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RESUMEN 

 
TITULO: FILODINÁMICA DEL VIRUS DENGUE SEROTIPO 3 EN EL ÁREA METROPOLITANA 

DE BUCARAMANGA, SANTANDER DURANTE EL PERIODO 2001 A 2010
1
 

 

AUTOR: LUZ AIDA REY CARO
2
 

 

PALABRAS CLAVE: dengue, virus Dengue, serotipos, abundancia relativa, genotipo, diversidad 

genética, tipo de infección. 

 

Introducción: En Santander el dengue es problema prioritario. 70% de casos se concentran en el 

área metropolitana. Estudiar la dinámica de DENV-3 y factores asociados ayudaría a entender la 

epidemiología del dengue. 

 

Objetivo: Estudiar la relación entre factores del individuo y la población viral que contribuyen al 

mantenimiento del DENV-3 en el área metropolitana de Bucaramanga, Santander. 

 

Metodología: 208 sueros de pacientes con dengue se evaluaron por aislamiento viral para 

establecer abundancia de serotipos. Relaciones filogenéticas y diversidad genética relativa del 

DENV-3 de Santander se estudió en 50 secuencias del gen E completo. Tipo de infección se 

determinó en 254 sueros por ELISA-IgG captura. Se calculó el índice Shannon (IS) para determinar 

diversidad de serotipos en el tiempo. La correlación entre variables se evaluó mediante coeficiente 

de correlación de Spearman. Se modelaron razones de incidencia con regresión de Poisson. 

 

Resultados: Los cuatro serotipos de DENV co-circularon. DENV-3 fue predominante en el periodo 

(45%). No se encontró correlación entre abundancia de DENV-3 y abundancia de otros serotipos. 

El predominio superior al 50% de DENV-3 se correlacionó con incremento en incidencia de casos y 

primoinfecciones en el AMB. No obstante, no se encontró asociación entre serotipo y tipo de 

infección. Todas las cepas de DENV-3 de Santander agruparon en el genotipo III observándose co-

circulación de dos linajes del genotipo desde 2007. Cambios en la diversidad relativa de DENV-3 

coincidió con introducción o remplazo de linajes y cambios en su abundancia. Se observó relación 

de proporcionalidad directa entre IS e incidencia de dengue evaluados concurrentemente 

(incremento de 6.3% en incidencia por 0.1 unidades; IC95%: 6.1–6.7), que se acentuó con el IS del 

año inmediatamente anterior (RDI: 8.4, IC95%: 8.1-8.7). 

 

Conclusión: Los resultados revelan correlación temporal entre la dinámica de serotipos circulantes 

e incidencia del dengue, hallazgo potencialmente útil para modelos de predicción de epidemias en 

la región.  

 

 

  

                                                     
1 Proyecto de grado  
2 Facultad de Salud. Departamento de Ciencia Básicas. Directora: Raquel Elvira Ocazionez. Co-Director: Luis 
Ángel Villar Centeno. 
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ABSTRACT 

 

 

TITLE: PHYLODINAMIC OF DENGUE VIRUS SEROTYPE 3 IN THE METROPOLITAN AREA OF 

BUCARAMANGA, SANTANDER DURING THE PERIOD 2001 TO 2010
3
 

 

AUTHOR: LUZ AIDA REY CARO
4
 

 

KEYWORDS: dengue, Dengue virus serotypes, relative abundance, genotype, genetic diversity, 

type of infection. 

 

Introduction: dengue is a priority problem in Santander. 70% of cases are concentrated in the 

metropolitan area. Study the dynamics of circulation of DENV-3 and associated factors would help 

to understand dengue epidemiology. 

 

Objective: To study the relationship between individual factors and the viral population that 

contributes to the maintenance of DENV-3 in the metropolitan area of Bucaramanga, Santander. 

 

Methods: 208 sera from patients with dengue were evaluated by virus isolation to establish 

serotype abundance. Phylogenetic relationships and genetic diversity on the DENV-3 was studied 

in 50 E complete gene sequences of Santander. Type of infection was determined in 254 sera by 

IgG capture ELISA. Shannon index (SI) was calculated to determine diversity of serotypes over 

time. The correlation between variables was evaluated using Spearman's rank correlation 

coefficient. Incidence ratios were modeled with Poisson regression. 

 

Results: The four serotypes of DENV co-circulated. DENV-3 was predominant in the period (45%). 

No correlation between abundance of DENV-3 and abundance of other serotypes was found. 

Predominance higher to 50% of DENV-3 was correlated with increased of incidence and primary 

infections in the AMB. However, no association between serotype and type of infection was found. 

All strains of DENV-3 from Santander evaluated grouped in genotype III with co-circulation of two 

lineages of genotype since 2007. Changes in the relative diversity of DENV-3 coincided with 

introduction or replacement of lines and changes in serotype abundance. Direct proportionality 

relationship between IS and dengue incidence evaluated concurrently was observed (6.3% 

increase in incidence by 0.1 units, 95% CI 6.1-6.7), this relationship was accentuated with the IS of 

the previous year (RDI: 8.4, 95%: 8.1-8.7). 

 

Conclusion: The results reveal temporal correlation between the dynamics of circulating serotypes 

and dengue incidence. This find would be potentially useful to predictive models of dengue 

epidemics in the region. 

  

                                                     
3 Project Degree 
4 Faculty of Health. Department of Basic Science. Director:Raquel Elvira Ocazionez. Co-Director: Luis Ángel 
Villar Centeno. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El dengue es la enfermedad transmitida por un mosquito de mayor importancia en 

el mundo en términos de incidencia, morbilidad, e impacto económico. Su 

transmisión ha sido informada en más de 100 países en donde alrededor de 3 mil 

millones de personas se encuentran a riesgo de contraer la infección y se presume 

que anualmente 50 millones se infectan (Gubler & Meltzer 1999; Gubler 1998). En 

América el 70% de los casos de dengue se atribuyen a 4 países, siendo Colombia 

uno de ellos (Guzman et al. 2010; San Martín et al. 2010; Pan American Health 

Organization 2010). La enfermedad en el país representa un problema de salud 

pública en cerca de 700 municipios (80% del territorio), dentro de los que se 

encuentran los cuatro municipios que conforman el Área Metropolitana de 

Bucaramanga (AMB), Santander, área que constituye una de las regiones de 

mayor endemia del país y donde se concentraron el 73% de los casos de dengue 

reportados en el departamento durante el periodo 2000-2010 (79.176 casos) 

(Padilla et al. 2012). Durante este periodo la Secretaría de Salud del 

Departamento reportó epidemia de dengue en 2001–2002 y 2009-2010 con 

18.202 y 29.367 casos, respectivamente  (Ocazionez-jiménez et al. 2013).  

 

El dengue es causado por el virus del mismo nombre, Virus Dengue (DENV). La 

enfermedad tiene un amplio espectro en su presentación clínica y evolución 

impredecible, abarcando desde el desarrollo de un cuadro febril indiferenciado 

(dengue leve), hasta formas potencialmente fatales que se acompañan de 

sangrado mayor e hipotensión (dengue grave) (Organizacion Mundial de la Salud 

& Organizacion Panamericana de la Salud 2009).  Existen cuatro serotipos del 

virus Dengue (DENV-1 – 4). Cada serotipo es una colección de cepas virales 

antigénicamente similares pero heterogénea desde el punto de vista genético; 

dichas cepas han sido agrupadas en varios (3 a 6) genotipos usando análisis 

filogenéticos, los cuales presentan una distribución parcialmente segregada por 
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continente y por ciclo ecológico urbano o selvático. Por análisis evolutivos de la 

secuencia completa del gen E se ha establecido que DENV  lleva al menos 1500 

años circulando en la naturaleza. DENV-3 es más cercano a DENV-1 del cual se 

separó hace aproximadamente 100 años y es el único para el cual no se ha 

aislado cepas selváticas, aunque la presencia de anticuerpos neutralizantes en 

monos del sureste asiático sugiere que tiene un ciclo selvático similar al de los 

otros serotipos. (Holmes & Twiddy 2003).  

 

Epidemias por dengue ocurren en América cada 3 a 5 años, y varían en la 

proporción de casos graves (San Martín et al. 2010; Brathwaite Dick et al. 2012). 

La ocurrencia de epidemias de dengue se debe a múltiples factores siendo los de 

mayor peso el incremento de la infestación por el mosquito (Aedes aegypti), el 

número de individuos susceptibles y la población viral circulante (San Martín et al. 

2010; Brathwaite Dick et al. 2012). Con respecto al virus, se ha visto que la 

ocurrencia de una epidemia en áreas de baja endemicidad ha coincidido con  

introducción de  un serotipo nuevo,  re-introducción de un serotipo ausente por 

varios años e introducción de otro genotipo del serotipo (Guzmán et al. 1996; 

Gómez et al. 2008; Kouri et al. 1986; Klungthong et al. 2004; Dash et al. 2006). En 

áreas hiperendémicas, es decir donde co-circulan múltiples serotipos, el papel del 

virus es más complejo y por lo mismo difícil de precisar. No obstante, existen 

evidencias de que el cambio en el serotipo más abundante en una localidad es 

concomitante con ocurrencia de brote o epidemia (Ocazionez et al. 2006; Montoya 

et al. 2013).  

 

El cambio en la abundancia de los serotipos ha sido relacionado principalmente 

con dos factores: la diversidad genética de la población viral (Adams et al. 2006; 

Holmes & Twiddy 2003; Lanciotti et al. 1994; Zhang et al. 2005; Santiago et al. 

2012), y la inmunidad poblacional contra DENV (Recker et al. 2009; Adams et al. 

2006). No obstante, existe información limitada sobre estos factores tanto a nivel 
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local como a nivel global, ya que aunque los análisis de secuencias de nucleótidos 

consenso de cepas de diferentes localidades han proporcionado cierto grado de 

conocimiento sobre la diversidad genética de los serotipos de DENV a nivel global, 

se dispone de pocos estudios que evalúen la variación genética entre las 

secuencias de virus de una misma localidad, recuperadas sobre una base regular, 

durante un período de tiempo prolongado. Del mismo modo, no está claro si la 

evolución y diversidad del virus responde a las condiciones ecológicas locales y 

las presiones inmunes de acogida. Estos análisis se han visto obstaculizados por 

las lagunas cronológicas y geográficas existentes en el registro virológico de las 

áreas donde el dengue es endémico, debido al escaso número de laboratorios 

habilitados para el aislamiento del virus y la falta de continuidad en los programas 

de vigilancia virológica a partir de muestras de pacientes y de mosquitos. 

 

Los estudios dirigidos a identificar los factores que modulan la dinámica de 

circulación de DENV son importantes para la comprensión de la epidemiología del 

dengue. El presente trabajo tuvo el propósito de aportar conocimiento de calidad 

en esta área, tomando como modelo a DENV-3, al tiempo que permitir llenar 

algunos vacíos existentes en la vigilancia virológica realizada en las localidades de 

estudio. 
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1. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

 

 

DENV es miembro del género Flavivirus, familia Flaviviridae, posee un genoma de 

ARN en sentido positivo de aproximadamente 11 kb de longitud, y se transmite a 

los humanos a través de la picadura de mosquitos hembras del género Aedes, 

causando una enfermedad de amplio espectro clínico conocida como dengue. 

DENV es una población heterogénea de cepas virales. Hasta la fecha se han 

identificado cuatro subpoblaciones o serotipos (DENV-1 -4) relacionados 

filogenéticamente, pero diferenciados serológicamente (Holmes & Twiddy 2003). 

La infección por cada serotipo produce inmunidad de larga duración para ese 

serotipo pero también de corta o larga duración (meses) para los otros serotipos. 

 

Cada serotipo es a su vez una población genéticamente heterogénea. Sobre la 

base de secuencias del gen completo de la envoltura (E), y utilizando como punto 

de corte una divergencia del 6%, los serotipos de DENV se han dividido en 

diferentes genotipos (Holmes & Twiddy 2003), los cuales presentan una 

distribución geográfica particular (Usme-Ciro et al. 2014). En el caso de DENV-3, 

existen cinco genotipos (I-V) identificados hasta la fecha (Wittke et al. 2002). 

Durante las décadas del 60 y 70 circuló el genotipo V de DENV-3 en las Américas, 

incluyendo Colombia. Finalizando los años 70 el serotipo desapareció, 

reapareciendo nuevamente en 1994 en Panamá y Nicaragua pero ahora como 

genotipo III. 

 

En áreas donde co-circulan diferentes serotipos de DENV su abundancia relativa 

muestra un patrón dinámico; esto es períodos de abundancia de uno o dos 

serotipos seguidos de períodos de escasez; se presume que el patrón de un 

serotipo está sujeto al patrón de los otros. De igual manera, se ha observado 

coincidencia entre el cambio del serotipo predominante y la ocurrencia de brotes  o 
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epidemias. En Colombia hasta el año 2000, tres de los serotipos de DENV (DENV-

1 -2 -4) co-circulaban tras su introducción en las décadas de los setentas y 

ochentas. En 2001, el DENV-3 se reintrodujo al país luego de 23 años de 

ausencia, lo que coincidió con epidemia en 2001-2002 (Ocazionez et al. 2006). Al 

igual que en Colombia, la re-introducción de DENV-3 en otros países de América, 

Asia y África se asoció con el desarrollo de epidemias de gran magnitud (de Mora 

et al. 2009).  

 

Existe muy poca información sobre la dinámica de circulación de los serotipos en 

Colombia, ya que la vigilancia de DENV en el país se ha concentrado en la 

identificación del serotipo en un grupo no muy amplio de muestras procedentes de 

algunos municipios donde el dengue es endémico lo que limita establecer la 

abundancia de cada serotipo en el tiempo en las diferentes localidades, y 

determinar la dinámica de circulación de los serotipos del virus en el país. No 

obstante, estudios realizados por Ocazionez y col. del Cintrop en el AMB, 

Santander, durante los periodos 1998-2004 y 2007-2008, y en Ocaña, Norte de 

Santander en 2005-2006 establecieron la dinámica de circulación de los serotipos 

del virus en estas regiones durante los periodos descritos (Cortés et al. 2007; 

Ocazionez 2007; Ocazionez et al. 2006). En el AMB, Santander, la introducción de 

DENV-3 modificó la dinámica de circulación de los demás serotipos. El serotipo 

fue muy abundante entre 2002 – 2004 (85%) desplazando casi por completo a los 

demás serotipos en 2003 (97%). Para 2007 la abundancia de DENV-3 disminuyó 

llegando a ser muy escaso en 2008 (5%). La abundancia del serotipo coincidió con 

menos DENV-2 (de 70% en el 2000  a 6% en 2002-2004) y la escasez con más 

DENV-1 (de 10% en el 2000 a 85% en 2008) (Ocazionez et al. 2006). Se 

desconoce que sucedió con DENV-3 en la región a partir de 2008 luego de 

experimentar una marcada caída en su abundancia, pues no se encuentra 

información publicada sobre la dinámica de circulación de los serotipos para el 

período 2009-2015 en Santander. De igual manera no es claro si existe algún tipo 
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de interacción entre los serotipos que pueda estar direccionando la dinámica de 

circulación de los mismos. 

