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Resumen
El presente trabajo investigativo, pretende conocer la dinamica de los serotipos del virus del
Dengue (DENV) en mosquitos Aedes aegypti, colectados para la vigilancia entomovirolégica
molecular de los SILAIS de Nicaragua durante el periodo 2019-2020. En el que se realizé un tipo
de estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal, el universo estuvo comprendido por 7,005
ARN de mosquitos Aedes aegypti procesados de los 19 SILAIS de Nicaragua y consistié en
muestreo no probabilistico por conveniencia. Se seleccioné de la ADNoteca el RNA total extraido
de los mosquitos positivos y a partir de ello se realizé la tipificacion mediante una PCR maultiplex
utilizando el Kit de amplificacién experimental del CDC disefiado para detectar serotipos DENV

en mosquitos.

Los resultados obtenidos de la tipificacion del virus del Dengue en ARN de mosquitos Aedes
aegypti mediante la técnica de RT-PCR tiempo real en el afio 2019-2020 fue el siguiente: el 100%
de las muestras analizadas resultaron ser serotipo DENV-2, en el aiio 2019 y 2020 respectivamente,
la frecuencia de los serotipos del DENV circulantes en mosquitos Aedes aegypti, observé una
distribucién en los distintos SILAIS del pais entre ellos Nueva Segovia, Madriz, las Minas, Zelaya
central y los distritos IV, VI y VII de Managua donde unicamente se observa la circulacién del
serotipo DENV-2.

Al comparar los serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti con los datos
epidemiolégicos reportados en pacientes durante los dos afos se observé similitud donde solo
circula el serotipo DENV-2 con mayor frecuencia en el afio 2020 en comparacién del 2019, en
nuestro estudio se concluyé que es de suma importancia mantener la vigilancia activa en la
busqueda de los serotipos del virus del dengue por la introduccién de un nuevo serotipo al pais y

se recomienda tomar todas las medidas necesarias orientadas por las autoridades del MINSA.
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1. Introduccién

El Dengue es un problema de salud publica en la region de las Américas; es una enfermedad
infecciosa aguda de etiologia viral, transmitida por el mosquito Aedes aegypti, especie que se ha
adaptado a la convivencia con humanos, a menudo proliferandose en acumulaciones de agua en
basureros, patios, jardines o en contenedores desechados por humanos. Es la enfermedad mas
comun transmitida por artropodos (arbovirosis), y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) existen entre 30 y 60 millones de infecciones por afio en el mundo, con
aproximadamente dos mil millones de personas en riesgo y a pesar de los esfuerzos realizados por
parte de los Estados miembros con el fin de contener y mitigar el impacto de las epidemias
(Martinez, 2019).

Los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV 1, DENV 2, DENV 3y DENV 4) estan presentes
en las Américas, en el 2019 se ha detectado la circulacion simultanea de todos ellos en Brasil,
Guatemala y México; mientras que, en Colombia, Panama, Martinica y Venezuela, circulan los
serotipos DENV 1, DENV 2 y DENV 3y en Paraguay y Pert, DENV 1, DENV 2 y DENV 4.
Cuatro de los cinco paises de las Américas con las tasas de incidencia mas altas pertenecen al istmo
centroamericano, siendo estos Belice, El Salvador, Honduras y Nicaragua en los que ha venido
circulando principalmente el serotipo DENV 2 y recientemente se ha reportado en Honduras y
Costa Rica el serotipo DENV 1. Brasil es el quinto pais que se suma a esta lista, con una incidencia
de 711,2 casos por 100.000 habitantes (OPS, 2019).

La deteccion y tipificacion del virus del Dengue en poblaciones de mosquitos en regiones donde la
enfermedad es hiperendémica, sirve como un sistema de alerta temprana que ayuda a monitorear
las tasas de infeccion de los diferentes serotipos dentro de las poblaciones vectoriales, para predecir
epidemias tanto de Dengue con o sin signos de alarma y Dengue grave a causa de la circulacion
concomitante de diferentes serotipos ya que cuando una persona se recupera de la infeccion
adquiere inmunidad contra el serotipo en particular, sin embargo, las infecciones posteriores
causadas por un serotipo heterdlogo aumentan el riesgo de padecer dengue grave. Este tipo de
analisis permite posicionar al vector como el elemento primario y necesario en el ciclo de

transmision durante las evaluaciones epidemiolégicas (Sanchez, 2013).



En Nicaragua el Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR) inicié en el 2018 la
Vigilancia entomovirolégica para la deteccidén del Dengue, Chikungunya y Zika en el mosquito
hembra del Aedes Aegypti, después de la evaluacion realizada por OPS y el INDRE (Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemiolégica) de México, con el fin de anticipar brotes y detectar el
ingreso de nuevos serotipos antes de que inicie la transmision de la enfermedad en las personas,
dando pie a la cadena de investigaciones de este tipo; por lo que se hace necesario la realizacion
del estudio el cual pretende analizar la Dindmica de los serotipos del virus del Dengue en mosquitos
Aedes aegypti, de los SILAIS de Nicaragua durante el periodo 2019-2020.



2. Antecedentes

En Nicaragua han circulado los cuatros serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4); desde
1985 se declaré el primer brote de Dengue con 17,483 casos sospechosos de Dengue clasico y 7
muertes por Dengue Hemorragico atribuidos al serotipo 1y 2; en 1990 se introdujo el serotipo 4
que resulté en mas de 4,000 casos Yy el segundo brote ocurrié en 1994 y 1995 con 24,669 y 19,260
casos de Dengue respectivamente, identificandose los serotipos 3 y 4, esto demuestra la tendencia

que ha tenido la enfermedad a través los afios (Gonzalez, 2008).

En una investigacion realizada en Brasil por Alves da Costa y colaboradores en el afio 2009 tuvo
como objetivo detectar y describir el virus del dengue en el vector Aedes aegypti, donde se
recolectaron 8,984 mosquitos en 46 distritos de la ciudad de Manaus, las hembras de Aedes aegypti
se agruparon en grupos de 1 a 10 mosquitos, totalizando 138 grupos procesados a través de PCR,
de los cuales 111 grupos fueron positivos para DENV 3 y un unico grupo fue positivo para dos
serotipos (DENV 1 y DENV 3). La prevalencia de Aedes aegypti infectado con DENV 3 en la
ciudad de Manaus fue del 53% (Alves da Costa, Carvalho dos Santos, & Barbosa, 2009).

En otro estudio realizado en México por Sanchez en el afo 2013 sobre la identificacion y
serotipificacion del virus dengue, densidades y tasa de infeccion de poblaciones domeésticas de Ae.
aegypti en Cancun, México; explica que la colecta total de mosquitos Ae. aegypti resulté en 965
mosquitos, de los cuales se obtuvieron 419 hembras, mismas que se homogenizaron en pools de
10 mosquitos para RT-PCR y se utilizaron como controles virus dengue detectando unicamente la
presencia de DENV-2. En cuanto a la densidad de mosquitos se encontré que en 15 casas estaba
presente el 60% de los mosquitos procesados en este estudio, ademas que en una sola vivienda se
localizaron 21 hembras, encontrandose en esta casa el 50% de los mosquitos infectados. La tasa de

infeccion total de hembras Ae. aegypti resulté 1.4% (Sanchéz, 2013).

En una investigacion realizada en Ecuador por Coba en el afio 2015 acerca de la Prevalencia y
serotipificacion del virus del dengue mediante RT-PCR en Aedes aegypti capturados en la
cooperativa de vivienda provincias unidas en Santo Domingo, Ecuador explica que se examiné un
total de 49 mosquitos en los meses de Enero-Abril donde 12 de ellos fueron positivos, siendo el

serotipo DENV-2 el que esta presente en la mayor cantidad de individuos analizados 20.41% (10)



y en menor cantidad DENV-1 con 2.04% (1) y DENV-3 con 2.04% (1), como resultado tres

serotipos del virus circulando en la poblacion de vectores (Coba, 2015).

En una investigacion realizada por Enrique Henao en Medellin, Colombia acerca de la Vigilancia
virolégica de Aedes aegypti y Aedes albopictus como apoyo para la adopcion de decisiones en el
control del dengue en Medellin de los ejemplares de mosquitos se identificaron y se conformaron
grupos para la deteccion viral mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RT-PCR). Se calculé la tasa minima de infeccion y el indice de infestacion en adultos. Se
recolectaron un total de 1.507 mosquitos, 10 de los cuales eran Ae. albopictus. De los 407 grupos
conformados, 132 fueron positivos para DENV. La tasa minima de infeccion para Ae. aegypti fue

de 120,07 y 69,50 en el primer y segundo periodos, respectivamente (Henao, 2017).

En estudio realizado en Venezuela por Karen Flores y colaboradores en el afio 2020 sobre la
cocirculacion viral de Dengue en mosquitos Aedes aegypti infectados naturalmente, se evaluaron
dos municipios del estado de Aragua, donde se capturaron 163 mosquitos para el municipio
Francisco Linares Alcantara (FLA) y 105 mosquitos para Mario Briserio Iragorry (MBI), estos se
agruparon de 2 a 9 mosquitos para la extraccion de ARN y el analisis mediante el RT-PCR
especifica para cada virus, se calcularon la tasa minima de infeccién obteniendo en MBL 0% y en
FLA 1,90%, los resultados evidenciaron co-infeccion de mosquitos por DENV-3 en el municipio

de Francisco Linares Alcantara (Flores et al., 2020).

En Nicaragua hasta la fecha no hay publicaciones oficiales de investigaciones sobre los serotipos
del virus del dengue en el vector, ya que no se han realizado estudios sino hasta el 2018. Ao que

no cuenta con informacién al respecto.



3. Justificacion
El dengue figura en la lista de enfermedades re-emergentes que afectan América Latina, Sudeste

Asiatico, Medio Oriente, Africa y Pacifico Occidental en el que se estiman de 50 a 100 millones de
infectados por el virus anualmente en las regiones tropicales y subtropicales, donde mas de 2.5
billones de personas estan en riesgo, lo que corresponde a un tercio de la poblacién mundial con
una tasa promedio de letalidad del 0,05% (OMS, 2020). Es por ello considerada en la actualidad la
enfermedad viral transmitida por artrépodos de mayor importancia en términos de morbilidad y
mortalidad, constituyéndose asi en un evento cuya vigilancia, prevencion y control revisten

especial interés en la salud publica.

La frecuencia de casos hemorragicos durante una epidemia de dengue depende de la cepa del virus,
por lo tanto, el monitoreo de la distribucion temporal de serotipos en el vector en dreas endémicas
provee informacién anticipada del factor de riesgo de transmision del dengue e introduccién de un
nuevo serotipo circulante en el pais. Siendo el serotipo DEN-2 el que con mayor frecuencia produce
casos severos seguidos por el DEN-3, DEN-1 y DEN-4, que a su vez presentan diferencias en el
potencial virulento entre cepas. Los esfuerzos para interrumpir la transmisién se ven concentrados
en el control vectorial; por lo que resulta importante mantener una vigilancia de los serotipos de

dengue en mosquitos, siendo la principal clave para adoptar medidas eficaces.

