosomal genera una trimerización 
irreversible de la proteína E, exponiendo el dominio de fusión. 3. Después de la fusión de 
membranas, el genoma se libera en el citoplasma (RNA de polaridad positiva) 4. Donde se 
traduce en una poliproteína que es 5. procesada co y postraduccionalmente en tres proteínas 
estructurales y siete no estructurales (NS). 6. Las proteínas se transportan al retículo 
endoplásmico. 7. Posterior a la traducción del genoma se sintetiza una cadena de ARN de 
sentido negativo, 8. la cual sirve como templado para la producción de múltiples copias de 
ARN viral de sentido positivo. 9. Sucesivas rondas de traducción producen altos niveles de 
proteínas y ARN virales, los cuales son ensamblados en la membrana del retículo 
endoplásmico (Fields, 2001). 10. Finalmente, las partículas virales recién ensambladas 
maduran en el complejo de Golgi, 11 para ser secretadas por exocitosis al medio 
extracelular. Adaptado de Tomlison et al., 2009. 

1.6 Características clínicas de la enfermedad y clasificación. 

El dengue presenta un espectro clínico muy amplio que varía de manera impredecible desde 

una infección inaparente hasta letal. Históricamente, se consideró al dengue como una 

enfermedad debilitante pero no mortal. A finales de los 1960’s, esta percepción cambió 

debido a la presencia de brotes de fiebre hemorrágica por dengue con una elevada letalidad 
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en niños de Asia Sudoriental (Nimmannitya et al., 1969; Nimmannitya 1987; Cohen y 

Halstead, 1964). La información clínica surgida de estos brotes formó las bases para la 

clasificación clínica del dengue publicada en 1975 y actualizada por la OMS en 1997 

(WHO, 1975; WHO, 1997). De acuerdo con la clasificación de 1997, las infecciones 

sintomáticas por DENV se agrupan en 3 categorías: Fiebre Indiferenciada (FI), Fiebre por 

Dengue (FD) y Fiebre Hemorrágica por Dengue (FHD). A su vez, la FHD se sub-clasificó 

en 4 grados de severidad, de los cuales, los grados III y IV se definieron como Síndrome de 

Choque por Dengue (SCHD) (WHO, 1997). La FD se caracteriza por fiebre elevada con al 

menos dos de las siguientes manifestaciones clínicas: Dolor de cabeza, dolor retro-ocular, 

mialgias, artralgias, náuseas, vómito, exantema, manifestaciones hemorrágicas y 

leucopenia. Para la FHD se requiere de la presencia de 4 criterios clínicos: Fiebre, 

tendencia hemorrágica (hemorragia espontánea o prueba del torniquete positiva), 

trombocitopenia (conteo plaquetario ≤100,000 células/µL) y extravasación plasmática 

evidenciada por ascitis, efusión pleural o hemoconcentración ≥20% (Fig. 5). 

Clasificación de la OMS (1975, 1997) 

   

Infección sintomática 

Fiebre indiferenciada Fiebre por dengue Fiebre hemorrágica por dengue 

 Fiebre con 2 de los siguientes: Se deben cumplir 4 criterios: 

 Dolor de cabeza 
Artralgia 
Dolor retroorbital 
Exantema 
Mialgia 
Manifestaciones hemorrágicas 
Leucopenia 
Y serología 
O asociación de casos en lugar 
y tiempo con otros casos 
confirmados 

Fiebre 
Manifestaciones hemorrágicas 
Trombocitopenia 
Evidencia de extravasación 
plasmática 

 

Fig. 5. Clasificación de caso de dengue de acuerdo con la Guía de la OMS publicada en 1997. El 
dengue se clasifica como (1) Fiebre indiferenciada, (2) Fiebre por Dengue (FD) y (3) Fiebre 
Hemorrágica por Dengue (FHD). Para definir un caso como FHD se requiere cumplir los 4 
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criterios: (1) Fiebre, (2) manifestaciones hemorrágicas, (3) trombocitopenia (recuento 
plaquetario≤100,000 células/µL) y (4) evidencia de extravasación plasmática. Adaptado de 
Srikiatkhachorn, 2011. 

 

Sin embargo, debido a las modificaciones en la epidemiología del dengue en diferentes 

regiones geográficas (presentación en otras regiones geográficas y diferentes grupos 

etáreos), se ha dificultado el uso correcto y la aplicación de la clasificación de la OMS de 

1997, la cual está basada en casos pediátricos de Asia Sudoriental. Los problemas en el uso 

de esta clasificación se han reportado por diferentes grupos (Guha-Sapir and Schimmer, 

2005; Deen et al., 2006; Rigau-Perez, 2006; Bandyopadhyay et al., 2006). Los problemas 

para aplicar los criterios de clasificación de FHD aunado al incremento en los casos de 

dengue clínicamente severos que no siempre cumplían los estrictos criterios de la OMS 

(por ejemplo: falla hepática, encefalopatía), condujeron a la revisión de esta clasificación. 

Para su evaluación, el Programa para la Investigación y Entrenamiento en Enfermedades 

Tropicales (WHO/TDR) desarrolló un estudio clínico prospectivo multicéntrico en 

diferentes grupos etáreos, en diferentes regiones endémicas para dengue, con el objetivo de 

desarrollar una clasificación basada en evidencia. Los hallazgos de éste estudio 

confirmaron que utilizando un conjunto de parámetros clínicos y de laboratorio, es posible 

observar una clara diferencia entre el Dengue Grave (DG) y el Dengue (Alexander et al., 

2011). El grupo de pacientes con dengue no grave se dividió en dos subgrupos de acuerdo a 

los signos y síntomas presentados: Dengue sin signos de alarma (D-SA) y Pacientes de 

Dengue con signos de alarma (D+SA). Cabe señalar que los pacientes sin signos de alarma 

pueden desarrollar dengue grave. Esta clasificación fue incorporada a las Guías de la OMS 

en 2009 (Alexander et al., 2011). 

Los principales signos y síntomas de los pacientes con dengue son fiebre alta de inicio 

súbito, cefalea, mialgias, artralgias, dolor retro-ocular y exantema. Pueden aparecer 

manifestaciones hemorrágicas leves como petequias, epistaxis y gingivorragia (WHO, 

2009). El curso de la enfermedad muestra 3 etapas: Febril (aguda), crítica y de 

convalecencia. Durante la fase febril es difícil diferenciar el DG del dengue. Sin embargo, 

durante la etapa crítica, la cual coincide aproximadamente con la defervescencia, cuando la 

temperatura baja a 37.5-38°C o menos y permanece bajo este nivel, puede incrementarse la 
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permeabilidad vascular, lo cual genera hemoconcentración. Una leucopenia progresiva, 

seguida por un rápido descenso en plaquetas precede a la extravasación plasmática. 

Mientras la mayoría de los individuos sintomáticos se recuperan después de un curso 

clínico no severo autolimitante, una pequeña proporción progresa a la enfermedad severa 

principalmente caracterizada por extravasación plasmática con o sin hemorragia. Cuando se 

pierde un volumen crítico de plasma por extravasación puede ocurrir choque que se define 

por una diferencia entre la tensión sistólica y diastólica ≤ 20 mmHg. Los pacientes que 

mejoran después de la defervescencia, se clasifican dentro del dengue. Algunos pacientes 

pueden evolucionar a la fase crítica antes de la defervescencia. Otros pueden manifestar 

signos de alarma (Dolor abdominal, vómito persistente, acumulación de fluido, hemorragia 

en mucosas, letargia o inquietud, hepatomegalia, incremento del hematocrito concurrente 

con rápido decremento de trombocitemia). El DG se define por uno o más de los siguientes 

signos: 1) extravasación plasmática que puede conducir a choque o a acumulación de 

fluidos, con o sin dificultad respiratoria; 2) hemorragia severa, 3) daño severo de órganos 

(falla hepática, encefalopatía, falla renal, cardiomiopatía) (Fig. 6). 

Sin embargo, actualmente tanto la clasificación de 1997 como la clasificación de 2009 se 

utilizan ampliamente de manera indistinta (WHO, 2009; Barniol et al., 2011; Narváez et 

al., 2011) porque existe cierta resistencia a usar la clasificación revisada. En México, la 

Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2002, para la vigilancia epidemiológica, 

prevención y control de enfermedades transmitidas por vector aun funciona de acuerdo con 

los criterios de la clasificación de 1997. En México no existen estudios que muestren la 

eficacia de ambas clasificaciones para la detección de los casos severos del dengue, 

estudios que serían necesarios para obtener evidencias que orienten a los servicios de salud 

en la toma de decisiones efectivas. 



 

Fig. 6. Clasificación de caso de dengue de 
dengue se clasifica como Dengue con o sin Signos de Alarma (D±SA) y Dengue Grave (DG). El 
diagnóstico de dengue requiere de la presencia de fiebre y al menos 2 manifestaciones clínicas o 
signos de alarma. El DG se define como dengue con una o más de de las siguientes características: 
(1) Extravasación plasmática grave que conduce a choque o dificultad respiratoria, (2) hemorragia 
severa o (3) compromiso grave de cualquier órgano. Adaptado de las Guías de l
Mundial de la Salud (WHO, 2009).

 

 

1.7 Diagnóstico del dengue 

Para diagnosticar el dengue pueden emplearse dos tipos de métodos:

del DENV o la detección indirecta de los anticuerpos anti

en cultivo celular o en cerebro de ratón lactante continúa siendo el estándar de oro para el 

diagnóstico del dengue. Sin embargo, debido a que la

más de una semana, existe la necesidad de aplicar métodos más sensibles y rápidos para la 

detección viral temprana (Gurukumar 

suero de pacientes se han usado varios métod

aso de dengue de acuerdo con la Guía de la OMS publicada en 2009
dengue se clasifica como Dengue con o sin Signos de Alarma (D±SA) y Dengue Grave (DG). El 
diagnóstico de dengue requiere de la presencia de fiebre y al menos 2 manifestaciones clínicas o 

El DG se define como dengue con una o más de de las siguientes características: 
(1) Extravasación plasmática grave que conduce a choque o dificultad respiratoria, (2) hemorragia 
severa o (3) compromiso grave de cualquier órgano. Adaptado de las Guías de l
Mundial de la Salud (WHO, 2009).  

Para diagnosticar el dengue pueden emplearse dos tipos de métodos: La detección directa 

del DENV o la detección indirecta de los anticuerpos anti-DENV. El aislamiento del virus 

en cultivo celular o en cerebro de ratón lactante continúa siendo el estándar de oro para el 

diagnóstico del dengue. Sin embargo, debido a que la obtención de resultados puede tardar 

más de una semana, existe la necesidad de aplicar métodos más sensibles y rápidos para la 

temprana (Gurukumar et al., 2009). Para detectar ARN del DENV en el 

suero de pacientes se han usado varios métodos de PCR en punto final (Lanciotti 
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a OMS publicada en 2009. El 
dengue se clasifica como Dengue con o sin Signos de Alarma (D±SA) y Dengue Grave (DG). El 
diagnóstico de dengue requiere de la presencia de fiebre y al menos 2 manifestaciones clínicas o 

El DG se define como dengue con una o más de de las siguientes características: 
(1) Extravasación plasmática grave que conduce a choque o dificultad respiratoria, (2) hemorragia 
severa o (3) compromiso grave de cualquier órgano. Adaptado de las Guías de la Organización 

La detección directa 

DENV. El aislamiento del virus 

en cultivo celular o en cerebro de ratón lactante continúa siendo el estándar de oro para el 

obtención de resultados puede tardar 

más de una semana, existe la necesidad de aplicar métodos más sensibles y rápidos para la 

., 2009). Para detectar ARN del DENV en el 

final (Lanciotti et al, 
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1992; Harris et al., 1998). Además, recientemente se han usado métodos basados en PCR 

en tiempo real (Lai et al., 2007; Kong et al., 2006; Johnson et al., 2005). El PCR en tiempo 

real tiene varias ventajas sobre el PCR de punto final: mayor sensibilidad, especificidad, 

reproducibilidad y riesgo reducido de contaminación, además de que permite cuantificar la 

carga viral, la reacción se puede observar mientras la amplificación progresa, haciéndola 

una herramienta útil para evaluar el posible papel de la viremia en la patogénesis del 

dengue (Gurukumar et al., 2009). En contraste, el producto de PCR de punto final se 

detecta hasta que la amplificación ha terminado y el amplicón se visualiza en un gel de 

agarosa. 

La identificación del serotipo viral es importante porque constituye uno de los factores de 

riesgo virales que pueden determinar la severidad del dengue. Por ejemplo, los serotipos 2 y 

3 se han asociado con el síndrome de choque por dengue con mayor frecuencia que los 

tipos 1 y 4 en el Sudeste Asiático (Rosen, 1986). Aunque el serotipo infectante se pueda 

evaluar mediante el incremento de anticuerpos específicos para un serotipo en particular, en 

la práctica, la determinación específica es difícil, debido a la reactividad cruzada de los 

anticuerpos contra los Flavivirus. El requerimiento de muestras séricas pareadas causa un 

retraso en el diagnóstico y los resultados frecuentemente son imprecisos. El aislamiento 

viral puede tardar de días a semanas y no siempre es exitoso, debido a las pequeñas 

cantidades de virus viable en el inóculo o a la inapropiada manipulación de las muestras. 

Para mejorar la detección y tipificación de los dengue virus, Lanciotti y colaboradores 

establecieron un método rápido, sensible y específico que fuera clínica y 

epidemiológicamente útil mediante la amplificación inicial de secuencias conservadas del 

genoma viral de los diferentes serotipos y una posterior amplificación de secuencias 

genómicas específicas para cada serotipo (1992). 

Por otro lado, el tipo de respuesta de anticuerpos (primaria o secundaria) es importante 

porque constituye un factor de riesgo para que se produzca la forma grave de la 

enfermedad. La discriminación entre infección primaria y secundaria, se puede realizar 

mediante el análisis de muestras pareadas, pero no siempre se pueden obtener. Para este 

propósito, tradicionalmente se ha usado la prueba de inhibición de la hemaglutinación 

(HAI). Sin embargo, en ausencia de un cambio en títulos de anticuerpos o en el caso de 
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muestras únicas, la prueba no puede interpretarse (WHO, 1997). También se ha propuesto 

la evaluación de la razón IgM/IgG mediante ELISA (Innis et al., 1989), la cual permite un 

diagnóstico diferencial rápido. Sin embargo, esta prueba presenta el inconveniente de que la 

persistencia de IgM por más de 8 meses después de la infección puede resultar en errores de 

interpretación (Matheus et al., 2005). 

Actualmente, para discriminar el tipo de respuesta de anticuerpos (primaria o secundaria), 

la prueba de avidez de IgG mediante enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA) se 

considera con mayor utilidad que la tradicional prueba de HAI, de acuerdo con el reporte 

del Programa Especial para Investigación y Entrenamiento en Enfermedades Tropicales de 

la OMS (WHO, 2006). Para separar los anticuerpos de baja avidez de los anticuerpos de 

alta avidez se usan agentes desnaturalizantes en ensayos inmunoenzimáticos (EIA) o de 

ELISA (Kneitz, 2004). Desde los 50’s, Anfinsen había demostrado que la urea es un buen 

agente desnaturalizante. Se han propuesto otros agentes desnaturalizantes, pero Hedman y 

Seppälä mostraron que la urea 8M es más eficiente que la acidez (pH: 3-4), el 

dodecilsulfato de sodio (detergente aniónico) y el tiocianato de potasio (KCNS) para 

disociar el anticuerpo del antígeno con el propósito de separar los anticuerpos IgG de fase 

aguda (respuesta primaria) de los anticuerpos IgG producidos por inmunidad previa 

(respuesta secundaria) en la evaluación de la avidez de anticuerpos anti-rubéola IgG (1988).  