 

Los factores que contribuyen a la dinámica de circulación de DENV-3 observada 

en el AMB se desconocen. Algunos autores han postulado que la abundancia 

oscilante de un serotipo en una localidad endémica, está directamente relacionada 

con mayor o menor aptitud biológica (fitness en inglés) de la población viral para 

mantenerse circulando entre humanos–mosquito (Adams et al. 2006; Holmes & 

Twiddy 2003). Los mecanismos determinantes del fitness en DENV no están 

claramente identificados. La diversificación genética de la población viral se ha 

propuesto, ya que se ha visto que cuanto más abundante es el serotipo,  el 

genotipo experimenta diversificación y co-circulación de linajes (Ocazionez-

jiménez et al. 2013; Santiago et al. 2012). Así mismo, se ha propuesto que esta 

alta diversificación genética favorece la variación fenotípica conducente a 

selección de cepas con mayor fitness. A su vez, la selección de variantes de alto 

fitness puede llevar a un barrido selectivo (selective sweep en inglés) y 

subsecuentemente al recambio de linajes llevando a mayor abundancia del 

serotipo. Estudios filogenéticos de DENV realizados en Puerto Rico (Santiago et 

al. 2012), Tailandia (Zhang et al. 2005), y China (Liang et al. 2013) soportan esta 

hipótesis. No obstante, el conocimiento sobre evolución y diversidad genética de la 

población de DENV-3 que circula en el AMB es limitado. Hasta la fecha se conoce 

solo un estudio que describe las relaciones filogenéticas de la población de DENV-

3 circulante en Santander durante el periodo 2001-2007 realizado  también por 

CINTROP, en el que se encontró un único genotipo (III) circulante, y donde se 

plantea como posible ruta de entrada del virus al AMB Bahamas  Venezuela  

Cúcuta. Sin embargo, el diseño de este estudio (tamaño de muestra, periodo de 

observación y enfoque del análisis filogenético) no permitió obtener mayor 

conocimiento sobre eventos evolutivos, diversificación genética en el tiempo y co-

circulación de linajes de DENV-3 en el AMB. Nueva información genética de otras 
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cepas de DENV-3 aisladas en el AMB durante 2001-2007 y de después de 2007 

permitiría robustecer estos análisis. 

 

Otro factor propuesto como determinante del patrón dinámico observado para los 

serotipos de DENV es la inmunidad contra DENV presente en la población. 

Algunos estudios usando modelos matemáticos han mostrado que la carga 

inmune al dengue determina la abundancia o escasez temporal de un serotipo 

(Prieto et al. 2013; Recker et al. 2009).  Esto es, cuanto mayor el número de 

infectados con un serotipo mayor inmunidad protectora para este en la población 

humana y en consecuencia menor abundancia de éste en los años subsiguientes. 

La inmunidad previa de la población contra un serotipo puede además proteger de 

manera cruzada contra un serotipo distinto disminuyendo su fitness, o al contrario, 

la inmunidad cruzada puede incrementar el fitness del serotipo debido al 

fenómeno de potenciación de la infección dependiente de anticuerpos (Antibody 

Dependent Enhancement [ADE], sigla en inglés) (Adams et al. 2006; Guzman et 

al. 2013; Ubol & Halstead 2010; Endy et al. 2004). Al respecto, en los estudios de 

Ocazionez y col., se observó coincidencia entre disminución de la proporción de 

infecciones secundarias en los pacientes con dengue del AMB durante 2002-2004 

y el periodo de abundancia y predominio de DENV-3. Esta observación permite 

suponer que las cepas de DENV-3 poseen poca habilidad (fitness) para replicarse 

en presencia de anticuerpos para los otros serotipos, por lo que la inmunidad 

podría ser un factor que contribuye al patrón dinámico de DENV-3 observado en el 

AMB. Esta hipótesis requiere ser evaluada. 

 

La identificación de los factores que modulan la dinámica de circulación de  DENV 

es fundamental para entender la epidemiología del dengue. En el caso particular 

de DENV-3 de Colombia se desconoce su dinámica y particularmente en 

Santander desde 2008 hasta hoy. Se presume que en los casi 16 años de estar 

circulando en un escenario de alta endemia de dengue, como lo es el área 
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metropolitana de Bucaramanga, el virus puede haber experimentado 

diversificación genética dada la presencia de los otros serotipos y esto podría 

estar modificando la susceptibilidad de las cepas a la neutralización cruzada por 

anticuerpos.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

 

En las Américas, la incidencia, distribución, y gravedad del dengue han 

aumentado dramáticamente en los últimos tres decenios convirtiéndose en uno de  

los mayores problemas de salud pública en la actualidad. El dengue genera una 

carga alta de discapacidad en trabajadores y escolares que se estima en 750.000 

años de vida cada año. Aun así, ocupa el  quinto lugar de la lista de enfermedades 

tropicales desatendidas en las Américas en términos de discapacidad. Esto  

acarrea gran carga económica a la región que se calcula en cerca de $2.1 billones 

de dólares por año, superando las cifras atribuidas a otras enfermedades como las 

causadas por papilomavirus y rotavirus (Shepard et al. 2011; Castañeda-Orjuela et 

al. 2012). Durante la epidemia de 2010 Colombia ocupó el segundo lugar entre los 

países de América en número de casos reportados (157.152 casos) y se calcula 

que los costos aproximados por atención médica fueron cercanos a los $90 

millones de dólares, cifra que supera 10 veces el costo durante períodos de 

endemia (Bello et al. 2011). El 75% de los casos reportados en el país procede de 

12 departamentos y Santander ha ocupado  tradicionalmente los primeros lugares 

de la lista (Padilla et al. 2012). 

 

La alta incidencia de casos por dengue, la ausencia de una terapia antiviral para el 

tratamiento médico y la insuficiencia en el control del Ae. aegypti, demuestran la 

urgente necesidad de una vacuna (Brandt 1990). En los últimos años ha habido 

avances significativos en el descubrimiento de la vacuna y en la actualidad se 

cuenta con varios candidatos (http://www.denguevaccines.org); la información 

disponible de estudios de eficacia de vacuna en América y Asia  sugieren la 

importancia de conocer la dinámica de co-circulación de los serotipos del virus en 

los países endémicos candidatos a la introducción de la vacuna (Villar et al. 2013; 

Capeding et al. 2014). Dicho conocimiento puede obtenerse a través de la 

vigilancia virológica, un pilar básico de la vigilancia y el control del dengue desde 
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hace varias décadas, responsable de la identificación de cambios en la 

abundancia de cada uno de los serotipos y la genética de la población viral, y el 

estudio de su efecto sobre la incidencia de casos (de Mora et al. 2009; Cortés et 

al. 2007). No obstante, en Colombia la vigilancia virológica se ha concentrado en 

la identificación del serotipo a partir de un número reducido de muestras obtenidas 

en casos febriles que consultan en algunas ciudades del país.  Esto limita 

establecer cambios en el tiempo en la dinámica de co-circulación de los serotipos, 

establecer la variabilidad genética de la población viral o identificar en tiempo real 

la introducción de una nueva variante del virus.  

  

La comprensión de la epidemiología del dengue requiere de la realización de 

estudios que evalúen aspectos genéticos del virus. El auge de los estudios de 

secuenciación de DENV y la creación de bancos de genes ofrece una oportunidad 

única para la realización de este tipo de estudios, los cuales contribuirán a nuestra 

comprensión sobre la dinámica de la enfermedad, a nivel intra e Inter-hospedero. 

  

Con el presente trabajo se intenta aportar al conocimiento de los factores que 

contribuyen a la dinámica viral tomando como modelo DENV-3 y si los mismos se 

relacionan con cambios en la incidencia del dengue. Nuestros resultados 

permitirán generar información de alta calidad, útil para el diseño de una política 

pública nacional de vigilancia de DENV. Esta propuesta de investigación es 

continuación de estudios previos realizados en Santander sobre el papel del virus 

en la ocurrencia del dengue en el período 1998 – 2008 (Ocazionez-jiménez et al. 

2013; Ocazionez 2007; Ocazionez et al. 2006). Aquí se estudió además el período 

2009 – 2010 cuando ocurrió la mayor epidemia de dengue que se haya reportado 

en el país. 
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

 

¿Cambios temporales en la abundancia (frecuencia relativa) de DENV-3 se 

asocian con cambios en la abundancia de otro serotipo, el estado inmunológico 

(tipo de infección) del huésped humano, la incidencia de la enfermedad y/o la 

diversificación genética de la población de DENV-3? 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la relación entre factores del individuo y de la población viral que 

contribuyen al mantenimiento de DENV-3 en el área metropolitana de 

Bucaramanga, Santander en el periodo 2001-2010.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar la abundancia de DENV-3 relativa a los otros serotipos en relación 

con el patrón epidemiológico del dengue.  

 Establecer la asociación entre frecuencia de infecciones primarias o 

secundarias por dengue y cambios en la abundancia del serotipo.  

 Inferir la historia evolutiva de las cepas de DENV-3 que circularon en el área 

metropolitana de Bucaramanga, Santander durante el periodo de estudio. 

 Determinar la divergencia genética de la población viral en el tiempo y evaluar 

su posible asociación con cambios en la abundancia del serotipo. 
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5. MARCO DE REFERENCIA 

 

 

5.1 DIVERSIDAD GENÉTICA DE DENV 

 

El Virus Dengue (DENV), pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae,  y es 

trasmitido a los humanos por la picadura de mosquitos hembra del género Aedes 

(especies aegypti y albopictus). DENV es un virus icosaédrico envuelto de 

aproximadamente 50 nm. El genoma viral consiste en una única hebra de ARN en 

sentido positivo de 11 Kb, que codifica para una poliproteína ininterrumpida de 

aproximadamente 3000 residuos de aminoácidos flanqueada por dos regiones no 

traducidas (UTR, por su iniciales en inglés). La poliproteína da lugar a 3 proteínas 

estructurales (C, M, y E), y 7 proteínas no estructurales la NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5 involucradas en la replicación viral (Perera & Kuhn 2008) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Genoma y proteínas virales.   

 
 

Tomada de Structural proteomics of dengue virus. Perera R. and Kuhn R.J. Current Opinion in 
Microbiology 2008, 11:369–77 (Perera & Kuhn 2008). 
 

DENV existe como cuatro serotipos antigénicamente relacionados pero 

genéticamente distintos designados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 
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(Holmes & Twiddy 2003). Cada serotipo es una población de cepas (individuos) 

heterogénea desde el punto de vista genético, que divergen filogenéticamente en 

~30% a través de su poliproteína con una proporción relativa de variación de 

aminoácidos codificados en los genes en el orden NS2A, C, NS1, NS2B, E, NS4A, 

NS5, M, NS3, NS4B, desde el más al menos variable (Lanciotti et al. 1994; 

Holmes & Twiddy 2003). Por análisis evolutivos de la secuencia completa del gen 

E se ha establecido que DENV lleva al menos 1500 años circulando en la 

naturaleza, siendo DENV-3 el último grupo monofilético identificado hasta la fecha 

(Weaver & Vasilakis 2009). De igual manera existe abundante variación genética 

dentro de cada serotipo que se evidencia como racimos de secuencias 

filogenéticamente relacionadas (clusters en inglés) denominados genotipos (26 – 

28). Según la clasificación de Wiitke y col basada en el análisis filogenético de 

secuencias completas del gen E,  el DENV-3 se agrupa en cinco genotipos (Figura 

2) (Wittke et al. 2002). Cepas selváticas de DENV-3 no se han aislado hasta la 

fecha, pero se cree que existen en Malasia con base en la seroconversión de 

monos centinelas (Holmes 2006; Klungthong et al. 2008; Klungthong et al. 2004; 

Podder et al. 2006; Weaver & Vasilakis 2009).  

 

Algunas conclusiones sobre diversidad en DENV que pueden extraerse de los 

análisis filogenéticos en el continente asiático son (i) que los serotipos con 

frecuencia co-circulan dentro de la misma localidad, (ii) que hay una posible 

distinción entre genotipos "endémicos" (aquellos que se han mantenido circulando 

por largos periodos de tiempo en bajos niveles de abundancia) y genotipos 

"epidémicos" (aquellos que se aíslan en mayor proporción durante un periodo de 

tiempo específico asociado a incremento de casos), (iii) que el sudeste asiático 

alberga la mayor cantidad de diversidad genética de DENV, que se entiende como 

la aparición de nuevos linajes o sub-linajes dentro de un genotipo y/o nuevos 

genotipos del serotipo, lo que sugiere que actúa como una población "fuente" en la 

que se generan cepas que a la postre causan epidemias en otros lugares, y (iv) 
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que hay una tasa relativamente alta de extinción de clados (conjunto de especies 

emparentadas que forman una única "rama" en la topología), incluyendo 

genotipos, con fluctuaciones periódicas en la diversidad genética (Wittke et al. 

2002; Twiddy et al. 2002; Holmes 2006). No obstante en el continente americano 

existe muy poca información al respecto. 

 

Figura 2. Árbol filogenético por Maximum likelihood del gen E de una muestra 

global de 50 secuencias de DENV-3.   

 

Tomada de Extinction and rapid emergence of strains of Dengue 3 virus during an interepidemico 
period. Wittke y col (Wittke et al. 2002). 
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Para explicar la diversidad genética de DENV se han propuesto algunos 

mecanismos. La principal fuente de cambio evolutivo en DENV ha sido asociada 

con la alta tasa de mutación producto de una ARN polimerasa propensa a errores 

de manera intrínseca que presentan todos los virus de ARN, para la que se ha 

estimado una tasa de ~1x10-3 sustituciones por sitio, por año (Twiddy et al. 2003).  

En relación a posibles mecanismos de selección natural de la población de DENV 

se ha planteado que la selección positiva es un proceso relativamente raro en 

dengue con sólo apariciones esporádicas en todo el genoma y entre serotipos 

(Twiddy et al. 2002), y que en consecuencia la mayoría de los cambios 

mutacionales en la población viral son neutrales. Así mismo se ha propuesto como 

presión de selección dominante en DENV a la selección purificante, en donde la 

mayoría de los cambios de aminoácidos son deletéreos (90%) pues reducen el 

fitness del virus y por lo tanto son eliminados de la población viral. Las pruebas 

más convincente sobre el papel de la selección purificante en DENV proviene de 

estudios sobre tasas relativas de sustituciones no sinónimas (dN) a sinónimas (dS) 

por sitio, con dS>dN lo cual es indicativo de selección purificante (Holmes 2003). La 

recombinación también ha sido propuesta como fuente de cambio en DENV por 

algunos estudios filogenéticos pero sólo para secuencias relativamente 

divergentes (Craig et al. 2003; Holmes & Twiddy 2003). Sin embargo, este es un 

proceso poco común y no tiene un efecto importante sobre la evolución a nivel de 

población pues sólo existe de forma transitoria.  

 

 

5.2 DENV-3 DE COLOMBIA 

 

La presencia en el país de DENV-3 fue reportada por primera vez por el Dr. 

Boshel en 1975, con circulación documentada por aislamiento viral hasta 1978 

(Boshell et al. 1986). En el año 2001, luego de 23 años de ausencia, el serotipo 

fue identificado nuevamente en Colombia durante la labor de vigilancia virológica 
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realizada por el Grupo de Virología del CINTROP, quien reportó los primeros 

aislamientos positivos de DENV-3 en el departamento de Santander (Ocazionez et 

al. 2006; Gómez et al. 2008). Este hallazgo fue ratificado durante 2002 por el INS 

quien reportó circulación del serotipo en el norte, sur y sureste del país (Ministerio 

de Salud y Protección Social & Instituto Nacional de Salud 2002). Ya en 2003, 

DENV-3 se había convertido en el serotipo predominante en el país, desplazando 

a los demás serotipos.  

La reintroducción y subsecuente predominio de este serotipo entre 2001 y 2004 

coincidió con una gran epidemia en el país (Figura 3) (Ocazionez et al. 2006). Este 

comportamiento fue informado en otros países de américa como Nicaragua 

(Centers for Disease Control 1995), Panamá (Centers for Disease Control 1995), 

Brasil (Nogueira et al. 2001) y Venezuela (Uzcategui 2003). Luego del 2004 la 

abundancia de DENV-3 disminuyó considerablemente y durante el año 2008 

estuvo casi ausente en el país (Ocazionez et al. 2006). Se desconoce que sucedió 

con DENV-3 luego de este periodo. 

 

Figura 3. Epidemias de dengue en Colombia, 1978-2010.   

