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RESUMEN

Objetivo La relacién entre serotipo del virus, patron de infeccién y dengue
hemorragico es presentada.

Métodos Se estudiaron 1 545 pacientes febriles de municipios del Departamento
de Santander, Colombia, entre 1998-2004. El dengue se confirmé por ELISA-IgM y
el aislamiento viral se hizo en células C6/36. El patrén de infeccién se establecié
investigando anticuerpos IgG en suero agudo. El titulo de anticuerpos neutralizantes
se determind usando la prueba de neutralizaciéon por reduccién de placa (PRNT).
Resultados Predominancia del DEN-1 en 1998 y re-introduccién del DEN-3 en
2001 coincidieron con epidemias. El dengue hemorragico fue mas frecuente en
infecciones por virus DEN-2 que DEN-3 (24,5 % vs 11,2 %; p<0,05). EI DEN-2 se
asocié mas con infecciéon secundaria que el DEN-3 (56,8 % vs 15,7 %; p< 0,001).
Disminucién anual del DH correlacion6 con disminucion de la dominancia del
DEN-2 (r = 0,95, p=0,01) y de la infeccién secundaria (r=0,9; p=0,03) e incremento
de la dominancia del DEN-3 (r=-0,91; p=0,03). No se encontraron diferencias en el
titulo de anticuerpos neutralizantes en los casos analizados. Los anticuerpos
neutralizantes del DEN-1 fueron los de mayor titulo.

Conclusién Cambios en la abundancia relativa de serotipos del virus se asociaron
con cambios en el patron de infeccién y frecuencia del dengue hemorragico. La
vigilancia virolégica permanente debera ser prioridad para la prevencion del dengue
hemorragico en areas endémicas.

Palabras Clave: dengue hemorragico, epidemia, virus del dengue, serotipificacién
(fuente: DeCS,BIREME).

ABSTRACT

Objective Describing the relationship between viral serotypes, infection pattern and
dengue hemorrhagic fever.
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Methods 1 545 febrile patients were studied from 1998-2004 in the Santander
department of Colombia. Dengue infection was confirmed by IgM ELISA and the
virus was isolated in C6/36 cells. Infection pattern was established by detecting IgG
antibodies in acute serum. Neutralising antibody titres were investigated in dengue
cases occurring during years when less (1998) and more (2001) dengue
hemorrhagic cases were reported by using PRNT.

Results DEN-1 predominance in 1998 and the re-introduction of DEN-3 in 2001
coincided with an epidemic. DEN-2 infection caused more hemorrhagic cases than
DEN-3 infection (24,5 % cf 11,2 %; p<0.05). DEN-2 was more associated with
secondary infection than DEN-3 (56,8 % cf 15,7 %; p<0.001). An annual decrease of
DHF was correlated with decreased DEN-2 dominance (r=0.95; p= 0.01), and
secondary infection (r=0.9; p=0.03) and increased DEN-3 predominance (r=-0.91;
p=0.03). There were no differences in neutralising antibody titres amongst analysed
cases. DEN-1 neutralising antibodies presented the highest titres.

Conclusions Change in relative dengue virus serotype abundance was associated
with changed infection pattern and DHF frequency. Continuing virological surveillance
should become a priority for preventing dengue hemorrhagic fever in endemic areas.

Key Words: Dengue, DEN-2, DEN-3, epidemic (source: MeSH, NLM).

xisten cuatro serotipos del virus del dengue (DEN-1,2,3,4) y cada uno

corresponde a una poblacion de cepas agrupadas en varios genotipos (1-

4). Los virus se transmiten al hombre a través de picadura de mosquitos
del género Aedes V la infeccidn puede resultar asintomatica o en un sindrome
febril de severidad variada. La mayoria de los enfermos desarrollan la forma
leve o dengue clasico (DC) y algunos la hemorragica que puede llevar a la
muerte cuando se acompafia del sindrome de choque hipovolémico (DH/SCH).
Los individuos que con mayor frecuencia sufren DH/SCH han tenido una
infeccion anterior por un serotipo diferente del virus (5,6). Numerosas evidencias
demuestran gue los anticuerpos de la infeccion primaria se unen al virus de la
secundaria formando un complejo que es fagocitado por el macréfago a través
del receptor Fcy. Como consecuencia mas células resultan infectadas
liberandose mayores niveles de citoquinas y mediadores quimicos que
incrementan la permeabilidad vascular (7,8). No obstante, casos de DH/SCH
ocurren por infeccién primaria y esto depende principalmente del serotipo. Los
virus DEN-2 y DEN-3 son los que mas casos severos causan seguidos por el
DEN-1y DEN-4 (5,9).