En el afio 2018 en Nicaragua se notificaron un total de 6,232 (1.5%) casos sospechosos de dengue
de los cuales 2,103 fueron confirmados por laboratorio; durante el afio 2019 se observé un total de
32,598 (6.7%) casos sospechosos, siendo confirmados 10,596. Hasta la semana epidemiolégica 22
del corriente afio 2020 se han notificado 25.882 sospechosos de dengue, en el cual 694 (2.7%)
fueron casos confirmados (MINSA, 2020). Es por ello el propdsito de realizar un estudio sobre la
Dinamica de serotipos del DENV en mosquitos Aedes aegypti colectados de los SILAIS de
Nicaragua durante el periodo 2019 al 2020, el cual pretende recopilar datos y sentar bases para
generar estrategias de prevencién del Dengue, basados en la necesidad de mantener una vigilancia
que favorezca la deteccién precoz de casos, y permita la aplicacién de las medidas de control en
acciones preventivas de forma anticipada e interrupcion de los focos de transmisién reduciendo asi

el riesgo y propagacion de brotes con el fin de promover futuras investigaciones.



4. Planteamiento del problema

Los cuatro serotipos descritos del virus del dengue producen por lo general una enfermedad febril
auto limitada. Sin embargo, tiene un espectro clinico muy amplio que va desde formas
asintomaticas hasta su forma mas grave. La transmisién del dengue en las Américas presenta un
comportamiento endemo-epidémico en la mayor parte de los paises. Durante los ultimos 20 afios
se han registrado ciclos epidémicos cada 3 a 5 afios, con un aumento en el namero y frecuencia de

brotes de dengue y la mortalidad por esta causa (Henao, 2017).

La vigilancia epidemiolégica del dengue se basa principalmente en las notificaciones de los casos
reportados, y en los levantamientos de indices entomoldégicos. Sin embargo, algunas veces los casos
se reportan tardiamente en el sistema, por lo cual las decisiones para el control de la enfermedad
resultan inoportunas. EI empleo de técnicas moleculares para la deteccion del virus del dengue en
mosquitos recolectados en campo se convierte en una estrategia que permite disponer de
informacién de mayor precisién. Dado esto y que la dindmica de transmision del dengue esta
estrechamente asociado con la expansion geografica del virus y de su principal agente transmisor,
el mosquito Aedes aegypti. Siendo los serotipos virales participantes y las infecciones previas,
factores que pueden relacionarse con la aparicion de brotes epidémicos y la gravedad de los mismos

en la region se plantea lo siguiente:

¢Como es la dinamica de los serotipos del virus del Dengue en mosquitos Aedes aegypti, colectados
para la vigilancia entomoviroldgica molecular de los SILAIS de Nicaragua, durante el periodo
2019-2020?

Preguntas directrices

1- ¢Cbomo se realiza la deteccion de los serotipos del virus del Dengue en el mosquito Aedes
aegypti de los SILAIS de Nicaragua durante el periodo 2019-2020?

2- ¢Cudl es la frecuencia de los serotipos del DENV vy la tasa minima de infeccion en los
mosquitos Aedes aegypti de los SILAIS durante el periodo de estudio?

3- ¢Existe relacion de los serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti con datos
epidemiolégicos de pacientes reportados por los SILAIS de estudio?



5- Objetivos

5.1 Objetivo general:

Analizar la dindmica de los serotipos del virus del Dengue (DENV) en mosquitos Aedes aegypti,
colectados para la vigilancia entomoviroldgica molecular de los SILAIS de Nicaragua durante el
periodo 2019-2020

5.2 Objetivos especificos:

1- Detectar los serotipos del virus del Dengue en mosquitos Aedes aegypti mediante RT-PCR
de los SILAIS de Nicaragua durante el periodo 2019-2020.

2- Determinar la frecuencia de los serotipos del DENV y la tasa minima de infeccion en

mosquitos Aedes aegypti de los SILAIS durante el periodo de estudio.

3- Comparar los serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti con datos
epidemiolégicos de pacientes reportados por los SILAIS en estudio.



6. Marco Tedrico
6.1 Generalidades

En Nicaragua la primera epidemia documentada de dengue se presento en el afio 1985, persistiendo
hasta la época actual con un comportamiento endémico y aparecimiento de brotes en diferentes
departamentos del pais. La respuesta a los comportamientos endo-epidémicos han sido las acciones
de control de brotes y movilizacion de recursos humanos y financieros, con alto costo econémicos

para el pais, sin lograr el control de la enfermedad y la sostenibilidad.

La mayor morbilidad y las mas elevadas tasas de ataque se registraron entre agosto y noviembre,
siendo afectadas fundamentalmente las regiones Il (Ledn y Chinandega), 11l (Managua) y IV
(Masaya, Granada, Carazo, Rivas) que acumularon el 89% de los reportes. Estas regiones se
corresponden precisamente con las zonas mas densamente pobladas ubicadas en la costa del
Pacifico, donde se encuentran los nicleos urbanos mas importantes y populosos del pais (Martinez,
2013).

6.2  Vector

El Aedes aegypti es el vector que representa mayor riesgo para la transmision de arbovirus en las
Américas, este mosquito es capaz de causar enfermedades que pueden ocasionar la muerte si no
se trata a tiempo, entre ellas el Dengue, Chikungunya, Zika, Fiebre amarilla, Mayaro y Fiebre Nilo
Occidental como consecuencia del cambio climatico, el desplazamiento urbano, entre otros
factores (Real, 2010).

Las hembras del Aedes aegypti son las responsables de la transmision, ya que necesitan sangre
humana principalmente para llevar a cabo el desarrollo de los huevos. Los machos no se alimentan
a través de una fuente sanguinea. Las hembras de Aedes aegypti se alimentan cada tres a cuatro
dias. Sin embargo, si no han succionado suficiente sangre, estaran alimentandose en cada momento
que puedan. La hora de mayor actividad del mosquito es temprano por la mafiana y al atardecer,
por lo tanto, es el periodo de mayor riesgo para las picaduras. Sin embargo, si la hembra necesita

alimentarse mas, buscara una fuente sanguinea fuera de ese periodo.

El rango de vuelo del mosquito Aedes aegypti es corto, no vuela més alla de 25 metros (no necesita
volar mas ya que el alimento esta disponible en las viviendas y cerca de sus criaderos). EI mosquito
pone sus huevos cada 3 0 4 dias en distintos recipientes, después de alimentarse, lo cual garantizara

la supervivencia de la cria ante los depredadores. Esto indica la importancia de la eliminacion



adecuada de recipientes no Utiles en la casa y sus alrededores, asi como el cuidado de los recipientes
utiles que almacenan agua. Los huevos del Aedes aegypti pueden resistir condiciones de sequia por
mas de un afio y mantenerse viables, de hecho, es una de las formas mas importantes de mantener

la especie y de su dispersion (OPS, 2016).
6.2.1 Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti

Aedes aegypti es un mosquito de vida doméstica (vive dentro y en los alrededores de las casas) y
se reproduce en cualquier recipiente artificial o natural con agua. EI mosquito tarda entre 7 y 10
dias para completar el ciclo de vida, y el tiempo de vida del mosquito adulto es en general alrededor

de 4 a 6 semanas.

Después de cada ingesta de sangre, la hembra del Aedes aegypti pone de 200 a 500 huevos por vez
y los deposita por encima del nivel del agua, en lugares con agua estancada de manera que los
tazones, las tazas, los neumaticos, los barriles, los floreros y demas recipientes que contengan agua
son una fabulosa “incubadora”. El desarrollo embrionario se completa en 48 horas pasando al
estado larvario el cual crece rapidamente y se alimenta de organismos unicelulares ubicados en las
paredes y fondo de los recipientes y en tan solo 5 dias se convierte en pupa en esta fase no se
alimenta y su funcidn es continuar desarrollandose, hasta convertirse en un mosquito adulto en un
lapso de 2 a 3 dias (CDC, 2019).

El Adulto es la fase reproductora del Aedes aegypti. Las hembras se distinguen de los anofelinos

por tener palpos mas cortos y por adoptar una posicién horizontal durante el reposo (OMS, 2019).

6.3  Agente etioldgico

El virus del dengue (DENV) es un virus de ARN monocatenario de polaridad positiva perteneciente
al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, lo constituyen cuatro serotipos virales
serologicamente diferenciables (DENV 1, 2, 3 y 4) que comparten analogias estructurales y
patogénicas, por lo que cualquiera puede producir las formas graves de la enfermedad. Son virus
constituidos por particulas esféricas de 40 a 50 nm de diametro que constan de 3 proteinas
estructurales, envoltura (E), membrana (M) y céapside (C) y 7 proteinas no estructurales (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5-3 (Martinez, 2008).

El riesgo de dengue hemorrégico es mayor en el caso del serotipo DEN-2, seguido de DEN-3,

DEN-4y DEN-1. Los individuos infectados con un serotipo mantienen una memoria inmunologica



prolongada que evita que sean infectados por el mismo serotipo y hay un corto periodo de
proteccion cruzada contra los serotipos heterdlogos, que oscila entre 2 — 3 meses, después del cual
son completamente susceptibles a la infeccién con los otros 3 serotipos. Desde luego, la
manifestacion de la enfermedad dependera también de otros factores, tales como el serotipo que ha

infectado al paciente y la respuesta inmune (Lopez, 2017).

6.3.1 Serotipos

La clasificacién de los cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) del DENV
tradicionalmente ha estado basada en sus propiedades antigénicas y recientemente en la similitud
de su secuencia nucleotidica. Los cambios en los nucleétidos y aminoacidos que cada uno de los
cuatro virus del dengue exhibe, representa un alto grado de variabilidad genética debido a la falta
de actividad a prueba de errores de la RNA polimerasa, que contribuye a la diferenciacion en el

crecimiento, transmision y virulencia del virus del dengue.

A partir de los reportes de las secuencias nucleotidica de los serotipos de DENV se ha demostrado
la existencia de genotipos alrededor del mundo correspondiendo asi: cinco genotipos diferentes
para DENV-1, cinco genotipos para DENV-2, cuatro genotipos para DENV-3 y cuatro genotipos
para DENV-4; capaces de producir infeccion asintomatica, enfermedad febril y cuadros graves que
pueden conducir hasta la muerte. La infeccion induce inmunidad protectora por toda la vida al
serotipo homologo, pero solo proteccion temporal contra los serotipos heterdlogos, dada la

variacion genética de cada uno de los serotipos (OPS & OMS, 2013) (Ver anexos, Figura 6).

El DENV-1 agrupa 5 genotipos y de estos solo se ha detectado el genotipo V en las Ameéricas,
diversos autores han encontrado 5 genotipos con un 6% de divergencia. Se les describe segun la
procedencia donde encontraron y los genotipos descritos serian: (I) Hawai, sudeste Asiatico, China
y este de Africa; (11) Tailandia; (111) Malasia; (V) Indonesia, Pacifico Oeste y Australia; y (V)
América, Oeste de Africa y Asia. Este Gltimo, detectado en las Américas desde que ocurriera la
introduccion de DENV-1 en 1977.