La capacidad de los anticuerpos para reconocer y neutralizar las toxinas y los 

microorganismos infecciosos depende de la unión estrecha del parátope (zona de unión) de 

un anticuerpo y un epítope (zona de unión) de un antígeno, que se denomina afinidad del 

anticuerpo. La afinidad se representa por una constante de disociación (Kd) que indica la 

concentración de antígeno que se necesita para ocupar los sitios de unión de la mitad de las 

moléculas de anticuerpos presentes en una solución de anticuerpos (Abbas et al., 2008). 

Debido a que la región bisagra de los anticuerpos proporciona flexibilidad, un solo 

anticuerpo puede unirse a un antígeno multivalente por más de un punto de unión. Por 

ejemplo, los anticuerpos IgG presentan dos puntos de unión, uno en cada Fab. En IgM 

pentaméricas, un solo anticuerpo puede unirse hasta en 10 sitios diferentes (Fig 7). La 

fuerza de unión global de todos los sitios del anticuerpo a todos los epítopos disponibles del 

antígeno se conoce como avidez. Por lo tanto, una molécula de IgM de baja afinidad puede 
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unirse fuertemente a un antígeno polivalente debido a que muchas interacciones de afinidad 

baja pueden producir una interacción de avidez alta. 

Asimismo, los anticuerpos IgG de baja afinidad que se generan durante la respuesta 

primaria se reemplazan gradualmente con anticuerpos de mayor afinidad que se van 

generando mediante cambios sutiles en la estructura del anticuerpo durante las exposiciones 

subsecuentes al antígeno (Eisen and Siskind, 1964; Werblin et al., 1973). El antígeno 

estimula preferentemente los linfocitos B que sintetizan anticuerpos de afinidad alta, los 

cuales se convierten en los linfocitos dominantes. Este proceso, denominado maduración de 

la afinidad produce un aumento de la afinidad de la unión media de anticuerpos a los 

antígenos, conforme evoluciona la respuesta inmune humoral (Abbas et al., 2008).  

El término afinidad es aplicable sólo a antígenos monovalentes y uniformes que están 

confinados a condiciones in vitro. La afinidad de un anticuerpo (Ac) por un antígeno (Ag) 

puede medirse directamente mediante la diálisis de equilibrio (Abbas et al., 2008). Este 

método sólo puede llevarse a cabo cuando el antígeno es pequeño (hapteno), capaz de 

atravesar con libertad la membrana de diálisis. En contraste, los antígenos virales son 

grandes, por lo que este método no se puede usar para evaluar la interacción Ag-Ac (Inouye 

et al., 1984). Para referirse a la fuerza de unión de poblaciones de Ac’s al Ag, es preferible 

emplear el término avidez (afinidad funcional) que emplear el término afinidad (Hedman et 

al., 1993). 
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Fig. 7. Valencia y avidez de las interacciones antígeno-anticuerpo. Los Ag’s monovalentes o 
epítopos muy espaciados en la superficie celular interactuarán con un único parátope de una 
molécula de Ac. Aunque la afinidad pueda ser alta, la avidez global es relativamente baja. Cuando 
los epítopes se encuentran suficientemente juntos, los dos parátopes de una molécula de IgG se 
pueden unir, permitiendo una interacción bivalente con mayor avidez. Las moléculas de IgM tienen 
10 lugares de fijación idénticos que, se pueden unir simultáneamente con 10 epítopes en una 
superficie celular, dando lugar a una interacción polivalente con una avidez muy elevada. 

1.8 El hospedero. 

La infección causada por el DENV puede producir una gran variedad de manifestaciones 

clínicas, aunque la mayoría de las infecciones son asintomáticas o subclínicas. Para la 

aparición de las formas graves de la enfermedad es necesaria la concurrencia de diferentes 

factores de riesgo tanto individuales, virales como del vector. Los factores de riesgo 

individuales son importantes porque determinan en parte la severidad de la enfermedad e 

incluyen: infección secundaria, edad, género, antecedentes genéticos y enfermedades 

crónicas tales como asma bronquial, drepanocitosis y diabetes (Bravo et al., 1987). 
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1.8.1 Patogénesis. 

La manifestación más severa del DG es la vasculopatía por dengue, que se manifiesta con 

un incremento en la permeabilidad vascular, favoreciendo una extravasación plasmática al 

espacio intersticial, produciendo hemoconcentración e hipotensión y finalmente choque 

hipovolémico. Durante la permeabilidad vascular (por separación de las células 

endoteliales) no se ha observado necrosis o lesión inflamatoria a nivel endotelial, lo que 

sugiere que la permeabilidad pueda deberse a una disfunción celular ocasionada 

probablemente por un mediador de corta acción. El incremento en la permeabilidad ocurre 

tardíamente durante la infección aguda o próxima a la defervescencia y se propone que 

coincida con la eliminación del virus lo que podría sugerir que el daño endotelial está 

mediado por la respuesta del hospedero, más que por el daño tisular directo del virus 

(Vaughn et al., 2000). A pesar de la elevada morbilidad del DG, aún no se conocen por 

completo los mecanismos que producen las formas severas de la enfermedad, debido a la 

falta de un modelo animal apropiado, ya que sólo el humano es capaz de presentar las 

manifestaciones clínicas severas de la enfermedad (Bente et al., 2005).  

Se ha propuesto que la infección primaria induce inmunidad protectora durante toda la vida 

para el serotipo causante de la infección (Halstead, 1974), pero sólo induce inmunidad 

protectora transitoria contra los otros serotipos. Diferentes estudios epidemiológicos han 

mostrado que en el curso de una infección secundaria por DENV se incrementa la 

probabilidad de presentar DG (Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 1988; Thein et al., 

1997). Entre las infecciones secundarias que han mostrado una fuerte asociación con el DG 

la producida por DENV-2 es la mejor documentada (Guzman et al., 2002; Sangkawibha et 

al., 1984; Thein et al., 1997). 

 

1.8.1.1 DG y amplificación dependiente de anticuerpos (ADA) 

El aumento en la severidad del dengue durante una infección heterotípica secundaria puede 

producirse por un fenómeno denominado amplificación dependiente de anticuerpos (ADA) 

(Halstead, 1977; Kliks et al., 1989). Durante una infección secundaria, anticuerpos 

heterotípicos pre-existentes anti-dengue se unen al DENV infectante debido a que los 
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diferentes serotipos virales comparten epítopos de grupo, pero no son neutralizantes. De 

esta manera se forman complejos virus-anticuerpos que se unen al receptor FcγR de los 

macrófagos, facilitando el ingreso del virus a células portadoras del receptor Fc. En 

consecuencia se incrementa la replicación viral, lo que resulta en una mayor carga viral y la 

inducción de una sólida respuesta inmune del hospedero, que incluye citocinas y 

mediadores inflamatorios, algunos de los cuales pueden contribuir al incremento en la 

permeabilidad vascular (Halstead and O’Rourke, 1977; Kliks et al., 1989). La facilitación 

de la infección, posiblemente contribuya en el incremento de la viremia observada en la 

FHD/SCHD (Vaughn et al., 2000). Este incremento en la viremia promueve la activación 

del complemento, la respuesta de citocinas proinflamatorias que podrían favorecer la 

presencia de vasculopatía (Vaughn et al., 2000; Avirutnan et al., 2006). 

Recientemente, se han desarrollado modelos in vivo de ADA en ratones y monos. En estos 

modelos animales, la transferencia pasiva de anticuerpos anti-DENV se asoció con un 

incremento en la carga viral sistémica, extravasación plasmática, trombocitopenia y 

elevados niveles de citocinas (Balsitis et al., 2010). Estos hallazgos confirman la 

participación de la ADA en el contexto de una infección secundaria heterotípica. 

 

1.8.1.2 DG en primoinfección 

Sin embargo, la ADA no explica completamente la patogénesis del DG ya que éste puede 

ocurrir en el curso de una infección primaria, principalmente por DENV-1 y DENV-3 

(Chao et al., 2004; Fox et al., 2011; Duyen et al., 2011; Tricou, 2011). Por otra parte, en el 

90-95% de los casos de infección secundaria, no se produce una enfermedad grave, lo que 

sugiere la participación de otros factores (Guzman y Kouri, 2002; Wichmann et al., 2004). 

Además, la ADA también ocurre durante la infección de otros ARN virus sin producir 

hemorragia (Suhrbier and La Lin, 2003; Wallace et al., 2003). 

Como se mencionó anteriormente, se han reportado casos de DG en el curso de una 

infección primaria por DENV, es decir en ausencia de anticuerpos heterotípicos, no 

neutralizantes pre-existentes (Rosen, 1977; Gubler et al., 1978; Ong et al., 2007). Por lo 

que se han propuesto otras hipótesis para explicar las manifestaciones severas de la 
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enfermedad en estos casos. León Rosen, propuso que la variación antigénica (por 

mutaciones del genoma) de los aislados virales mientras circulan en la naturaleza entre el 

vector y el humano pueden originar aislados virales más agresivos que participan en el 

establecimiento de FHD/SCHD (1977). Las evidencias que apoyan esta hipótesis incluyen 

diferentes estudios de los brotes epidemiológicos que se desarrollaron en las islas del Reino 

de Tonga en el Pacífico, en los cuales todos los casos se clasificaron mediante serología 

como infecciones primarias. Mientras que en el brote de 1974 la enfermedad asociada con 

DENV-1 se clasificó como leve; en 1975 la enfermedad asociada con DENV-2 fue más 

severa, ya que se presentaron manifestaciones hemorrágicas frecuentes con una tasa 

elevada de Síndrome de Choque por Dengue. Los autores no pudieron atribuir las 

diferencias en la severidad de la enfermedad a la susceptibilidad de la población, mosquitos 

vectores o la presencia de anticuerpos anti-DENV pre-existentes. El aislado viral circulante 

y su capacidad de causar daño, fueron las probables explicaciones para estos brotes (Gubler 

et al., 1978). Posteriormente, en la epidemia desarrollada en 1998, en Tainan, Taiwán, 

producida por DENV-3, los casos de FHD se asociaron con infecciones primarias, pero no 

con infecciones secundarias (Chao et al., 2004). Además, los resultados de viajeros sugiere 

que el dengue grave puede ocurrir con similar frecuencia tanto en infecciones primarias, en 

individuos no inmunes, como en secundarias en áreas endémicas (Meltzer and Schwartz, 

2009). Estas evidencias apoyan la hipótesis de la variación antigénica.  

 

1.8.1.3 Papel de los factores virales en la patogénesis del dengue 

La posible participación de factores virales en la patogénesis del dengue severo, se ha 

demostrado por diferentes grupos. El DENV se clasifica en 4 distintos serotipos en base a 

las propiedades antigénicas, de secuencia y bioquímicas. Cada serotipo presenta varios 

genotipos. Los genotipos son grupos de DENV estrechamente relacionados genéticamente, 

pero que presentan a su vez divergencia de secuencia nucleotídica no mayor a 6% dentro de 

una misma región genómica (Rico-Hesse, 1990). El serotipo DENV-1 presenta 5 genotipos, 

el DENV-2 tiene 5 genotipos, al DENV-3 se asocian 4 genotipos y se propone que exista 

un quinto genotipo selvático en Malasia, el cual no se ha aislado aún. DENV-4 presenta 4 

genotipos (Weaver and Vasilakis, 2009). Se ha demostrado que aislados virales procedentes 
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de un mismo brote epidémico, presentan subpoblaciones virales con diferente capacidad de 

causar daño (capacidad patogénica) en ratones (Sánchez and Ruiz, 1996) y que cambios a 

nivel del genoma de los aislados virales se asocian con la severidad de la enfermedad 

(Leitmeyer et al., 1999). Como se menciona en el punto 1.8.1.2., la variación antigénica del 

virus puede favorecer tanto el potencial epidémico del DENV como la capacidad de 

producir cuadros clínicos más graves. Por ejemplo, el primer caso de FHD en América 

apareció en la epidemia de Cuba en 1981. Su aparición se asoció con la introducción de 

aislados virales procedentes del Sudeste Asiático del DENV-2. Esta etiología fue 

confirmada mediante el análisis de secuencias parciales genómicas del DENV (Sariol, 

1999). Asimismo, mediante estudios de análisis de secuencias llevados a cabo en aislados 

del DENV-2 obtenidos de plasma de pacientes colectados en diferentes regiones 

geográficas se ha propuesto que el genotipo asiático está asociado con casos severos de la 

enfermedad mientras que para el genotipo americano no se pudo encontrar esta asociación 

(Rico-Hesse et al., 1997). 

Se ha sugerido que las diferencias estructurales en los aislados virales pueden conferir 

diferentes capacidades para infectar distintos tipos celulares o favorecer una mayor 

severidad en la enfermedad. Por ejemplo, el cambio en el aminoácido 390 de la proteína E 

del DENV-2, favorece un incremento en la virulencia (neurotropismo), en un modelo de 

encefalitis murina experimental (Sánchez and Ruiz, 1996). Asimismo, se ha reportado que 

diferencias estructurales entre genotipos del DENV-2, se asocian con la expresión de 

distintas formas clínicas del dengue: El genotipo de Asia Sudoriental con FD y FHD y el 

genotipo Americano con FD. Los cambios en la posición 390 de la proteína E, modifican la 

unión del DENV a los receptores celulares. Asimismo, se han reportado mutaciones en los 

nucleótidos 68-80 de la región 5’-UTR, asociados con la alteración en la iniciación de la 

traducción de proteínas virales; y en la región 3’-UTR los cuales podrían regular la 

replicación viral mediante la formación de intermediarios replicativos (Leitmeyer et al. 

1999). 

En diferentes reportes se sugiere que el DENV puede evolucionar en el curso de una 

epidemia, causando cuadros clínico más severos. Se ha observado un incremento en la 

gravedad de los casos en la segunda mitad de las epidemias con respecto a la primera 
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mitad. Esta situación se observó en los brotes en las islas Niue en 1972, en Cuba en 1981 y 

Australia (Kouri et al., 1987; Streatfield et al., 1993; Rodríguez-Roche et al., 2005). El 

continuo pasaje del virus entre humanos podría explicar el incremento en la virulencia de 

los mismos, ya que se encuentran circulando varios años. Asimismo, se ha observado la 

evolución viral durante una epidemia. La secuencia genómica de 6 aislados del DENV-2 

colectados en diferentes momentos en el transcurso de una epidemia mostró sustituciones 

nucleotídicas en el gen de NS5. Estos cambios se asociaron con la severidad de la 

enfermedad en el transcurso de la epidemia (Rodríguez-Roche et al., 2005). 

También se han descrito la presencia de quasiespecies, que son poblaciones virales con 

diversidad genética presentes en un mismo hospedero. Las quasiespecies existen como una 

población con secuencias estrechamente relacionadas dentro de un mismo individuo y son 

diferentes a los aislados que les dieron origen (Holland et al., 1992). Se sabe que la 

complejidad en el espectro de las quasiespecies virales puede influenciar tanto la progresión 

de las enfermedades virales como su patogénesis. Por ejemplo se ha documentado que 

quasiespecies del virus HIV-1 resistentes a uno ó múltiples antiretrovirales, han conferido 

capacidad de supervivencia a los virus mutantes (Domingo and Holland, 1997).  

La diversidad genética en las cepas virales se produce debido a la incorporación de 

mutaciones en la cadena de ARN de la progenie viral producidas por la baja fidelidad de las 

ARN polimerasas, favoreciendo una tasa elevada de mutaciones durante la replicación del 

genoma viral. El principal factor que contribuye a la incorporación de las mutaciones en la 

cadena de ARN de la progenie viral, es la ausencia de reparación de errores. Las ARN 

polimerasas no muestran la actividad 3’ ó 5’ exonucleasa, como en el caso de la ADN 

polimerasa (Domingo and Holland, 1997).  