En América, casos de DH fueron infrecuentes en la década de los 70 y
esto se asocid a la circulacion de cepas no virulentas y de un solo serotipo en
la mayoria de los paises (10,11). En 1981y 1994 se introdujeron las cepas de
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DEN-2 genotipo 11l y DEN-3 genotipo Il1, respectivamente, las cuales venian
ocasionando la mayoria de casos hemorragicos en paises asiaticos. La primera
causo la primera epidemia de DH en América ocurrida en Cuba con 10 312
casos y 158 muertes y la segunda se asocié con mas casos severos en Panama
y Nicaragua (12,13). El incremento del turismo entre paises del Continente y
las deficiencias de los programas de control del Aedes aegypti en la mayoria,
han promovido el desplazamiento geogréafico de los virus resultando en la
diseminacion de las cepas virulentas y la circulacion simultanea de varios
serotipos en un mismo pais favoreciendo las infecciones secundarias. Como
consecuencia, se ha visto un incremento notorio del DH en América en los
ultimos 20 afios: de un total de 492 820 casos con 77 000 hemorragicos en la
década de los 90 a 1 015 420 con 14 374 severos solamente en el afio 2002
(14).

En Colombia, la circulacion de virus del dengue se detect6 por primera vez
en los afios 70 cuando ocurrieron epidemias por DEN-1, DEN-2 y DEN-3 y
mas tarde en 1986 cuando el DEN-4 aparecio (16). El nimero de casos se ha
incrementado cada afio en la Ultima década, entre 2004-2006 un total de 26
331 casos confirmados por laboratorio fueron registrados por la Organizacién
Panamericana de la Salud (17). En el Departamento de Santander el dengue
es endémico con epidemias cada 2-3 afios, entre 1998 y 2004 la Secretaria de
Salud Departamental informo 45 823 casos de los cuales 4 634 se consideraron
hemorragicos (18).

Dado que no existe tratamiento antiviral ni vacuna, la prevencion de epidemias
de DH se basa en el monitoreo y control permanente de factores que contribuyen
a latransmisién y severidad (19). Este reporte presenta la distribucién anual de
serotipos del virus, el patron de infeccion (primaria vs secundaria) y la respuesta
de anticuerpos neutralizantes asociados a la frecuencia del DH en el
Departamento de Santander en el periodo 1998-2004.

METODOLOGIA

Casos

Se incluyeron pacientes febriles con sospecha clinica de dengue que fueron
atendidos en instituciones de salud de cuatros municipios del departamento de
Santander (B/manga, Floridablanca, Girdn y Piedecuesta). Entre el 22 de
febrero de 1998 y 26 de diciembre de 2004, cada semana de todos los meses
del periodo, fueron incluidos un total de 1 545 casos (~221/mes). Los de
1998 - 2002 fueron seleccionados por los médicos de cada institucion de salud
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y reportados al sistema de vigilancia de enfermedades (SIVIGILA) de la
Secretaria de Salud Departamental (SSD). Los incluidos entre 2003-2004 fueron
seleccionados para un estudio clinico realizado por investigadores del Centro
de Investigaciones Epidemioldgicas (UIS). Del primer grupo se obtuvo copia
autorizada de la ficha de reporte donde se registr6 informacion demogréfica,
clinica y pruebas de laboratorio.

Sueros

De cada caso se obtuvo una muestra de los primeros cinco dias de sintomas
(agudo) y en algunos otra 8-10 dias después. Los sueros de 1998-2002 se
seleccionaron de los remitidos al Laboratorio de Salud Pablica (LSP) de la
SSDy las restantes fueron enviados directamente al Laboratorio de Arbovirus
del CINTRORP.