 

Tomada de Padilla J, Rojas D, Sáenz R. Dengue en Colombia: epidemiología de la reemergencia a 
la hiperendemia. Primera. Bogotá; 2012 (Padilla et al. 2012). 
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El estudio de la historia evolutiva y genética de las cepas de DENV-3 circulantes 

en el país ha sido abordado en tres trabajos. El primero realizado por Villabona-

Arenas y col evaluó la secuencia completa del gen E de DENV-3 de cepas 

aisladas en los departamentos de Santander y Norte de Santander en el periodo 

2001-2007 identificándose al genotipo III como el único genotipo presente en la 

región durante el periodo de estudio (Villabona-Arenas et al. 2009).  Este hallazgo 

fue ratificado en el estudio de Ospina y Col en el que se evaluó la secuencia 

completa de los genes M y E de DENV-3 de cepas aisladas entre 2002 y 2007 en 

el área metropolitana de Medellín, Colombia. En este estudio a su vez se reportó 

co-circulación de dos linajes diferentes del genotipo en el área de estudio (Ospina 

et al. 2010). Un último estudio fue realizado por Usme y col, en este estudio se 

evaluó una secuencia parcial del gen E de 224 bp (extremo 3'), de cepas de 

DENV-3 aisladas en diferentes departamentos del país, documentándose co-

circulación de dos genotipos del serotipo, el III y I en la Guajira, Guaviare y Huila 

(Usme-Ciro et al. 2008). Este último estudio presenta dos debilidades importantes, 

la primera es que se empleó un fragmento corto de genoma viral que podría no ser 

lo suficientemente informativo; y la segunda el hecho de que las secuencias 

reportadas como genotipo I son casi idénticas a la de la cepa de referencia H87 de 

Filipinas, lo cual podría sugerir una contaminación cruzada con la cepa prototipo. 

En la actualidad no se dispone de información adicional que permita establecer 

con precisión si el genotipo I realmente ha circulado en Colombia. 

 

 

5.3 PAPEL DEL VIRUS EN LA OCURRENCIA DE EPIDEMIAS 

 

Durante las últimas tres décadas los casos de dengue en las Américas se han 

incrementado 4,6 veces (~1 millón de casos durante los 80s a 4,7 millones durante 

2000-7) (San Martín et al. 2010), lo cual se ha traducido en un incremento 

significativo de la carga de la enfermedad (morbilidad y mortalidad), sus costos y 

la discapacidad atribuible a la misma en la región. La expansión de un nicho 
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ecológico favorable para Aedes aegypti y el incremento considerable de la 

movilidad humana han favorecido la propagación de DENV a más de 100 países, 

donde cerca de 2,5 billones de personas se encuentran a riesgo de contraer la 

infección y se presume que anualmente alrededor de 50 millones se infectan 

(Guzman et al. 2010). En América las epidemias por DENV ocurren cada 3 a 5 

años con variación en la proporción de casos graves (Figura 4) (San Martín et al. 

2010). 

 

La ocurrencia de epidemias de dengue se ha asociado a múltiples factores siendo 

los de mayor peso los incrementos de la infestación por  Ae. Aegypti,  del número 

de individuos susceptibles y la población viral (Liebman et al. 2012; Recker et al. 

2009; Zhang et al. 2005; Adams et al. 2006).  Con respecto al virus, se ha visto 

que la ocurrencia de una epidemia en áreas de baja endemicidad ha coincidido 

con introducción de un serotipo nuevo, re-introducción de un serotipo ausente por 

varios años (DENV-3) e introducción de otro genotipo del serotipo (Gómez et al. 

2008; Dash et al. 2006; Kouri et al. 1986; Guzmán et al. 1996). En áreas 

hiperendémicas, es decir donde co-circulan los 4 serotipos, el papel del virus es 

más complejo y por lo mismo difícil de precisar. Sin embargo existen algunos 

trabajos que establecen que el cambio del serotipo más abundante es 

concomitante con la ocurrencia de brote o epidemia (Ocazionez et al. 2006; 

Montoya et al. 2013). 

 

Durante la epidemia de 2010 Colombia ocupó el segundo lugar del continente en 

número de casos reportados, con un total de 157.152, 9.482 graves (6%)  y 217 

muertes confirmadas por esta causa (4,7 veces más que durante el 2009). Siendo 

el  departamento de Santander uno de los departamentos con mayor reporte de 

casos (Instituto Nacional de Salud 2010).  
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El patrón de circulación de los serotipos y genotipos de DENV en Colombia ha 

sido poco estudiado (Villar et al. 2015). La información disponible al respecto para 

el nororiente del país ha sido generada en estudios realizados por Ocazionez y col 

en el área metropolitana de Bucaramanga, Santander (1998-2004 y 2007-2008), y 

el municipio de Ocaña, Norte de Santander (2005-2006).  

 

Figura 4. Evolución del dengue en las Américas, 1980–2010.  

 

 

Modificada de The History of Dengue Outbreaks in the Americas. Brathwaite O, San Martín J, 
Montoya R, Del Diego J, Zambrano B, and Dayan G. Am. J. Trop. Med. Hyg., 87(4), 2012, pp. 584–
593 (Brathwaite Dick et al. 2012). 

 

En estos estudios se observó que la abundancia de DENV-1 durante 1998-1999 

coincidió con epidemia, tras lo cual el serotipo experimentó una disminución 

progresiva en su abundancia llegando a ser muy escaso en 2004. Todas las cepas 

de DENV-1 aisladas durante este periodo se agruparon dentro del genotipo V del 

virus, con circulación de cuatro linajes del serotipo, observándose coincidencia 

entre cambios en la abundancia del virus y el reemplazo de linajes del genotipo, 

que a su vez coincidió con el aumento en la abundancia de DENV-2 entre 2000-
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2001, lo que a su vez se asoció con el incremento de las formas graves de la 

enfermedad (Ocazionez-jiménez et al. 2013).  

La re-introducción de DENV-3 en 2001 coincidió con epidemia y disminución de 

DENV-2. Durante el periodo 2002-2004 DENV-3 fue muy abundante, tras lo cual 

disminuyó considerablemente siendo muy escaso en 2007-2008 cuando DENV-1 

predominó nuevamente (Ocazionez et al. 2006; Ocazionez-jiménez et al. 2013). 

En el caso de DENV-3 el genotipo III fue identificado como el único de la población 

viral que circuló en Santander entre 2001-2007 (Villabona-Arenas et al. 2009).  

 

 

5.4 FACTORES ASOCIADOS A CAMBIOS DE ABUNDANCIA DE DENV 

 

La abundancia oscilante de un serotipo en una localidad endémica se postula está 

directamente relacionada con mayor o menor capacidad de transmisión (fitness)  

de la población viral para mantenerse entre humanos – mosquitos (Adams et al. 

2006; Holmes & Twiddy 2003). Aunque los factores determinantes del fitness no 

están claramente identificados la diversificación genética de la población viral se 

ha propuesto, pues se ha visto que cuanto más abundante es el serotipo mayor 

diversidad genética experimenta, lo cual se evidencia en la diversificación en 

linajes de un genotipo o co-circulación de varios genotipos (Nogueira et al. 2008; 

Ocazionez-jiménez et al. 2013).  

 

Como ya se ha descrito, la diversificación genética de una cepa se ha atribuido a 

la alta tasa de mutación que presenta DENV y al proceso de selección positiva. 

Estos dos mecanismos, han sido sugeridos por Santiago y col como posible 

explicación de los cambios de abundancia observados en las cepas de DENV-3 

que circularon en Puerto Rico durante el periodo de 1998-2007. El fenómeno de 

cuello de botella ha sido a su vez relacionado como posible explicación a la menor 

abundancia del serotipo (Santiago et al. 2012). Estudios filogenéticos con DENV 
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de Puerto Rico (Lanciotti et al. 1994), Tailandia (Zhang et al. 2005), India (Dash et 

al. 2006) y Vietnam (Liang et al. 2013) soportan estas deducciones.  

Zhang C. y col, en un estudio realizado en Bangkok (periodo de 1974 a 2002), 

observaron una correlación inversa entre la predominancia de DENV-1 y DENV-4, 

en donde la diversidad genética (aparición de clados) dentro de DENV-1 

alcanzaba su máximo en los momentos de alta predominancia del serotipo, y el 

reemplazo o extinción de clados se asociaba con los períodos de baja 

predominancia. Además, un pico en la predominancia de DENV-1 fue observado 

cuando circularon simultáneamente los genotipos I y III del  virus en asociación 

con bajos niveles de DENV-4 (1980); el aumento de DENV-4 se asoció a su vez 

con desaparición del genotipo III (1994) y sustitución de clados de DENV-1 (2002) 

(Zhang et al. 2005).  Hallazgos similares fueron reportados por Adams y Col en 

Bangkok (Adams et al. 2006).  

La inmunidad contra DENV de una población se ha planteado como otro factor 

determinante de la abundancia o escasez temporal de un serotipo (Recker et al. 

2009; Prieto et al. 2013). El aumento del número de individuos infectados con un 

serotipo incrementa la inmunidad de grupo específica de serotipo, lo cual afecta la 

tasa de transmisión viral y conlleva a menor abundancia del mismo.  Así mismo, la 

inmunidad previa de la población contra un serotipo puede proteger de manera 

cruzada contra un serotipo distinto disminuyendo su fitness. Al respecto Zhang y 

col proponen que los eventos de reemplazo de clados de DENV observados en su 

estudio pueden ser el resultado de una susceptibilidad diferencial de las cepas a la 

respuesta inmune de reacción cruzada, en donde los linajes o clados que 

sobreviven son subgrupos de virus resistentes a la neutralización debido a 

cambios genéticos que los diferencian antigénicamente de las cepas susceptibles 

(Adams et al. 2006; Zhang et al. 2005). Esta hipótesis se apoya en el hecho de 

que los eventos de recambio de clados documentados hasta la fecha se 

fundamentan en la comparación de la secuencia del gen E, que codifica para el 

principal antígeno de superficie de DENV, por lo que algunos de los cambios 
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observados pueden traducirse en sustitución de aminoácidos en la proteína 

(Recker et al. 2009; Zhang et al. 2005; Liebman et al. 2012; Adams et al. 2006). 

De otro lado, la inmunidad cruzada también puede incrementar el fitness de un 

serotipo contribuyendo a un aumento de su abundancia debido al fenómeno 

documentado de inmunopotenciación mediada por anticuerpos (Antibody 

Dependent Enhancement [ADE], sigla en inglés) (Guzman et al. 2013; Endy et al. 

2004; Adams et al. 2006; Ubol & Halstead 2010). 

 

Para el caso de Colombia se presume que las personas con inmunidad previa a 

otros serotipos pudieron estar protegidas contra DENV-3 por respuesta cruzada 

(Ocazionez et al. 2006). Esto debido a que durante la reintroducción de DENV-3 

en Colombia se esperaba que ocurrieran un gran número de infecciones de tipo 

secundario ya que los demás serotipos habían circulación de manera continua 

desde los 80s, por lo que una proporción considerable de la población del país ya 

habría estado expuesta al menos a un serotipo de DENV, pero esto no ocurrió. En 

Colombia, al igual que en Centro América (Panamá, Nicaragua y México) (Pinheiro 

& Corber 1997; Centers for Disease Control 1995; Guzmán et al. 1996), la mayoría 

de infecciones por DENV-3 registradas durante el periodo 2001-2004 se asociaron 

con el desarrollo de formas leves de la enfermedad e infecciones primarias 

(80.3%) (Ocazionez 2007).  

Este comportamiento no fue igual en otros países de la región. En Brasil por 

ejemplo, el predominio de DENV-3 dos años después de su introducción por 

primera vez en el año 2000 se asoció con una grave epidemia en términos de 

severidad de las manifestaciones clínicas y muertes atribuidas a este serotipo 

(Nogueira et al. 2005).  
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6. DISEÑO METODOLÓGICOS 

 

 

6.1 DISEÑO 

 

6.1.1 Tipo de estudio. Estudio longitudinal. 

 

6.1.2 Área de estudio. AMB, Santander, Colombia. El AMB se encuentra 

conformada por los municipios de Bucaramanga, Floridablanca, Girón y 

Piedecuesta. Concentra el 54.5% de la población del departamento de Santander, 

con un estimado de 1.122.945 habitantes (Departamento Administrativo Nacional 

de Estadística - DANE 2015). Los 4 municipios del AMB registran alrededor del 

75% de los casos de dengue reportados por el departamento. 

 

6.1.3 Definición de las variables de estudio. Se evaluaron cuatro variables 

relacionadas con factores virológicos, inmunológicos y epidemiológicos del 

dengue: 

 Abundancia de DENV-3: se refiere a la frecuencia anual de DENV-3 relativa a 

los otros serotipos. 

 Historia evolutiva y diversidad genética de DENV-3: Relaciones filogenéticas 

de las cepas de DENV-3 y variabilidad genética relativa de la población viral en 

el tiempo. 

 Tipo de infección: presencia de anticuerpos de tipo IgG anti DENV en muestra 

de fase aguda.  

 Actividad del dengue en la localidad: total de casos y tasa de incidencia de 

dengue reportados en el área de estudio. 
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6.2  ABUNDANCIA DE DENV-3 RELATIVA A LOS OTROS SEROTIPOS DEL 

VIRUS: 2009-2010. 

 

6.2.1 Sueros Incluidos en el estudio. Se procesaron un total de 212 sueros agudos 

(obtenidos antes del 5to día de síntomas de la enfermedad) de sujetos febriles con 

diagnóstico confirmado de dengue captados durante el periodo 2009-2010 en 

instituciones de salud del AMB para el proyecto de investigación “AEDES: 

abordando áreas endémicas de dengue para el estudio de su severidad” 

(Colciencias -  código 110245921561, UIS - fondo 8676), ejecutado por el Grupo 

de Epidemiología Clínica del Centro de Investigaciones Epidemiológicas de la UIS, 

bajo la dirección del Dr. Luis Ángel Villar. El dengue se confirmó por la presencia  

de anticuerpos IgM o antígeno NS1 por el ensayo de ELISA, o por RT-PCR.  

Desde su obtención y hasta su procesamiento los sueros fueron almacenados en 

la Unidad de Muestras Biológicas de la red AEDES a -70ºC. Para la realización del 

estudio se obtuvo la debida autorización para hacer uso de los mismos. La 

distribución temporal de las muestras procesadas se presenta en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Distribución temporal de los sueros para aislamiento viral  

Año 
Mes Sub-total 

 E F M A M J J A S O N D 

2009 * * * * 15 9 12 16 8 8 1 6 75 

2010 11 17 14 18 16 18 12 18 8 3 2 0 137 

Total 11 17 14 18 31 27 24 34 16 11 3 6 212 

*Meses sin colecta de sueros 
 

6.2.2 Aislamiento viral. Cada suero se procesó para intentar aislar DENV 

siguiendo el protocolo establecido en el laboratorio de Arbovirus – CINTROP, 

descrito en estudios previos (Ocazionez et al. 2006). Brevemente, 100 µl de suero 

diluido (1:30) se adicionó a células de mosquito Aedes albopictus (clon C6/36). 

Luego de 1h de incubación a 32ºC para absorción viral se adicionó 1 ml de medio 

Leibovitz (L15) suplementado con 2% de suero bovino fetal y se incubó a 32°C por 

10 días. Transcurrido el periodo descrito, se realizó pase ciego del sobrenadante 
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de cultivo e incubó a 32ºC por un nuevo periodo de 10 días. Se realizó 

observación diaria de los cultivos con el fin de vigilar la aparición de efecto 

citopático (ECP). Cuando el ECP se evidenció en al menos el 50% de la 

monocapa del cultivo o finalizado el periodo de observación, se investigó la 

presencia del virus en los cultivos mediante Inmunofluorescencia Indirecta con un 

anticuerpo policlonal (M29341 - CDC, Puerto Rico). El sobrenadante de cultivos 

positivos por IFI (aislamiento exitoso) se centrifugó a 2500 rpm por 5 min,  alicuotó 

y almacenó a -70°C.  

 

6.2.3 Identificación del serotipos de las cepas virales aisladas. El serotipo de 80 de 

las cepas aisladas fue establecido por RT-PCR en tiempo real, usando el estuche 

comercial CDC DENV-1-4 Real-Time RT-PCR Assay (Inserto KK0128 disponible 

en http://www.cdc.gov/dengue) donado por el Dr. Jorge Muñoz-Jordán del Center 

for Diseases Control and Prevention – CDC, Puerto Rico, siguiendo el protocolo 

establecido por el fabricante (Santiago et al. 2013).  