Los factores virales también desempeñan un papel fundamental en la expresión de los 

diferentes cuadros clínicos de la enfermedad, al igual que los factores del hospedero 

(Martina et al., 2009).  
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2. ANTECEDENTES 

Los mecanismos que favorecen la aparición de las formas severas del dengue aún no están 

totalmente dilucidados. Se propone que la coincidencia tanto de factores virales, del 

huésped, epidemiológicos y del vector (Guzmán et al., 2006) incrementan el riesgo de la 

instalación de los casos severos de la enfermedad (Halstead, 1977; Rosen, 1977). Como ya 

se mencionó, existen dos hipótesis que intentan explicar la FHD/SCHD. La hipótesis de 

Halstead (1977) quien propone que la presencia de anticuerpos heterotípicos no 

neutralizantes en el curso de una infección secundaria, puede resultar en un incremento de 

la infección. Sin embargo, se han reportado epidemias de dengue hemorrágico en el curso 

de una infección primaria (es decir en donde NO existe inmunidad previa), por lo que León 

Rosen, ha propuesto (segunda hipótesis) que la variación antigénica de los aislados virales 

mientras circulan en la naturaleza (entre el vector y el humano) son un factor determinante 

en la presentación de FHD/SCHD (Rosen, 1977). Nosotros planteamos que ambas hipótesis 

no son excluyentes y que la patogénesis de la enfermedad es el resultado de las 

interacciones tanto de factores del huésped (inmunidad previa, factores genéticos, etc.), 

factores ento-epidemiológicos (población primoinfectada, competencia vectorial, alta 

densidad del vector, etc.) como factores virales (variación antigénica, incremento en la 

capacidad de replicación, virulencia).  

Los factores tanto del huésped como epidemiológicos han sido ampliamente estudiados 

(Halstead, 1977; Huang et al., 2001).  Sin embargo, existen pocos trabajos referentes al 

estudio de los posibles factores virales (porque no existe un modelo animal que reproduzca 

la enfermedad) asociados a la patogénesis del dengue. La participación de niveles elevados 

del virus en la severidad de la enfermedad ha mostrado resultados contradictorios. En 

estudios iniciales se reportó que la viremia, evaluada mediante aislamiento viral, no se 

asociaba significativamente con la severidad de la enfermedad (Gubler et al., 1979, 1981). 

Sin embargo, un estudio más reciente llevado a cabo en 20 adultos infectados por DENV-3 

mostró que la carga viral en pacientes con FHD, permanecía elevada durante la fase de 

defervescencia en contraste con los pacientes de FD, esta fase es una etapa crítica en la 

progresión de la severidad de la enfermedad. La carga viral en el suero de estos pacientes, 

fue evaluada mediante RT-PCR en tiempo real (Wang et al., 2003). Ahora bien, en un 

escenario distinto, un estudio en Brasil en 185 adultos infectados principalmente por 
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DENV-3 mostró que la viremia, evaluada mediante RT-PCR en tiempo real, permaneció 

elevada posterior a la defervescencia entre los pacientes con enfermedad severa. Debido a 

las dificultades para aplicar estrictamente los criterios de la clasificación de 1997, los 

pacientes se clasificaron en 3 grupos: FD, FD/FHD intermedio y FHD (Guilarde et al., 

2008). En este estudio, Guilarde y colaboradores mostraron además la falta de asociación 

entre la severidad de la enfermedad y la respuesta secundaria de anticuerpos, sugiriendo 

que las infecciones primarias por DENV-3 podrían producir la enfermedad grave en 

adultos; lo cual contrasta con los reportes que mostraban que el serotipo 2 del DENV 

podría asociarse con la severidad de la enfermedad, a diferencia de los otros serotipos 

virales (Vaughn et al., 2000; Endy et al., 2004). En el estudio de Guilarde, la inclusión de 

pocos pacientes durante la defervescencia en el grupo de FD impide la valiosa comparación 

de estos pacientes con los que presentaran las formas severas de la enfermedad. 

Por lo tanto, la persistencia de niveles elevados del DENV durante la transición de la fase 

febril a la defervescencia puede ser un factor de riesgo en la severidad del dengue (el 

retraso del aclaramiento de la viremia podría contribuir en la patogénesis de la FHD) 

(Guilarde et al., 2008; Wang et al., 2003). 

 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los mecanismos que favorecen la aparición de las formas severas del dengue aún no están 

totalmente dilucidados, debido a la falta de un modelo animal que reproduzca las 

manifestaciones severas de la enfermedad como ocurre en el humano. Entre los factores de 

riesgo a DG inherentes tanto al agente etiológico como al huésped (relación huésped 

parásito), los niveles elevados y sostenidos de viremia (retraso en el aclaramiento de la 

carga viral), durante la transición de la fase febril a la etapa de defervescencia, se ha 

asociado como uno de los principales factores de riesgo que predisponen al establecimiento 

de las formas más severas de la enfermedad. El objetivo del presente estudio fue evaluar los 

factores virales y del hospedero que pudieran participar en el desarrollo de casos severos de 

dengue en el marco de la clasificación de la OMS de 2009.  Ningún estudio previo ha 

aplicado la clasificación de la OMS de 2009 en México, donde la FD es endémica en28 de 

32 estados. 
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4. HIPÓTESIS 

Factores virales (viremia elevada, retraso en el aclaramiento del DENV) y del 

hospedero (respuesta secundaria de anticuerpos), puede ser un factor de predisposición 

al establecimiento del Dengue Grave en los casos desafortunados de la enfermedad. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Llevar a cabo la caracterización de un brote epidemiológico de dengue ocurrido en el 

Centro de Chiapas, México, en 2009, para evaluar la posible participación de diferentes 

factores de riesgo, en pacientes que presentaron DG. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

5.1. Describir las características clínicas y epidemiológicas de un brote epidémico de 

dengue ocurrido en el Centro de Chiapas en 2009. 

5.2. Evaluar el desempeño de dos diferentes clasificaciones de caso de dengue de la 

OMS (1997 y 2009) para poder clasificar de manera adecuada los casos severos del 

dengue en el brote epidemiológico en estudio. 

5.3. Determinar si la severidad de la enfermedad depende del serotipo infectante.  

5.4. Determinar la relación entre la carga viral en el suero de pacientes y la severidad de 

la enfermedad (ya sea en la fase febril y crítica como en la fase de recuperación). 

5.5. Determinar la relación entre la respuesta de anticuerpos (primaria o secundaria) en 

el hospedero y la severidad de la enfermedad. 

 

 

 

 

 

 



26 

 

6 ESTRATEGIAS Y MÉTODOS 

6.1 Estudio Epidemiológico: 

REGIÓN DE ESTUDIO.- Para evaluar las características epidemiológicas en el brote de 

dengue ocurrido en el Centro de Chiapas en 2009 (Fig. 8), se llevó a cabo un estudio 

epidemiológico transversal, prospectivo. Chiapas se localiza al sureste de México, colinda 

al norte con el estado de Tabasco, al oeste con Veracruz y Oaxaca, al sur con el Océano 

Pacífico y al este con la República de Guatemala. La zona Centro de Chiapas se ubica en la 

Depresión Central del estado (DCCh), a una altitud de 400 a 800 metros sobre el nivel del 

mar (msnm) (GECH, 2005). En la región se presenta un régimen de lluvias de verano, que 

define dos tipos de clima, uno cálido subhúmedo con temperatura media anual de 22.8-25.8 

°C, la precipitación pluvial promedio varía entre 660 y 1051 mm anuales. El otro es el 

clima parcialmente cálido, subhúmedo que se encuentra en los declives de las cadenas 

montañosas adyacentes al valle central. La precipitación varía entre 1,110 y 1,267 mm 

anuales y temperatura debajo de los 23 °C (García, 1988). La mayor precipitación se 

concentra en los meses de junio a septiembre. En la DCCh y zonas adyacentes la lluvia 

declina a partir de octubre y llega a ser muy escasa entre noviembre y abril. La zona Centro 

está integrada por 22 municipios, pero no se obtuvo la cooperación de todas las unidades 

médicas, por lo que algunos municipios no fueron considerados en el estudio. 



 

Fig. 8. Región de estudio. Se muestran los municipios de la zona Centro de Chiapas, cuyas unidades 

médicas fueron consideradas en el

POBLACION DE ESTUDIO

los siguientes criterios de inclusión

síndrome febril compatibles con las disti

de FD, FHD o SCHD y la aceptación de la participación en el estudio mediante la firma del 

consentimiento informado y que solicitara

y Centros de Salud públicos de 

instalado en el Palacio de Gobierno debido a

con la contingencia sanitaria por la p

obtuvieron durante el periodo de mayo a octubre de

excluyeron los pacientes menores de 1 año debido

síndrome febril por un agente patógeno diferente al dengue, también se excluyeron del 

estudio los pacientes con  evidencia clínica o por laboratorio de tener otras enfermedades 

que explicaran parcial o totalmente la enfermedad que presentaban

Región de estudio. Se muestran los municipios de la zona Centro de Chiapas, cuyas unidades 

médicas fueron consideradas en el estudio. Adaptado de GECH, 2005. 

POBLACION DE ESTUDIO.- Los pacientes reclutados en el presente estudio

los siguientes criterios de inclusión: ser mayores de un año de edad, que presentaran

síndrome febril compatibles con las distintas formas clínicas de dengue, ya sea

y la aceptación de la participación en el estudio mediante la firma del 

que solicitaran los servicios de atención médica en Hospitales 

y Centros de Salud públicos de la zona Centro de Chiapas, así como en el Módulo Sanitario 

instalado en el Palacio de Gobierno debido a que la etapa de colecta de muestras, coincidió 

la contingencia sanitaria por la pandemia de la influenza AH1N1.Las muestras se 

riodo de mayo a octubre de 2009, todos los días de la semana.

excluyeron los pacientes menores de 1 año debido a la alta probabilidad de presentar

síndrome febril por un agente patógeno diferente al dengue, también se excluyeron del 

estudio los pacientes con  evidencia clínica o por laboratorio de tener otras enfermedades 

totalmente la enfermedad que presentaban.  
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Región de estudio. Se muestran los municipios de la zona Centro de Chiapas, cuyas unidades 

reclutados en el presente estudio, reunieron 

que presentaran un 

, ya sea con cuadro 

y la aceptación de la participación en el estudio mediante la firma del 

n los servicios de atención médica en Hospitales 

la zona Centro de Chiapas, así como en el Módulo Sanitario 

que la etapa de colecta de muestras, coincidió 

influenza AH1N1.Las muestras se 

odos los días de la semana. Se 

de presentar un 

síndrome febril por un agente patógeno diferente al dengue, también se excluyeron del 

estudio los pacientes con  evidencia clínica o por laboratorio de tener otras enfermedades 
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Durante la obtención de la información clínica y epidemiológica, un epidemiólogo 

especialista en el tema, interrogó y exploró a todos los participantes del estudio. La 

información clínica y epidemiológica se registró en el formato de Estudio epidemiológico 

de caso de fiebre por dengue y fiebre hemorrágica por dengue de la Secretaría de Salud. 

Para llevar a cabo las pruebas serológicas, se obtuvieron muestras de 4 ml de sangre 

periférica en tubos sin anticoagulante durante las fases febril y de defervescencia, las cuales 

se almacenaron a -50°C hasta su uso. Los casos fueron confirmados mediante la detección 

de antígeno NS1 o anticuerpos anti-dengue IgG e IgM. El día del inicio de la fiebre 

(temperatura ≥38°C) se definió como el día 1 de la enfermedad. El día en que ocurre la 

defervescencia (cuando la temperatura desciende por debajo de 38°C y ya no vuelve a 

subir) fue definido como día 0; los días anteriores a éste, es decir, cuando existe fiebre 

fueron definidos con números negativos (-1, -2, -3); mientras que los posteriores fueron 

definidos con números positivos (+1, +2, +3, etc.). Los pacientes fueron observados durante 

su hospitalización y monitoreados con pruebas de laboratorio de rutina como biometría 

hemática y examen general de orina. Todos los pacientes confirmados se clasificaron de 

acuerdo a la severidad de la enfermedad utilizando los criterios de la OMS: Fiebre o 

historia reciente de fiebre aguda, manifestaciones hemorrágicas, trombocitopenia (recuento 

plaquetario ≤100,000 plaq/µl), evidencia objetiva de aumento en la permeabilidad vascular 

(hemoconcentración≥20%, ascitis o efusión pleural) (WHO, 1997). Con objeto de evaluar 

el desempeño de las diferentes clasificaciones de caso de dengue de la OMS (1997 y 2009) 

para la detección de casos severos de dengue en el brote epidemiológico en el Centro de 

Chiapas de 2009; los casos también fueron reclasificados de acuerdo con la clasificación de 

2009, descrita anteriormente. En la evaluación de la sensibilidad/especificidad de ambas 

clasificaciones, se consideró el nivel de intervención clínica que el paciente requirió para su 

tratamiento (Narváez et al, 2011; Alexander et al, 2011). En el Nivel I se agruparon los 

pacientes ambulatorios (que no requirieron hospitalización). En el Nivel II, los pacientes 

hospitalizados que recibieron fluidos intravenosos para su rehidratación o mantenimiento. 

En el Nivel III, pacientes que fueron hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos 

(UCI), que recibieron oxígenoterapia o que se les administraron fármacos inotrópicos o 

hemocomponentes. 
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CÁLCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL.- Para obtener información estadísticamente 

confiable y significativa, se determinó el tamaño de la muestra respecto del universo de 

estudio. Para calcular el tamaño muestral se utilizó la técnica de muestreo probabilístico 

que nos permitió obtener información representativa, válida y confiable al menor costo. El 

tamaño mínimo de muestra se calculó usando la fórmula para poblaciones indeterminadas 

propuesta por Daniel (Whitley & Ball, 2002): 

n =     Z2·pq      a           
            d2  

En donde: 

n = Tamaño de la muestra 

Z = Estadístico Z para un nivel de confianza 95% = 1.96 

p = Proporción esperada 

q = 1-p 

d = error de estimación 5% = 0.05 

La proporción esperada es la proporción de la población con prevalencia de dengue. Se 

asignó el valor de 0.5 (50%) tanto a la proporción esperada (p) como a la proporción no 

esperada (q), debido a que en Chiapas no se cuenta con valores de prevalencia y que en 

México la prevalencia es muy variable en los estudios existentes (0.796 en un estudio 

desarrollado en Veracruz en 2003, 0.091 en Tabasco en 2005) (Navarrete-Espinosa et al., 

2006; Sánchez-Burgos et al., 2008), mientras que en donadores, la frecuencia de 

anticuerpos IgG fue d 0.02 (Rodríguez-Rodríguez, 2009).  

 

6.2 Determinación de la respuesta (primaria o secundaria) de anticuerpos mediante 

ensayo de avidez de IgG.  

Para determinar entre una respuesta inmune primaria o respuesta secundaria, se utilizó el 

ensayo de avidez de anticuerpos anti-dengue (IgG). Para llevar a cabo la separación de 

anticuerpos de baja y alta avidez en los ensayos de ELISA, los sueros se incubaron 

previamente con urea 7 molar como agente desnaturalizante como a continuación se indica 

(Kneitz, 2004). La detección de anticuerpos anti-DENV, se llevó a cabo utilizando un kit 
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comercial (Dengue ELISA IgG kit, Focus Technologies, Cypress, CA, USA). Este ensayo 

es específico para IgG (fragmento Fc) el cual usa un conjugado de peroxidasa de rábano 

con tetrametilbencidina (TMB) como cromógeno. Los micropozos de poliestireno cubiertos 

con proporciones iguales de los cuatro serotipos del DENV permiten que los anticuerpos 

específicos presentes en la muestra se unan con el antígeno. En el presente ensayo, se 

agregaron por duplicado 100 µL tanto de las muestras séricas (dilución 1:101) como de los 

controles. Las placas se incubaron a 20-25°C durante 60 min. Posteriormente, las muestras 

se lavaron con buffer de lavado. Para separar los anticuerpos de menor avidez, la mitad de 

los pozos se incubaron con 100 µL de una solución salina tamponada de fosfato (PBS) pH 

7.2 que contenía urea 7 M, durante 10 minutos, el resto de los pozos se incubaron con 100 

µL de PBS sin urea (De Souza et al., 2004). Los pozos se lavaron 2 veces como antes se 

indicó. Posteriormente, se agregaron 100 µL del conjugado de anticuerpos anti-IgG-

peroxidasa que reacciona con la IgG específica. Las placas se incubaron a temperatura 

ambiente durante 30 min, y se lavaron 5 veces para remover el conjugado. Posteriormente, 

se agregaron 100 µL del substrato (H2O2) y el cromógeno (TMB) para permitir el 

desarrollo del color, incubando las muestras 10 min a temperatura ambiente. Para detener la 

reacción se agregaron 100 µL de H2SO4. Finalmente, las muestras se evaluaron por 

espectrofotometría a 450 nm en un lector de densidad óptica para ELISA. El índice de 

avidez, se representó en porcentaje y se calculó como la razón de la densidad óptica con 

urea a la densidad óptica sin urea por 100. Se utilizó el esquema de urea 7 M durante 10 

min, en base a que son condiciones ya previamente establecidas para evaluar la avidez de 

IgG durante la infección por los virus de dengue y sarampión con una sensibilidad del 

100% y especificidad 97.8% (De Souza et al., 2004; De Souza et al., 2007). 