Diagnostico del dengue

Se buscaron anticuerpos sericos IgM usando el ELISA de captura. En casos
del SIVIGILA los sueros se procesaron en el LSP-SSD por el UMELISA
(IPK. La Habana, Cuba) y el resultado se consulto en el libro de registro
previa autorizacion. En los otros, la prueba se hizo en el Laboratorio de Arbovirus
siguiendo el procedimiento previamente descrito (20). Todo paciente con
anticuerpos IgM se consider6 caso de dengue laboratorio-positivo.

Patron de infeccion

Se investigd en 596 casos laboratorio-positivo incluidos en 1998 (n=80), 2000
(n=84), 2001 (n=128), 2002 (n=106), 2003 (n=80) y 2004 (n=118). El promedio
de edad (afios) de los pacientes de cada afio fue 25+19; 22+18; 24+17; 24+18;
27+17; 26+17, respectivamente. La infeccion primaria o secundaria se confirmé
por ausencia o presencia de anticuerpos IgG en el suero agudo, respectivamente.

Frecuencia del dengue hemorragico

Se considerd como: a) porcentaje de casos hemorragicos documentado por la
SSD (18) y b) frecuencia del DH en casos de quienes el virus se aislo y para
esto incluyeron 39 pacientes del 2005 - 2006. La severidad de los casos del
SIVIGILA se establecio consultando la ficha de reporte y la de los otros los
médicos que hicieron el seguimiento suministraron personalmente la informacion.
Un caso de DH fue quien presentd simultaneamente fiebre, trombocitopenia
(plaquetas < 100 000/mm?3), algun tipo de hemorragia y evidencia de incremento
de la permeabilidad vascular (cambio > 20 % del hematocrito en por lo menos
tres valoraciones acompafiado o no de derrame pleural o ascitis.
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Pruebas de Laboratorio

. Aislamiento viral

Se usaron células de mosquito Aedes albopictus (clon C6/36) siguiendo el
procedimiento previamente descrito (20). Brevemente, cultivos celulares
infectados con el suero se centrifugaron por 30 mina 1 000 x g, 280 C. y
después de la adicion de 1 ml de medio fueron incubados a 320C por 12 dias.
El aislamiento del virus se confirmé por IFD con anticuerpo policlonal (M29341;
CDC, Puerto Rico) y el serotipo por la misma técnica usando anticuerpos
monoclonales (CDC, Puerto Rico).

. ELISA-IgG

La presencia de anticuerpos IgG anti-dengue en el suero agudo se determind
usando un protocolo modificado del ELISA de captura previamente descrito
(20). Brevemente, el suero se adicion6 a microplacas cubiertas con anti-lgG
humana por 2 hs a 37°C, luego de 5 lavados se agregd el antigeno (CDC,
Puerto Rico) por 18 h a 4°C. y finalmente el conjugado (CDC, Puerto Rico)
por 1 h a 37°C. Enseguida de adicionar el sustrato la intensidad del color se
midi6 por espectofotometria. El resultado se considerd positivo cuando el valor
de la DO fue 2DS del control negativo.

. Prueba de neutralizacion por reduccién de placa (PRNT)

Se usd una modificacién del protocolo usado por Vorndam & Beltran (21).
Brevemente, suero inactivado fue incubado con virus por 2 h a temperatura
ambiente, luego la mezcla se adicion6 a células Vero crecidas en placas de 24
pozos y los cultivos se incubaron a 370C (5 % CO,) por 5 dias después de
agregar medio MEM /agar 2 % (GIBCO, BRL). Las placas de infeccion se
visualizaron por coloracion con rojo neutro (3,2 %) y la reduccién del nimero
> 85 % con respecto al control confirmé la presencia de anticuerpos. Se
hicieron titulaciones de punto final y el titulo fue la dilucién mayor del suero a
la que se detectd reduccidén de placas.