 

Brevemente, el RNA viral fue extraído del sobrenadante de cultivo usando el 

estuche comercial QIAamp® viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, CA) 

siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. El  RNA viral extraído fue 

transcrito a DNA copia (cDNA) y amplificado usando la enzima SuperScript III 

Platinum One-Step (Invitrogen, cat # 11732-088) en una reacción de tipo multiplex 

donde 5µL de una dilución del ARN extraído se mezcló con los siguientes 

reactivos: 2,2µl de H2O libre de nucleasas, 12,5 µl de 2x premix, 0,5µl de primers 

para DENV-1 y DENV-3 (concentración final 1 mM), 0,25µL de primers para 

DENV-2 y DENV-4 (concentración final 500 nM), 0,45µL de cada sonda TaqMan 

(concentración final 180 nM), y 0,5µl de SuperScript III Platinum One-Step, para un 

volumen final de reacción de 25µl. La reacción de transcripción inversa (RT) se 

llevó a cabo durante 30 min a 50°C seguido de la inactivación de la RT durante 2 

min a 95°C; la amplificación y detección de fluorescencia se realizó durante 45 
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ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C durante 1 min en el termociclador IQ5 de 

Bio-Rad. La emisión de fluorescencia se detectó por la emisión de los fluoróforos 

5'-FAM DENV-1 BHQ1-3', 5'-HEX DENV-2 BHQ1-3', 5'- Texas Red DENV-3 

BHQ2-3' y 5'-Cy5 DENV-4 BHQ3-3'. Las curvas de amplificación para cada 

serotipo se evaluaron de forma individual, teniendo en cuenta la línea umbral.  

Para 10 cepas el serotipo fue establecido por RT-PCR anidada como parte del 

proceso de tipificación de rutina del laboratorio de Arbovirus del CINTROP. 

 

6.2.4 Almacenamiento de cepas aislada. Se realizaron alícuotas de 200 µl del 

sobrenadante de las cepas aisladas las cuales fueron etiquetadas y organizadas 

en relación al serotipo y año de aislamiento, y almacenadas a  -70°C.  

 

 

6.3 ESTUDIO GENETICO DE DENV-3 

 

6.3.1 Obtención de secuencias del gen E. 

 

6.3.1.1 Región del genoma viral. Para el análisis filogenético se eligió la secuencia 

completa del gen E (1.479 nucleótidos) que codifica para la proteína de envoltura 

de DENV. La proteína E es el principal antígeno de superficie del virus, además de 

que contiene determinantes responsables de la adhesión del virus a las células del 

huésped y de la fusión de membranas. Debido a los efectos directos que las 

mutaciones en este gen podrían tener sobre funciones biológicamente importantes 

del virus, el gen E es un marcador molecular potencialmente informativo de 

cambios evolutivos significativos. Además ha demostrado contener señal 

filogenética suficiente para generar árboles robustos y para realizar inferencias 

sobre parámetros evolutivos de interés. Por tal razón es posible encontrar 

secuencias del gen E de múltiples aislados en GenBanK. 
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6.3.1.2 Selección de cepas virales. Veintisiete cepas de DENV-3 del periodo de 

estudio (2001-2010) fueron seleccionadas para secuenciación, con el objetivo de 

contar con una muestra representativa a lo largo de los años. De ellas, 14 cepas 

fueron obtenidas durante el presente estudio (periodo 2009-2010), y las 13 

restantes (periodo 2001-2008) se seleccionaron a partir de la colección de virus 

del Laboratorio de Virología del CINTROP. Todos los virus fueron replicados en 

células C6/36 y almacenados a -70°C hasta su análisis. Sólo aislados primarios o 

primeros pases del virus fueron utilizados en este estudio. 

 

6.3.1.3 Amplificación del gen E y secuenciación. El RNA viral fue extraído del 

sobrenadante del cultivo por el método de Trizol® (Invitrogen) siguiendo el 

protocolo del laboratorio de virología del Cintrop. El RNA fue transcrito a DNA 

copia (cDNA) usando “random hexamers” y la enzima RevertAid Reverse 

Transcriptase (Thermo Scientific) en la mezcla de reacción del fabricante. La 

reacción se llevó a cabo por 60 min a 42°C, 10 min a 70°C y 1 min a 4°C. El cDNA 

fue usado como plantilla para amplificar el gen E con dos juegos de “primers” 

específicos para DENV-3  (Tabla 2). La amplificación se realizó por 40 ciclos a 

94°C por 30 seg, 53.3°C (primers 1 y 2) o 51°C (primers 3 y 4) por 1 min, y 72°C 

por 30 seg, con una extensión final a 72°C por 5 min. La calidad del producto 

amplificado fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. El producto 

de la PCR fue almacenado a -20°C hasta su remisión para secuenciamiento.  

 

50µl del producto amplificado fueron enviados a la compañía Macrogen DNA 

Sequencing Service en Seúl, Corea, para su purificación y secuenciamiento, 

siguiendo el protocolo de transporte de la compañía.  La compañía realiza la 

purificación del ADN con el sistema Wizard PCR Preps (Promega) y el 

secuenciamiento en el Applied Biosystems 3730xl DNA Analyzer con el kit  BigDye 

Terminator Cycle Sequencing v3.1.  
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Para la secuenciación del gen de interés se emplearon los mismos primers de 

amplificación más tres primers adicionales (Primers 5-7, Tabla 2). Las secuencias 

obtenidas para las 27 cepas procesadas fueron ensambladas en el programa 

SeqMan de DNSTAR y serán depositadas en GenBank. 

 

 

Tabla 2. Primers para amplificación y secuenciación del gen E de DENV-3 

No. Identificador Secuencia 
Tamaño 

en pb 
Posición 

Genómica 

1 D3-880F 5´- GACCCAGAAGGCGGTTATTT-3´ 20 880-899 

2 D3-2119R 5´- GCCTCGAACATCTTCCCAATA -3´ 21 2119-2139 

3 D3-2008F 5´- GAAGGAGGAGCCTGTCAATAT -3´ 21 2008-2028 

4 D3-3161R 5´- TGTAGTTGTGTTGCGAGATAGG -3´ 22 3161-3182 

5 D3-1343F  5´- TACACCGTYATCATCACAGTG -3´ 21 1343-1363 

6 D3-1390R  5´- TGACTCCCTGCGTTTCATTT-3´ 20 1390-1409 

7 D3-2429R  5´- TTCTTTGCCTTTCCAGTTTAT-3´ 21 2429-2449 

 

 

6.3.2 Construcción de la base de secuencias. Secuencias del gen E completo 

(1.479 nucleótidos) de cepas de Santander (n=50) obtenidas en el presente 

estudio (Tabla 3) y secuencias obtenidas en estudios previos (Tablas 4), de otros 

departamentos del país (n=31) (Tabla 5) y de DENV-3 aislados en las Américas 

(n=72), junto con representantes de cada genotipo del virus (n=5) obtenidas del 

banco de genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabla 6), 

fueron alineadas entre sí mediante el algoritmo de Muscle disponible en MEGA 6 

(http://www.megasoftware.net).  

Las secuencias fueron seleccionadas para maximizar la representación por país, 

año, y subtipo teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio de 

Villabona y col (Villabona-Arenas et al. 2009).  
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Tabla 3. Cepas de DENV-3 de donde se obtuvo la secuencia del gen E en el presente estudio 

Cepa Año de aislamiento Identificador 

02-084 2002 02084.SAN.CO.02 

02-132 2002 02132.SAN.CO.02 

02-288 2002 02288.SAN.CO.02 

LV-053 2003 LV053.SAN.CO.03 

LV-105 2003 LV105.SAN.CO.03 

LV-110 2003 LV110.SAN.CO.03 

LV-117 2003 LV117.SAN.CO.03 

LV-126 2003 LV126.SAN.CO.03 

LV-220 2003 LV220.SAN.CO.03 

07-031 2007 07031.SAN.CO.07 

07-051 2007 07051.SAN.CO.07 

07-158 2007 07158.SAN.CO.07 

08-069 2008 08069.SAN.CO.08 

LV-121020-14 2009 LV121020.SAN.CO.09 

LV-191015-14 2009 LV191015.SAN.CO.09 

LV-192097-14 2009 LV192097.SAN.CO.09 

LV-111036-14 2010 LV111036.SAN.CO.10 

LV-111044-14 2010 LV111044.SAN.CO.10 

LV-111053-14 2010 LV111053.SAN.CO.10 

LV-111082-14 2010 LV111082.SAN.CO.10 

LV-111159-14 2010 LV111159.SAN.CO.10 

LV-121155-14 2010 LV121155.SAN.CO.10 

LV-132056-14 2010 LV132056.SAN.CO.10 

LV-141006-14 2010 LV141006.SAN.CO.10 

LV-141047-14 2010 LV141047.SAN.CO.10 

LV-141095-14 2010 LV141095.SAN.CO.10 

LV-151064-14 2010 LV151064.SAN.CO.10 

Los virus circularon en el área metropolitana excepto los del 2007 que son de otros municipios de 
Santander. Virus del 2009-2010 fueron aislados en el presente estudio y los de otros periodos en 
estudios previos (Ocazionez et al. 2006; Gómez et al. 2008) 
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Tabla 4. Secuencias del gen E de DENV-3 de Santander obtenidas del GenBank. 

Cepa Año GenBank Identificador 

COD3_01330 2001 FJ189451 01330.SAN.CO.01 

DENV-3/CO/BID-V3392/2001* 2001 GU131950 V3392.SAN.CO.01 

COD3_01072 2001 FJ189450 01072.SAN.CO.01 

DENV-3/CO/BID-V2978/2001* 2001 GQ199891 V2978.SAN.CO.01 

COD3_02200 2002 FJ204475 02200.SAN.CO.02 

DENV-3/CO/BID-V3393/2002* 2002 GQ868571 V3393.SAN.CO.02 

COD3_LV073 2003 FJ189458 LV073.SAN.CO.03 

COD3_LV057 2003 FJ189456 LV057.SAN.CO.03 

COD3_LV038 2003 FJ189455 LV038.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V3399/2003* 2003 GU131952 V3399.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V3394/2003* 2003 GU131951 V3394.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V3398/2003* 2003 GQ868574 V3398.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V3397/2003* 2003 GQ868573 V3397.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V3395/2003* 2003 GQ868572 V3395.SAN.CO.03 

DENV-3/CO/BID-V2984/2003* 2003 FJ898443 V2984.SAN.CO.03 

COD3_LV433 2004 FJ189461 LV433.SAN.CO.04 

COD3_LV357 2004 FJ189459 LV357.SAN.CO.04 

DENV-3/CO/BID-V3401/2004* 2004 GU131953 V3401.SAN.CO.04 

DENV-3/CO/BID-V3400/2004* 2004 GQ868575 V3400.SAN.CO.04 

COD3_07302 2007 FJ189466 07302.SAN.CO.07 

COD3_07181 2007 FJ189465 07181.SAN.CO.07 

DENV-3/CO/BID-V3405/2007
*
 2007 GQ868578 V3405.SAN.CO.07 

DENV-3/CO/BID-V2988/2007
*
 2007 FJ898445 V2988.SAN.CO.07 

*Secuencias obtenidas por el Broad Institute Genome Sequencing Platform; Broad Institute Genome 

Sequencing Center for Infectious Disease; Genome Resources in Dengue Consortium, con participación 
del grupo CINTROP (Schmidt et al. 2011) 
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Tabla 5. Secuencias del gen E de  DENV-3 de otros departamentos de Colombia obtenidas 
del GenBank.  

Cepa Año No de acceso Identificador 

16407_MEDELLIN/02 2002 FJ389909 16407.ANT.CO.02 

15859_BELLO/02 2002 FJ389908 15859.ANT.CO.02 

11049_MEDELLIN/03 2003 FJ389911 11049.ANT.CO.03 

5292_MEDELLIN/03 2003 FJ389907 5292.ANT.CO.03 

5952_BELLO 2003 HM030553 5952.ANT.CO.03 

5379_ITAGUI 2003 HM030552 5379.ANT.CO.03 

2836_ENVIGADO 2003 HM030549 2836.ANT.CO.03 

31233_BELLO/04 2004 FJ389912 31233.ANT.CO.04 

22379_MEDELLIN/04 2004 FJ389910 22379.ANT.CO.04 

18206_MEDELLIN/05 2005 FJ389916 18206.ANT.CO.05 

12363_MEDELLIN 2005 HM030556 12363.ANT.CO.05 

3832_MEDELLIN/06 2006 FJ389915 3832.ANT.CO.06 

4943_BOLIVAR/06 2006 FJ389913 4943.ANT.CO.06 

7370_MEDELLIN 2006 HM030555 7370.ANT.CO.06 

28888_COPACABANA 2006 HM030551 28888.ANT.CO.06 

3454_MEDELLIN/07 2007 FJ389914 3454.ANT.CO.07 

2731_COCORNA 2007 HM030557 2731.ANT.CO.07 

6003_COPACABANA 2007 HM030554 6003.ANT.CO.07 

2754_ITAGUI 2007 HM030550 2754.ANT.CO.07 

3419_MEDELLIN/07 2007 FJ389906 3419.ANT.CO.07 

JAC_ENVIGADO 2009 HM030558 JAC.ANT.CO.09 

DENV-3/CO/BID-V3403/2005*
+
 2005 GQ868577 V3403.NSA.CO.05 

DENV-3/CO/BID-V3402/2005*
+
 2005 GQ868576 V3402.NSA.CO.05 

DENV-3/CO/BID-V2986/2005*
+
 2005 FJ898444 V2986.NSA.CO.05 

COD3_OC400* 2006 FJ189464 OC400.NSA.CO.06 

COD3_OC384* 2006 FJ189463 OC384.NSA.CO.06 

COD3_OC283* 2006 FJ204476 OC283.NSA.CO.06 

DENV-3/CO/BID-V3404/2006*
+
 2006 GU131954 V3404.NSA.CO.06 

COD3_C88** 2004 FJ189467 C88.VAC.CO.04 

COD3_C108** 2005 FJ189468 C108.VAC.CO.05 

COD3_02211*** 2002 FJ189452 02211.CO.02 

CI/DB029/2007*** 2007 JF804042 DB029.CO.07 

*: Valle del Cauca, **: Norte de Santander, ***: Departamento desconocido. Las demás son de virus de 
Antioquia. 

+
 Secuencias obtenidas por el Broad Institute Genome Sequencing Platform; Broad Institute 

Genome Sequencing Center for Infectious Disease; Genome Resources in Dengue Consortium, con 
participación del grupo CINTROP (Schmidt et al. 2011) 

 



46 

 

Tabla 6. Secuencias del gen E de DENV-3 de países de América y Asia obtenidas del GenBank. 