Para calcular el índice de avidez, expresado como porcentaje, se usó la siguiente fórmula: 

Ia = DOurea X 100 
      DOsin urea 

1 El índice del control detectable varía de 1.5 a 3.5 

2 El índice del control no detectable debe ser menor que 0.8 
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Si el calibrador o los controles no estaban dentro de estos parámetros, los resultados fueron 

considerados inválidos, por lo que debía repetirse el ensayo. 

Interpretación de los resultados 

Se reportaron los resultados de las muestras como índice de avidez. Para determinar el tipo 

de respuesta de anticuerpos se utilizó el siguiente valor de corte (Tabla 1): 

 

Tabla 1. Valor de corte del índice de avidez de Ac’s IgG 

Índice de avidez Tipo de respuesta de anticuerpos 

≥24.00 Secundaria. 

<24.00 Primaria. 

(De Souza, 2004) 

 

6.3 Extracción del RNA viral: 

El RNA del DENV se purificó a partir de cada una de las muestras de suero obtenidas en el 

presente estudio. El RNA viral se extrajo por duplicado a partir de 140 µl de suero usando 

el QIAamp Viral RNA Kit. Posteriormente, el RNA viral se eluyó con 60 µl de buffer de 

elución de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, 2005). 

 

6.4 Tipificación del virus dengue (Método de Lanciotti) 

La tipificación de los aislados del DENV se llevó a cabo mediante RT-PCR de punto final, 

utilizando el RNA viral purificado a partir del suero de pacientes con dengue. Brevemente, 

la retro-transcripción se llevó a cabo utilizando 1 µL del iniciador D2, 0.5 µL de la enzima 

MMLV reverse (PROMEGA), 0.5 µL de una mezcla de desoxinucleótidos (cada uno a una 

concentración final de 0.122 mM) y 15 µL del RNA molde, en un volumen final de 20.5 
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µL. Para verificar la especificidad de la reacción y evidenciar una posible contaminación 

cruzada, se usó agua con dietilpirocarbonato (DEPC) como control negativo. 

La tipificación de los aislados virales en las muestras séricas, se llevó a cabo de acuerdo al 

método de Lanciotti (Lanciotti et al., 1992). Para el primer ciclo de PCR se utilizaron los 

iniciadores consenso D1 y D2 que reconocen una secuencia consenso que corresponde al 

sitio de unión entre las proteínas de la cápside y la premembrana (C/prM) de aislados 

virales geográficamente diferentes. Posteriormente, se llevó a cabo un segundo ciclo de 

PCR anidado con el iniciador D1 y los iniciadores específicos de serotipo TS1, TS2, TS3 y 

TS4, los cuales fueron diseñados para reconocer secuencias específicas para cada tipo viral 

(Lanciotti et al., 1992). Para optimizar la segunda reacción de amplificación se hicieron 

diferentes modificaciones al protocolo original, las cuales se describen a continuación: En 

el segundo ciclo de amplificación se utilizaron 3 µL del producto de la reacción inicial 

diluido 1:10 en agua pentadestilada. Asimismo, se usaron 0.8 µL de una mezcla de 

desoxinucleótidos (cada uno a una concentración final de 0.133 mM) y 1.7 µL de MgCl2 

para obtener una concentración final de 1.4 mM. Finalmente, el programa de amplificación 

que utilizamos incluyó; 35 ciclos de desnaturalización (94°C, 30 s) de unión del iniciador 

(54°C, 40 s) y extensión (72°C, 40 s) en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 

(Applied Biosystems). La especificidad de las reacciones de RT y PCR, se determinó 

descartando una posible contaminación cruzada, para lo cual se usó agua con 

dietilpirocarbonato (DEPC) como control negativo en cada experimento. Para determinar la 

sensibilidad del ensayo como controles positivos se usaron plásmidos de DENV-1, DENV-

3, DENV-4 y el ARN viral de la cepa Nueva Guinea del DENV-2 (D2NGC). 

La estimación del tamaño de los productos de amplificación se llevó a cabo mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2.2% en Tris-acetato-EDTA (TAE 1X), utilizando una 

cámara de 40 pozos (BIORAD Sub-cell GT WIDE MINI) a 90V durante 1.3 horas. En la 

concentración al 2.2% observamos la mejor resolución de las bandas (TS1 (482 pb), TS2 

(119 pb), TS3 (290 pb), y TS4 (392 pb)), las cuales correspondían al tamaño del peso 

esperado para cada tipo de DENV. 
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6.5 Determinación de la carga viral mediante PCR en tiempo real: 

La cuantificación de la carga viral en las muestras, se hizo mediante RT-PCR en tiempo 

real de un solo paso (StepOne; Applied Biosystems). Para la amplificación de la región 

3´RNT del RNA del DENV, utilizamos una sonda que reconocieran una secuencia 

altamente conservada del genoma de los diferentes tipos del DENV (Gurukumar, 2009). La 

posición de esta región dentro del genoma de cada serotipo se muestra en la tabla 2. 

Tabla 2. Posición de la 3’RNT en los serotipos del DENV. 

Serotipo Extremo 5´ (nt) Extremo 3´ (nt) 

DENV-1 10230  10700 

DENV-2 10301 10708 

DENV-3 10243 10689 

DENV-4 10315 10635 

 

 

El alineamiento se llevó a cabo utilizando el programa Multalin versión 5.4.1, con el cual se 

encontró un porcentaje de similitud superior al 90%. La secuencia utilizada para el diseño 

de los primers fue la siguiente: 

5´AATTAACATGAGACAAGATTAGAAGTCAGGTCGGATTAAGCCATAGTACGGA
AAAAACTATGCTACCTGTGAGCCCCGTCCAAGGACGTTAAAAGAAGTCAGGCC
ACTACAAGTGCCATAGCTTGAGCAAACTATGCAGCCTGTAGCTCCACCTGGGA
AGGTGTAAAAAATCTGGGAGGCCACAAACCATGGAAGCTGTACGCATGGCGTA
GTGGACTAGCGGTTAGAGGAGACCCCTCCCTTGCAAGTCGCAGCAACAATGGG
GGCCCAAGGTGAGGTGAAGCTGTAATCTCACTGGAAGGACTAGAGGTTAGAGG
AGAGAAATAAAAAACAGCATATTGACGCTGGGAAAGACCAGAGATCCTGCTGT
CTC3´ 

Con base en la secuencia anterior se diseñaron y sintetizaron (en la compañía Applied) los 

siguientes iniciadores: 
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PRIMER FORWARD 3-UTR-DENV_F CTGGGAGGCCACAAACCAT 

PRIMER REVERSE  3-UTR-DENV_R TCCTCTAACCGCTAGTCCACTAC 
PROBE   3-UTR-DENV_M FAM CCATGCGTACAGCTTC  

Los diferentes ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un equipo Step-One 

(Applied Biosystems) utilizando la sonda marcada con el fluoróforo 6-carboxifluoresceína 

(FAM). Debido a que la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sonda 

degradada, y esta es proporcional a la cantidad de DNA molde, el sistema permite 

determinar el incremento del amplicón a lo largo de la reacción de PCR en cada ciclo de 

amplificación. En cada ensayo utilizamos 5 µL del eluído del RNA obtenido en el paso 

5.2.1 agregándolos a la mezcla maestra de reactivos One-Step RT-PCR Master-Mix 

Reagents kit (Applied Biosystems) para un volumen final de 20 µL. Las muestras se 

analizaron en el sistema de RT-PCRq de un solo paso. Este sistema acopla una reacción de 

retrotranscripción previa al PCR, permitiendo la síntesis del DNA complementario (cDNA) 

a partir del RNA viral, utilizando la retrotranscriptasa recombinante Multiscribe del 

Moloney Murine Leukemia Virus (rMoMuLV). El cDNA se usó como DNA molde para la 

amplificación del producto mediante la PCR en tiempo real. 

Cada corrida incluye una curva patrón que se generó a partir de una solución estándar de 

virus dengue (cepa D2NGC) titulada mediante ensayo de placa lítica; de la cual se hicieron 

5 diluciones sucesivas 1:10. 

 

6.6 Análisis estadístico de los datos.  

Para llevar a cabo el análisis estadístico de las variables cuantitativas, se determinaron tanto 

la media como la desviación estándar, mientras que para las variables cualitativas se 

calcularon las frecuencias de cada categoría. En la comparación de los grupos utilizamos la 

prueba exacta de Fisher y se calculó la razón de momios (odds ratio, OR). Las medias entre 

dos o tres grupos se compararon mediante la prueba de Mann-Whitney o la prueba de 

Kruskal-Wallis con pos-prueba de comparación múltiple de Dunn, respectivamente. 

Adicionalmente, para evaluar la sensibilidad y especificidad del recuento plaquetario en la 

detección de casos de SD se utilizó el análisis de la curva de características del operador del 
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receptor (ROC). Se seleccionaron diferentes valores umbrales y se estimaron la S y la E en 

cada uno de ellos. Posteriormente, se hizo una representación gráfica de la S en función de 

1-E. La prueba ideal se indicó en el ángulo superior izquierdo de la gráfica (S y E = 1). En 

contraste, una prueba sin ningún valor se indicó en la diagonal que va del ángulo inferior 

izquierdo al ángulo superior derecho (en donde cada incremento de S se asocia a una 

pérdida de E de igual magnitud). De esta forma, S y E son valores interdependientes, en 

donde conforme aumenta la S disminuye E y viceversa. Si se adoptan criterios de 

diagnóstico muy estrictos disminuye S (hay menos enfermos que cumplen estos criterios), y 

paralelamente aumenta E (pocos sanos cumplen estos criterios). Para describir la asociación 

entre las manifestaciones clínicas y la severidad de la enfermedad se hizo un análisis de 

correspondencia. El análisis cualitativo entre las diferentes manifestaciones clínicas y la 

severidad de la enfermedad se llevó a cabo mediante análisis de correspondencia (AC), que 

es una herramienta descriptiva útil en la definición de patrones de asociación entre 

variables definidas dentro de una población. Por ejemplo, de acuerdo al mes de aparición de 

la enfermedad (Julio-Octubre) y la severidad de la misma (D-SA, D+SA y DG) se pudo 

determinar el porcentaje de casos de acuerdo tanto a la severidad del Dengue como al mes 

en que se registró. Debido a que el AC representa una herramienta descriptiva útil para 

asociar variables categóricas o nominales, se pudo describir la tipología específica entre 

diferentes signos y síntomas de la enfermedad y su grado de severidad. Asimismo, 

mediante la prueba X2 se determinó la asociación entre dos variables a partir del cálculo de 

la distancia entre ellas. De tal manera que para cada grado de severidad, el AC se utilizó 

para calcular el puntaje de cada categoría con respecto a la combinación de los patrones de 

severidad, lo cual generó las dimensiones 1 y 2 que a su vez definen escalas de variación y 

dispersión de los casos con respecto a la asociación de severidad. La representación gráfica 

de los porcentajes de casos dentro del AC se mostró por medio de puntos dispersos en las 

dimensiones definidas; cada punto muestra el resultado de los puntajes obtenidos con 

respecto a la asociación de los patrones de severidad. Es decir, a mayor proximidad entre 

dos categorías de variables, mayor asociación o correspondencia tienen entre sí. Lo 

contrario indica la falta de correspondencia entre las variables. 

Asimismo, se evaluó la concordancia o correspondencia en la detección de casos severos 

entre las clasificaciones de 1997 y 2009 mediante el Índice Kappa. Un valor Kappa de 0.00 
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de acuerdo a Landis (1977) se considera con “pobre concordancia”, un valor de 0.00-0.20 

como “leve concordancia”; valores entre 0.21-0.40 tienen “concordancia razonable”; 0.41-

0.60; “concordancia moderada”; 0.61-0.80; “concordancia sustancial” y 0.81-0.90 

“concordancia casi perfecta”. 

Para evaluar la razón costo-beneficio (CBR) entre ambas clasificaciones, el Beneficio (B) 

se definió por el incremento en sensibilidad para detectar casos de DG. Es decir, B se 

definió por el cociente de casos de DG detectados de acuerdo a los criterios de la 

clasificación de 2009, divididos entre los casos de FHD grados III-IV detectados de 

acuerdo a los criterios de la clasificación de 1997. El Costo (C) se definió por la sobrecarga 

en las unidades de salud, causada por pacientes que requirieron ser internados para su 

atención. Es decir, C se definió por el cociente de los casos de D+SA más los casos de DG 

de acuerdo a la clasificación de 2009, divididos entre los casos de FHD detectados de 

acuerdo con los criterios de la clasificación de 1997. De acuerdo con lo anterior, la CBR = 

C/B. Para evaluar la posible relación entre la viremia y el grado de la severidad de la 

enfermedad de acuerdo con el tiempo, utilizamos dos estrategias: Inicialmente, se describió 

el nivel de carga viral en relación al inicio de la enfermedad y posteriormente se describió 

el nivel de carga viral en relación a la defervescencia. El día de inicio de la enfermedad 

(DIS), se definió como el día de inicio de fiebre. En relación a la defervescencia, el día “0” 

se definió como el día de disminución de la fiebre; el día “-1” fue definido como el día 

antes de la defervescencia y el día “+1” se definió como el día después de la 

defervescencia. La relación entre la carga viral y el tiempo (días de enfermedad o día de 

defervescencia) se determinó mediante un análisis de regresión lineal simple. Del conjunto 

de datos, se utilizó el valor promedio de los casos registrados a los diferentes días 

estudiados, de esta forma se obtuvo la relación funcional que se definió como la ecuación 

de la recta de mejor ajuste para cada par de variables. Asimismo, se obtuvo el coeficiente 

de correlación lineal de Pearson para medir la asociación lineal entre las variables 

evaluadas. En cualquier caso se consideró un valor de p < 0.05 como significativo. El 

análisis de los datos se llevó a cabo con ayuda de los programas estadísticos Prism 5.03 

(Graph Pad Software, Inc., USA) y SAS 9.0 (SAS Intitute, Inc., USA). 

Asimismo, se llevó a cabo un análisis de regresión logística para determinar factores de 
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riesgo asociados a la probabilidad de discriminar entre pacientes con SD vs D±WS de 

acuerdo a la clasificación de la OMS de 2009. Utilizamos como conjunto de variables 

predictoras: a) La fase de la enfermedad (Tóxica o Defervescencia), b) El tipo de infección 

(Primaria o Secundaria), c) El nivel de viremia (Bajo; < 3.5, o Alto; > 3.5 Log10 copias/µL) 

y d) El recuento plaquetario (Bajo; < 35,000, o Alto; > 35,000 plaq/µL). Estas variables se 

seleccionaron después de haber evaluado el total de variables incluidas en nuestro estudio. 

La bondad de ajuste del modelo se hizo mediante los análisis estadísticos de Desviación y 

de Pearson, en ambos casos se rechazó la existencia de desviación (p > 0.05). El efecto de 

las variables predictoras se consideró significativo (p < 0.05) de acuerdo al análisis de 

efectos tipo III de Wald. Se presentó una correlación muy elevada (72.8%) entre los 

eventos pronosticados y las respuestas observadas. La regresión logística se llevó a cabo 

utilizando el módulo Proc Logistic incluido en el programa estadístico SAS 9.0. 