El DENV-2 también cuenta con 5 genotipos (americano, asiatico |, asiatico I, asiatico-americano
y cosmopolita). El serotipo 2 del complejo de DENV es uno de los méas estudiados, hecho que
probablemente se deba a su elevada diseminacion, asi como a su potencial de causar epidemias

asociadas en muchas oportunidades a la presencia de casos graves de la enfermedad. Desde el punto
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de vista molecular, uno de los reportes que dio inicio a investigaciones relacionadas con la
epidemiologia molecular de DENV-2 fue el realizado por Rico-Hesse (1990) quienes secuenciaron
el fragmento de E/NS1 del mencionado serotipo a partir de virus aislados de diferentes
hospedadores y zonas geograficas, lo que permitié sentar bases de estudios posteriores gracias a la
region genomica escogida para la secuenciacion nucleotidica y a la definicion de cinco grupos
filogenéticamente distintos. El arbol filogenético permitié evidenciar como virus caribefios y
suramericanos aislados antes de 1990, asi como virus mexicanos aislados en 1992 correspondian a

un mismo grupo filogenético (Camacho & Ferrer, 2012).

El DENV-3, agrupa 5 genotipos, (I, I1, 11, 1V, V) Y ha sido identificado como el mas virulento.
Fue detectado por primera vez en las Américas en 1963 y aislado en 1977. Este serotipo se
consider0 ausente hasta el afio 1994 cuando se aislo en Nicaragua y Panama. Posteriormente circuld
en paises de Ameérica Central y el Caribe causando brotes de fiebre por dengue (FD) con algunos

Casos SEeveros.

El DENV-4 cuenta con 4 genotipos (I, I1, 111, V), Desde que este serotipo se introdujo en el
hemisferio occidental en 1981, ha estado circulando de forma continua en el Caribe y al norte de
Suramérica, con escasas evidencias de diseminacion y asociacion a casos de fiebre hemorragica

por dengue (FHD/SCD). Solo el genotipo Il se ha detectado en las Ameéricas.

Los cuatro serotipos del DENV se mantienen en dos ciclos de transmision ecoldgicos y
evolutivamente distintos. El ciclo selvatico y el ciclo urbano. El ciclo selvatico involucra a primates
no humanos y mosquitos arbdreos del género Aedes. Este foco de transmision ha sido documentado
en el este de Africa y la peninsula de Malasia. El ciclo urbano involucra a mosquitos del género
Aedes aegypti; y mosquitos del género Aedes albopictus. EI mosquito A. albopictus sirve como
vector primario del dengue en paises en donde A. aegypti estd ausente. En cambio en areas rurales
A. aegypti permanece como vector principal del dengue en donde ambas especies coexisten. En el
ciclo urbano los humanos son los unicos hospederos definitivos conocidos donde el virus puede

replicarse (Laredo & Bocanegra, 2012).

6.4  Infeccion por el virus del Dengue

Los cambios en la epidemiologia del Dengue conducen a problemas con el uso de la actual
clasificacion de la OMS. Las infecciones sintomaticas por el virus del Dengue se agruparon
inicialmente en tres categorias: fiebre indiferenciada, fiebre por Dengue y fiebre hemorragica por
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Dengue. Ademas, esta ultima se clasificd en cuatro grados, segun su gravedad, en donde los grados
I11'y IV corresponden al sindrome de choque por Dengue. Las dificultades en la aplicacion de los
criterios clinicos para la fiebre hemorragica por Dengue, junto con el aumento en los casos de
Dengue clinicamente graves que no cumplen con los estrictos criterios para ese diagnostico,

Ilevaron a solicitar que se reconsiderara la clasificacion quedando de la siguiente manera.

6.4.1 Clasificacion clinica del dengue

Segun la clasificacion recomendada por la OMS en el 2009 la cual surgi6 a partir de los resultados
DENCO, que incluyo casi 2.000 casos confirmados de dengue de ocho paises y dos continentes,
establece dos formas de la enfermedad: dengue y dengue grave. El llamado dengue con signos de
alarma es parte de la forma dengue, pero se le describe aparte por ser de extrema importancia su
conocimiento para decidir conductas terapéuticas y hacer prevencion en lo posible del dengue
grave (OPS, 2019).

Dengue sin signos de alarma: La enfermedad puede manifestarse como un sindrome febril
inespecifico; la presencia de otros casos confirmados en el medio al cual pertenece el paciente es
un factor determinante para sospechar el diagndstico clinico de dengue. En adultos el cuadro clinico
puede ser muy tipico con enrojecimiento, fiebre, eritema, dolor corporal generalizado, mialgia,

artralgias, cefalea y dolor retro ocular. En nifios puede haber pocos sintomas.

Dengue con signos de alarma: El paciente puede presentar dolor abdominal intenso y continuo,
vomito persistente, acumulacion de liquido, sangrado de mucosas, alteracién del estado de
conciencia, hepatomegalias y aumento progresivo del hematocrito. Los signos de alarma son el

resultado de un incremento de la permeabilidad capilar y marcan el inicio de fase critica.

Dengue grave: las formas graves de dengue se definen por uno o mas criterios como el choque
por extravasacion del plasma, acumulacion de liquido o con dificultad respiratoria; en la etapa
inicial del shock se produce taquicardia y vasoconstriccion periférica con reduccion de la perfusion
cutanea lo que conlleva a extremidades frias y retraso del tiempo de llenado de capilar (OPS &
OMS, 2013).

6.4.2 Fases Clinicas del Dengue

El curso de la enfermedad del dengue pasa por tres etapas clinicas: la etapa febril, la Gnica para la

inmensa mayoria de los enfermos, la etapa critica y la etapa de recuperacion.
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La etapa febril es variable en su duracion y se asocia a la presencia del virus en sangre (viremia).
Como en otras enfermedades, la evolucion hacia la curacion pasa por la caida de la fiebre y durante
la misma el enfermo va a tener sudoracion, falta de fuerzas o algiin decaimiento, todo de tipo
transitorio, pero habitualmente el propio paciente se percata que evoluciona hacia la mejoria. Otras
veces, la caida de la fiebre se asocia al momento en que el paciente agrava, y la defervescencia

anuncia, por tanto, el inicio de la etapa critica de la enfermedad.

La etapa critica coincide con la extravasacion de plasma y su expresién mas temida es el choque,
con frialdad de los tegumentos, pulso fino, taquicardia e hipotension. A veces, con grandes
hemorragias digestivas asociadas, asi como afectacién de higado y quizas de otros 6rganos. El
hematdcrito se eleva en esta etapa y las plaquetas que ya venian descendiendo alcanzan sus valores
mas bajos. En la etapa de recuperacion generalmente se hace evidente la mejoria del paciente, pero
en ocasiones existe un estado de sobrecarga liquida, asi como alguna infeccién bacteriana

sobreafadida.

Las manifestaciones referidas predominan al menos durante las primeras 48 horas de enfermedad
y pueden extenderse durante algunos dias mas en la que pudiéramos considerar como la etapa febril
de la enfermedad, durante la cual no es posible conocer si el paciente va a permanecer con sintomas
y signos de dengue clésico todo el tiempo y va a evolucionar a la curacion espontanea o si es apenas

el comienzo de un dengue grave, con choque y grandes sangrados (Martinez, 2008).

6.4.3 Fisiopatologia

La infeccion por virus del dengue ocurre por la picadura de un mosquito a traves de la epidermis y
la dermis, se infectan las células inmaduras de Langerhans (células dendriticas epidermales) y los
queratinocitos. Las células infectadas migran del sitio de la infeccion hacia los nédulos linfaticos,
se reclutan los macréfagos y los monocitos, las cuales se convierten en células blancos de la
infeccion, y el virus se disemina a traves del sistema linfatico. Como resultado de esta primera
viremia se obtiene una poblacion de células de linaje mononuclear como monocitos, células

dendriticas (CD) mieloides y macréfagos de higado y bazo infectado (Duran, 2010).

La respuesta inmunoldgica del huésped puede ser protectora (y conducir a la curacion) o patogénica
expresada por una “desregulacion” que se caracteriza por una produccion excesiva de citoquinas,

asi como cambio de la respuesta tipo TH1 a TH2 e inversion del indice CD4 / CD8. El derrame
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excesivo de citoquinas produce un aumento de la permeabilidad vascular que se traduce en una
extravasacion de plasma, que es la alteracion fisiopatologica fundamental del dengue, mediante la
cual se escapa agua y proteinas hacia el espacio extravascular y se produce la hemoconcentracion
y a veces choque hipovolémico (Ver anexos, Figura 7).

La infeccion viral induce apoptosis de linfocitos T en los primeros dias que de acuerdo a su
intensidad puede influir favorablemente en la desaparicion del virus 0 puede provocar la lisis de
grandes cantidades de esas células y disminuir transitoriamente la competencia inmunologica del
paciente, asi como provocar dafios en otras células y tejidos del huésped, tales como los endotelios,
hepatocitos, miocardiocitos, neuronas, células tubulares renales, lo cual podria explicar la

afectacion de muchos organos durante esta infeccion (Correa, 2014).

En un estudio realizado por Martinez sobre el Dengue como epidemia del siglo XXI en el afio 2013
indica que durante la infeccidn se han detectado en el higado necrosis, esteatosis y cuerpos de
Councilman (probablemente células apoptoéticas), y aunque el virus del dengue se ha encontrado
en el interior de los hepatocitos no hay inflamacion del higado, por lo que la necrosis y la apoptosis
observadas son debidas al virus y no a mediadores inflamatorios; como manifestacion clinica que
predomind en los pacientes atendidos estuvo la hepatomegalia, con epigastralgia y discreta
elevacion de las enzimas hepaticas, lo que se explica por la presencia del virus en la célula hepatica
(Martinez, 2013).

La trombocitopenia se produce por destruccidn de plaquetas en sangre periférica por un mecanismo
inmuno-mediado. Los sangramientos durante el dengue no estan en relacion directa con la
intensidad de la trombocitopenia pues se producen por un conjunto de factores. Las causas de los
sangramientos en el dengue son multiples incluidos los vasculares y algunas alteraciones de la
coagulacion por accion cruzada de algunos anticuerpos antivirales contra el plasmindgeno y otras
proteinas, asi como un desbalance entre los mecanismos de la coagulacion y los de la fibrin6lisis

(Martinez, 2008).

Cuando ocurre una segunda infeccion por serotipos heter6logos hay una concentracién alta de
complejos del nuevo virus con inmunoglobulina G (IgG) y se forman inmunocomplejos que
fagocitan las células mononucleares. Se produce una amplificacion de la infeccion mediada por

anticuerpos o inmunoamplificacion con una gran replicacion viral y aumento de la viremia, lo cual
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determina la gravedad de la enfermedad. Sin embargo se consideran que las diferencias en la
patogenicidad de las cepas virales explican las formas graves del dengue. En la practica, en una
misma epidemia de dengue coexisten factores del huésped y el serotipo, asi como factores
epidemiolégicos o ambientales (Garcia, 2016).

6.4.4 Transmision

La transmision del virus del dengue es unicamente vectorial, siendo el mosquito Aedes aegypti el

involucrado en nuestro pais. No existe el contagio directo de persona a persona.