Cepa Año País No de acceso Identificador 

ARG6733-07 2007 Argentina, Buenos Aires EU052796 6733.AR.07 

FSB 413/2003 2003 Bolivia, Santa Cruz DQ177886 413.BO.03 

68784 2000 Brasil, Rio de Janeiro AY038605 68784.BR.00 

BR74886/02 2002 Brasil, Rio de Janeiro AY679147 74886.BR.02 

D3BR/BV4/02 2002 Brasil, Boa Vista DQ118865 BV4.BR.02 

D3BR/CU6/02 2002 Brasil, Cuiaba DQ118866 CU6.BR.02 

D3BR/MA1/02 2002 Brasil, Manaus DQ118869 MA1.BR.02 

D3BR/PV5/02 2002 Brasil, Porto Velho DQ118875 PV5.BR.02 

D3BR/SG2/02 2002 
Brasil, Sao Geraldo do 
Araguaia 

DQ118880 SG2.BR.02 

D3BR/SL3/02 2002 Brasil, Sao Luis DQ118881 SL3.BR.02 

D3BR/GO5/03 2003 Brasil, Goiania DQ118867 GO5.BR.03 

D3BR/IG10/03 2003 Brasil, Iguape DQ118868 IG10.BR.03 

D3BR/MR9/03 2003 Brasil, Marituba DQ118870 MR9.BR.03 

D3BR/PV1/03 2003 Brasil, Porto Velho DQ118871 PV1.BR.03 

D3BR/RP1/03 2003 Brasil, Ribeirao Preto DQ118877 RP1.BR.03 

D3BR/BR8/04 2004 Brasil, Braganca DQ118864 BR8.BR.04 

D3BR/PP15/04 2004 Brasil, Paranapebas DQ118878 PP15.BR.04 

D3BR/ST14/04 2004 Brasil, Santarem DQ118882 ST14.BR.04 

DENV-3/BR/BID-V2403/2008* 2008 Brasil, Northern FJ850094 V2403.BR.08 

D3_BR_RP_Al95_2009 2009 Brasil, Ribeirao Preto GQ330473 RPAl951.BR.09 

Cuba116/00 2000 Cuba AY702032 116.CU.00 

Cuba580/01 2001 Cuba AY702030 580.CU.01 

Cuba21/02 2002 Cuba AY702031 21.CU.02 

OBS8852/2000 2000 Ecuador, Guayas DQ177898 8852.EC.00 

OBS8857/2000 2000 Ecuador, Cañar DQ177899 8857.EC.00 

H87 1956 Filipinas L11423 H87.PH.56 

29472 1992 Fiyi L11422 29472.FJ.92 

HN179 1995 Honduras FJ189469 HN179.HN.95 

D3/H/IMTSSA-MART/1999/1243 1999 Martinica AY099337 1243.MQ.99 

D3/H/IMTSSA-MART/2000/1567 2000 Martinica AY099338 1567.MQ.00 

D3/H/IMTSSA-MART/2001/2012 2001 Martinica AY099340 2012.MQ.01 

MEX6097 1995 México AY146763 6097.MX.95 

4841/YUCATAN-MX/95 1995 México, Yucatán DQ341202 4841.MX.95 

6584/YUCATAN-MX/96 1996 México, Yucatán DQ341203 6584.MX.96 

6889/QUINTANA ROO-MX/97 1997 México, Quintana Roo DQ341205 6889.MX.97 

OAXACA-MX/00 2000 México, Oaxaca DQ341207 OAX.MX.00 

Nicaragua24/94 1994 Nicaragua AY702033 24.NI.94 
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Tabla 6. Continuación 

Cepa Año País No de acceso Identificador 

DENV-3/NI/BID-V2653/2008* 2008 Nicaragua, Managua FJ850048 V2653.NI.08 

DENV-3/NI/BID-V3069/2009* 2009 Nicaragua, Managua GQ199865 V3069.NI.09 

DENV-3/NI/BID-V5449/2009* 2009 Nicaragua, León JF920404 V5449.NI.09 

DENV-3/NI/BID-V5101/2009* 2009 Nicaragua, RAAS JF920407 V5101.NI.09 

DENV-3/NI/BID-V5482/2010* 2010 Nicaragua, Chinandega JF920401 V5482.NI.10 

DENV-3/NI/BID-V5467/2010* 2010 Nicaragua, León JF920405 V5467.NI.10 

PANAMA/94 1994 Panamá DQ341209 PA94.PA.94 

D3PY/AS12/02 2002 Paraguay, Asunción DQ118884 AS12.PY.02 

D3PY/AS10/03 2003 Paraguay, Asunción DQ118883 AS10.PY.03 

D3PY/PJ5/03 2003 
Paraguay, Pedro Juan 
Caballero 

DQ118888 PJ5.PY.03 

OBT412/Tumbes-2000 2000 Perú, Tumbes DQ177903 412.PE.00 

FSP581/Piura-2001 2001 Perú, Piura DQ177890 581.PE.01 

IQD1728/Iquitos-2002 2002 Perú, Iquitos DQ177895 1728.PE.02 

FST145/Tumbes-2003 2003 Perú, Tumbes DQ177891 145.PE.03 

FSL1212/Yurimaguas-2004 2004 Perú, Yurimaguas DQ177888 1212.PE.04 

FST 346/Tumbes-2004 2004 Perú, Tumbes DQ177894 346.PE.04 

MFI624/Iquitos-Jan.2005 2005 Perú, Iquitos DQ177897 624.PE.05 

OBT4024/Lima-Comas 2005 Perú, Lima DQ177902 4024.PE.05 

DENV-3/PE/BID-V6263/2008* 2008 Perú KJ189261 V6263.PE.08 

1340 1977 Puerto Rico L11434 1340.PR.77 

DENV-3/US/BID-V1049/1998* 1998 Puerto Rico EU482558 V1049.PR.98 

DENV-3/US/BID-V1076/1999* 1999 Puerto Rico EU529696 V1076.PR.99 

DENV-3/US/BID-V1077/2000* 2000 Puerto Rico EU529697 V1077.PR.00 

DENV-3/US/BID-V2114/2001* 2001 Puerto Rico FJ547079 V2114.PR.01 

DENV-3/US/BID-V1476/2002* 2002 Puerto Rico EU687196 V1476.PR.02 

DENV-3/US/BID-V1078/2003* 2003 Puerto Rico EU482564 V1078.PR.03 

DENV-3/US/BID-V1091/2004* 2004 Puerto Rico EU529704 V1091.PR.04 

DENV-3/US/BID-V1617/2005* 2005 Puerto Rico FJ182007 V1617.PR.05 

DENV-3/US/BID-V1043/2006* 2006 Puerto Rico EU482555 V1043.PR.06 

DENV-3/US/BID-V1415/2007* 2007 Puerto Rico EU596492 V1415.PR.07 

SK698 1990 Sri Lanka FJ189449 SK698.LK.90 

ThD3_1309_97 1997 Tailandia, Bangkok AY676405 1309.TH.97 

LARD5990 2000 Venezuela, Aragua AY146764 5990.VE.00 

LARD6318 2000 Venezuela, Aragua AY146768 6318.VE.00 

LARD6722 2001 Venezuela, Aragua AY146775 6722.VE.01 

LARD7812 2001 Venezuela, Aragua AY146777 7812.VE.01 

C02-003/Maracay 2001 2001 Venezuela, Maracay DQ367720 C02003.VE.01 
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Tabla 6. Continuación 

Cepa Año País No de acceso Identificador 

DENV-3/VE/BID-V904/2001* 2001 Venezuela, Caracas EU482612 V904.VE.01 

C23-009/Maracay 2003 2003 Venezuela, Maracay DQ367721 C23009.VE.03 

C29-008/Maracay 2003 2003 Venezuela, Maracay DQ367722 C29008.VE.03 

DENV-3/VE/BID-V1591/2004* 2004 Venezuela, Caracas EU854291 V1591.VE.04 

DENV-3/VE/BID-V1590/2004* 2004 Venezuela, Caracas FJ373304 V1590.VE.04 

DENV-3/VE/BID-V1593/2005* 2005 Venezuela, Caracas EU854292 V1593.VE.05 

DENV-3/VE/BID-V2267/2008* 2008 Venezuela, Aragua FJ639826 V2267.VE.08 

DENV-3/VE/BID-V2268/2008* 2008 Venezuela, Aragua FJ639827 V2268.VE.08 

* Secuencias obtenidas por el Broad Institute Genome Sequencing Platform; Broad Institute Genome Sequencing Center 
for Infectious Disease; Genome Resources in Dengue Consortium (Schmidt et al. 2011) 

 

 

6.3.3 Análisis filogenético. La historia evolutiva de DENV-3 y divergencia genética 

de la población viral en el tiempo se estimaron por inferencia bayesiana con los 

programas MrBayes v3.2.5 (http://mrbayes.sourceforge.net/) y BEAST v1.8.1 

(http://beast.bio.ed.ac.uk/).  

 

La selección estadística del mejor modelo de sustitución de nucleótidos se realizó 

en el programa MEGA6. El modelo con el puntaje de “Bayesian Information 

Criterion” (BIC) más bajo se consideró el que mejor describía los patrones de 

sustitución. El modelo seleccionado fue Tamura y Nei 1993 (TN93), seguido por el 

modelo “General Time-Reversible” (GTR), ambos con distribución gamma para la 

tasa de variación entre sitios. 

 

Se realizó análisis filogenético por el método de probabilidades bayesianas en el 

programa MrBayes. Se corrieron dos análisis simultáneos de cuatro cadenas de 

Markov Monte Carlo (MCMC) cada uno, por 1.000.000 de generaciones. Los 

estados de las cadenas fueron muestreados cada 1000 generaciones. Los análisis 

se detuvieron cuando las cadenas convergieron a un promedio de las 

desviaciones estándar de las frecuencias de los “splits” inferior a 0,02. Un árbol 

consenso por mayoría del 50% se calculó excluyendo el primer 20% de la muestra 



49 

 

de cada corrida (“burn-in”). Para este análisis se empleó el modelo de sustitución 

de nucleótidos GTR + gamma, ya que TN93, no se encuentra entre las opciones 

de análisis de Mr Bayes.  

 

Para estimar la diversidad genética de la población viral en el tiempo y otros 

parámetros evolutivos, tres análisis independientes de 20 millones de 

generaciones cada uno se corrieron en BEAST, y posteriormente se consolidaron 

con el programa LogCombiner v1.8.1. Para estos análisis se empleó el modelo de 

sustitución de nucleótidos TN93 con distribución gamma para la tasa de variación 

entre sitios (TN93 + gamma), un reloj molecular relajado (“uncorrelated lognormal 

relaxed clock”), y un modelo de coalescencia tipo “Bayesian Skygrid”. El análisis 

de la verosimilitud de la hipótesis del reloj molecular fue realizado por comparación 

de los valores ML para la topología obtenida en el análisis bayesiano con y sin 

reloj. La hipótesis nula de igualdad en la tasa evolutiva en todo el árbol fue 

rechazada con un nivel de significancia del 5% (p < 0,05). El análisis fue realizado 

en el programa MEGA6. 

 

El programa TRACER v1.6 fue empleado para la visualización y verificación de la 

distribución estacionaria y el tamaño efectivo de muestreo (ESS) de los 

parámetros evolutivos estimados en MrBayes y BEAST. El programa FigTree 

v1.4.2 se utilizó para dibujar los árboles filogenéticos. 

 

 

6.4 TIPO DE INFECCION PERIODO 2007-2010. 

 

6.4.1 Sueros incluidos en el estudio. Con el objeto de robustecer la información 

sobre tipo de infección disponible, se evaluaron 254 sueros agudos de casos de 

dengue confirmado por laboratorio (detección del virus por aislamiento viral, RT-

PCR o detección de antígeno NS1 y/o detección de anticuerpos IgM para dengue), 
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colectados en 2007 (n=50), 2008 (n=30), 2009 (n=74) y 2010 (n=100) en estudios 

previos realizados por el Grupo de Epidemiología Clínica (Tabla 7, proyectos 6 y 

8). Los sueros se encontraban almacenados en la Unidad de Muestras Biológicas 

de la red AEDES a -70ºC. Para la realización del estudio se obtuvo la debida 

autorización para hacer uso de los mismos. 

 

6.4.2 ELISA IgG. Los sueros fueron procesados para detectar la presencia de 

anticuerpos IgG anti-dengue usando el estuche comercial Panbio® Dengue IgG 

Capture ELISA, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Se consideró 

infección primaria la ausencia de anticuerpos IgG para dengue e infección 

secundaria la presencia.   

 

 

6.5 ANALISIS DE DATOS. 

 

6.5.1 Periodo de observación. Se incluyó para análisis información de las variables 

descritas correspondientes al periodo 2000 a 2010. Se evaluó tanto información 

secundaria como información obtenida en el presente trabajo. La información 

secundaria se obtuvo de las siguientes fuentes:  

a. Publicaciones de estudios previos: Referencias 12 y 16. 

b. Bases de datos de los grupos CINTROP y Epidemiología Clínica, autorizadas 

por los orientadores del trabajo. 

c. Bases de datos disponibles en sitios web: los datos demográficos para el AMB 

fueron obtenidos a través de la página del Departamento Administrativo 

Nacional de Estadística (DANE, http://www.dane.gov.co/).                  

d. Comunicación personal: La información del total de casos para los cuatro 

municipios del AMB durante el periodo 2000-2010 publicados en el libro 

“Dengue en Colombia, epidemiología de la reemergencia a la hiperendemia” 

(Padilla et al. 2012), fueron obtenidos por comunicación personal con la Dra. 
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Diana Rojas coautora del mismo. Se recurrió a esta fuente ya que en los 

informes de comportamiento epidemiológico del dengue en Colombia 

publicados por el Instituto Nacional de Salud no se detallan las cifras de casos 

por municipios para los diferentes departamentos.  

 

La Tabla 7 presenta información sobre los estudios previos liderados por los 

grupos CINTROP y Epidemiología Clínica que generaron los datos usados en el 

presente estudio. La Tabla 8 presenta los datos de incidencia del dengue en el 

AMB de Santander en la ventana de observación del estudio. 

 

Tabla 7. Relación de proyectos fuente de información secundaria para el estudio. 

# Nombre del proyecto Periodo Fuente de financiación Convenio 

1 
Identificación de serotipos de virus dengue 
circulantes en Bucaramanga y su área 
metropolitana. 

1998 - 2001 COLCIENCIAS 1102-98-4130 

2 

Identificación de genotipos de virus e 
inmunidad tipo específica más 
frecuentemente asociados con epidemias y 
severidad del dengue. 

2002 - 2004 COLCIENCIAS 1102-04-13042 

3 
Monitoreo de los serotipos del virus del 
dengue en el departamento de Santander. 

2001 - 2004 
Gobernación de  

Santander 
Secretaria de Salud. 

007-2001, 2002, 
2003, 2004 

4 
Estudio de factores que pueden contribuir a 
la ausencia de casos de fiebre amarilla 
urbana en Colombia. 

2005 - 2007 COLCIENCIAS 1102-04-16376 

5 

Validación de una definición clínica de 
dengue y evaluación de su utilidad para 
identificar tempranamente las condiciones 
asociadas a hospitalización. 

2005-2006 COLCIENCIAS 1102-04-18205 

6 

Etiología y caracterización clínica del 
síndrome febril agudo inespecífico en un 
área urbana colombiana endémica de 
dengue (SAFI). 

2007-2008 COLCIENCIAS 110234319192. 

7 
Monitoreo de los serotipos del virus del 
dengue en el departamento de Santander. 

2007 - 2008 
Gobernación de  

Santander 
Secretaria de Salud. 

2007-068000-
0070 

8 
 

Estudio  Multicéntrico Colombiano “AEDES”: 
Abordando áreas endémicas de dengue para 
el estudio de su severidad.   

2009-2010 COLCIENCIAS 1102-459-21561 

 

La información del año 2000 se empleó como punto de referencia de las variables 

de estudio con el objeto de evaluar el efecto de DENV-3 sobre las mismas tras su 

reintroducción. Para el año 2005 los datos de abundancia de los serotipos del 
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DENV y tipo de infección fueron interpolados con relación al comportamiento de 

estas variables en los años 2004 y 2006, pues no se disponía de dicha 

información.  

 

6.5.2 Datos de incidencia del dengue en el AMB. Se estimaron tasas de incidencia 

de dengue basadas en datos agrupados, con sus respectivos IC95%, para ello se 

emplearon las cifras del total de casos de dengue y datos poblacionales del DANE 

para el AMB (Tabla 8).  

 

Tabla 8. Datos de incidencia del dengue en el área metropolitana de Bucaramanga, 
Santander usados en este estudio. 

AÑO 
Total Casos 

Dengue* 
Población** 

Incidencia 
(Tasa por 100.000 hab) 

2000 874 966079 90 

2001 5818 979318 594 

2002 6123 991491 618 

2003 5523 1002870 551 

2004 345 1013773 34 

2005 4642 1024325 453 

2006 5036 1034782 487 

2007 3479 1044995 333 

2008 2702 1055099 256 

2009 7933 1065041 745 

2010 15155 1074918 1.410 

Fuentes: *: Información de libro “Dengue en Colombia, epidemiologia de la reemergencia a la 
hiperendemia” suministrada por la Dra. Diana Rojas. **: Departamento Administrativo 
Nacional de Estadística (DANE). 

 

 

6.5.3 Correlación entre abundancia de DENV-3 relativa a los otros. La abundancia 

del DENV-3 y demás serotipos se expresó en términos de frecuencia relativa en el 

tiempo; esto es el total de cepas del serotipo aisladas, sobre el total de 

aislamientos del periodo (año).  
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Se evaluó la existencia de correlación entre las abundancias relativas de los 

serotipos del DENV mediante la estimación del coeficiente de correlación de 

Spearman, tanto para datos concurrentes (del mismo año) como no concurrentes, 

es decir, los observados en diferentes años.  