 

7. RESULTADOS 

7.1 Caracterización epidemiológica de la población estudiada 

Se reclutaron 630 individuos que reunieron los criterios de inclusión en Hospitales y 

Centros de Salud públicos en el Centro de Chiapas, México, durante un brote epidémico de 

dengue, ocurrido entre los meses de mayo a octubre de 2009. Del total de pacientes, 141 

(23.4%) fueron excluidos del estudio por tener pruebas serológicas negativas para dengue: 

Detección de NS1, IgM anti-dengue y/o IgG anti-dengue o por presentar etiología diferente 

al dengue. De acuerdo a lo anterior, nuestra población de estudio fue de 489 pacientes 

(77.6%) confirmados por serología (NS1, IgM, IgG). Los datos clínicos de los 489 

pacientes fueron analizados estadísticamente. La edad de los pacientes fluctuó entre 0.4 y 

79 años. (Media = 25, desviación estándar = 15). El 30.9% de la población de estudio tenía 

una edad≤15 años, es decir que tanto los niños como los adultos fueron afectados. El 

dengue grave fue significativamente más frecuente que el dengue no grave en el grupo de 

edad de 9-16 años de acuerdo con la prueba exacta de Fisher (P=0.0341, OR=1.661, 

95%CI=1.043-2.645).  (Tabla 3). Del total de la población en estudio, 236 (48.3%) 

pertenecían al género femenino y 253 (51.7%) al género masculino. La proporción entre los 
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géneros en la población de estudio no mostró diferencias significativas de acuerdo con la 

prueba exacta de Fisher (P=0.5222) (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Distribución de la población de estudio por grupo de edad. 

Grupo 

etáreo 

(años) 

Dengue No Grave Dengue Grave TOTAL 

n % n % N % 

0-8 32 8.56 12 10.43 44 9.00 

9-16**  83 22.19 40 34.78 123 25.15 

17-24 100 26.74 29 25.22 129 26.38 

25-32 46 12.30 18 15.65 64 13.09 

33-40 
41 10.96 11 9.57 52 10.63 

41-48 26 6.95 3 2.61 29 5.93 

49-56 24 6.42 1 0.87 25 5.11 

57-64 14 3.74 0 0.00 14 2.86 

65-72 7 1.87 1 0.87 8 1.64 

73-80 1 0.27 0 0.00 1 0.20 

  374 100.00% 115 100.00 489 100.00 

P=0.0096, prueba exacta de Fisher. ** El grupo de 9-16 años es significativamente más 
susceptible que el resto de la población para presentar la forma grave de la enfermedad. 
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Tabla 4. Distribución de los casos de dengue por género. 

  Dengue grave Dengue no grave TOTAL 

  n % N % N % 

Masculino 63 54.8 190 50.8 253 51.7 

Femenino 52 45.2 184 49.2 236 48.3 

  115 100 374 100.00 489 100 

P=0.5222, prueba exacta de Fisher. No existen diferencias significativas entre géneros en 
relación a la presentación de la forma grave de la enfermedad. 

 

La duración del periodo febril de los pacientes presentó un rango de 1 a 10 días.  Debido a 

que los pacientes acuden tardíamente a solicitar los servicios de salud, únicamente el 27.4% 

fue reclutado en la fase febril. 

El tiempo de presentación de los pacientes a las unidades médicas para solicitar atención 

médica en relación con el día de inicio de la enfermedad fue más tardío en los casos de 

D+SA (media=3.857 días) y DG (media=3.917 días) que en los casos de D-SA 

(media=2.774 días), de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis con posprueba de 

comparación múltiple de Dunn (P=0.0001).  

7.1.1 Características clínicas 

Para evaluar la relación entre la presentación de las manifestaciones clínicas y el grado 

severidad del dengue, se aplicó el análisis de la diferencia de dos proporciones 

independientes, observando lo siguiente: Las manifestaciones clínicas que se presentaron 

tanto en casos de DG como de D±SA con mayor frecuencia son: fiebre, cefalea, mialgias y 

artralgias, las cuales no mostraron diferencias estadísticamente significativas. 

Interesantemente, el dolor retro-ocular se presentó significativamente (z=2.19) con mayor 

frecuencia en DG (79%) que en D±SA (69%). El exantema se presentó significativamente 

(z=2.4) con mayor frecuencia en DG (53%) que en D±SA (40%). El vómito se presentó 
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significativamente (z=24.96) con mayor frecuencia en DG (34%) que en D±SA (10.2%). El 

dolor abdominal no se observó en D±SA. En contraste, esta manifestación clínica se 

presentó en el 29% de los casos de DG, por lo que constituye un signo de alarma muy 

importante (z=6.7). La epistaxis se presentó significativamente (z=4.91) con mayor 

frecuencia en DG (32%) que en DNG (8.9%). La gingivorragia se presentó 

significativamente (z=2.43) con mayor frecuencia en DG (19%) que en dengue no grave 

(9.2%). 

La extravasación plasmática se observó en 62 (56.9%) de los pacientes con DG. Las 

hemorragias se observaron en 40 (36.7%) de los pacientes con DG. Se observó un deterioro 

grave de órganos como hepatomegalia en 4 (3.7%) de los pacientes con DG. Trastornos 

hemorrágicos como, hematemesis, melena y metrorragia se presentaron respectivamente en 

23 (21.1%), 11 (10.1%) y 8 (7.3%) de los pacientes con SD. Ninguna de estas alteraciones 

hemorrágicas se observaron en pacientes con D±WS.  Interesantemente se observó un 

recuento plaquetario≤ 10,000 plaq/µL en 10 (9.2%) de los pacientes con DG en ausencia de 

los 3 criterios para la clasificación como DG. 

Para evaluar la presentación de los signos y síntomas de acuerdo con la severidad de la 

enfermedad, se hizo un análisis de correspondencia con los siguientes resultados: Las 

manifestaciones clínicas más frecuentes tanto en DG como en D±SA fueron fiebre, cefalea, 

mialgias y artralgias. Sin embargo, se observó una correspondencia más estrecha entre el 

DG y la presencia de exantema y/o dolor retro-orbital. Además se observó una 

correspondencia más estrecha entre D-SA y ausencia de artralgia o mialgia (Fig. 9A). 

Con respecto a los signos de alarma, se observó una correspondencia más estrecha entre el 

vómito persistente y el DG y entre el dolor abdominal y el DG. Estos hallazgos confirman 

la importancia de estas manifestaciones clínicas como factores de riesgo para la progresión 

de la enfermedad (Guzmán et al., 1999; Rigau-Pérez & Laufer, 2006). En contraste, el D-

SA se distinguió por una estrecha correspondencia con la ausencia de vómito persistente, 

dolor abdominal, diarrea, náuseas o dolor lumbosacral (Fig. 9B). 
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Fig. 9. Análisis de correspondencia. A) Se muestra la correspondencia entre las
manifestaciones clínicas más frecuentes y la severidad de la enfermedad. El DG muestra
una correspondencia muy marcada con el exantema (Exa) y el dolor retroocular. B) Se
muestra la correspondecia entre los signos de alarma y la severidad de enfermedad. El DG
muestra una mayor correspondencia con el vómito y el dolor abdominal, mientras que las
náuseas, dolor sacrolumbar y la diarrea tienen una mayor correspondencia con el DCSA.

 

El recuento plaquetario se ha usado como un criterio para la clasificación de la OMS de 

1997 para casos de dengue severo. Sin embargo, en la actualidad no constituye un criterio 

para clasificar un caso como grave (OMS, 2009). La clasificación de la OMS de 2009 para 

casos de dengue no propone algún valor umbral plaquetario como criterio para discriminar 

entre DG y D±SA, por lo que en nuestra cohorte decidimos evaluar la sensibilidad y 

especificidad del recuento plaquetario para detectar casos severos mediante el análisis de la 

curva de características operador del receptor (ROC). Para ello se determinó diariamente el 

número de plaquetas durante el seguimiento de los pacientes. Inicialmente se determinó el 

nadir plaquetario, para observar el comportamiento de la frecuencia relativa acumulada de 

casos por intervalo plaquetario dentro de los grupos de DG, D+SA y D-SA (Fig. 10). Entre 

los casos de DG, el 60% disminuyó el recuento plaquetario a ≤25000 plaq/µL. El 86% tuvo 

una cuenta plaquetaria de ≤50000 plaq/µL. El 94% presentó un número de plaquetas 

≤75000 plaq/µL mientras que el 97% de los casos mostró un recuento plaquetario de 

≤100000 plaq/µL. Con respecto a los casos de D+SA, el 25% disminuyó el recuento 
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plaquetario a ≤25000 plaq/µL. El 57% tuvo una cuenta de plaquetas de ≤50000 plaq/µL. El 

79% presentó un recuento plaquetario ≤75000 plaq/µL mientras que el 89% de los casos 

mostró un recuento plaquetario ≤100000 plaq/µL. Entre los casos de D-SA, solamente el 

2% tuvo un nadir plaquetario entre 26000-50000 plaq/µL. El 7% tuvo un recuento 

plaquetario entre 26000 y 75000 plaq/µL. El 18% tuvo un recuento plaquetario entre 2600 

y100000 plaq/µL. 
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Fig. 10. Distribución de los casos de dengue de acuerdo con la severidad de la enfermedad 
y el recuento plaquetario. Entre los casos de DG, el 60% disminuyó el recuento plaquetario 
a ≤25000 plaq/µL. El 86% tuvo un recuento plaquetario ≤50000 plaq/µL. El 94% presentó 
un recuento plaquetario ≤75000 plaq/µL mientras que el 97% de los casos mostró un 
recuento plaquetario ≤100000 plaq/µL. Con respecto a los casos de D+SA, el 25% 
disminuyó el recuento plaquetario a ≤25000 plaq/µL. El 57% tuvo un recuento plaquetario 
≤50000 plaq/µL. El 79% presentó un recuento plaquetario ≤75000 plaq/µL mientras que el 
89% de los casos mostró un recuento plaquetario ≤100000 plaq/µL. Entre los casos de D-
SA, solamente el 2% tuvo un nadir plaquetario entre 26000-50000 plaq/µL. 
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Debido a que se observaron diferencias en el comportamiento del recuento plaquetario 

entre los subgrupos de estudio, se decidió evaluar la sensibilidad y especificidad del 

recuento plaquetario para detectar casos de dengue grave mediante el análisis de la curva de 

características operador del receptor (ROC) (Fig. 11). Se seleccionaron diferentes valores 

umbrales y se estimaron S y E para cada uno de ellos. El valor umbral de 35000 plaq/uL 

mostró la sensibilidad y especificidad S=75% y E=72.86% más equilibrada. En contraste, 

un valor umbral de 100,000 plaq/uL (uno de los cuatro criterios necesarios para considerar 

un caso como FHD), mostró una S elevada (97.25%) pero una E baja (37%). Por lo que el 

uso independiente del nadir plaquetario para discriminar entre DG y DNG no es eficaz. 

(N=389, Área bajo la curva COR = 0.8199, IC95%= 0.7767-0.8631), por lo que se propone 

su utilización junto con otros criterios complementarios. Debido a que la sensibilidad es 

inversamente proporcional a la especificidad, sería difícil obtener una prueba diagnóstica 

con un valor umbral que tuviera una sensibilidad y especificidad del 100%. 
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Fig. 11. Evaluación de la sensibilidad y especificidad del nadir plaquetario. Se
seleccionaron varios valores umbrales y se estimaron S y E para cada uno de ellos. En
el eje de las abscisas se observa (1-E) y en el eje de las ordenadas se observa S. La
prueba ideal (S=1 y E=1) se situaría en el ángulo superior izquierdo de la gráfica. El
valor umbral de 35000 plaq/uL  mostró la mayor sensibilidad y especificidad S=75% y
E=72.86%. Un valor umbral de 100,000 plaq/uL mostró una S de 97.25% y una E de
37%. El uso aislado del nadir plaquetario para discriminar entre DG y DNG no sería
muy eficaz. (N=389, Área bajo la curva COR = 0.8199, IC95%= 0.7767-0.8631).
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7.1.2 Condiciones coexistentes como factores de riesgo para presentar DG. 

Para evaluar el riesgo de progresión en la severidad de la enfermedad, relacionado con la 

presencia de enfermedades o condiciones coexistentes en nuestra cohorte, se aplicó la 

prueba exacta de Fisher. Interesantemente, el riesgo de padecer DG se incrementó 4.3 veces 

en las 13 pacientes embarazadas con respecto a las mujeres de la misma edad que no 

estuvieran embarazadas (P=0.0155, 95%, CI=1.3-14, prueba exacta de Fisher). La edad 
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promedio de las embarazadas fue de 25.6±8.6 años; la más joven tenía 15 años, mientras 

que la mayor tenía 42 años. Las manifestaciones clínicas principales fueron: fiebre, 

mialgias, artralgias, cefalea y dolor retro-orbital. El vómito se presentó en dos casos. 3 

mujeres presentaron epistaxis, una de ellas requirió la atención médica. La principal causa 

por la que se incrementó el riesgo de DG durante el embarazo fue la extravasación 

plasmática, mostrando un incremento de 5.356 veces en relación con las mujeres no 

embarazadas (P=0.0069, 95%, CI=1.639-17.50, prueba exacta de Fisher). El 

comportamiento del dengue es variable en embarazadas, ya que mientras que una de ellas 

desarrolló SCHD otra presentó hipertensión. Siete embarazadas mostraron un conteo 

plaquetario entre 50,000 y 100,000 células/µL y una mostró un zenit plaquetario de 

101,000 células/µL. 

Una de las condiciones coexistentes consideradas en la literatura como factor de riesgo para 

DG es la diabetes. En nuestro estudio identificamos 8 pacientes con diabetes. Sin embargo, 

el riesgo de presentar DG fue similar entre los diabéticos (un conocido factor de riesgo) y 

no diabéticos ((P=0.6845, 95%CI=0.2414-6.111), de acuerdo con la prueba exacta de 

Fisher. Este resultado es diferente al de otros grupos. 

7.2 Evaluación de la sensibilidad de las clasificaciones de la OMS de 1997 y 2009 para 

la identificación de Dengue Grave. 

Debido a que en la actualidad se utilizan ampliamente ambas clasificaciones (de 1997 y 

2009) para la definición de caso de DG, a pesar de los numerosos reportes en referencia a 

las dificultades para aplicar los criterios de la clasificación de 1997 (Guha-Sapir et al., 

2005; Deen J et al., 2006; Rigau-Pérez, 2006; Bandyopadhyay et al., 2006), decidimos que 

era importante evaluar el desempeño de ambas clasificaciones para la detección de casos de 

DG con el objetivo de usar en nuestro estudio la que tuviera el mejor desempeño . Con base 

en lo anterior, aplicamos ambos criterios a nuestra cohorte de estudio, obteniendo los 

siguientes resultados: de acuerdo con la clasificación de la OMS de 1997, se clasificaron 

206 (42.1%) casos como FD, 266 (54.4%) casos se clasificaron como FHD y 17 (3.5%) se 

clasificaron como SCHD. En contraste, con el nuevo sistema de clasificación de la OMS 

(OMS, 2009), se detectaron 99 casos (20.2%) de dengue severo 390 casos (79.8%) fueron 

agrupados como dengue no grave, que se clasificaron de la siguiente manera; 177 (36.2%) 
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casos de dengue sin signos de alarma y 213 casos (43.6%) de dengue con signos de alarma 

(Fig. 12A). Claramente, la clasificación de 2009 mostró una mayor sensibilidad que la de 

1997 para detectar el DG. La clasificación de 2009 no requirió que los casos reunieran 

estrictamente los 4 criterios para determinar la severidad; por lo tanto, permitió la detección 

de un mayor número de casos severos.  