El virus circula en la sangre de los seres humanos infectados durante 2 a 7 dias, coincidiendo
aproximadamente con el periodo febril; la hembra de Aedes aegypti pueden adquirir el virus cuando
se alimentan de una persona durante este periodo (viremia), infecta las células epiteliales del
intestino medio del mosquito, se disemina a través de la ldmina basal hacia la circulacion e infecta
las glandulas salivales del mismo; en este sitio se establece una infeccion persistente con

replicacion importante en estas células.

Todo este ciclo, dependiente de la temperatura ambiente, ocurre en el interior del organismo del
mosquito (Ilamado periodo de incubacion extrinseco) y dura entre 8 y 12 dias, momento en el cual
el mosquito se vuelve infectante y queda disponible para que en una nueva picadura a individuos
susceptibles, pueda transmitirle el virus manteniendo la cadena infectado-vector-huésped
susceptible. Tras picar al hospedero, el mosquito regurgita saliva llena de virus hacia la sangre de
la victima. El virus circula en forma libre por el plasma y entra en contacto con células susceptibles,
tales como células endoteliales de capilares, macréfagos, monocitos y otras células del sistema

fagocitico mononuclear (Bacallao, 2013).

Entre la inoculacion del virus por la hembra del Aedes y la aparicion de los sintomas hay un lapso
de 3 a 14 dias, en promedio 7 dias (Arredondo, 2016).

La competencia vectorial definida como la habilidad intrinseca del vector para transmitir una
enfermedad causada por DENV, asociado a factores intrinsecos y relacionados con las bases
genéticas del vector. Entre los indicadores de riesgo de transmision esta la tasa de infeccion por
DENV se calcula utilizando parametros basados en estudios realizados en Australia por Ritchie y
colaboradores (Eiras & Resende, 2009; Ritchie et al., 2004), donde se mostré que mas de dos

hembras gravidas de Ae. aegypti indican una zonas de infestacion media y que a su vez se asocian
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con el riesgo de aparicion de casos de dengue y sus serotipos, considerandose asi zonas sin
infestacion (0-0.5) infestacion baja (0.6-2.5), infestacion media (2.6-4.5) y alta (4.6-100) de
acuerdo a lo establecido por Ritchie (2004). Las tasas de infeccion son calculadas considerando los
parametros de las tasas de infeccion minima (nimero de pool positivos/ total de hembras analizadas
* 1000).

6.5 Determinantes de la transmision del dengue

6.5.1 Factores de riesgos ambientales y sociales

Durante los ultimos afios la poblacién mundial se ha duplicado y la mayor aceleracion en el
crecimiento poblacional ha tenido lugar en los paises en desarrollo de las zonas tropicales y
subtropicales donde el dengue es endémico. Diversos factores se combinan para producir
condiciones favorables para la transmision del dengue. Entre ellas, la urbanizacion del entorno,
aunado al crecimiento demografico y las deficiencias en la infraestructura urbana bésica, como el
abastecimiento irregular del agua, que obliga a los usuarios a acopiar y almacenar agua, en adicion
al aumento de residuos sélidos (recipientes desechables), derivado de los nuevos habitos de

consumo, incrementando asi los criaderos potenciales para la cria de los mosquitos vectores.

Sumado a esto la migracién del campo a las ciudades y el aumento de la frecuencia con que se
trasladan las personas desde zonas del mundo donde circulan diferentes serotipos del virus. De la
misma manera, las condiciones ambientales que han hecho posible la emergencia del dengue han
ido cambiando el nicho ecoldgico del vector, favoreciendo su expansion geogréfica, ampliando su
ciclo de transmision y asegurando su establecimiento en nuevas zonas. Practicamente todas
ciudades costeras y subtropicales del pais tienen las condiciones propicias para que el dengue se

presente de manera epidémica (Gémez, 2015).

6.5.2 Efecto de la temperaturay precipitacion

La precipitacion y la temperatura en ciertas areas son variables y proporcionan condiciones ideales
que influyen sobre el mosquito Aedes, desde su desarrollo hasta la relacion con el virus, la
variabilidad diaria, estacional e interanual en la temperatura, humedad atmosférica y la
precipitacion pueden influir en las poblaciones de mosquitos y competencia vectorial. La
transmision del dengue es casi siempre estacional; los casos se incrementan durante la estacion

calida y lluviosa (Garcia & Monroy, 2019). Al ser los insectos poiquilotermos, algunos de sus
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procesos bioldgicos como la maduracion sexual, la copula y la oviposicion se ven afectados por la
temperatura ambiental, de manera que a temperaturas adecuadas (entre 26 y 28°C) aumentan la

cinética del desarrollo y la supervivencia de todas las etapas del insecto (Bethencourt, 2017).

Este rapido desarrollo y sobrevivencia del insecto por la temperatura favorece la proliferacion de
vectores en el ambiente, lo que podria representar una mayor transmision, ya que llega prontamente
a su etapa adulta. En temperaturas superiores el desarrollo del mosquito cae dramaticamente,
aunque algunos estudios han revelado que se han presentado eclosiones larvales a temperaturas

altas, lo que puede significar una posible respuesta fisiologica adaptativa (Marquez, 2019).

Por otro lado, se ha demostrado una equivalencia entre la temperatura y la humedad relativa con la
oviposicion, donde un aumento en la temperatura critica minima (méas de 10°C) se asocia con un
aumento en la actividad de oviposicion tres semanas después; por el contrario, no se ha encontrado
presencia de huevos cuando la temperatura desciende por debajo de 10°C. Ademas, se ha descrito
poca actividad de oviposicion de A.aegypti durante los inviernos secos, mientras que ha sido mayor

durante la temporada de lluvias (Montenegro, 2019).

De acuerdo a un estudio realizado en Colombia por Uribe en el afio 2013, en regiones como
Cordoba se mostro que las variables climéaticas como temperatura del aire y precipitacion, ademas
del estado de la vegetacion, se relacionan significativamente con la aparicién del dengue. Esto pone
en evidencia la intensidad del efecto que ejerce la temperatura local sobre la transmision, siendo la
variabilidad climética esencial sobre la incidencia del virus del dengue y la afectacion de la biologia
del Aedes respecto a capacidad y competencia vectorial, ciclos gonotréficos y frecuencia de
alimentacion. Se ha estimado también que donde hay temperaturas con promedios diarios por
encima de 28°C y temperaturas maximas por encima de 32°C tienden a presentar menor incidencia

de dengue que aquellas ciudades con promedios menores de temperatura diaria (Uribe, 2013).

6.5.3 Demograficos

La alta densidad de poblacién en zonas con mayor nimero de personas hay mas probabilidad de
transmision del virus una vez se haya introducido en la poblacion con la presencia del vector. El
porcentaje de poblacién urbana, una urbanizacion no controlada ni planificada, que genera la
aparicion de grandes cinturones de pobreza, condiciones criticas de hacinamiento, carencia de

servicios basicos, escasez de recursos energéticos y deficiencias en los sistemas de agua y de
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recoleccion de basura. Los neumaticos inservibles sin un destino, y los recipientes plasticos no
biodegradables (que llenan las comunidades y los vertederos a cielo abierto) son criaderos

potenciales del vector.

6.5.4 Sociales

En las Américas, el dengue es principalmente una enfermedad urbana, su transmision esta
relacionada con densidades de poblacion de moderada a alta, una urbanizacion no planificada y
densidades habitacionales muy elevadas. Las casas que tienen puertas y ventanas con tejidos
metalicos inadecuados y que carecen por completo de tejido protector permiten el acceso de los
mosquitos y los desagues bloqueados con la basura favorecen su reproduccion. El agua almacenada
en los hogares durante mas de una semana y el uso de tambores y tanques destapados para

almacenar agua crean focos de proliferacion (Ortega, 2015).

En muchas comunidades los sistemas de abastecimiento de agua corriente individual son escasos
y los surtidores publicos proporcionan agua sélo en forma intermitente en consecuencia, almacenan
el agua potable en barriles, se van extendiendo los focos. Los sistemas inadecuados para la
recoleccion y almacenamiento de desechos solidos y el abandono de objetos voluminosos como
automoviles viejos, facilitan la proliferacion de foco. Los neumaticos y recipientes pequefios en
desuso con capacidad para menos de 50 litros de agua han sido asociados con un mayor riesgo de

transmision del dengue.

6.5.5 Estado socioecondmico

Es otro factor determinante de la transmision del dengue, sin embargo, en cualquier comunidad,
los vecindarios mas ricos o los mas pobres pueden propagar grandes cantidades de foco. Las
mujeres y los nifios pequefios que pasan largos periodos de tiempo en el hogar, con una actividad
minima durante las horas del dia, pueden experimentar exposiciones mas largas a mosquitos
potencialmente infectados que las personas que estan fuera de la casa o activas. Las creencias o
conocimientos de las familias sobre el dengue sus causas y las medidas para prevenirlo y
controlarlo influyen en el nivel de saneamiento del ambiente doméstico y, en ultima instancia,
determinan la disponibilidad de lugares de produccion de larvas en el entorno domiciliar
(Hernéandez, 2007).
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6.6  Diagndstico

El diagnostico y confirmacidn etioldgica de la infeccion por dengue puede ser realizado mediante
ensayos viroldgicos (aislamiento viral, deteccion de material genético) o por medio de pruebas
seroldgicas para la deteccion de anticuerpos tipo IgM.

6.6.1 Aislamiento viral

Uno de los sistemas bioldgicos mas empleados en el aislamiento a pesar de su baja sensibilidad, ha
sido el raton lactante inoculado por via intracerebral. También se han utilizado diferentes sistemas
celulares de mamiferos entre los que se encuentran las lineas celulares: BSC-1, VERO, BHK21,
LLCMK?2. Sin embargo por su complejidad es poco utilizado como método diagndstico de rutina
y se recomienda Unicamente para estudios de investigacion o caracterizacion complementaria a la

vigilancia en salud publica.

En las ultimas décadas se han desarrollado una serie de lineas de mosquitos que han resultado ser
mucho mas sensibles a la infeccidn por el virus que con los sistemas anteriores. Dentro de las méas
utilizadas se encuentran las células AP61, C6\36, TRA-284 y C6\36 HT. La elevada sensibilidad

de estos sistemas, ha permitido alcanzar un alto indice de aislamiento (Girard, 2015).

6.6.2 Deteccién molecular

Durante los primeros 5 dias desde el inicio de sintomas (fase aguda, periodo virémico) es posible
realizar la deteccion del RNA viral a partir de una muestra de suero mediante técnicas moleculares
como la Transcripcidn Reversa seguida de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus
siglas en inglés) convencional o en tiempo real. Un resultado de PCR positivo (en presencia de

controles adecuados) confirma el diagnostico.
6.6.3 Inmunoldgicas

6.6.3.1 Titulacién del virus del dengue y neutralizacién por reduccion del nimero de placas.

Entre los métodos de identificacion del dengue, la técnica de neutralizacion por reduccion del
namero de placas ha sido ampliamente utilizada por su elevada especificidad. Para esta prueba los
virus pueden ser aislados en cualquier sistema aungue en ocasiones es necesario realizar un pase
por una linea de células de mamifero permisiva como son las células LLCMK2, Vero y las de
mosquito. La utilizacién de las células BHK21 en la técnica de placas (por micrométodo) ha
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brindado resultados satisfactorios y rapidos. La misma es (til, no solo para la identificacion, sino

también para la deteccion de anticuerpos contra virus dengue (OPS/OMS, 2009).