 

6.5.4 Abundancia relativa de DENV-3/diversidad de serotipos y su relación con la 

incidencia de dengue. Se empleó regresión múltiple de Poisson para modelar 

Razones de tasas de incidencia (RTI, para la incidencia agrupada de casos de 

dengue) en función de la abundancia relativa de DENV-3 mayor o menor al 50% 

ajustando por año de registro; explorando relaciones tanto para datos 

concurrentes como no concurrentes.  

Para investigar la relación entre la co-circulación de los serotipos sobre la 

actividad del dengue en el AMB, se calculó un índice de biodiversidad de Shannon 

(IS) dependiente del tiempo. El IS, es uno de los  índices utilizados para cuantificar 

biodiversidad específica, y refleja la heterogeneidad de una población (para el 

caso la población de DENV) sobre la base de dos factores: el número de especies 

presentes (para este caso los serotipos) y su abundancia relativa (Pla 2006). Este 

parámetro fue empleado por Recker y cols en un estudio previo sobre dinámica de 

transmisión de los serotipos de DENV en el sur de Vietnam (Recker et al. 2009).  

El cálculo del IS por año se realizó utilizando la frecuencia relativa de cada 

serotipo para cada año por su logaritmo natural, mediante la siguiente formula:  

 ( )   ∑   ( )    (   ( ))

     

 

Donde, pi(t) es la frecuencia relativa del serotipo i en el tiempo t.  

Finalmente, se exploró la relación entre el IS y las tasas de incidencia siguiendo la 

misma metodología mencionada para DENV-3. 

 

6.5.5 Abundancia de DENV-3/serotipos y su relación con tipo de infección. El tipo 

de infección para dengue en la población se calculó en términos de proporciones 

para cada año, esto es el total de muestras con anticuerpos IgG para dengue 
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(infecciones secundarias), sobre el total de muestras procesadas en el periodo 

(año).  

Para evaluar la asociación entre el serotipo y el tipo infección, se realizó un 

análisis de subgrupo de los sujetos en que se logró aislar DENV y se tenía 

información disponible de edad y tipo de infección. La evaluación de hipótesis 

entre proporción de infecciones primaria y secundarias por serotipo se realizó 

mediante la prueba chi-cuadrado, con el número apropiado de grados de libertad. 

Se empleó regresión logística múltiple para modelar Odds para el tipo de infección 

de acuerdo al serotipo, ajustando por edad y año de registro.   

 

 

6.6 CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

6.6.1 Obtención de las muestras. El presente estudio no realizó ninguna 

intervención en humanos.  Las muestras de suero y cepas virales evaluadas 

fueron obtenidas por estudios previos del Grupo de Epidemiologia Clínica, del 

Centro de Investigaciones Epidemiológicas – CIE y el Centro de Investigaciones 

en Enfermedades Tropicales – CINTROP, y se encontraban almacenadas en los 

Biobancos de dichos grupos de investigación bajo la administración de la Dra. 

Raquel Ocazionez y el Dr. Luis Ángel Villar, directores de la propuesta (Tabla 7). 

Dichos estudios fueron investigaciones de carácter observacional realizadas en el 

área metropolitana durante el periodo descrito y se rigieron por la Resolución 

008430 de 1993 del Ministerio de Salud calificando como "Investigaciones con 

riesgo mínimo", contando además con la aprobación del Comité de ética de la 

Universidad Industrial de Santander (Anexo 1 y 2). Como requisito previo para la 

inclusión y toma de muestras de sangre de los pacientes en estos estudios los 

sujetos realizaron el proceso de consentimiento informado que incluía la 

autorización para uso del suero en estudios futuros (Anexo 3 y 4). 
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6.6.2 Proceso de codificación de las muestras de estudio. Con el propósito de 

resguardar el anonimato e información personal de los individuos proveedores de 

las muestras de estudio, inmediatamente las muestras ingresaban al laboratorio se 

realizaba un proceso de codificación de las mismas mediante la asignación de un 

código alfanumérico. Este identificador único fue el que se empleó durante la 

selección de las muestras a procesar, la creación de la base de datos del estudio y 

el análisis de resultados. En ningún momento se tuvo acceso a datos personales 

como nombre, número de documento de identidad o fecha de nacimiento, dicha 

información en su momento fue archivada de forma segura y se encuentra bajo la 

custodia de los investigadores principales de los estudios mencionados 

previamente. Adicionalmente, la información clínica requerida de los sujeto 

donante de la muestra (edad, fecha de inicio de síntomas, días de enfermedad y 

procedencia) fue tratada de acuerdo a las disposiciones establecidas en la ley 

estatutaria No 1581 de 2012 del Congreso Colombiano por la cual se dictan las 

disposiciones generales para la protección de datos personales y Resolución UIS 

1227 de 2013. 

 

6.6.3 Cumplimiento de regulaciones éticas y normas de bioseguridad. De acuerdo 

a las regulaciones contenidas en la resolución 008430 de 1993, el decreto 2164 de 

1992 y la Ley 10 de 1990 del Ministerio de Salud y Protección Social de Colombia 

por las cuales se establecen las normas científicas, técnicas y administrativas de 

la investigación en salud, y según lo estipulado en el Titulo II: “De la investigación 

en seres humanos”, capítulo I: “De los aspectos Éticos de la investigación en seres 

humanos” - artículo 11, el presente trabajo de investigación clasifica como una 

investigación sin riesgo debido a que no se realizó ninguna intervención directa en 

los individuos donantes de las muestras de estudio.  

Así mismo, en el Título IV: “De la bioseguridad de las investigaciones”; capítulo I: 

“De la investigación con microorganismos patógenos o material bilógico que pueda 

contenerlos”, se establecen los lineamientos generales para garantizar la 
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Bioseguridad en investigación, en donde de acuerdo al artículo 67, el presente 

trabajo de investigación califica en el grupo de riesgo II. Por esta razón y teniendo 

en cuenta además las directrices establecidas en el Manual de Bioseguridad en el 

Laboratorio de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para un Laboratorio 

con nivel de bioseguridad básico grado 2, durante la ejecución de los 

procedimientos técnicos requeridos para el cumplimiento de los objetivos de este 

trabajo se garantizaron y cumplieron todas las normas de Bioseguridad 

pertinentes.   

 

6.6.4 Aplicación de principios éticos. Luego de analizar los 4 principios éticos de 

acuerdo a la última actualización (2009) del libro “Principles of biomedical ethics” 

de Beauchamp  y Childress, concluimos que el presente trabajo de investigación 

no compromete los principios de Autonomía, No maleficencia y Justicia, debido a 

que el estudio tiene una naturaleza observacional. Así mismo se garantiza el 

principio de Beneficencia ya que el trabajo fue desarrollado con el objetivo de 

obtener  información de alta calidad, útil para el diseño de una política pública 

nacional de vigilancia del DENV y la definición de una política para la introducción 

de una vacuna contra el virus dengue, lo cual permitirá optimizar el uso de los 

recursos de salud pública destinados a la atención de la enfermedad y realizar un 

mejor abordaje del paciente con dengue. 

Finalmente, el presente trabajo fue evaluado y aprobado por el Comité de Ética de 

la Universidad Industrial de Santander en el acta No 11 del 12 de mayo de 2015 

(Anexo 5). 
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7. RESULTADOS 

 

 

7.1 ABUNDANCIA DE DENV-3 RELATIVA A LOS OTROS SEROTIPOS EN EL 

AMB.  

 

7.1.1 Serotipos en el periodo 2009-2010. En el presente estudio se procesaron un 

total de 212 sueros con el propósito de establecer la abundancia de los serotipos 

de DENV durante el periodo 2009-2010. La recuperación del virus fue exitosa en 

42% de las muestras procesadas, aislándose un total de 90 cepas de DENV (17 y 

73 cepas de 2009 y 2010 respectivamente). Los cuatro serotipos de DENV fueron 

confirmados en los aislamientos del periodo, siendo el más frecuente DENV-1 

(36%), seguido de DENV-3 (33%), DENV-4 (28%) y DENV-2 (3%) (Tabla 9, 

Figuras 5-6).  

 

Tabla 9. Distribución temporal de las cepas aisladas periodo 2009-2010 

Año 
Serotipo: n(%) 

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 

2009 8 (47) 1 (5) 4 (24) 4 (24) 

2010 24 (33) 2 (3) 26 (35) 21 (29) 

Total 32 (36) 3 (3) 30 (33) 25 (28) 

 

 

Figura 5. Evidencia de aislamiento primario de DENV en el estudio.   
 

A: suero de paciente con dengue 

se adicionó a la monocapa y a los 

10 días se registró el efecto 

citopático (flechas, imagen 

superior), sugiriendo aislamiento 

primario de DENV. El efecto 

citopático se confirmó por 

inmunofluorescencia (imagen 

inferior).  

B: control: células sin suero. 

A B
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Figura 6. Evidencia de resultados de serotipificación de cepas de DENV aisladas en el estudio.   

 

Curvas de amplificación por RT-PCR en tiempo real. El recuadro indica el serotipo y código del aislado. En el borde inferior 
izquierdo se evidencia el fluoróforo que emitió la fluorescencia. De izquierda a derecha se encuentra: FAM=DENV-1, 
HEX=DENV-2, TexaRed=DENV-3 y Cy5=DENV-4. El control positivo empleado en el ensayo detecta los cuatro serotipo. 

 

7.1.2 Distribución temporal de los serotipos de DENV en el periodo de 

observación: 2000-2010. Para determinar la abundancia relativa de los serotipos 

de DENV y describir su comportamiento en el tiempo se empleó información 

obtenida en estudios previos y en el presente trabajo (Tablas 7 y 10).  

DENV-3 fue el serotipo predominante durante el periodo de estudio (48%), 

seguido en frecuencia por DENV-1 (23%), DENV-2 (15%) y DENV-4 (14%), sin  

embargo su abundancia fluctuó en el tiempo (Figura 7). Tras su reintroducción en 

2001, DENV-3 fue muy abundante entre 2002-2006 (75%), desplazando casi por 

completo a los demás serotipos en 2003 (97%). Durante 2007-2008 la abundancia 

de DENV-3 disminuyó considerablemente comparada con el periodo 2002-2006 

(24% vs. 75%, respectivamente) llegando a ser escaso en 2008 (8%). En 2009 la 

abundancia de DENV-3 mostró un nuevo incremento convirtiéndose en el serotipo 

predominante en 2010 (36%). 

La abundancia de DENV-3 en 2002-2004 coincidió con disminución de DENV-2 

(de 70% en 2000 a 6% en 2002-2004), y su nuevo incremento en 2009-2010 con 
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disminución de DENV-1 (de 85% en 2008 a 33% en 2010). Así mismo, el periodo 

de escases de DENV-3 coincidió con incremento del DENV-1 (de 19% en 2006 a 

84% en 2008).  

 

Tabla 10. Datos sobre distribución temporal de serotipos de DENV en Santander usados para 
análisis en este estudio. 

Año Total Virus 
Serotipo: n(%) 

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 

2000 10 1 (10) 7 (70) 0 (0) 2 (20) 

2001 26 1 (4) 10 (38) 9 (35) 6 (23) 

2002 14 1 (7) 1 (7) 12 (86) 0 (0) 

2003 38 0 (0) 1 (3) 37 (97) 0 (0) 

2004 23 1 (4) 2 (9) 17 (74) 3 (13) 

2006 21 4 (19) 6 (28) 9 (43) 2 (10) 

2007 35 13 (37) 8 (23) 14 (40) 0 (0) 

2008 12 10 (84) 1 (8) 1 (8) 0 (0) 

2009 17 8 (48) 1 (6) 4 (23) 4 (23) 

2010 73 24 (33) 2 (3) 26 (36) 21 (29) 

Total 269 63 (23) 39 (15) 129 (48) 38 (14) 

Datos de 2000-20004, 2006, 2007-2008 fueron obtenidos en los estudios previos (Tabla 7) (Ocazionez et al. 
2006; Ocazionez-jiménez et al. 2013). Datos de 2009-2010 fueron obtenidos en el presente estudio.  

 

Figura 7. Abundancia de DENV-3 relativa a los otros serotipos en el departamento de Santander, 

2000-2010.    

 

Las áreas sombreadas describen la abundancia (frecuencia relativa en porcentajes) en el tiempo de cada serotipo. *Datos 
interpolados, durante este año no fue posible realizar vigilancia virológica en el AMB. Datos de 2000-20004, 2006, 2007-
2008 fueron obtenidos en los estudios previos (Tabla 7) (7,16). Datos de 2009-2010 fueron obtenidos en el presente 
estudio. 
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Con el propósito de evaluar la asociación entre el patrón de circulación de DENV-

3 y los otros serotipos, se realizó un análisis de correlación entre las abundancias 

relativas de los serotipos en función del tiempo evaluadas tanto de manera 

concurrente (para el mismo año) como para el año inmediatamente posterior 

(desfase de un año).  

 

No se observó correlación entre abundancia del DENV-3 y abundancia de los 

otros serotipos. Se observó cierta tendencia negativa entre DENV-3 y los demás 

serotipos evaluadas de manera concurrente (Tabla 11), siendo esta mayor con 

DENV-2 (-0.51). Evaluadas con desfase de un año la correlación negativa de 

DENV-3 se mantuvo con DENV-1 (-0.35) y DENV-4 (-0.56), pero no con DENV-2 

(-0.09) (Tabla 12). Estos resultados sugieren un posible efecto reductor de DENV-

3 sobre los demás serotipos. Así mismo, la abundancia de DENV-1 el año anterior 

al índice a su vez se correlacionó negativamente con DENV-3, lo cual sugiere que 

la abundancia de DENV-1 podría tener a su vez un efecto reductor sobre DENV-3 

en el año siguiente. Correlaciones similares se observaron además entre DENV-1 

y DENV-2, y entre DENV-2 y DENV-4. No obstante ninguna de estas 

correlaciones alcanzó un nivel de significancia estadística por lo que estos 

resultados no son concluyentes. 

 

Tabla 11. Correlación entre abundancia relativa de los  serotipos de DENV para el periodo 
2000-2010 evaluada de manera concurrente. 

Serotipo DENV-3 DENV-1 DENV-2 DENV-4 

DENV-3 1.00    

DENV-1 -0.36 1.00   

DENV-2 -0.51 -0.25 1.00  

DENV-4 -0.26 0.20 -0.09 1.00 

Las frecuencias relativas de los datos de aislamiento para cada serotipo por año presentados en la tabla 10 se 
compararon con la prueba de correlación de Spearman. Se presentan los coeficientes de correlación. 

 
 
 



61 

 

Tabla 12. Correlación entre abundancia relativa de los serotipos de DENV en cada año 
comparado con el inmediatamente posterior, para el periodo 2000-2010. 

Serotipo 
Año posterior 

DENV-3 DENV-1 DENV-2 DENV-4 

DENV-3 0.33 -0.35 -0.09 -0.56 

DENV-1 -0.56 0.59 -0.41 0.33 

DENV-2 -0.08 0.07 0.54 -0.27 

DENV-4 -0.03 -0.18 0.08 0.16 

Las frecuencias relativas de los datos de aislamiento para cada serotipo por año presentados en la tabla 10 se 
compararon con la prueba de correlación de Spearman. Se presentan los coeficientes de correlación. 

 

 

7.2 RELACION ENTRE EL PATRÓN EPIDEMIOLÓGICO DEL DENGUE Y DENV-

3 / CO-CIRCULACION DE SEROTIPOS. 

 

La tasa de incidencia del dengue en el AMB osciló entre 34 - 1.410 casos por 

100,000 habitantes con picos epidémicos en 2002 (618) y 2010 (1.410) y un 

periodo interepidémico de alrededor de 7 años. La re-introducción y expansión de 

DENV-3 en 2001-2003 coincidió con incremento de la tasa de incidencia del 

dengue: 90 en el 2000 versus 587 para el periodo 2001-2003. Así mismo, un 

nuevo incremento del serotipo entre 2009–2010 coincidió también con incremento 

del dengue: tasa de incidencia de 256 en 2008 versus 1077 en 2009-2010 

(Figuras 7-8). Estos dos momentos de predominancia de DENV-3 coincidieron 

además con los picos epidémicos descritos. 