 

Fig. 12. Correspondencia de las clasificaciones de la OMS de 1997 y 2009 para la 

identificación de Dengue Grave. A) Se muestra el porcentaje de casos de dengue confirmados por 

laboratorio clasificados como FD, FHD o SCHD de acuerdo con la clasificación de 1997 o 

clasificados como D-SA, D+SA o DG de acuerdo con los criterios de la clasificación de 2009. B) 

Se muestra la correspondencia entre las clasificaciones de 1997 y 2009 para la severidad del 

dengue. 

De acuerdo con la clasificación de 1997, el 88.3% (182/206) de los casos fueron tratados 

como ambulatorios. Sin embargo, el 11.7% (24/206) fueron hospitalizados y requirieron 

fluidos intravenosos (IV) para rehidratación. Asimismo, el 93.2% (248/266) de los casos de 

DHF recibieron fluidos IV. Mientras que el 35.3% (6/17) de los casos de DSS fueron 

tratados de acuerdo al Nivel III de intervención. De esta manera, la sensibilidad para 

detectar casos severos fue del 75% (CI95% 34.9-96.8) y la especificidad del 97.7% (CI95% 

95.9-98.8) (Tabla 4). 



47 

 

De acuerdo con la clasificación de 2009, 90.4% (160/177) de D-WS fueron tratados como 

ambulatorios, mientras que el 9.6% (17/177) recibieron tratamiento nivel II. El 8.1% (8/99) 

de los casos de SD recibió tratamiento Nivel III. El hecho de que el total de los 8 casos 

tratados como Nivel III se hubieran clasificado como SD permitió un elevado nivel de 

sensibilidad (100% CI95% 63.1-100). Sin embargo, la especificidad fue del 81.1% (CI95% 

77.3-84.5) (Tabla 5). 

Tabla 5. Comparación de la clasificación de 1997 versus el nivel de intervención clínica. 

Clasificación 
de 1997 

Nivel de intervención clínica Total Nivel I Nivel II Nivel III 
DF 182 24 0 206 

DHF 16 248 2 266 
DSS 0 11 6 17 
Total 198 283 8 489 

Sensibilidad 75 (34.9-96.8) Especificidad 97.7 (95.9-98.9)  
 

Tabla 6. Comparación de la clasificación de 2009 versus el nivel de intervención clínica. 

Clasificación 
de 2009 

Nivel de intervención clínica Total Nivel I Nivel II Nivel III 
D-WS 160 17 0 177 
D+WS 38 175 0 213 

SD 0 91 8 99 
Total 198 283 8 489 

Sensibilidad 100 (63.1- 100) Especificidad 81.1 (77.3-84.5)  
 

La clasificación de 2009 mostró mayor sensibilidad que la de 1997; aunque fue menos 

específica. La clasificación de 2009 permitió la detección de un mayor número de casos 

severos, ya que no se requieren estrictamente los 4 criterios de la clasificación de 1997.  

 

Para evaluar la razón costo-beneficio (CBR) y mostrar de manera más clara cuál 

clasificación mostraba el mejor desempeño, se calculó la CBR en términos de beneficio (la 

detección de un mayor número de casos de DG para prevenir decesos por dengue), en 

relación al costo (la sobrecarga de unidades médicas). Interesantemente, nuestros resultados 
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mostraron que la clasificación revisada produjo un gran beneficio (537%) y un costo 

limitado (10.2%). En consecuencia, la CBR también fue limitada (0.019). 

  

7.3 Extracción de ARN viral y tipificación del virus infectante mediante RT-PCR de 

punto final. 

Para poder determinar el tipo y cuantificar la carga virales se extrajo el RNA por duplicado 

a partir  de 140 µl de suero de paciente usando el protocolo QIAamp Viral RNA Kit de 

Qiagen, el cual es ampliamente utilizado con buenos resultados (Guilarde et al, 2008; Wang 

et al, 2003; QIAamp Viral RNA Mini Handbook, 2005). El RNA viral se obtuvo en 60 µL 

de buffer de elución de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La purificación del RNA 

viral se llevó a cabo en el 100% de las 216 muestras consideradas como tamaño muestral de 

la población de estudio (489).  

La tipificación del DENV se llevó a cabo de acuerdo al método descrito por Lanciotti 

(Lanciotti et al, 1992) con las siguientes modificaciones; En el método original se 

recomienda una concentración de cada dNTP de 200 µM, sin embargo, al pre-establecer las 

mejores condiciones, utilizamos 83.3 µM de dNTPs. En lugar de MgCl2 1.5 mM, de 

acuerdo a Lanciotti, nosotros utilizamos una concentración de 1.25 mM obteniendo un 

rendimiento óptimo en el ensayo de PCR. Con estas condiciones mejoramos la sensibilidad 

del ensayo. Asimismo, para optimizar la visualización de los productos de amplificación, 

modificamos las condiciones de la electroforesis en gel. En lugar de hacer la corrido en 

agarosa al 4%, utilizamos agarosa al 2.2% (debido a que el mayor volumen de muestras a 

analizar nos exige que usemos una cámara de electroforesis más grande). El gel al 2.2% nos 

permitió discriminar ´de manera óptima la banda de 119 pb de DENV-2. 

De los eluídos obtenidos en el paso 4.4 se usaron 10 µL de RNA viral para evaluar el 

protocolo de RT-PCR de punto final. Utilizamos como controles positivos, diferentes 

plásmidos que tienen la secuencia y el tamaño esperado de los amplicones: TS1, TS2, TS3 

y TS4, los cuales fueron donados gentilmente por la Biól. Lilia Juárez del Centro de 

Investigaciones en Enfermedades Infecciosas (CISEI). Como control negativo de las 

reacciones de RT y las dos de PCR se usó H2O con DEPC en cada experimento.  



49 

 

De las 219 muestras analizadas, el DENV-2 fue el serotipo prevalente en las muestras 

(99%). Mientras que DENV-1 fue detectado en 2 (1%) casos. Prácticamente el brote 

epidemiológico fue producido por DENV-2. 

7.4 Determinación de la respuesta de anticuerpos (primaria o secundaria) mediante 

avidez de anticuerpos anti-DENV IgG por ELISA. 

Para diferenciar entre una respuesta inmune primaria y una secundaria, utilizamos la prueba 

de avidez de anticuerpos anti-dengue IgG, en 220 muestras. El análisis de la respuesta de 

anticuerpos determinó que en el 85.6% (189) de los casos se mostraba una respuesta de 

anticuerpos secundaria, mientras que 31 casos (14.4%) mostraban una respuesta primaria. 

Encontramos una tendencia creciente a una respuesta secundaria de anticuerpos conforme 

se incrementaba la edad: 81.1% en pacientes entre 0-15 años de edad y 100% de pacientes 

≥27 años. La infección por DENV-2 en individuos que presentan una respuesta secundaria 

de anticuerpos se asoció con una mayor severidad de la enfermedad (Tabla 6). 

 

Tabla 7. Respuesta de anticuerpos en una infección y gravedad de la 

enfermedad. 

Respuesta de 

anticuerpos  Dengue grave Dengue no grave 

Secundaria  75  97.4  114  80.3 

Primaria  2  2.6  29  19.7 

  77   100% 143  100% 

P=0.0001, OR=9.5, prueba exacta de Fisher.  

 

7.5 Cuantificación de carga viral mediante RT-PCR en tiempo real.  

 Se determinó la carga viral en 216 muestras (100%), número calculado como tamaño 

muestral mediante qRT-PCR. Para obtener una curva estándar (Figura 13) se hicieron 5 

diluciones sucesivas 1:10 de una muestra del virus dengue (cepa D2NGC) titulada mediante 

ensayo de placa lítica. Las muestras fueron colectadas entre los días 1 y 10 del inicio de los 

síntomas. Inclusive se pudo detectar carga viral (3.99 log de copias/mL) en un paciente con 
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DG aún en el 11º día de inicio de síntomas. Asimismo, observamos una carga viral de 3.45 

log de copias/mL en un paciente con DG en el día 5 de la defervescencia. El rango de carga 

viral en el resto de las muestras osciló entre 14 y 10, 000, 000, 000 copias/mL (1.15 y 10.0 

log10 copias/mL) de suero. 

Figura 13. Gráfica de amplificación y curva estándar.

Control 

negativo

7.6X107 7.6X106 7.6X105 7.6X104, 7.6X103

Gráfica de amplificación

Figura 13a La gráfica de amplificación. En el eje X se muestra el número de ciclo, en el eje Y se
muestra la intensidad de la fluorescencia. La línea umbral (0.014123) determina el ciclo umbral
de cada curva de amplificación del producto de la PCR. Figura 13b. La curva estándar grafica en
el eje de las X, la concentración de las diluciones sucesivas del patrón de concentración
conocida contra el ciclo umbral. La concentración desconocida de las muestras se determina
extrapolando el ciclo umbral producido en la curva de amplificación.

 
La diferencia en la distribución de la carga viral en los pacientes con DG y D±SA de 

acuerdo al día de inicio de síntomas se muestra en la Tabla 7 y Figura 14. 
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Tabla 8. Distribución de la carga viral en los pacientes con Dengue Grave y Dengue 

con o sin signos de alarma. 

  Carga viral en Dengue Grave 

Carga viral en Dengue con o 

sin signos de alarma. 

DIS 1-4 5-7 8-10 1-4 5-7 8-10 

Mínimo 3.99 0 0 0 0 0 

Percentil 25 4.73 3.3 3.39 3.85 2.49 0 

Media 5.666 3.787 4.431 4.924 3.622 1.354 

Mediana 5.2 3.78 4.89 5.22 3.55 0 

Percentil 75 6.748 4.69 5.6 5.97 5.13 3.413 

Máximo 9.61 10 8.58 9.34 6.79 4.2 

N 14 47 15 71 63 10 

DIS, día de inicio de síntomas 

La carga viral se expresa en log copias/mL 

 

La mediana de los niveles de viremia por día de la enfermedad o por día de la 

defervescencia para cada categoría de enfermedad se muestra en la Fig. 14: A) En D±SA, 

los niveles de viremia disminuyeron significativamente de acuerdo con el día de la 

enfermedad, con una correlación lineal muy fuerte (Pearson r= -0.9877, P<0.0001). Esto 

significa que el día de la enfermedad explica el 97.56% de la tendencia en los niveles de 

viremia en D±SA. B). En contraste, en DG, los niveles de viremia no disminuyeron 

significativamente con el día de la enfermedad, mostrando una débil correlación (Pearson 

r= -0.5314, P=0.2824). Además, los cambios cinéticos de la viremia de DG y D±SA 

mostraron tendencias significativamente diferentes (P=0.008254) de acuerdo al día de la 

enfermedad (4E). Posteriormente evaluamos los niveles de viremia por etapa (febril, crítica 

o convalescencia. Véase Métodos). En DIS 1-4, la viremia en SD fue mayor que la viremia 

en D±WS. Interesantemente, durante DIS 5-10 la viremia permaneció elevada en DG; en 

contraste, la viremia disminuyó significativamente en D±SA (P<0.0001, Kruskal-Wallis 

Test, Dunn's Multiple Comparison Test) (Figura 15).  
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Fig. 14. Niveles de viremia en pacientes con dengue. La viremia en muestras séricas se determinó 
mediante RT-PCR de un solo paso. Los triángulos y círculos oscuros muestran la mediana de los 
niveles de viremia por día de la enfermedad o por día de la defervescencia para cada categoría de 
enfermedad. A y B) Dengue con o sin signos de alarma y dengue grave por día de enfermedad. C y 
D) Dengue con o sin signos de alarma y dengue grave por día de defervescencia. E) los cambios 
cinéticos de la viremia de DG y D±SA mostraron tendencias significativamente diferentes 
(P=0.008254) de acuerdo al día de la enfermedad. F) los cambios cinéticos de la viremia de DG y 
D±SA mostraron tendencias significativamente diferentes (P=0.008254) de acuerdo al día de 
defervescencia.  
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 Para evaluar el papel de la defervescencia en la patogénesis del dengue, la viremia se 

analizó de acuerdo al día de defervescencia. En D±SA, la viremia disminuyó 

significativamente de acuerdo con el día de la defervescencia, con una correlación lineal 

muy fuerte (Fig. 3C) (r= -0.9711, P=0.0003). La bondad del ajuste muestra que el día de la 

defervescencia explica 94.31% de la tendencia en los niveles de viremia en D±SA. En 

contraste, en DG, los niveles de viremia no disminuyeron significativamente con el día de 

la defervescencia, mostrando una débil correlación (r=-0.6541, P=0.1110) (Fig. 14D). 

Asimismo, las pendientes de la viremia en DG y D±SA mostraron tendencias 

significativamente diferentes de acuerdo con la defervescencia (P=0.03719) (14F). 

Durante la etapa febril, la viremia en DG fue más alta que en D±SA. Durante la 

defervescencia no hubieron diferencias significativas entre la viremia en DG y D±SA. 

Interesantemente, después de la defervescencia, la viremia en DG permaneció elevada; en 

contraste, la viremia en D±SA disminuyó significativamente (Prueba de Kruskal-Wallis, 

post-prueba de comparación múltiple de Dunn, P=0.0001) (Figura 16). 
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Fig. 15. Magnitud de la v iremia por día de inicio de
síntomas y severidad de la enfermedad. Concentración
viral en suero de 219 pacientes con DG y DNG del día 1 al
10 del inicio de síntomas. Durante los primeros 4 días, la
concentración en DG es mayor que en DNG. Entre los días
7-10 del inicio de síntomas, la concentración permanece
elevada en DG, mientras que en DNG la concentración
disminuye significativamente (Prueba de Kruskal-Wallis,
postprueba de comparación múltiple de Dunn, P<0.0001).
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Fig. 16. Magnitud de la viremia por día de defervescencia por
severidad de la enfermedad. En el periodo febril, la carga viral es
mayor en los pacientes con DG que en los pacientes con DNG. Durante
la defervescencia aun puede observarse la presencia de la carga viral,
tanto en pacientes con DG como en pacientes con DNG. Durante los días
2 a 4 de la defervescencia la carga viral permanece elevada en los
pacientes con DG, en contraste, la carga viral disminuye
significativamente en DNG (Prueba de Kruskal-Wallis, postprueba de
comparación múltiple de Dunn, P=0.0001)
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Los resultados de la regresión logística muestran cuatro posibles factores de riesgo 

asociados con una mayor probabilidad para detectar SD de acuerdo a la clasificación de la 

OMS de 2009 (Tabla 5). El modelo sugiere que tanto la carga viral como la fase de la 

enfermedad son variables predictoras importantes, lo anterior en concordancia con los 

cambios en la viremia que se observaron durante las fases de la enfermedad, los cuales, 

además, resultaron diferentes entre ambos grupos. Es por ello que cuando se observó un 

paciente con un nivel de viremia alto > 3.5 Log10 copias / µL (OR=3.36, 95%CI=1.58-7.11) 

durante la etapa Toxica o de Defervescencia (OR=7.11, 95%CI=2.41-20.9), se demostró un 

riesgo mayor de presentar SD. De forma similar, el recuento plaquetario con niveles < 
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35,000/µL se consideró una variable predictora valiosa para diferenciar la gravedad de la 

enfermedad. Lo anterior debido a que los pacientes con SD se asociaron a un riesgo 2.84 

mayor de presentar niveles tan bajos de plaquetas (Tabla 6). El tipo de infección también 

contribuyó significativamente en el modelo para definir el riesgo de presentar SD. 

Específicamente se encontró que los pacientes que presentaron una infección secundaria 

por DENV-2, se asociaron a un mayor riesgo de presentar SD con respecto a un paciente 

con infección primaria (OR=5.67, 95%CI=1.22-26.22). Debido a que se utilizó una 

regresión con cuatro variables predictoras, es importante que éstas se consideren en 

conjunto para aumentar la eficacia y robustez durante el pronóstico de la gravedad de la 

infección por DENV. 