6.6.3.2 Hemaglutinacion e inhibicién de la hemaglutinacion

La hemaglutinacién (HA) es la union de los eritrocitos producida por el virus o por alguna
estructura del mismo. El resultado visible de la HA viral es un patrén formado en el fondo del
pozuelo por los eritrocitos unidos por la hemaglutinina viral. En la hemaglutinacion directa el virus
actua directamente sobre las células y esta propiedad puede ser inhibida por anticuerpos especificos
al virus. En el caso de los arbovirus la propia particula viral es la hemaglutinina no existiendo
enzima destructora del receptor como en los orthomyxovirus. Los anticuerpos obtenidos contra los
diferentes arbovirus poseen una amplia reactividad de grupo por lo que la prueba de inhibicién de

la hemaglutinacién (IH) se utiliza para clasificar los mismos en grupos antigénicos.

6.6.3.3 ELISA

Los anticuerpos IgM en suero se pueden detectar en los pacientes con dengue como muy pronto a
los 3-5 dias del inicio de la fiebre y, en general, persisten durante 30-90 dias, aunque pueden
permanecer niveles detectables de anticuerpos hasta ocho meses después de la infeccién. Un
resultado positivo de IgM mediante la técnica de ELISA (MAC-ELISA o cualquier otro
inmunoensayo) en una muestra tomada después del quinto dia de inicio de sintomas, es presuntiva

de infeccidn reciente por dengue.

Un suero unico en fase aguda es considerado presuntivo, por lo que se recomienda la toma de una
segunda muestra entre una y dos semanas después de la primera muestra para demostrar
seroconversion (negativo a positivo) o incremento hasta cuatro veces el titulo de anticuerpos (con
un ensayo cuantitativo). La reactividad cruzada con otros flavivirus (principalmente en infecciones
secundarias) debe ser considerada en areas donde la co-circulacion con otros flavivirus (Zika, fiebre
amarilla, etc.) esta documentada y existe probabilidad que la poblacion haya sido previamente
infectada (Hidalgo, 2017).
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6.7  Sistemas de vigilancia

6.7.1 Vigilancia entomoldgica

La vigilancia entomolégica se emplea para determinar los cambios en la distribucién geogréfica
del vector, para obtener mediciones relativas de la poblacion de vectores a lo largo del tiempo y
para facilitar las decisiones apropiadas y oportunas en lo referente a intervenciones. Los sistemas
de vigilancia para prevenir epidemias de Dengue se han apoyado en los indices larvarios, obtenidos
a partir de la inspeccion de contenedores con agua existentes dentro y alrededor de los sitios

inspeccionados (Sanchez, 2013).

Tanto en zonas endémicas como en aquellas que presentan brotes, las estrategias de vigilancia
entomoldgica permiten conocer la dindmica de los vectores en el area. Cuenta con un conjunto de
acciones orientadas al registro sistematico de informacion técnica/operativa sobre la distribucion
del Aedes aegypti para la prevencién del Dengue, Chikungunya y Zika, permitiendo mejorar la
recoleccion de datos de manera estandarizada, y asi se tengan un mejor conocimiento y
caracterizacion de la enfermedad, lo que fortalece sus decisiones en materia de prevencion y control

tanto del mosquito que la transmite como de la propia enfermedad.

6.7.2 Vigilancia entomovirologica molecular

Se realiza un analisis a través de técnicas moleculares con el fin de proveer informacion sobre los
serotipos del dengue circulantes y detectar oportunamente la introduccion de nuevos serotipos en

un area.

6.7.2.1 Recoleccidén de mosquitos

Los mosquitos adultos se colectan por un aspirador entomolégico (Casas et al., 2013); la aplicacion
de una metodologia sistematica tanto en el proceso de captura del mosquito como en el de empaque
y remision de los especimenes que se han de identificar en el laboratorio de entomologia, el cual
permite no solo que el material llegue al laboratorio en buenas condiciones sino también que se
pueda realizar la identificacion objetiva y precisa acorde con las caracteristicas morfoldgicas que
presenta cada uno de los ejemplares.

Para ello realizan la basqueda activa de ejemplares en cada lugar de muestreo, se colectan con un

aspirador entomoldgico y se almacenan en criotubos conteniendo solucién estabilizadora para que
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este no sea degradado por enzimas ribonucleasas, y luego ser transportados en cadena fria hasta el
Laboratorio de Entomologia del CNDR y almacenarlos a -70°C hasta su procesamiento. Posterior
a la colecta una vez recibidos en el laboratorio de Entomologia, los mosquitos seran identificados,
y seleccionados segun especie de Aedes aegypti y continlan siendo conservados en criotubos

manteniendo la cadena de frio.

6.7.2.2 Obtencién del clarificado

Para extraer las particulas virales que estan dentro del mosquito, se procede a homogenizar cada
mosquito colectado y obtener el sobrenadante donde se encuentran las particulas virales (Sanchez,
2013). Cada grupo de mosquitos se homogeniza en el medio MEM suplementado (medio esencial
minimo complementado) con 1% de amino &cidos no esenciales, 1% de L-glutamina, 1% de
vitaminas y 6% suero fetal bovino que funcionan como crio preservador, y se almacenan a -70°C

para su posterior procesamiento (Hidalgo, 2010).

6.7.2.3 Extraccion

Una vez que se tiene el clarificado de los mosquitos, el ARN se extrae utilizando el kit comercial

(Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. (Ver anexos Fig. 9)

6.7.2.4 Técnica de RT-PCR tiempo real

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la deteccién en un mismo
paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad
de fluorescencia. Es el método mas sensible para detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Aun
teniendo una cantidad muy pequefia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad,

especificidad y eficiencia (Ibarra, 2013).

La retrotranscripcién (reaccion RT) es un proceso por el que una hebra de RNA se retrotranscribe
en una cadena complementaria, que llamamos cDNA. Para ello se necesita un enzima
retrotranscriptasa. El programa de amplificacion debe hacer una transcripcion inversa a 50 °C
durante 15 minutos, una desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos y a 94 °C durante 2 minutos.
La amplificacion se hace en 30 ciclos con las siguientes temperaturas: desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 segundos; alineamiento a 55 °C durante 30 segundos, extension a 72 °C durante 30

segundos, y una extensiéon final a 72 °C durante 5 minutos (Olano et al., 2017).
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La deteccion viral se lleva a cabo mediante la técnica RT-PCR, que utiliza iniciadores que tienen

como blanco una region NS3 del virus.

6.8  Control y Prevencion

El realizar vigilancia entomoldgica, intensifica las acciones de control vectorial teniendo en cuenta
la guia de gestidn para la vigilancia entomolodgica y control de la transmisién del dengue e informar
a la comunidad riesgos y medidas de prevencion de la enfermedad por lo que la OMS promueve
un enfoque estratégico conocido como control integrado de vectores con el fin que se interrumpa
el contacto entre estos y los seres humanos; las actividades para controlar la transmision deben
centrarse en los mosquitos Aedes aegypti ( u otros vectores, siempre que haya prueba de que
transmiten el dengue) en estadios inmaduros huevo, larva y pupa y en la etapa adulta en el interior

de las viviendas y espacios adyacentes (OMS, 2015).

Los programas de control y prevencion del virus del dengue se implementan en los distintos paises
del mundo con el fin de reducir o eliminar los casos de dengue; por ello la OMS promueve distintos
proyectos utilizando metodos para el control vectorial, uso seguro de insecticidas y la proteccion
de personas; la principal medida de control es la eliminacion de sus posibles criaderos y la
aplicacion de larvicidas a lugares donde haya aguas estancadas. La fumigacion de insecticidas para
mosquitos adultos durante las epidemias urbanas es otra opcion, pero poco recomendable, porque
genera resistencias. Se recomienda eliminar sitios donde se acumula agua como tanques de agua,
neumaticos, entre otros. Asi como fumigacion de las casas, sitios de trabajo y de estudio, hay que
destacar que el pilar fundamental de la campafia de control es la eliminacién de los criaderos de
Aedes (Anquez, 2016).

Una de las propuestas, para lograr el control del dengue es el sistema de vigilancia entomoldgica
al no existir tratamiento o vacuna disponible, la Unica via de evitar la enfermedad es el combate
con el vector; es por ello las autoridades de atencion primaria deben promocionar camparias de
limpiezas permanentes en los hogares, cauces y areas verdes involucrando a todos los sectores

sociales, empresas y red comunitaria (Alvarez, 2007).

7. Disefio metodologico

7.1  Tipo de estudio

Se realizd un estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal.
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7.2 Areade estudio

El estudio se realiz6 en los 19 SILAIS de Nicaragua (Nueva Segovia, Madriz, Chinandega,
Jinotega, Ledn, Granada, Masaya, Managua, Carazo, Rivas, Esteli, Matagalpa, Chontales, Boaco,
Zelaya Central, Las Minas, Bilwi, Region Atlantico Costa Caribe Sur, Rio San Juan.)

7.3 Universo
El universo estuvo conformado por 7,005 muestras de ARN de mosquitos Aedes aegypti

procesados de los 19 SILAIS de Nicaragua equivalente a 358 pools.

7.4 Muestra
La muestra del estudio consiste en ARN purificado de mosquitos Aedes aegypti.

253 muestras de ARN de mosquitos Aedes aegypti positivos para el virus del dengue procesados

de los 19 SILAIS de Nicaragua equivalente a 22 pools.

Tipo de muestreo

El muestreo es, no probabilistico por conveniencia, segun los criterios de inclusién y exclusion:
Criterios de inclusién

1- Muestras de ARN correspondiente al periodo de estudio (2019-2020)
2- Muestras de ARN que presenten ficha epidemioldgica completa en base de datos

entomovirologica.
Criterios de exclusién:

1- Muestras de ARN con resultados indeterminado para DENV (fuera del rango +Ct)

2- Muestras de ARN que no estén conservadas en ultra baja temperatura (-70 a -126 °C).
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7.5  Operacionalizacion de las variables

Variables Subvariable Indicadores Valores Criterio Instrumento
DENV-1 Segun Kit CDC Positivo Control
Serotipos DENV-2 Ct: 30-38 (NTC) Si el Multiplex
DENV-3 Ct=0 para D1, RT-PCR
DENV-4 D2,D3,D4,y
Negativo Ct <40 para el
Ct: <29 control
interno, el
control es
valido.
SILAIS:
CHI
Frecuencia | NS -
de Serotipos | MA Enero-Diciembre
MY 2019
GR Enero-Octubre 2020 Resultados de
y LE serotipaje
MGA
RI Si-No
Tasaminima | CA # de pool positivos Zonas sin
de infeccion | ES MIR %= (1000) | infestacion (0-
Il total de hembras analizadas 05)
MT Infestacién
CHO baja (0.6-2.5)
BO Infestacién
ZE media (2.6-4.5)
LMI Infestacién alta
BW (4.6-100)
RACCS
RSJ
Total de
ARN del serotipos
A. aegypti DENV-1 detectados Ficha de
Serotipos DENV-2 Afio 2019-2020 recoleccion de
reportados DENV-3 datos
DENV-4 -
Total de
Paciente serotipos
reportados

Afio 2019-2020
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7.6 Métodos, técnicas e instrumentos para la recoleccion de informacion

Tipificacion del virus del Dengue

Se seleccion6 de la ADNoteca el RNA total extraido de los mosquitos positivos, procedimiento
realizado por el CNDR haciendo uso del kit Qiagen® para su extraccion (ver anexos Figura 8), a
partir de ello procedimos a realizar la tipificacion mediante una PCR multiplex utilizando el Kit de
amplificacion del CDC disefiado para detectar serotipos DENV en mosquitos, el cual estd en
proceso de certificacion en cuatro paises (México, Brasil, Argentina y Nicaragua); para cada
serotipo del virus se usaron sondas marcadas con diferentes fluoréforos (sonda D1, D2, D3, D4)
haciendo posible la deteccion asi como la tipificacion simultanea del virus del dengue presente en
la muestra. El procedimiento a detalle es omitido por disposicion del Ministerio de Salud (MINSA)

se adjunta carta de justificacion técnica ver en anexos.