 

Para evaluar la existencia de una asociación entre la predominancia de DENV-3 y 

la tasa de incidencia del dengue se realizó un análisis de regresión con el fin de 

modelar razones de tasas de incidencia en función de una abundancia relativa de 

DENV-3 menor ó mayor o igual a 50%. La asociación se evaluó tanto para datos 

concurrentes (abundancias y tasas del mismo año) como no concurrentes 

(abundancias y tasas en diferentes años). Se encontró que la abundancia de 

DENV-3 ≥50% se asoció a una incidencia del dengue 9.4% veces superior, 
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comparada con periodos en donde la abundancia del serotipo fue <50%, 

ajustando por año de registro (p<0.05). Sin embargo, al evaluar la asociación  

entre la abundancia relativa de DENV-3 observada 1-2 años antes y la incidencia 

de casos en el año índice, se observó que una mayor abundancia precedía a una 

menor probabilidad de casos: Razón de tasas de incidencia de 0.63 (IC95%: 0.62 

- 0.65) y 0.60 (IC95%: 0.59 - 0.62) al evaluar 1 y 2 años precedentes, 

respectivamente.  

 

El primer hallazgo soporta lo observado durante el pico epidémico en 2002, pero 

no explica lo observado en 2004 ya que aunque DENV-3 fue predominante (71%) 

la tasa de incidencia de dengue disminuyó notoriamente con respecto al año 

anterior (551 vs 34 casos por 100,000 habitantes) sugiriendo que la abundancia 

sostenida del serotipo no necesariamente lleva a mayor número de infecciones. 

Por otra parte, la disminución en la probabilidad de casos de dengue observada 1-

2 años luego de un periodo de marcado predominio del serotipo, podría ser el 

resultado de una disminución en el número de individuos susceptibles. 

 

El hecho que la predominancia de DENV-3 no explique en su totalidad la 

ocurrencia de brotes o epidemias y que durante el periodo de observación los 

cuatro serotipos de DENV hayan co-circulado en la localidad, permite suponer 

que en áreas hiper-endémicas el comportamiento de la enfermedad no puede ser 

explicado de manera independiente por un serotipo sino por la interacción entre 

todos ellos.  Teniendo en cuenta esta hipótesis, se decidió evaluar la asociación 

entre la co-circulación de serotipos y la tasa de incidencia del dengue en el área 

de estudio a través del índice de diversidad de Shannon (IS). Se observó una 

relación de proporcionalidad directa entre el IS y la tasa de incidencia del dengue 

cuando estos fueron evaluados concurrentemente (Tabla 13; Figura 8), en donde 

una diferencia en el IS de 0.1 unidades se asoció con un incremento del 6.3% 

(IC95%: 6.1%-6.7%) en la tasa de incidencia. Aunque en el periodo 2002-2003 la 
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asociación entre IS y tasa de incidencia del dengue no se mantuvo ya que la 

disminución del IS coincidió con incremento de la tasa de incidencia del dengue, 

durante el periodo de estudio el patrón de proporcionalidad directa entre el IS y la 

tasa de incidencia del dengue fue el que predominó. Al evaluar la asociación entre 

el IS observado 1-2 años antes y la incidencia de casos en el año índice, se 

encontró que la asociación entre el IS y la incidencia se acentuó al considerar el 

IS del año inmediatamente anterior: incremento de 8.4% (IC95%: 8.1%-8.7%) por 

0.1 unidades. Por el contrario, al evaluar la relación entre el IS dos años antes del 

año índice, este se asoció con disminución de la incidencia del dengue en 2.6% 

(IC95%: 2.4%-2.9%).  

 

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren una compleja interacción entre la 

dinámica individual de los serotipos y el patrón del dengue en el AMB; en donde 

un aumento en la diversidad provocaría un aumento posterior en la incidencia de 

la enfermedad, lo que en sí mismo puede causar un cambio en el patrón de 

circulación de los serotipos, en donde el serotipo más competente (con mayor 

fitness) desplazará a los demás serotipos. Esto se traducirá en predominio del 

serotipo más competente e incremento del número de casos durante el siguiente 

año. 

 

Tabla 13. Razón de tasas de incidencia (RTI) de dengue por índice Shannon durante los 
años 2000-2010. 

Índice Shannon 
(por 0.1) 

RTI Cruda 
(IC95%) 

RTI Ajustada* 
(IC95%) 

Concurrente 1.063 (1.061, 1.067) 1.004 (1.001, 1.007) 

Un año antes 1.084 (1.081, 1.087) 1.056 (1.053, 1.059) 

Dos años antes 0.974 (0.971, 0.976) 0.947 (0.945, 0.950) 

El IS fue calculado con base en las frecuencias relativas de cada serotipo por año (Tabla 10). Los valores de RTI 
corresponden al incremento observado por cada 0.1 unidades del IS. * Ajustado por año de registro. 
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Figura 8. Relación temporal entre el índice Shannon e incidencia de dengue durante los años 

2000-2010. 

 

El IS fue calculado con base en las frecuencias relativas de cada serotipo por año (Tabla 10), Rango IS=0-1.34, donde 0 
equivale a frecuencia relativa para un serotipo igual al 100%, y 1.34 equivale a frecuencias relativas iguales entre los 
diferentes serotipos (25% cada uno). Las tasas de incidencia para los casos de dengue en el AMB fueron calculadas con 
base en la información de casos de dengue y total de población en el AMB por año (Tabla 8). 

 

 

7.3 RELACION ENTRE PRESENCIA DE DENV-3 Y FRECUENCIA DE 

INFECCION PRIMARIA Y SECUNDARIA  

 

7.3.1 Anticuerpos IgG en los sueros incluidos en el estudio. Se procesaron un total 

de 254 sueros agudos de sujetos con diagnóstico confirmado de dengue por 

ELISA IgG con el propósito de robustecer la información de tipo de infección 

disponible para el periodo 2007-2010. Para este periodo, el 64% (n=162) de las 

muestra procesadas fueron infeccion primaria y el 36% (n=92) secundarias. La 

Tabla 14 detalla la frecuencia de infecciones por año. 

 
Tabla 14. Frecuencia de infeccion primaria y secundaria en las muestras del periodo 2007-2010 
procesadas en el presente trabajo 

AÑO 
Total de 
Muestra 

Infeccion Primaria 
n(%) 

Infeccion Secundaria 
n(%) 

2007 50 34 (68%) 16 (32%) 

2008 30 20 (67%) 10 (33%) 

2009 74 38 (51%) 36 (49%) 

2010 100 70 (70%) 30 (30%) 
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7.3.2 Relacion de DENV-3 y tipo de infección. El 62% de las infecciones  (n=715) 

durante el periodo 2000-2010 fueron primarias, y el 38% restantes (n=433) 

secundarias. La frecuencia de infecciones primarias y secundarias presentó un 

comportamiento diferecial en el tiempo. Durante el período 2001-2004 la 

frecuencia de infecciones primarias aumentó progresivamente con relacion al año 

2000 (15%, 27%, 45%, 80% y 83%, respectivamente), lo que coincidió con el 

periodo de abundancia de DENV-3 (Figura 9). Para el periodo 2006-2009 se 

evidenció una disminución progresiva (79%, 74%, 66%, 56%), que también 

coincidió con una disminución en la abundancia del serotipo. Finalmente, en el año 

2010 se observó un nuevo aumento en la frecuencia de infecciones primarias 

(71%) paralelo al resurgimiento y predomino de DENV-3. 

Al evaluar la correlación entre frecuencia de infecciones primarias y abundancia de 

DENV-3 superior o inferior al 50%, encontramos que la proporción de infección 

primaria era 94% mayor en los años en donde la abundancia relativa de DENV-3 

fue superior al 50%, comparado con aquellos en que fue inferior al 50%, 

independientemente del año (razón de incidencia, RI: 1.94, IC95%: 1.56 - 2.41); es 

decir que durante los años con una abundancia relativa de DENV-3 superior al 

50% se duplicó la incidencia de infecciones primarias. 

 

Figura 9. Relación entre abundancia relativa de DENV3 y el tipo de infección  durante los años 

2000-2010. 
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7.3.3 Relación entre serotipo y tipo de infección. Al evaluar la asociación entre el 

serotipo infectante y el tipo de infección, encontramos una distribución diferencial 

del tipo de infección entre los serotipos (Tabla 15). Se observó una mayor 

proporción de casos de infección primaria causadas por serotipos DENV-3 y 

DENV-1, mientras que las infecciones secundarias fueron atribuidas 

principalmente a los serotipos DENV-2 y DENV-4. En el análisis multivariado, 

ajustando por la edad del sujeto y el año de registro, ninguno de los serotipos se 

asoció estadísticamente al tipo de infección (Tabla 16). 

 
Tabla 15. Asociación entre serotipos y tipo de infección para el total de muestras evaluadas 
entre 2000-2010. 

Serotipo 
Total 

(n=248) 
Primaria 
(n=176) 

Secundaria 
(n=72) 

p* 

DENV-1 56 (22.6) 48 (27.3) 8 (11.1) 

<0.001 
DENV-2 40 (16.1) 15 (8.5) 25 (34.7) 
DENV-3 118 (47.6) 95 (54.0) 23 (31.9) 
DENV-4 34 (13.7) 18 (10.2) 16 (22.3) 

* Prueba Chi cuadrado de Pearson (grados de libertad=3). 

 
 
Tabla 16. Asociación entre serotipo de DENV y tipo infección (primaria versus secundaria) 
durante los años 2000-2010. 

Serotipo 
OR Crudo 
(IC95%) 

OR Ajustado* 
(IC95%) 

DENV-1 Referente Referente 
DENV-2 0.10 (0.04, 0.27) 0.34 (0.04, 2.81) 
DENV-3 0.69 (0.27, 1.65) 0.46 (0.14, 1.56) 
DENV-4 0.19 (0.07, 0.51) 0.34 (0.09, 1.24) 

* Ajustado por edad y año de registro. 

 
 
 

7.4 DIVERSIDAD GENÉTICA DE DENV-3. 

 

El gen E de 27 cepas de DENV-3 aisladas durante el periodo de 2001 a 2010 en el 

AMB de Santander fue secuenciado y alineado con otras secuencias 

representativas de DENV-3 disponibles en GenBank para su posterior análisis 

filogenético. Se realizó un análisis preliminar de 184 secuencias del gen E de 

DENV-3 que incluyó secuencias de los cinco genotipos de DENV-3 de acuerdo a 

lo definido por Wittke y cols (Wittke et al. 2002). Las secuencias idénticas o 
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cercanamente relacionadas a otras fueron excluidas del análisis final, 

obteniéndose un dataset final de 163 secuencias de DENV-3 de aislados 

obtenidos en diferentes países y diferentes años (1956-2010).  

 

Todas las cepas de DENV-3 de Santander, y en general de Colombia se ubicaron 

dentro del Genotipo III. No se encontraron secuencias de genotipo V (también 

llamado genotipo I) como lo había reportado previamente Usme y Cols (Usme-Ciro 

et al. 2008) en un análisis de un segmento corto del extremo 3´del gen de la 

envoltura, dichas secuencias son casi idénticas a la de las cepa de referencia H87 

de filipinas, razón por la cual podría tratarse de una contaminación con la cepa 

prototipo (Figura 10). 

 

Las cepas americanas de DENV-3 evaluadas en el presente estudio se 

subdividieron en seis grupos que, de acuerdo a su procedencia se distribuyeron de 

la siguiente manera: Nicaragua/México/Panamá/Honduras (1) que corresponde a 

aislados tempranos (1994-1996) después de la introducción del serotipo en 

Centroamérica,  México (2), Puerto Rico (3), Venezuela (4), Brasil/Cuba/Martinica 

(5), y Ecuador/Perú (6). Estos grupos constituyen linajes monofiléticos con 

soportes de rama que van entre 0,88 y 1, excepto las secuencias de Puerto Rico 

que aparecen como grupo polifilético.  

 

Las cepas de Santander y en general las cepas Colombianas se ubicaron en los 

grupos 4 y 6. El linaje 4 corresponde a la introducción que se observó por primera 

vez en Venezuela en el año 2000 (Araújo et al. 2009); en este linaje se encuentran 

todas las cepas Santandereanas aisladas durante el periodo 2001-2004 y la 

mayoría de cepas aisladas durante 2007. Durante este periodo se evidencia 

múltiples intercambios de cepas entre Venezuela y los departamentos de 

Santander, Norte de Santander y Antioquia, demostrado por la presencia de 

múltiples clados con cepas de los dos países dentro de este linaje. A partir del año 



68 

 

2007 se detectan además en Santander cepas del grupo 6 que corresponde al 

linaje introducido en Ecuador en 1999, para las cuales se dieron aparentemente al 

menos tres introducciones recientes de este linaje a Santander, convirtiéndose a 

partir de 2008 en el linaje predominante en este departamento. La presencia del 

linaje ecuatoriano en Santander en 2007 coincidió con descenso de la abundancia 

relativa de DENV-3 en la localidad, y el predominio de este linaje en 2010 coincidió 

a su vez con el nuevo incremento de DENV-3 en el AMB. 

 

Se investigó la variación en la diversidad genética en un contexto de coalescencia 

para dilucidar cómo ha cambiado la población viral DENV-3 en Santander (Figura 

11). Desde el 2001, la diversidad genética de la población viral mostró un 

incremento que coincidió con la re-emergencia del virus en la región y su 

expansión, llegando a su punto máximo entre 2002-2003, cuando el 92% de los 

casos reportados en Santander fueron ocasionados por este serotipo (Figura 7). A 

partir de 2005 la diversidad genética de la población mostró un descenso 

progresivo, siendo su punto más bajo entre 2008-2009, periodo en el cual se dio la 

circulación simultanea de los dos linajes y el reemplazo del linaje predominante; 

esto además coincidió con el periodo de menor abundancia relativa de DENV-3. 

En el año 2010 se observó un leve incremento de la diversidad genética de la 

población viral, que a su vez coincidió con la expansión y predominio del linaje 

ecuatoriano en la región y la reemergencia de DENV-3 en términos de abundancia 

relativa. 
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Figura 10. Árbol consenso por mayoría de las secuencias de DENV-3 estimado 

por inferencia bayesiana con el programa MrBayes v3.2.5. 

 

 
 

Las secuencias de Colombia se muestran en color de acuerdo al lugar de aislamiento: azul= 
Santander, verde= Antioquia, rosa= Norte de Santander, lila= Valle del Cauca. Los números cerca 
de los nodos son probabilidades posteriores para el clado correspondiente. Los linajes definidos 
en este estudio para el genotipo III se señalan con números arábicos. Los recuadros grises 
resaltan los linajes en donde se ubicaron las secuencias Colombianas.  El árbol fue dibujado con 
el programa FigTree v1.4.2 y editado en el programa Inkscape v0.9. 
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Figura 11. Diversidad genética de la población viral de DENV-3 que circuló en 

Santander durante los años 2001-2010.   

 

 
 

El “Bayesian Skygrid plot” muestra los cambios relativos el tamaño efectivo de la población a través 
del tiempo (Neт). Neт, es el producto del tamaño efectivo de la población y la duración de la 
generación en el año (diversidad genética relativa); línea negra=mediana; sombra azul= 95% de 
densidad de probabilidad. 
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8. DISCUSION 

 

 

El propósito de este estudio fue aportar información adicional a la ya disponible 

sobre abundancia relativa de los serotipos del dengue en el tiempo, tipo de 

infección (primaria o secundaria) de los casos de dengue y genética de la 

población de DENV-3 en el AMB, que pueda servir para robustecer estudios 

epidemiológicos enfocados a identificar factores que modulan la transmisión del 

dengue en el país.  Así mismo, se analizó la relación entre DENV-3 y la co-

circulación de los serotipos con el patrón epidemiológico del dengue (tasa de 

incidencia). En consideración a la complejidad de la epidemiología del dengue no 

se pretendió establecer relaciones causales, pero sí mostrar correlaciones y 

coincidencias entre las diferentes variables evaluadas.  

 

Hallazgo 1: la relación entre abundancia de DENV-3 relativa a los otros 

serotipos en el AMB. 