Adicionalmente se construyó un modelo de regresión logística para pronosticar SD, a partir 

del mismo conjunto de variables predictoras utilizadas previamente, de acuerdo con la 

clasificación de 1997 (Tabla 7). En contraste a los resultados encontrados con la 

clasificación de 2009, a pesar de que el modelo sugiere que las variables fase de la 

enfermedad, tipo de infección y recuento plaquetario presentaron un efecto significativo (p 

< 0.05), no se encontró algún factor de riesgo (Tabla 7) para discriminar entre un paciente 

con FD y/o FHD (I-II) vs FHD (III-IV). Lo anterior se puede asociar a la baja frecuencia 

(n=17) de pacientes en el grado más alto de gravedad (FHD grado III-IV) dentro de dicha 

clasificación. Además, este resultado es importante porque corrobora la mayor sensibilidad 

de la clasificación de 2009 para detectar SD. 

 

8. DISCUSION 

El dengue es una enfermedad compleja, en la que un espectro de enfermedad existe en 

lugar de dos entidades distintas (FD o FHD/SCHD).  

Caracterización epidemiológica de la cohorte de estudio 

La cohorte del presente estudio se conformó por 489 pacientes, con diagnóstico de dengue, 

confirmados por laboratorio, evaluamos las características clínico-epidemiológicas del 

grupo de estudio en un brote de dengue ocurrido en el Centro de Chiapas. Encontramos que 
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el 31.0% de nuestra población tiene 15 años o menos de edad. Este dato muestra que el 

DENV puede afectar tanto a niños como a adultos. Nuestros resultados concuerdan con 

datos reportados en Brasil en donde se presenta una proporción similar (26.6%) de 

infección en niños (Cordeiro et al, 2007). En contraste, en los países de Asia Sudoriental, 

en los cuales el dengue es endémico, los niños son afectados con mayor frecuencia 

(Graham et al, 1999). Aunque en Vietnam la mayoría de los pacientes son niños, la 

proporción de adultos con dengue se ha estado incrementando constantemente (Anders et 

al, 2011). En años recientes la infección por dengue en Singapur (Ooi et al, 2006; Ong et 

al, 2007; Leo et al, 2011) y en Tailandia (Cummings et al, 2009) han evolucionado de una 

enfermedad principalmente infantil a una que se presenta en adultos. Sin embargo, el DG 

afecta principalmente a la población entre 9-16 años (Tabla 3), lo cual es consistente con 

reportes previos en Yucatán y Oaxaca, México (Loroño-Pino et al, 2004; Günther et al, 

2009). En contraste, la edad promedio en los casos de FHD en Sinaloa fue de 35,3 ± 14,2 

años (Ramírez-Zepeda et al., 2009). Por otra parte, en la epidemia de Tainan, Taiwán, 

donde el dengue no es endémico, el rango de edad de los pacientes con FHD fluctuó entre 

13 y 73 años, con una media de 42 (Chao et al., 2004). Estos resultados muestran que en 

regiones endémicas, la mayoría de los casos son niños, porque los adultos ya están 

inmunizados; mientras que en regiones con reciente introducción del virus o con pocas 

epidemias, se afectan más adultos porque no se habían expuesto en la infancia o se 

expusieron pocas veces al virus. Ahora bien, el reciente incremento de la proporción de 

adultos afectados en países endémicos podría deberse a la introducción de nuevos 

genotipos.  Probablemente, la frecuencia de FHD en niños en regiones endémicas sea el 

resultado de la inmunidad a la infección en adultos, y no a una mayor susceptibilidad en 

niños. 

En el presente estudio no observamos diferencias significativas en referencia a propensión 

de género (P=0.5222). Al igual que en nuestro estudio, en Nicaragua, la enfermedad severa 

se distribuyó uniformemente entre los géneros masculino y femenino (Narváez et al., 

2011). Sin embargo, los reportes sobre el papel que el género desempeña en la severidad de 

la enfermedad no han sido concluyentes. Algunos estudios en México muestran que la 

incidencia de FHD es más alta en varones que en mujeres (Günther et al., 2009, Ramírez-

Zepeda et al., 2009). En contraste, en el contexto internacional, estudios epidemiológicos 
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en Brasil muestran una incidencia total del dengue más elevada en mujeres (Nunes-Araújo 

et al., 2003; Cordeiro et al., 2007) y de niñas en Vietnam (Anders et al., 2011). La 

heterogeneidad de los resultados en diferentes regiones sugiere que el riesgo de presentar 

DG asociado a género apunta más a factores culturales y conductuales que a factores 

biológicos. La diferente exposición entre el género masculino y el femenino es una posible 

causa de esta distribución heterogénea. Asimismo, se han asociado algunas causas 

biológicas entre géneros. Por ejemplo: Una respuesta inmune celular más robusta o una 

mayor susceptibilidad intrínseca a la permeabilidad capilar en mujeres que en hombres 

(WHO, 2009). 

Otro factor que evaluamos en nuestro estudio, fue el tiempo transcurrido entre la aparición 

de los síntomas y el inicio de la atención médica en la población estudiada, siendo más 

retardado en los casos de D+SA (media=3.857 días) y DG (media=3.917 días) que en los 

casos de D-SA (media=2.774 días). Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas en los intervalos entre D+SA y los casos de DG. Nuestros resultados 

concuerdan con los reportados en Sinaloa, México (Ramírez-Zepeda et al., 2008) y en 

Martinica (Thomas et al., 2008). Estos datos podrían sugerir que el retraso en el inicio de la 

atención médica podría influir en la evolución de la enfermedad. La incorporación de los 

pacientes en nuestro estudio en el estado avanzado en la enfermedad, constituye una 

limitante porque obstaculiza la identificación temprana de factores de riesgo para las 

formas severas de la enfermedad. 

Debido a que la trombocitopenia se ha considerado como un factor patognomónico del 

dengue, el recuento plaquetario se ha usado como un criterio (clasificación de la OMS de 

1997) para la clasificación de los casos de DG. La mayor parte de los pacientes 

involucrados en el presente estudio, mostraron trombocitopenia. Sin embargo, en la 

actualidad, éste parámetro no constituye un criterio para clasificar un caso como grave, ya 

que en la clasificación de la OMS de 2009 no se recomienda algún valor umbral plaquetario 

como criterio para discriminar entre DG y D±SA.  Por esta razón decidimos evaluar la 

sensibilidad y especificidad del recuento plaquetario para detectar casos severos mediante 

el análisis de la curva de características operador del receptor (COR). Observamos que el 

valor umbral de 35000 plaq/µL mostró una sensibilidad y una especificidad de 75% y 

72.86% equilibradas. En contraste, un valor umbral de 100,000 plaq/uL, uno de los cuatro 
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criterios necesarios para considerar un caso como FHD (WHO, 1997), mostró una S 

elevada (97.25%) pero una E baja (37%). Aunque constituye una de las manifestaciones 

clínicas más frecuentes en los pacientes con dengue, la trombocitopenia no ha mostrado ser 

un buen predictor de FHD (Lum et al., 2002; Lum et al., 2003). Estos datos en conjunto 

pueden sugerir que una trombocitopenia ≤35000 plaq/uL pudiera utilizarse para detectar 

casos graves, pero no para predecir la aparición de hemorragia. 

Se ha propuesto que la trombocitopenia puede asociarse ya sea con alteraciones en la 

megacariopoyesis debida a la infección por DENV de células hematopoyéticas o con 

disfunción plaquetaria (activación y agregación plaquetaria), destrucción o consumo 

incrementado de las mismas (secuestro periférico y consumo) (WHO, 2009). Sin embargo, 

los mecanismos precisos que producen trombocitopenia en el contexto de la infección por 

DENV es aún controversial, debido a la falta de evidencia in vivo (Noisakran et al., 2012). 

Diferentes mecanismos podrían estar participando en la trombocitopenia presente en 

pacientes con dengue: la destrucción de plaquetas producidas por la lisis mediada por 

complemento, fagocitosis por macrófagos o células dendríticas mediada por IgG-Fcγ II 

(Nardi et al., 2001; Honda et al., 2009) y la agregación plaquetaria a las células endoteliales 

(Butthep et al., 1993). Estudios recientes muestran que la agregación plaquetaria a células 

monocíticas es uno de los eventos más significativos durante la defervescencia (Tsai et al., 

2012). Asimismo, se ha observado un incremento en la fagocitosis de plaquetas apoptóticas 

en el contexto de la infección secundaria por DENV (Alonzo et al., 2012). Se ha asociado 

la participación de la formación de complejos inmunes circulantes en la disminución de 

plaquetas en la circulación (Saito et al., 2004). Asimismo, se ha observado la presencia de 

partículas similares a DENV en plaquetas de pacientes con dengue (Noisakran et al., 2009) 

e inmunoglobulinas asociadas a plaquetas (PAIgM/PAIgG) que podrían reaccionar con el 

antígeno viral expresado en la superficie de plaquetas (Honda et al., 2009). Estos datos 

sugieren que el DENV podría unirse directamente a las plaquetas y que las PAIgM/PAIgG 

podrían reaccionar con el antígeno viral expresado en la superficie de las plaquetas 

(Noisakran et al., 2012). Recientemente, en un estudio se mostró la presencia de células que 

expresaban integrina CD61+. Estos hallazgos sugieren que las células CD61+ que 

contienen partículas virales podrían estar asociadas a la disfunción plaquetaria y a la 

trombocitopenia presente en pacientes con dengue (Noisakran et al., 2012). 
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Condiciones coexistentes como factores de riesgo para DG 

Entre las características clínicas y epidemiológicas que pudieran representar un factor 

coexistente de riesgo individual para la presentación de DG, observamos además de la 

diabetes, el embarazo. La presentación de dengue grave durante el embarazo, se asocia 

principalmente con muerte materna, partos pretérmino y hemorragias durante el embarazo o 

durante la labor de parto (Basurko et al., 2009; Adam et al., 2010). 

De manera interesante, se detectaron 13 mujeres embarazadas en nuestro estudio. De 

manera similar a nuestros hallazgos, se han reportado casos, series de casos (Poli et al, 

1991; Rosado-Leon et al, 2007) y estudios retrospectivos en 53 (Basurko et al, 2009), 78 

(Adam et al, 2010) y 14 (Chitra and Panicker, 2011) embarazadas infectadas por DENV 

alrededor del mundo. Nuestro estudio mostró por primera vez que las mujeres embarazadas 

tenían 4.3 veces más probabilidades de cursar DG que las mujeres sin esta condición 

coexistente. El riesgo incrementado (5.356 veces) de desarrollo de extravasación plasmática 

(P=0.0069, 95%, CI=1.639-17.50, prueba exacta de Fisher) puede explicar este hallazgo. 

Estos hallazgos no se habían reportado antes. Una mujer desarrolló SCHD, en contraste, 

otra desarrolló hipertensión con una duración de 24 horas, confirmando la observación de 

Chitra y Panicker en el sentido de que las mujeres embarazadas pueden desarrollar 

hipertensión (2011). La mayoría de los signos y síntomas fueron similares tanto en mujeres 

embarazadas como en mujeres no embarazadas de la misma edad. Se observó vómito en 

2/13 casos. Además, 3/13 embarazadas presentaron epistaxis, una de las cuales requirió la 

atención médica. El 53% de las embarazadas mostró un nadir plaquetario≤50,000 

plaquetas/µL, lo que representa una trombocitopenia severa entre las embarazadas. No 

hubo muertes maternas en nuestro estudio, de manera similar al reporte de Chitra & 

Panicker (2011). En contraste, hubieron 17 (21.7%) de muertes maternas debido a la 

infección por DENV en Sudan (Adam et al, 2010), en donde la mortalidad materna elevada 

(4.9% y 25%) se ha asociado con diversas enfermedades infecciosas (Haggaz et al, 2007; 

Elhassan et al, 2009). Debido a que la presentación del dengue en embarazadas es 

relativamente reciente y a la escasez de estudios al respecto, no se conocen los posibles 

mecanismos que participan en su patogénesis (Tan et al., 2012). 
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La diabetes, otra condición coexistente que aumenta el riesgo de DG, se presentó en 8 

pacientes. Sin embargo, en nuestra cohorte, el riesgo de presentar DG fue similar entre los 

diabéticos y los no diabéticos (P=0.6845, 95%CI=0.2414-6.111, prueba exacta de Fisher). 

El bajo número de pacientes diabéticos limita la interpretación de nuestros resultados. Este 

dato es contrario a los existentes en la literatura (Bravo et al., 1987; Lahiri et al., 2008; 

Figueiredo et al., 2010). No se conocen con exactitud los mecanismos que participan en la 

progresión del dengue en diabéticos. Estudios previos han mostrado disfunción endotelial y 

producción incrementada de citocinas en pacientes diabéticos (Makino et al., 2005; 

Cipolletta et al., 2005). Adicionalmente se han reportado niveles elevados de la proteína 

quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1) (Cipolletta et al., 2005) y del factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Brausewetter et al., 2001). Estos datos 

sugieren que las citocinas presentes en el plasma de diabéticos podrían predisponerlos tanto 

a la extravasación plasmática como al dengue grave durante la infección por DENV. En un 

estudio ex-vivo se observó una sobreproducción de citocinas proinflamatorias y daño al 

endotelio vascular que podría explicar una extravasación plasmática y, en consecuencia la 

enfermedad grave y letal. Además, se observó la presencia de apoptosis en células 

endoteliales microvasculares intestinales (Limonta et al., 2008). Se requieren más estudios 

para esclarecer los mecanismos que agravan el dengue en diabéticos. 

Evaluación de la sensibilidad de las clasificaciones de la OMS de 1997 y 2009 para la 

detección de DG. 

Evaluamos el desempeño de las clasificaciones de 1997 y 2009 de la OMS para identificar 

los casos de dengue severo, ya que tanto la clasificación 1997 como la clasificación de 

2009 se utilizan de manera indistinta (WHO, 2009; Barniol et al., 2011; Narváez et al., 

2011), pero existe controversia para el uso de la clasificación revisada. En nuestro país, la 

Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2002, para la vigilancia epidemiológica, 

prevención y control de enfermedades transmitidas por vector aun funciona de acuerdo con 

los criterios de la clasificación de 1997. En México no existen estudios que muestren la 

eficacia de ambas clasificaciones para la detección de los casos severos del dengue, 

estudios que son importantes y necesarios para contar con evidencias que orienten a los 

servicios de salud en la toma de decisiones certeras. 
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Nuestros resultados mostraron que la clasificación de la OMS de 2009 tuvo mayor 

sensibilidad que la de 1997 para detectar los casos de DG. El dengue grave, de acuerdo con 

la clasificación publicada por la OMS en 2009, constituyó el 22.3% de los casos. En la 

actualidad, pocos estudios se han enfocado en la comparación entre las clasificaciones de 

1997 y 2009. En un estudio prospectivo en 145 pacientes pediátricos de un hospital en 

Indonesia se clasificó como DG al 19.3% de los casos (Basuki et al., 2010). En otro estudio 

realizado en Nicaragua, se clasificó como DG al 44.5% de 544 pacientes pediátricos 

hospitalizados (Narváez et al., 2011). Nuestros datos son similares a los observados en 

estos reportes. 

Existen pocos estudios en los que se hace una comparación de las clasificaciones de la 

OMS de 1997 y 2009. La mayoría concuerda en que la clasificación de 2009 tiene mayor 

sensibilidad, o que resulta útil para categorizar casos que no reúnen los requisitos para FHD 

de la clasificación de 1997, por ejemplo,  dengue con manifestaciones inusuales (Basuki et 

al., 2010, Barniol et al., 2011; Narváez et al., 2011). Asimismo, en un estudio retrospectivo 

en 28 casos letales en adultos en Singapur, se observó que solamente el 35.7% de los casos 

cumplía los criterios de la OMS de 1997 para FHD; sin embargo, el 100% de los casos fue 

clasificado como DG por el sistema de 2009 (Leo et al., 2011). En contraste, Van de Weg y 

colaboradores, señalan menor sensibilidad de la clasificación de 2009, pero mayor 

especificidad que la de 1997, basado en un estudio en niños en Indonesia (2012). 