Reactivos utilizados para la reaccion

Agua libre de nucleasas
2X PCR Master Mix

Oligonucledtido iniciador D1-F

Oligonucleotido iniciador D1-R

Oligonucle6tido iniciador D2-F

Oligonucledtido iniciador D2-R

Oligonucleotido iniciador D3-F

Oligonucledtido iniciador D3-R

Oligonucleotido iniciador D4-F

Oligonucleotido iniciador D4-R
Sondas (DENV-1-4)
Tagq Mix

Equipo

Instrumento de RT-PCR en tiempo real 7500 Fast Dx de Applied Biosystems
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Procedimiento

Se inici6 en el cuarto blanco con la preparacion de la Master Mix, agregando cada uno de los
reactivos correspondientes para la amplificacion luego se preparo la placa a utilizar donde se agregd
la misma cantidad a cada uno de los pocillos, una vez preparada se procedi6 a pasar al cuarto gris
donde se colocé el ARN extraido de las muestras positivas y los controles correspondientes, luego
se paso al cuarto negro donde se preparé el equipo y se introdujo los datos en la plantilla para la
amplificacion, colocandose la placa dentro del termociclador para iniciar el proceso, obteniendo el

resultado en 120 min, para finalizar se realiza un analisis de los resultados.
Una vez obtenido los resultados se calculd la tasa minima de infeccion correspondiente al afio
2019-2020 de acuerdo a lo establecido por (Ritchie, 2004) mediante la siguiente férmula:

MIR %= de pool positivos (1000)

total de hembras analizadas

En cuanto a la informacion de los serotipos reportados en pacientes se obtuvo de la base
epidemioldgica de datos del MINSA correspondiente del afio 2019 al 2020 a traves de una ficha de
recoleccion de datos (anexos). De la cual se elaboré una base de datos secundaria en base al

objetivo planteado, para dar salida a la variable en estudio

7.7 Aspectos éticos

Mediante el consentimiento del Ministerio de Salud (MINSA) se accedid a las muestras para su
procesamiento en el laboratorio de biologia molecular del area de Entomologia, los datos obtenidos
seran utilizados solo con fines académicos sin conflictos de intereses, siguiendo asi las

instrucciones que el CNDR oriente.

7.8  Limitaciones del estudio
1- Al ser un estudio que usa una muestra del Banco de ADNoteca, estas escapan de la

observacion directa del grupo.

2- Por el uso de muestras y controles en proceso de certificacién se omiten procedimientos

(secuencias) por disposicién del Ministerio de Salud (MINSA).
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7.9  Plan de tabulacion y analisis
Se diseiié una base de datos en Microsoft Excel 2010, para la ejecucién de tablas simples, y

graficos, para la elaboracion de los mapas dinamicos se utilizé el programa Pixel Map Generator
y Genially map, el programa Microsoft Word 2010 para la redaccién del documento e informe final
y el programa Microsoft PowerPoint en efectos de las diapositivas para la elaboracion de la

presentacion en la defensa del documento.
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8. Analisis y discusion de los resultados

Figura 1. Serotipos del virus del Dengue detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti
mediante RT-PCR de los SILAIS de Nicaragua durante el periodo 2019-2020.
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La figura nimero 1 refleja los resultados del 2019-2020 obtenidos de la tipificacion del virus del
Dengue en ARN de mosquitos Aedes aegypti mediante la técnica de PCR Multiplex en tiempo real
donde el 100% (253 mosquitos hembras, 22 pools) de las muestras analizadas resultaron ser
DENV-2, siendo el 71.2% (180 mosquitos hembras, 15 pools) de mosquitos positivos
correspondientes al afio 2019 y el 28.8% (73 mosquitos hembras, 7 pools) pertenecen al afio 2020,
resultados similares se encontraron en el estudio de Sanchez en la ciudad de Cancun, México en el
afio 2013 acerca de Identificacion y serotipificacion del virus dengue en poblaciones domésticas
de Ae. aegypti (Sanchez, 2013) amplificando Unicamente DENV-2 en 6 de 419 (1.4%) hembras
Ae. aegypti colectadas en las localidades de estudio, pese a que en México circulan los cuatro

serotipos, solo una baja poblacién amplifico para uno de estos Serotipos.

En un estudio realizado en Colombia sobre la dinamica poblacional y busqueda de infeccion natural
con virus dengue en poblaciones de Aedes aegypti en el municipio de Sincelejo en el afio 2015 se
examino un total de 1,432 (541 pooles) mosquitos Ae. aegypti, donde se detectd que circulan los
cuatros serotipos del virus del Dengue y evidenciaron que los méas frecuentes fueron DENV-3
(63%) y DENV-2 (31%), (Manjarrez, 2015), en Mesoamérica la OMS ha registrado que el serotipo
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mas frecuente en estos paises es el DENV-2 (segun datos epidemioldgicos de OMS, 2019), de igual
forma ha reportado que en Nicaragua tiene cuatro afios de estar circulando el DENV-2 en pacientes.
Los resultados obtenidos por el grupo colombiano y los datos reportados por OMS validan el
hallazgo encontrado por nuestro estudio donde el DENV-2 fue detectado en el ARN de mosquitos
Ae. aegypti colectados en la Vigilancia Entomoviroldgica y amplificados por esta técnica

molecular.
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Figura 2. Frecuencia de los serotipos del DENV circulantes en mosquitos Aedes aegypti en los
SILAIS durante el afio 2019.
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Durante el afio 2019 los datos obtenidos de la tipificacion del virus del Dengue en ARN de
mosquitos Aedes aegypti positivos mediante la técnica de RT-PCR fueron los siguientes: SILAIS
Las Minas (3 mosg./1 pool), Zelaya Central (2 mosq./1 pool), Nueva Segovia (40 mosg./3 pools),
Madriz (35 mosq./3 pools), y Managua con los Distritos VI (80 mosg./5 pools) —VII (20 mosq./2
pools), siendo un total de 15 pools en los que predominé el serotipo DENV-2; con esto se puede
observar que no esta focalizado en una zona, y que se encuentra distribuido en la mayor parte del

territorio.

Por las caracteristicas del vector podemaos inferir que el mosquito prefiere la urbanizacion rapida y
desorganizada, asi como la expansion de barrios, que ofrecen los materiales de desecho y los
recipientes ideales para que el mosquito transmisor desarrolle su ciclo bioldgico. La ineficiente
recoleccion de envases no biodegradables e inadecuado suministro de agua; malas condiciones de

acueductos y alcantarillados determinan la permanencia del vector en un area determinada.

El desafio que enfrenta el sector salud a través de los programas de control de dengue se ve influido

parcialmente por la limitada participacion comunitaria en la prevencion y control, las estrategias
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para lograr el cambio en el ambito domeéstico y comunitario incluyen la sensibilizacion de la
poblacién que persigue un cambio de conducta y fomentar los buenos habitos de higiene en el
hogar pero estos en ocasiones resultan insuficientes sin un abastecimiento de agua permanente y la

eliminacién de desechos periddicos y continuos que puedan servir de criaderos para el vector.

Hallazgos similares presentd Cardenas en el afio 2015 en una investigacion realizada en Ecuador
sobre la Prevalencia y Serotipificacion del virus del dengue en Aedes aegypti mediante RT-PCR,
donde evalud la distribucion de los serotipos del DENV en el pais, identificando su circulacion en
Santo Domingo, ciudad con un acelerado proceso de urbanizacion desorganizada, detectando a
partir de 49 muestras, 12 mosquitos positivos, tres serotipos DENV-1 (1), DENV-3 (1), y DENV-
2 (10), al igual que en nuestro estudio el serotipo DENV-2 ha sido el que méas predomind en el
tiempo, con una amplia distribucion favorecido por las condiciones sociodemograficas, climaticas
y de vegetacion que han condicionado el desarrollo y supervivencia del Aedes aegypti en el

territorio.
Tabla 1:

MIR= Tasa de infeccion minima por cada 1000 mosquitos procesados en el afio 2019

Ao | #totalde | # total de # #Pools | MIR% | Pardmetro

mosquitos | mosquitos | Pools | positivos (indice de

positivos infestacion)

2019 5002 180 193 15 2.998 % | Infestacion
Media

Se calcul6 la tasa minima de infeccion del afio 2019, tomando en cuenta los siguientes parametros
asi zonas sin infestacion (0-0.5) infestacion baja (0.6-2.5), infestacion media (2.6-4.5) y alta (4.6-
100) de acuerdo con lo establecido por Ritchie (2004). Las tasas de infeccion fueron calculadas

mediante la siguiente férmula:
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MIR %= de pool positivos (1000)

total de hembras analizadas

Obteniendo una tasa general de 2,9/1000 mosquitos procesados, 1o que representd una tasa de
infestacion media, lo cual no es sorprendente si se considera la epidemia que se registro en el pais
durante este periodo; y que coinciden con estudios realizados en Australia por Ritchie y
colaboradores (Ritchie et al., 2004), donde se mostr6 que mas de dos hembras gravidas de Ae.
aegypti indican una zona de infestacion media y que a su vez se asociaban con el riesgo de aparicion
de casos de dengue vy sus serotipos. El hecho de encontrar un mosquito positivo, hace posible que
se identifique las areas con mayor riesgo y se puedan concentrar los esfuerzos en dicha area, siendo
la tasa de infeccidn util para estimar la prevalencia de dengue y sus serotipos en una poblacion de
mosquitos, gque se relaciona proporcionalmente con su capacidad de competencia vectorial, entre
los factores relacionados con el vector, la competencia vectorial es considerada de gran
importancia, pues se refiere a la capacidad intrinseca del vector para infectarse con el virus, permitir

su replicacion y posteriormente su transmision a un huésped susceptible.