 

En relación a la abundancia de DENV-3 relativa a los otros serotipos se encontró 

que DENV-3 fue el serotipo más abundante (45%) del periodo, seguido en 

frecuencia por DENV-1, DENV-2 y DENV-4. La abundancia de DENV-3 fluctuó en 

el tiempo y estas fluctuaciones a su vez coincidieron con cambios en la 

abundancia de los demás serotipos. El periodo de mayor abundancia de DENV-3 

(2002-2004) y resurgimiento (2009-2010) coincidió con escasez de DENV-2 y 

DENV-1 respectivamente, y el periodo de escasez (2008) con incremento del 

DENV-1. Esto se evidenció por una predominancia en fases de los serotipos que 

siguió la secuencia 2/3/1. Fluctuaciones en la abundancia de los serotipos  con 

predominio de uno de ellos por un período de tiempo seguido de reemplazo por 

otro serotipo, han sido informadas también en otros países del continente 

Americano como Nicaragua (Gordon et al. 2013), Perú (Morrison et al. 2010), 
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Puerto Rico (Santiago et al. 2012) y México (Farfa 2014). Estas fluctuaciones 

características de los serotipos del dengue permiten suponer la existencia de una 

posible interacción entre ellos.  

 

Con el propósito de evaluar la relación entre DENV-3 y los otros serotipos, se 

realizó un análisis de correlación entre los cambios en la abundancia relativa del 

DENV-3 y los cambios en las abundancias relativas de los demás serotipos en 

función del tiempo. Los resultados de este análisis mostraron una correlación 

negativa entre la presencia de DENV-3 y la presencia de los otros serotipos. 

Correlaciones similares se observaron también entre DENV-1 y DENV-2, y entre 

DENV-2 y DENV-4. Sin embargo, ninguna de las correlaciones encontradas tuvo 

significancia estadística, probablemente debido a un tamaño de muestra anual de 

aislados relativamente pequeño que no permitió ver la significancia de la tendencia 

observada entre los serotipos. No obstante, los datos sugieren que la presencia de 

DENV-3 podría tener un efecto reductor sobre los demás serotipos dado que la 

abundancia del DENV-3 en el AMB coincidió con disminución de los demás 

serotipos. Esto ha sido observado también en Nicaragua (Gordon et al. 2013), 

Perú (Morrison et al. 2010), Puerto Rico (Santiago et al. 2012), México (Farfa 

2014) y Tailandia (Zhang et al. 2005). Una posible explicación de este efecto 

reductor entre los serotipos podría ser la existencia de diferencias en la capacidad 

de transmisión (fitness) entre los mismos. Al respecto, un estudio in vitro con 

DENV-2 y DENV-4 evidenció un fenómeno de competencia asimétrica entre los 

serotipos, en donde DENV-2 mostró una mayor competencia en co-cultivo 

desplazando el crecimiento de DENV-4 (Pepin et al. 2008). Otro estudio en 

modelo animal que comparaba la capacidad de aislados clínicos de DENV para 

infectar ratones inmunocompetentes encontró que independiente de la estrategia 

de infección utilizada, la cepa de DENV-3 (D3/BR/SL3/08) mostró una mayor 

capacidad de infección (ARN del virus fue detectado con mayor frecuencia en el 

suero y en varios órganos) en el modelo experimental en comparación con la cepa 
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de DENV-2 (D2/BR/RP/RMB/09) y una cepa de DENV-1 adaptada en el 

laboratorio (cepa Mochizuki) (Barros et al. 2015).  

 

Así mismo, es importante considerar que la dinámica de circulación fluctuante de 

los serotipos es un fenómeno complejo y  por lo mismo difícil de analizar y que 

otros factores como la inmunidad cruzada de corta duración y la diversidad 

genética del virus podrían estar contribuyendo también a la dinámica de 

circulación de los serotipos observada en el AMB. 

 

Hallazgo 2: la relación entre abundancia relativa de DENV-3 e infección 

primaria 

 

En relación a la asociación entre frecuencia de infecciones primarias o 

secundarias por dengue y abundancia de DENV-3 se encontró que el periodo de 

predominio de DENV-3 se correlacionó con incremento casi del doble (94%) en la 

incidencia de infecciones primarias. Este hallazgo llama la atención pues con la 

reintroducción de DENV-3 al AMB se esperaba observar un incremento de las 

infecciones secundarias, debido a que 3 de los serotipos del virus habían circulado 

de forma endémica en la localidad por varios años y una proporción importante de 

la población probablemente ya había sido expuesta al menos a uno de ellos.  No 

obstante, el hecho de que el periodo de predominio de DENV-3 se correlacionó 

con un incremento de infecciones primarias sugiere que la presencia de inmunidad 

en la población hacia cualquiera de los serotipos protege de manera cruzada 

contra el desarrollo de infecciones sintomáticas por DENV-3.   

Al respecto, en las cohortes de dengue de Nicaragua (Gordon et al. 2013) y Perú 

(Morrison et al. 2010), dos localidades igualmente endémicas, se ha encontrado 

que las infecciones secundarias que ocurren en un intervalo corto de tiempo entre 

la infección primaria y secundaria (2.5 años) se encuentran asociadas al desarrollo 

de infección asintomática lo que se ha atribuido a la presencia de inmunidad 
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heterotípica protectora. Esto favorece la hipótesis de que la presencia de 

inmunidad heterotípica podría ser determinante en la dinámica de circulación de 

los serotipos del DENV, en donde el nivel de protección cruzada (neutralización) 

dependería entre otros factores del nivel de anticuerpos del huésped, la secuencia 

de las infecciones y el intervalo entre las mismas.  Estudios de modelamiento que 

evalúan la interacción entre la inmunidad y la dinámica de circulación de los 

serotipos soportan esta hipótesis (Adams et al. 2006; Recker et al. 2009). 

 

Hallazgo 3: la relación entre abundancia relativa de DENV-3 y diversidad 

genética de la población viral. 

 

Sobre las relaciones filogenéticas de las cepas de DENV-3 se encontró que todas 

las cepas Colombianas analizadas en el presente estudio agruparon en el 

genotipo III, más cerca de virus de países fronterizos (Venezuela, Ecuador, Perú) 

que de otros de Suramérica (Brasil, Paragua, Argentina) y de Centroamérica  

(México, Nicaragua, Puerto Rico, Honduras, Panamá).  Así mismo se pudo 

confirmar la co-circulación de dos linajes (venezolano y ecuatoriano) del genotipo 

en el AMB de Santander a partir de 2007. Estos resultados son consistente con lo 

informado previamente por Villabona y Col (Villabona-Arenas et al. 2009) y Ospina 

y Col (Ospina et al. 2010) para DENV-3 de Colombia y con otros trabajos de 

DENV-3 de América (de Mora et al. 2009; Alfonso et al. 2012; Schmidt et al. 2011).  

 

Al evaluar los cambios en el tiempo de la diversidad genética relativa de la 

población de DENV-3 de Santander y su posible asociación con cambios en la 

abundancia del serotipo, se encontró que el incremento de la diversidad de DENV-

3 coincidió con la re-introducción del virus en la localidad y su expansión (2002-

2003). Así mismo, el descenso de la diversidad a partir de 2005 coincidió con la 

disminución progresiva de la abundancia relativa de DENV-3. La menor diversidad 

de DENV-3 observada entre 2007-2008 coincidió a su vez con la detección del 
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linaje ecuatoriano (grupo 6, Figura 10) en Santander y con un descenso marcado 

en la abundancia relativa de DENV-3 en la localidad. Finalmente, en 2009-2010 el 

predominio del linaje ecuatoriano y la evidencia de evolución in situ en este linaje 

coincidieron con el nuevo incremento de DENV-3 en el AMB. Estos resultados 

sugieren que los cambios de abundancia de DENV-3 podrían haber contribuido a 

la diversificación genética del virus observada en el AMB. Cambios de linaje del 

DENV-3 asociados a cambios en la abundancia del serotipo se han documentado 

también en Tailandia (Zhang et al. 2005), Puerto Rico (Santiago et al. 2012) y 

Brasil (de Araújo et al. 2012). Hallazgos similares a su vez se han informados 

también para DENV-1 de Santander por Ocazionez y Col en estudio previo 

(Ocazionez-jiménez et al. 2013).  

 

Hallazgo 4: la relación entre abundancia relativa de DENV-3 e incidencia del 

dengue en el AMB. 

 

Al evaluar la relación entre DENV-3 y el patrón epidemiológico del dengue se 

encontró que el predominio de DENV-3 superior al 50% se asoció con incremento 

de la incidencia de casos de dengue en el AMB. Dicho predominio del serotipo se 

observó en el periodo 2002-2005. Al igual que en el AMB, la reintroducción de 

DENV-3 y subsecuente predominio en otros países latinoamericanos coincidió con 

incremento significativo del número de casos de dengue (Santiago et al. 2012; 

Morrison et al. 2010; Guzmán et al. 1996). Esto ha sido atribuido a que gran 

mayoría de la población era susceptible al serotipo (ausencia de inmunidad 

específica) lo que pudo haber favorecido su expansión y predominio. Así mismo, la 

disminución del número de individuos susceptibles podría ser uno de los factores 

que explique la disminución progresiva en la abundancia de DENV-3 observada en 

el AMB entre 2006-2008.  
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Hallazgo 5: la relación entre diversidad de DENV e incidencia del dengue en 

el AMB. 

 

La circulación simultanea de los cuatro serotipos durante 2010 y el hecho de que 

tres de ellos (DENV-1-3-4) exhibieran abundancias similares permite suponer que 

en áreas hiperendémicas, el comportamiento de la enfermedad no puede ser 

explicado de manera independiente por un serotipo sino por la interacción entre 

todos ellos. Esto es soportado por los resultados obtenidos durante la evaluación 

de la asociación entre la co-circulación de los serotipos de DENV en términos de 

su diversidad en el tiempo (IS, índice de Shannon) y la incidencia del dengue en el 

AMB, en donde el incremento de 0.1 unidades del IS se asoció con incremento en 

6,3% y 8.4% de la incidencia del dengue al evaluarse de manera concurrente y 

con un año de retraso, respectivamente. Estos hallazgos permiten a su vez validar 

lo informado por Recker y Cols en 2009 (Recker et al. 2009), durante la evaluación 

de la correlación entre valores estimados para la co-circulación de los serotipos 

del DENV y la incidencia de la enfermedad a través de un modelo matemático 

simple que buscaba investigar la dinámica de transmisión de los serotipos del 

DENV en el sur de Viet Nam para un periodo de 50 años. En este estudio se 

encontró una correlación positiva entre las fluctuaciones de la prevalencia de la 

enfermedad y las fluctuaciones de la diversidad de los serotipos, siendo esta más 

pronunciada cuando se evaluaba con desfase entre los dos parámetros (no 

concurrentes). Estos resultados permiten suponer que las variaciones temporales 

en la abundancia de los serotipos podrían ser útiles para el desarrollo de modelos 

de predicción de brotes o epidemias de la enfermedad en la región. No obstante, 

es importante considerar que el periodo evaluado es corto y que la re-introducción 

de DENV-3 al inicio de la ventana de observación pudo haber modificado la 

dinámica de circulación de los serotipos en Santander, por lo que es conveniente 

el validar estos hallazgos en estudios posteriores que incluyan un periodo más 

amplio. Para ello se requiere de una vigilancia virológica sistemática, efectiva y 
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mantenida en el tiempo con el objeto de poder identificar variaciones en la 

abundancia de los serotipos de forma oportuna. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 

En el presente estudio se pudo confirmar que el DENV-3 continuo circulando en el 

AMB luego de 2008. No se encontró correlación entre la abundancia de DENV-3 y 

la abundancia de los demás serotipos. El periodo de abundancia de DENV-3 se 

asoció con incremento de infecciones primarias. Sin embargo, no se encontró 

asociación entre el DENV-3, ni los demás serotipos con el tipo de infección. 

Cambios en la  diversidad de la población de DENV-3 de Santander coincidió con 

introducción y re-emplazo de linajes del serotipos y con cambios en su 

abundancia. 

El  predominio del serotipo durante los años siguientes a su re-introducción en 

Santander se asoció con incremento considerable de la tasa de incidencia del 

dengue en la localidad. Adicionalmente, un incremento en la diversidad de los 

serotipos dada por co-circulación de los cuatro en proporciones similares se 

asoció con incremento de la tasa de incidencia.   
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10. FORTALEZAS DEL ESTUDIO 

 

 

El presente estudio permitió llenar vacíos de conocimiento existentes en la 

vigilancia virológica realizada en la localidad de estudio gracias al trabajo 

cooperativo. 

El muestreo proveniente de estudios de cohorte fue una ventaja en la evaluación 

de la abundancia relativa de DENV pues refleja de manera más cercana lo que 

puede estar ocurriendo en la población sintomática. 

Se pudo obtener nueva información de calidad para el periodo 2009-2010, así 

como acceder a información secundaria para los periodos 2001-2004 y 2006-2008 

sobre predominancia relativa de los serotipos e inmunidad poblacional. Así mismo, 

se obtuvo nueva información genética sobre DENV-3 la cual será útil durante el 

desarrollo de futuros estudios biogeográficos y filogenéticos del serotipo en la 

región.  
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11. DEBILIDADES DEL ESTUDIO 

 

 

No fue posible obtener información del año 2005 para las variables de estudio, 

razón por la cual fue necesario inferir el comportamiento de las variables de 

estudio para este año y esto podría haber afectado la confiabilidad de los 

resultados. 

De igual manera la ventana de observación evaluada y el tamaño de muestra para 

cada año podrían ser insuficientes para dilucidar el tipo de interacción existente 

entre los diferentes serotipo. Además, la re-introducción de DENV-3 al inicio de la 

ventana de observación pudo haber modificado la dinámica de circulación de los 

serotipos en Santander, por lo que es conveniente el validar estos hallazgos en 

estudios posteriores que incluyan un periodo más amplio. 

El tipo de muestreo empleado en los diferentes años para obtener los datos de 

abundancia de los serotipos de DENV en la localidad también podría influir en los 

hallazgos, pues para los años 2000-2002 y 2007-2008 la información virológica se 

obtuvo a través de muestras captadas durante la vigilancia realizada por el 

laboratorio departamental de salud pública porque no se estaban llevando a cabo 

estudios de cohorte.  
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12. RECOMENDACIONES 

 

 

Los datos presentados en este estudio muestran la necesidad de desarrollar 

estudios bien conducidos para profundizar en el conocimiento de la relación entre 

la dinámica de circulación de los serotipos y el patrón epidemiológico del dengue 

en Santander, y en general Colombia. Por otra parte muestran la necesidad de 

desarrollar una vigilancia virológica sistemática, efectiva y mantenida en el tiempo, 

que incluya además de la identificación de variaciones en la abundancia de los 

serotipos de forma oportuna, estudios filogenéticos de los genotipos o linajes 

circulantes tanto de DENV-3 como de los otros serotipos y estudios  

biogeográficos que permitan establecer posibles rutas de dispersión del virus 

dentro del país. Así como el desarrollo de modelos de predicción de brotes o 

epidemias que contemplen el aporte de las fluctuaciones de los serotipos y los 

cambios genéticos de la población viral en el tiempo como parte del modelo. 
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ANEXO 1: Aprobación Comité de Ética – Proyecto “Etiología y caracterización 
clínica del síndrome febril agudo inespecífico en un área urbana colombiana 
endémica de dengue" 
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ANEXO 2: Aprobación Comité de Ética – Proyecto “Estudio  “AEDES”: Abordando 
áreas endémicas del dengue para el estudio de su severidad" 
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ANEXO 3: Consentimiento Informado – Proyecto “Etiología y caracterización 
clínica del síndrome febril agudo inespecífico en un área urbana colombiana 
endémica de dengue" 
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ANEXO 4: Consentimiento Informado – “Estudio  “AEDES”: Abordando áreas 
endémicas del dengue para el estudio de su severidad" 

 



98 

 

 

 

 

 



99 

 

 

 

 

 

 



100 

 

 

 

 

 



101 

 

ANEXO 5: Aprobación Comité de Ética – Proyecto Filodinámica del virus Dengue 
serotipo 3 en el área metropolitana de Bucaramanga, Santander durante el 
periodo 2001 a 2010" 

 