La clasificación de la OMS de 1997 estaba basada en la experiencia clínica con una 

población pediátrica en Asia Sudoriental. En la actualidad, la presentación clínica de la 

enfermedad ha cambiado, puesto que el dengue se ha extendido a otras regiones tropicales 

y subtropicales. El dengue presenta un amplio espectro clínico y, por lo tanto, la 

clasificación de la severidad depende de la presencia de manifestaciones clínicas 

específicas. La clasificación de 1997 requiere estrictamente que se presenten 4 criterios 

para calificar un caso como FHD, pero se han observado casos que no reúnen los 4 

criterios, dificultando la clasificación y detección de casos severos. Entre los obstáculos 

para la clasificación, está la intervención terapéutica como la administración de fluidos 

durante el curso de la enfermedad, ya que puede modificar el hematocrito, y por lo tanto, la 

hemoconcentración (Guzmán et al., 1987). El uso de valores de referencia basados en la 
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población es útil para evaluar prospectivamente el hematocrito, debido a que los pacientes 

pueden solicitar tardíamente los servicios de salud, por lo tanto pueden tener un incremento 

en el hematocrito que puede dificultar la evaluación de la hemoconcentración. El uso de un 

hematocrito convaleciente requiere una clasificación retrospectiva de los casos de dengue. 

La diferencia en la proporción de los casos graves entre ambos sistemas de clasificación 

puede explicarse por la existencia de 89 pacientes que no mostraban hipotensión pero 

mostraron hemoconcentración o hemorragia severa. Además, 10 pacientes con un recuento 

plaquetario≤ 10,000 plaq/µL, 2 pacientes con hemorragia severa y uno con 

hemoconcentración no llenaron los criterios de la clasificación de 1997 y se clasificaron 

como FD. De acuerdo al sistema de 1997 de la OMS, 283 casos clasificados como 

FHD/SCHD requirieron hospitalización para vigilarse estrechamente. En contraste, 

mediante la clasificación de 2009, 312 casos clasificados como D+WS/SD requirieron 

hospitalización para una vigilancia estrecha. Por lo tanto, sólo hay un incremento de 10.2% 

(Graham et al., 1999) en la hospitalización de pacientes. Estos 29 casos, de manejarse como 

ambulatorios podrían exponerse al riesgo de enfermedad severa. La clasificación de 1997 

requiere de la estricta presentación de 4 criterios para clasificar un caso como FHD, pero se 

han observado casos que no reúnen los 4 criterios, lo cual dificulta la clasificación y 

detección de casos severos. En contraste, la clasificación de 2009 no requiere la 

presentación estricta de los 4 criterios para determinar la severidad; por lo tanto, permite 

definir mejor los casos graves. Esta flexibilidad permitiría evitar los casos letales por 

dengue, aunque podría incrementar ligeramente la hospitalización de pacientes. 

Por otra parte, la clasificación de 1997 fue más específica que la de 2009 (97.7 vs. 81.1%). 

Una posible explicación de la menor especificidad de la clasificación de 2009 sería que 91 

pacientes de SD recibieron tratamiento Nivel II. Por otra parte, la alta especificidad de la 

clasificación de 1997 podría explicarse porque los casos estudiados fueron producidos por 

DENV-2, serotipo que se ha asociado con FHD/SCHD pero no con DG (Narváez et al., 

2011). 

Estudios recientes en diferentes países concuerdan en que la clasificación de 2009 detecta 

mejor los casos severos que la de 1997 [Basuki et al, 2010; Barniol et al., 2011; Narváez et 

al., 2011 y Alexander et al., 2011). Sin embargo, algunos investigadores objetan que la 
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mayor detección de casos severos implica un incremento en la hospitalización de pacientes 

(Narváez et al., 2011, Kalayanarooj et al., 2011). Nuestros resultados indican que el 

incremento en la hospitalización de pacientes es pequeño, por lo que el beneficio supera al 

costo. La desventaja de la clasificación de 2009 con respecto a la de 1997 que 

consideramos importante es que permite la evaluación arbitraria de la hemorragia intensa 

por el médico. La hemorragia severa debería ser definida en términos de hematocrito o 

hemoglobina para poder evaluarla universalmente. 

El incremento en la sensibilidad de la clasificación de 2009 para identificar DG, 

teóricamente, implica un incremento en la admisión a hospitales, reduciendo la capacidad 

de los servicios de salud. Interesantemente, encontramos que las admisiones sólo 

aumentaron ligeramente y que los beneficios superaron a los costos. La evaluación de la 

CBR de ambas clasificaciones en términos de beneficio (la captura de un mayor número de 

casos graves para prevenir la letalidad producida por dengue) en relación al costo 

(sobresaturación de unidades de salud), mostró que la clasificación de 2009 presenta un 

mayor beneficio (537%) y un costo limitado (10.2%) en relación a la clasificación de 1997. 

En consecuencia, la CBR también fue limitada (0.019). Con base en estos resultados, se 

recomienda la aplicación de la clasificación de la OMS de 2009. Debido a que no existen 

antecedentes sobre CBR, se calculó la CBR a partir de los resultados de Kalayanarooj en 

Tailandia (2011). En este análisis se muestran las siguientes observaciones: el beneficio en 

nuestro estudio (537%) fue mayor al beneficio calculado con el estudio de Kalayanarooj 

(32.5%). En contraste, el costo fue menor en nuestro estudio (10.2%) que en Tailandia 

(101%). En consecuencia, la CBR en nuestro estudio (0.019) fue menor que en Tailandia 

(3.1). Estas diferencias pueden explicarse por las diferencias en las respectivas poblaciones 

de estudio. Nuestra población de estudio incluye tanto a niños como a adultos. En contraste, 

las poblaciones de estudio en el reporte de Kalayanarooj se incluyen únicamente niños. 

Además, se requieren otros estudios para evaluar el papel de los servicios primarios de 

salud para el diagnóstico temprano y el tratamiento oportuno de los casos de dengue para 

prevenir la sobresaturación de los hospitales.  

Sin embargo, debido al amplio espectro clínico del dengue, será difícil establecer una 

clasificación que sea sensible y específica al mismo tiempo. Entonces ¿Qué clasificación 
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debe establecerse? ¿Qué riesgos enfrentarían los servicios de salud? Los resultados indican 

que se recomendaría adoptar la clasificación de 2009 mientras se continúan haciendo 

estudios para mejorar la clasificación. 

El diagnóstico temprano y tratamiento oportuno del DG podría ayudar a los servicios 

primarios de salud a evitar la saturación de hospitales. 

Tipificación del virus infectante 

Como se mencionó en la introducción, cualquiera de los 4 serotipos puede causar dengue 

grave (Guzmán et al., 2006; Graham et al., 1999). En este estudio DENV-2 fue el serotipo 

prevalente. Los tipos virales detectados, DENV-2 (99%) y DENV-1 (1%) concuerdan con 

los resultados de la vigilancia epidemiológica correspondientes a 2009 que realiza la 

Secretaría de Salud (http://www.cenavece.salud.gob.mx/). Numerosos estudios han 

mostrado al DENV-2 como uno de los principales serotipos asociados a enfermedad severa 

(Sangkawibha et al., 1984; Thein et al., 1997; Guzmán et al., 2002; Fox et al., 2011; Duyen 

et al., 2011; Tricou et al., 2011). Debido a que las infecciones sintomáticas por DENV-2 

generalmente se han presentado en infecciones secundarias, discutiremos el serotipo junto 

con la respuesta secundaria de anticuerpos. 

 

Determinación de la respuesta de anticuerpos (primaria o secundaria) 

La evaluación de la respuesta de anticuerpos mostró una fuerte asociación entre la respuesta 

secundaria y la severidad de la enfermedad producida por DENV-2. Nuestros hallazgos 

concuerdan con estudios previos llevados a cabo en diferentes brotes, entre otros, en Cuba 

(Guzmán et al., 2002), Rayong, Tailandia (Sangkawibha et al., 1984), Birmania (Thein et 

al., 1997) y Vietnam (Fox et al., 2011; Duyen et al., 2011; Tricou et al., 2011). En 

contraste, también se han documentado brotes en los que no se asocia la infección 

secundaria con la enfermedad severa, por ejemplo los brotes ocurridos en Nicaragua (Harris 

et al., 2000), Taiwán (Chao et al., 2004) y en Brasil (Guilarde et al., 2008). La razón para 

este comportamiento epidemiológico puede ser que en estos brotes el serotipo prevalente 

fue DENV-3; lo que sugiere que DENV-3 puede producir una infección primaria 
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sintomática. Además, no se encontró una fuerte asociación de la infección secundaria por 

DENV-2 con la severidad de la enfermedad como se hubiera esperado durante los brotes 

ocurridos en Yogyakarta, Indonesia (Graham et al., 1999) e Iquitos, Perú (Watts et al., 

1999). Una posible razón para este patrón es que los virus del DENV-2 genotipo 

americano, se replican de manera moderada, favoreciendo una menor viremia in vivo, con 

presencia de una enfermedad leve aun en presencia de anticuerpos amplificadores de la 

infección (Leitmeyer et al., 1999). En el presente estudio, solamente 2/31 infecciones 

primarias por DENV-2 causaron una enfermedad severa. Además, 2/77 casos de DG fueron 

producidos por infección primaria por DENV-2. Nuestros resultados concuerdan con otros 

estudios (Guzmán et al., 2000, Fox et al., 2011) en los que se ha visto que las infecciones 

primarias por DENV-2 raramente son sintomáticas y más raramente producen una 

enfermedad severa.  

Cuantificación de los niveles de carga viral  

Se lograron determinar los niveles de carga viral de las muestras de pacientes con DG y 

D±SA entre los días 1 y 10 de la enfermedad. El rango de carga viral que se ha podido 

cuantificar oscila entre 14 y 10, 000, 000, 000 copias/mL (1.15 y 10.0 log10 copias/mL) de 

suero. Estos resultados son consistentes con los de otros grupos (Wang et al., 2003; 

Guilarde et al., 2008 y Gurukumar et al., 2009). 

Los niveles de carga viral son variables y cambian con el tiempo. De manera interesante, 

observamos que en los pacientes con dengue grave, la carga viral permanece elevada ya sea 

por día de inicio de la enfermedad o en relación a la defervescencia. En contraste, la carga 

viral disminuyó en los pacientes con dengue no grave en cualquiera de los dos marcos de 

referencia. Estos datos muestran la posible participación de factores virales en el curso 

posterior de la infección, ya sea que se resuelva o que curse como una enfermedad severa 

(Wang et al., 2003; Guilarde et al., 2008; Tricou et al., 2011). 

Nuestros resultados concuerdan con algunos estudios que sugieren una asociación entre la 

viremia y la severidad de la enfermedad. (Vaughn et al., 2000; Duyen et al., 2011; Tricou 

et al., 2011; Thomas et al., 2008); otros muestran lo contrario (Yeh et al., 2006; Duong et 
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al.; 2011). Recientemente, un estudio mostró niveles iniciales de viremia menores en 

pacientes con FHD que con FD (De la Cruz Hernández et al., 2013a).  

Una viremia elevada y prolongada necesitaría una respuesta inmune más robusta para ser 

clarificada; la cual, podría producir alteraciones a nivel del endotelio vascular, en los 

sistemas de coagulación-inflamación y daño de órganos. Con base en observaciones de 

otros estudios, los datos mostrados en el presente estudio, podrían tener diferentes 

explicaciones, entre otras: la capacidad de evasión de la respuesta inmune por algunos 

aislados virales; incremento en la capacidad de replicación de algunos virus e incapacidad 

del huésped para aclarar la viremia. Varios estudios clínicos han mostrado diferencias 

cuantitativas entre los distintos serotipos del DENV con respecto a los niveles de la viremia 

(Tricou et al., 2011). En particular, las infecciones por DENV-1 fueron asociadas con 

niveles de viremia elevada y de mayor duración que las infecciones por DENV-2 ó DENV-

3 (Tricou et al., 2011; Duyen et al., 2011; Fox et al., 2011). Aunque no determinamos la 

secuencia genómica para poder asociar posibles diferencias genotípicas que pudieran 

explicar la diferencia en la severidad de la enfermedad; recientemente, Vu y colaboradores 

mostraron que el DENV-2 genotipo Asiático 1 tiene una mayor competencia in vivo que el 

genotipo Asiático/Americano, lo que le permite desarrollar una mayor viremia en los 

pacientes (Vu et al., 2010).  

Por otra parte, en referencia al huésped, se conoce que la inmunidad cruzada juega un papel 

biológicamente importante con base en las diferencias entre los distintos genotipos virales. 

Por ejemplo, el DENV-2 genotipo Asiático Sudoriental es menos susceptible que el 

genotipo Americano para ser neutralizado por anticuerpos anti-DENV-1 (Kochel, 2002). 

Recientemente, un estudio mostró niveles de viremia más altos en suero de pacientes 

negativos a IgM específicos contra DENV que en pacientes positivos a IgM (De la Cruz 

Hernández et al., 2013b). Se conoce que los anticuerpos IgM juegan un papel importante en 

el control de la infección mediante la fijación del complemento a los antígenos y la 

posterior captación por células fagocíticas (Ehrenstein and Notley, 2010). Lo anterior 

sugiere que una respuesta de IgM temprana puede ayudar al huésped a modular la viremia y 

favorecer los resultados clínicos. 
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Para recapitular, el amplio espectro clínico que puede resultar de la infección por DENV, se 

deriva de la compleja interacción entre los factores virales y del hospedero. Es decir, no 

sólo los factores virales o los del hospedero pueden producir la enfermedad severa: tanto la 

especificidad de los anticuerpos, ya sean de una respuesta primaria o secundaria; la edad, el 

género, condiciones coexistentes; así como el serotipo, genotipo o composición antigénica, 

la viremia y la velocidad de aclaramiento de la viremia pueden influir en la presentación de 

un cuadro clínico leve o severo. 

9. CONCLUSIONES 

El fenotipo clínico final en términos de severidad de la enfermedad fue influido por factores 

del hospedero (infección secundaria) y virales (carga viral). Estos hallazgos fueron 

apoyados por un análisis de regresión logística que demostró el valor predictivo o 

pronóstico de los factores dentro de la clasificación de 2009. Por el contrario, cuando se 

aplicó la clasificación de 1997, no fue posible distinguir factores de riesgo entre pacientes 

con FD o FHD/SCHD. 

Clínicamente, una etapa crítica en determinar la progresión a SD es la fase de transición de 

fiebre a defervescencia, en la cual pueden ocurrir extravasación plasmática, hemorragia, 

trombocitopenia o daño de órganos. Este es un periodo crítico para determinar la severidad 

de la enfermedad. La clasificación de la OMS de 2009 mostró mayor sensibilidad que la de 

1997 para detectar casos graves de dengue. Además, la clasificación de 2009 muestra una 

razón costo-beneficio mejor que la clasificación de 1997. 

Entre los signos de alarmas propuestos por la clasificación de la OMS de 2009, 

encontramos evidencias que apoyan el dolor abdominal, vómito y hemorragia de mucosas. 

Se sugiere usar el dolor retro-orbital y el exantema no sólo para distinguir el dengue de 

otras enfermedades febriles, sino también como indicadores de SD. También se sugiere 

usar la trombocitopenia ≤ 35,000/µL como un indicador de SD. Se debería evaluar la 

inclusión de dolor retro-orbital como signo de alarma dentro de la clasificación de 2009.  

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio en demostrar asociaciones entre la 

carga viral, la infección secundaria y la severidad del dengue mediante el uso de la 

clasificación de 2009. Esta clasificación constituye una herramienta apropiada para el 
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diagnóstico temprano y el tratamiento oportuno de los pacientes con SD, y muy útil para 

evaluar factores asociados con la progresión de la severidad de la enfermedad. 

Asimismo, se observó que el dengue afecta tanto a niños como a adultos y por igual a 

ambos géneros en el Centro de Chiapas. Por otra parte, se demostró que el embarazo 

constituye un factor de riesgo para la severidad de la enfermedad.  
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