Entre mas alta sea la tasa de infeccion precede un aumento en la transmisién, ya que mayor es el
nivel de capacidad que este tiene de infectarse y transmitir la enfermedad, de esta forma lo posibilita
como un indicador que permite orientar a las autoridades de salud para ejercer acciones de control
que conduzcan a reducir el impacto de la enfermedad (Gil, 2010). Hallazgos similares presentd
Gunther en su estudio realizado en las regiones de Tuxtepec y Juchitdn en México 2008 sobre
Deteccidn y tipificacion del virus del dengue en el vector Aedes aegypti (Ginther, 2008) en el cual
encontré DENV-4 en 40 Mosquitos, DENV-3 en 20 y DENV-2 en 20 de los 860 especimenes
adultos Ae. aegypti hembras provenientes de diferentes localidades, con una tasa de infeccion
general de 4,9/1000 (tasa de infestacion alta) de acuerdo a lo establecido por Ritchie, lo cual

confirmo la endemicidad en la region, presentando similitud con lo realizado en nuestro estudio.

33



Figura 3. Frecuencia de los serotipos del DENV circulantes en mosquitos Aedes aegypti en los
SILAIS durante el 2020.
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En el afio 2020 fueron positivos los SILAIS: Nueva Segovia (20 mosquitos hembras, 2 pools
positivo), y los Distritos IV (38 mosquitos hembras, 3 pools), y VII (15 mosquitos hembras, 2
pools positivos) de la ciudad de Managua observandose Unicamente la circulacién del serotipo
DENV-2; datos similares encontré Solis en el afio 2010 en su investigacion sobre la Correlacion
cuantitativa de mosquitos positivos a dengue en relacion con la poblacion que desarrolla
enfermedad en Colima; a partir de 50 muestras que procesaron por RT-PCR, solo cinco resultaron
positivas, siendo estas serotipo DENV-1, en ambos estudios se evidencia la presencia de un solo
serotipo y la importancia de mantener una vigilancia activa por la posible entrada de un serotipo

diferente.

El crecimiento poblacional y la urbanizacion sin planeacion, resultan en el hacinamiento de
comunidades que viven en centros urbanos con viviendas deficientes e inadecuados sistemas de
proporcién de agua y manejo de residuos. Si a estos factores le sumamos el incremento en la
migracion de individuos a areas endémicas del mosquito vector, y la amplia actividad econémica,
es claro entender la razén por la cual ha sido recurrente en salir positivo el distrito V11 de la ciudad

de Managua en ambos periodos del estudio; y que concuerda con lo descrito en un estudio realizado
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por Alfaro en el afio 2015 sobre la Caracterizacion epidemioldgica de la epidemia de dengue en los

distritos de Managua.

Tabla 2:

MIR= Tasa de infeccion minima por cada 1000 mosquitos procesados en el afio 2020

Afio | #totalde | # total de # #Pools | MIR% | Pardmetro

mosquitos | mosquitos | Pools | positivos (indice de

positivos infestacion)

2020 2003 73 165 7 34 % Infestacion
Media

La tasa de infeccion general durante el 2020 fue de 3,4/1000 lo que representa una tasa de
infestacion media. Resultados similares encontré Sanchez en el afio 2013 en una investigacion
sobre la Identificacion y serotipificacion del virus dengue, densidades y tasa de infecciéon de
poblaciones domésticas de Ae. aegypti en Cancln, México; sus resultados revelaron Gnicamente la
presencia del serotipo DENV-2, con una tasa de infeccion general del 1.4% (tasa infestacion baja),
es probable que la diferencia en los valores de la tasa minima de infeccion en ambos estudios se

deba a las condiciones eco-epidemioldgicas propias de cada localidad.

La disminucion en el nimero de SILAIS positivos se debe a las intervenciones de vigilancia
entomovirologica activa realizada por el Ministerio de Salud desde el afio 2019, logrando emplear
la répida aplicacion de medidas anticipadas de control del vector, identificando y eliminando las
areas fisicas vulnerables que puedan servir para la reproduccién del mosquito, contribuyendo asi

en la interrupcion de la transmision y evitando futuras epidemias.
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Figura 4. Comparacion de los serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti con

datos epidemioldgicos de pacientes reportados por los SILAIS en estudio en el afio 2019.
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Nicaragua en el afio 2019 se enfrentd a un nuevo brote de Dengue, reportandose alrededor de 5,124
casos con la presencia Unicamente del serotipo DENV-2 y lo ubicé como el tercer pais de mayor
tasa de incidencia de Dengue en la Region de las Américas (OMS, 2019) resultados que coinciden
al compararlos con los del vector (Ver datos de pacientes tabla 3 en anexos). Cabe mencionar que
en el 2018 el Centro Nacional de diagndstico y Referencia estandariza la técnica de deteccion del
virus del dengue y otras arbovirosis en mosquitos colectados de los 19 SILAIS convirtiéndose asi
en una estrategia que favoreceria las intervenciones y puesta en marcha de estrategias de control y
prevencion efectivas para limitar la permanente transmision viral, en este mismo afio comienzan
las capacitaciones del personal en los SILAIS para la colecta de los mosquitos en campo, iniciando

asi en conjunto la vigilancia entomoviroldgica en el afio 2019.

Manjarrez y Mercado en el 2015 en un estudio realizado en Colombia sobre la dinamica
poblacional y busqueda de infeccidn natural con virus del dengue en poblaciones de Aedes aegypti
en el municipio de Sincelejo describen que sus resultados de serotipificacion concuerdan con los
reportados con las autoridades, donde circulaban los cuatro serotipos con mayor frecuencia el

DENV-2, presentando caracteristicas similares con lo expuesto en nuestro estudio.
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Figura 5. Comparacion de los serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti con

datos epidemioldgicos de pacientes reportados por los SILAIS en estudio en el afio 2020.
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Durante el periodo 2020, se reportaron en pacientes 352 casos de dengue en los que se observo
unicamente el serotipo DENV-2 y que coincide con el detectado en los mosquitos. En este periodo
se pudo observar una reduccién marcada de los casos de dengue reportados en pacientes, debido a
que ya existe una vigilancia entomovirolégica instaurada de mosquitos colectados en campo de los
19 SILAIS en apoyo para la adopcion de decisiones en el control vectorial, evitando una epidemia

como la originada en el afio 2019.

En el estudio realizado por Coba en el afio 2015 en Ecuador sobre la Prevalencia y Serotipificacion
del virus del dengue mediante RT-PCR en Aedes aegypti realiz6 una comparacion de los resultados
obtenidos en el vector con los reportados en las semanas epidemiolégicas en los pacientes,
predominando en ambos el serotipo DENV-2, similares resultados fueron obtenidos en nuestro
estudio al comparar los datos de Dengue encontrados en pacientes con los del vector donde el

serotipo DENV-2 fue el Gnico detectado.
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Cabe sefialar que dentro de los lineamientos que tiene el SILAIS para escoger los sitios de colecta
del vector establecidos antes de iniciar la vigilancia entomoviroldgica estan que al momento de la
eleccion del sitio de colecta las zonas no deben presentar casos de dengue y que por el interés de
salud publica y econdmico se eligen las cabeceras departamentales, el 5% total de las manzanas de
los sitios de eleccion seran seleccionadas aleatoriamente siguiendo los requisitos anteriores, cuatro
viviendas por manzana (Mz), correspondiendo una casa por cada cara de la manzana electa, una
vez seleccionada la vivienda y la manzana esta sera la misma todos los meses y afios a menos que

esta vivienda pida la baja del estudio entonces se cambia la casa pero no la manzana.

Aunqgue no se identificd la cocirculacién de uno o mas serotipos distintos al DENV-2 el cual se
mantiene circulando Unicamente desde hace cuatro afios, se conoce que en paises como Honduras
y Costa Rica se ha documentado previamente en humanos la deteccion del serotipo DENV-1 en el
afio 2019, por lo que no se excluye esta posibilidad de la introduccion en un futuro de las
localidades evaluadas sobre todo de las zonas fronterizas de nuestro pais en donde se mantiene adn

mas una vigilancia activa.

Los resultados aqui reportados logran evidenciar que la vigilancia entomoviroldgica mediante
técnicas moleculares constituye una poderosa herramienta para la prevencion y el control, por
funcionar como un medio para la deteccién temprana de brotes de Dengue, puesto que la vigilancia
tradicional del virus es solo clinica, es decir, en base a casos o pacientes que llegan a los hospitales,
y muchas veces este sistema falla, pues solo se presentan sintomas muy ligeros, la vigilancia
viroldgica en mosquitos colectados en campo ha sido sugerida como un sistema de monitoreo muy
sensible de alerta temprana para las epidemias de Dengue en areas endémicas y para la deteccién

de serotipos circulantes y recién introducidos.
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9. Conclusiones

1. Se logro detectar Unicamente el Serotipo DENV-2 en 253 muestras de ARN de mosquitos
colectados en los 19 SILAIS durante el periodo 2019-2020, mediante la técnica molecular
Multiplex RT-PCR que identifica los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV-1, DENV-2,
DENV-3, DENV-4) en una misma reaccion; siendo el serotipo DENV-2 el mas asociado a Dengue

grave.

2. Se encontr6 que la frecuencia del DENV-2 detectadas en el ARN de mosquitos colectados
durante el afio 2019 fue mayor que la del ARN de mosquitos del 2020, esta reduccion en la
frecuencia es debido a las intervenciones que el Ministerio de salud realiza como parte de la lucha
antiepidémica a través del Manejo Integrado de Vectores (MIV), una vez establecida la Vigilancia
Entomovirolégica en el pais. En el 2019 se observo una amplia distribucién del serotipo DENV-2
en cinco SILAIS, Nueva Segovia, Madriz, Las Minas, Zelaya Central y Managua, a diferencia del
2020 en la que solo dos SILAIS; Managua y Nueva Segovia, presentaron este serotipo, al evaluar
el indice de infestacidn en los afos de estudio se obtuvo que en afio 2019 el MIR (Tasa minima de
infeccion) fue de 2,9 %y la del 2020 fue de 3.4%, ubicando a los vectores en el indice de infestacidn

media, demostrando la competencia vectorial de los mosquitos.

3. Al comparar entre el serotipo DENV-2 encontrado en el mosquito Aedes aegypti con el serotipo
DENV-2 de los pacientes reportados en los datos epidemioldgicos durante los afios 2019-2020 se
observo que existe relacion en ambos, por lo que la vigilancia Entomoviroldgica se convierte en
una herramienta esencial para la deteccion precoz de casos de Dengue y sus serotipos, manteniendo
una vigilancia activa por la posible introduccién de un serotipo diferente, de modo que se puedan
tomar acciones anticipadas ante un brote de Dengue grave para reducir el impacto de enfermedad.

39



10. Recomendaciones

A los SILAIS

Continuar informando sobre el proceso de capacitacion a nivel regional en manejo
entomovirolégico de dengue y otras arbovirosis, asi como planificar el proceso nacional y
subnacional de capacitacién conjunta con manejo integrado de vectores y comunicacion
social.

Fortalecer mediante capacitaciones continuas el personal en la recoleccion y preservacion
de las muestras para la colecta de mosquitos en campo.

Promocionar campanas de limpiezas permanentes en los hogares, cauces y areas verdes

involucrando a todos los sectores sociales, empresas y red comunitaria.

Al Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR)

Realizar capacitaciones o actualizaciones y monitoreo de las mismas en conjunto con las
Universidades del pais con el fin dar continuidad a las actividades relacionadas con la
vigilancia y control entomovirolégico del Dengue, al cumplir los lineamentos
intensificando acciones de control vectorial.

Continuar con la realizacion de este tipo de estudios Entomoviroldgicos del Dengue con el
fin de brindar informacion actualizada, del comportamiento, la dinamica de los Serotipos
de la enfermedad y sus riesgos.

A la UNAN- MANAGUA
Realizar estudios basados en este &mbito con el fin de evaluar la eficacia de las mismas y
su influencia dentro de la poblacion fortaleciendo asi medidas de prevencion al promover

practicas tanto individuales como comunitarias.
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Tema de investigacion: Dinamica de los serotipos del virus del Dengue detectados en el mosquito
Aedes aegypti colectados para la vigilancia entomovirolégica molecular de los SILAIS de

Nicaragua durante el periodo del afio 2019-2020.

Objetivo: La siguiente ficha tiene la finalidad de recolectar la informacion para Detectar los
serotipos del Virus del Dengue, determinar la frecuencia de los serotipos encontrados en mosquitos
Aedes aegypti y compararlos con los serotipos reportados en pacientes durante el periodo 2019-
2020

1- Datos de colecta
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2- Resultados
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3- Resultados reportados en pacientes por afio
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| Sudeste Asidtico, China, Este de Africa

I Tailandia

n Cepas Selvaticas aisladas en Malasia

v Islas del oeste del Pacifico y Australia

v América, Oeste de Africa y algunas Asidticas
Americano América Lating, Caribe, India e islas del Pacifico
Asidtico | Malasia y Tailandia
Asidtico 2 Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas

Americano/Asidtico Tallandia, Vietnam, América
Cosmopolita Amplia distribucion

| Indonesia, Malasia, Caribe, India e Islas del Pacifico

I Tailandia, Vietnam, Bangladesh

I Sri Lanka, Africa, India, Samoa

v Puerto Rico, América central, América Latina, Tahiti
| Tailandia, Sri Lanki, Filipinas, Japon

1l Indonesia, Malasia, Tahiti, Caribe, América

n Tailandia

v Selvdticas

Figura 6: Clasificacién de los serotipos del virus del dengue
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Figura 7: Fisiopatologia



Clasificacién modificada de la gravedad del dengue, OPS/OMS

Dengue sin de

Persona que vive o ha
vigjado en los difimos
14 dios a zonas con
transmisién de dengue
presento fiebre
avituaimente de 2 a 7
dias de evolucién y 2
o mds de los siguientes
manifestaciones:

Nauseas / vémitcs
Exantema

Celfalea / dolor
refrooroitario

Miclgia / o'irolgio
Petequios o pruepa de!
fomiguete {+)
Lleucopenia

También pueds
considerarse coso todo
nifo proveniente o
residente en zona con
fransmisidn de dengue,
con cuadro febril agudo,
usuamente ente 2a /7
dias y sin foco aparente.

N IS

Tedo caso de dengue que
cerco de y preferentemente
a la coido de la fisbre
presenta uno o mds de los
siguientes signos:

1. Dolor abdominal
intense o dolor a
lo palpacién del
abdomen
. Vomitos persistentes
Acumulacién de
liquidos ascitis, derrame
pleural, derrame
pericardico)
Sangrado de mucosas
letargo / irritabilided
Hipotension postural
(lipotimia)
Hepatomegelic >2 em
Aumento progresivo del
hematocrito

W

QN Orbng

Tode caso de dengue que
liene una o mas de los

- . -1 .
siguientes manifestaciones:

1. Chogue o dificultad
respiratoria debido o
extravasacion grave
de plasma. Chogue
evidenciodo por: pulso
débil o indeteciable,
taquicardia,
extremidades frios y
llenado copilor >2

undos, presion de
iso <20 mmHg:
ipotensidn en fose
tardia.

2. Sangrado grave:

0n lo evaluacion
del médico tratante
(ejemplo: hematemesis,
melena, metrorragia
voluminosa, sangrado
del sistemo nervioso
central (SNC])

3. Compromiso grave
de érganos, como
dofio nepdtico (AST
o ALT 21000 Ul),
SNC (clterocién de
conciencial, corazdn
[miocarditis} u otros
organos

V

Requieren observacion estricia e intervencion
médico inmediato

Figura 8: Clasificacion del Virus del Dengue




Procedure QlAamp® Viral RNA:

1- Pipet 880 Wl of prepared Buffer AVL containing carrier RNA into 8 1.5 mil microcentrifuge tube. If the
sample volume is larger than 140 i, increase the amount of Buffer AVL-carrier RNA proportionally .

2- Add 140 pl of the sample to the Buffer AVL-carrier RNA in the microcentrifuge tube. Mix by pulse-
vortexing for 15 5.

3 Incubate at room temperature (15-28°C) for 10 min. Viral partice lysis is complete after lysis for 10
min at reom temperature. Longer incubation times have no effect on the yiel or quality of the purified
RMA. Potentially infectious agents and RNases are inactivated in Buffer AVL.

4- Briefly centrifuge the tube to remove drops from the inside of the iid.

5 Add 580 pl of ethanol (36-100%) to the sample, and mix by pulse-vortexing for 15 5. After mixing,
briefly centrifuge the tube to remove drops from inside the lid. Only ethanol should be used since
other alcohols may result in reduced RNA yisld and purity.

6 Carefully apply 30 pl of the solution from step & to the CQlAamp Mini column {in a 2 mi collection
tube) without wetting the rim. Close the cap, and centrifuge (2000 rpm) for 1 min. Place the QlAamp
Mini column into & clean 2 ml collection tube, and discard the tube containing the fitrate. Cloge each
spin column to avoid cross-contamination during centrifugation.

7- Carefully open the QlAamp Mini column, and repeat step 6. If the sample volume was greater than
140 I, repeat this step until all of the lysate has been leaded onto the spin column.

8 Carefully open the QlAamp Mini column, and add 500 wi of Buffer AW1. Close the cap, and
centrifuge (8000 rpm) for 1 min. Place the QlAamp Mini column in a clean 2 mi collection tube
{provided), and discard the tube containing the fitrate.

8- Carefully open the QlAamp Mini column, and add 500 pl of Buffer AW2. Close the cap and centrifuge

at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min. Continue directly with step 11, or to eliminate any
chanos of possible Buffer AW2 carryover, perform step 10, and then continue with step 11.

10- Recommended: Place the QlAamp Mini column in a new 2 mi collection tubse (not provided), and
discard the old collection tube with the filtrate. Centrifuge at full speed for 1 min.

11- Plaos the QlAamp Minicolumn in a clzan 1.5 mi microcentrifuge tube (not provided). Discard the old
collection tube containing the fittrate. Carefully open the QlAamp Mini column and add 60 i of Buffer
AVE equilibrated to room temperature. Close the cap, and incubate at room temperature for 1 min.

Centrifuge {3000 rpm) for 1 min.

Figura 9: Protocolo de Extracciéon de ARN kit Qiagen



Datos pacientes

Serotipos | Serotipos
DENV-2 | DENV-2

SILAIS 2019 2020
MGA 2126 58
ES 611 17
LE 518 67
CHI 388 10
MY 295 5
JI 273 15
RACCS 183 44
RI 119 11
MT 116 6
RSJ 107 21
BW 98 22
MA 55 4
CA 45 5
CHO 43 16
NS 41 6
BO 39 10
LMI 33 4
GR 18 28
ZE 16 3

TOTAL 5124 352

Tabla 3. Serotipos reportados en pacientes afio 2019 -2020

Mosquitos
Serotipos Serotipos

SILAIS | DENV-2 /2019 | DENV-2/ 2020
NS 40 20
MA 35 0
ZE 2 0
LMI 3 0
DIV 0 38
DVI 80 0
DVII 20 15
TOTAL 180 73

Tabla 4. Serotipos detectados en ARN de mosquitos Aedes aegypti en el afio 2019 - 2020



Producto de amplificacion
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Figura 10. Grafico de amplificacién de controles para tipificacion del DENV

DENV-1: FAM/ Verde
DENV-2: VIC/ Rojo
DENV-3: Texas Red/ Azul
DENV-4: CY5/ Anaranjado



GLOSARIO
A:

ADN: Acido desoxirribonucleico consiste en dos cadenas que se enrollan entre ellas para formar
una estructura de doble hélice. Cada cadena tiene una parte central formada por azlcares

(desoxirribosa) y grupos fosfatos.

ARN: Es una molécula similar a la del ADN, pero es de cadena sencilla. Una hebra de ARN tiene
un eje constituido por un azdcar (ribosa) y grupos de fosfatos de forma alterna, unidos a cada azucar

se encuentra una de las cuatro bases Adenina, uracilo, citosina, guanina.
ADNoteca: Lugar de almacenamiento de muestras de ARN de mosquitos.

Anofelinos: Son todos los mosquitos que pertenecen al género anofeles, logrando diferenciar de

otros mosquitos por medio de sus palpos o escamas encima de sus alas.

C:

Citoquinas: Son proteinas capaces de coordinar la respuesta del sistema inmunolégico
D:

DENV: EIl virus del dengue es el agente causal dengue; siendo la principal enfermedad viral

transmitida por artrépodos en el mundo.
E:

Entomoviroldgico: Consiste en la busqueda y captura de adultos del género Aedes en localidades

endémicas y no endémicas de dengue
Esteatosis: La enfermedad por higado graso que puede causar cirrosis o cancer de higado.
G:

Gonotroéficos: La ingestion de sangre y desarrollo de huevos en mosquitos es un proceso ciclico

que implica la alternancia de periodos de crecimiento
H:

Hiperendémica: Relativo a una enfermedad que es endémica en grado superior a lo normal.



Heterdlogo: Todo lo derivado o procedente de una especie distintas de la especie de referencia

ejemplo ADN.

Hepatomegalias: Es la inflamacion del higado mas alla de su tamafio normal.

O:

Oviposicion: Es un 6rgano usado por las hembras de muchos insectos para depositar huevos
P:

Palpos: Apéndices articulados sensoriales que tienen los insectos alrededor de la boca para palpar

y sujetar lo que comen.
Plasmindgeno: Es una proteina proteolitica implicada en disolucion de codgulos de sangre

Pools: Es la agrupacion que se le denomina a un nimero determinado de muestra segin dé lugar

de origen ejemplo un nimero determinado de mosquito segun lugar de procedencia 0 manzana.

Poiquilotermos: Son los organismos llamados ectotérmicos o “de sangre fria”, que no pueden

regular significativamente su temperatura corporal.

T:

Tegumentos: Tejido organico que cubre alguno de los 6rganos internos.
V.

Vasoconstriccion: Es un estado de contraccion de la tdnica media de los vasos sanguineos



Figura 11. Cuarto Blanco preparacion de la master mix y placa para la PCR



Figura: 12 y 13. Cuarto Gris, Agregar muestras y controles



Figura 14. Cuarto Negro, Anélisis de los resultados

Figura 15. Equipo de trabajo