Andlisis de los datos

La frecuencia de DH, infeccién secundaria y dominancia de serotipo se
compararon usando regresion lineal. La frecuencia de DH e infeccién por
DEN-2 y DEN-3 se comparo aplicando la prueba del Chi cuadrado y los titulos
de anticuerpos neutralizantes se compararon con la prueba de Mann-Whitney
U. Se utilizo el paquete SPSS para Windows version 13.0 y valores de P <
0,05 se consideraron significantes.
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RESULTADOS

Serotipos del virus dengue

La tasa de aislamiento viral (nimero de aislados/total de sueros IgM+ por 100)
vario de acuerdo con el afio. En 1998 fue 13,5 % (14/104) y luego disminuy6 a
5,9 % (4/67) en 1999, pero a partir de este afio se incrementd de 9,2 % (10/
109) enel 2000 a 24,7 % en el 2003 (38/154). Las mayores tasas se observaron
en los afios con epidemias, 1998 y 2001 (18). Se identificaron los cuatro serotipos
en un total de 129 virus aislados, el DEN-3 fue el mas frecuente (58,2 %)
seguido por el DEN-2 (22,8 %), DEN-1 (11 %) y DEN-4 (7,8 %). La abundancia
de cada serotipo vari6 en el tiempo (Figura 1). EI DEN-1 se aislé més entre
1998-999 (10 de 14 cepas); el DEN-2 fue permanente y la mayoria de aislados
fueron entre 1998-2001 (25 de 29 cepas); el DEN-3 no se aislo entre 1998-
2000, reaparecio en el 2001 luego de 22 afios ausente de Colombia y en los
afos siguientes (2002-2004) se hizo prevalente (67 de 76 cepas); el DEN-4 se
aislé en 2000-2001 (7 de 10 cepas) y de nuevo en el 2004.

DH, serotipo dominante y tipo de infeccion

Cambios temporales de la frecuencia del DH coincidieron con cambios de
predominancia de serotipos y frecuencia de infecciones secundarias (Tabla
1). Entre 2000-2001 cuando hubo méas DH (> 7 %) el DEN-2 fue predominante
(18 de 26 virus aislados) y esto coincididé con méas infecciones secundarias
(>73 %). Entre 2002-2004 menos casos de DH ocurrieron junto con mas
infecciones primarias (> 80 %) y mas dominancia del DEN-3 (66 de 75 virus).
Entre 2000-2004 hubo disminucion anual del DH que correlacion6 con menos
DEN-2 (r=0,95; p=0,01), menos infecciones secundarias (r=0,9; p=0,03) e
incremento del DEN-3 (r=-0,91; p=0,03). La dominancia del DEN-1 coincidi
con el brote de 1998 cuando la proporcidn de casos hemorragicos fue baja (3,7
%) y la circulacion del DEN-4 no parecid contribuir de manera significativa al
DH.

Severidad del dengue en casos con aislamiento del virus

En 146 casos de quienes el virus se aislé la informacion clinica y de laboratorio
fue completa y confiable. La edad (afios) fue 23+23, 2518, 26+16 y 27+14,
en quienes se aislo el DEN-1,2,3 y 4, respectivamente. De los infectados con
DEN-2 (n=53) 24,5 % desarrollaron DH (tres fatales) mientras 11,2% de con
DEN-3 (n=71) (p<0,05, %?). Por otro lado, 56,8 % de las infecciones por DEN-
2 fueron secundarias mientras que 15,7 % de las de DEN-3 (p<0,001, %?). De
los tres casos fatales por DEN-2 dos tuvieron infeccion secundaria, de los
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infectados con DEN-1, 4 (23 %) sufrieron DH y todos los casos por DEN-4
(n=9) fueron DC (Figura 2). En total, 25 (17,1 %) casos de los que tuvieron
aislamiento del virus desarrollaron DH.

Figura 1. Frecuencia anual de serotipos del virus dengue, aislados en el
Departamento de Santander en el periodo 1998 — 2004.
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Tabla 1. Relacion entre frecuencia anual del DH, casos de infeccion secundaria y
serotipo dominante. Departamento de Santander, 1998 — 2004.

Casos de DH' Infeccion 22, Serotipo: dominancia
Afo No. % +/No.  %. D1 D2 D3 D4
1998 881 37 69/80 86,3 57,1 42,9 0 0
2000 130 8,6 63/84 750 10 70 0 20
2001 779 7.4 94/128 735 4 40 36 20
2002 520 47 58/ 106 54,8 6,7 67 866 0
2003 285 43 18/80 22,5 0 27 973 0
2004 58 35 22/118 18,6 438 95 714 143

T: Ref.18. *: ndmero de aislamientos del serotipo/total de virus x 100. Disminucién del DH entre 2000-
2004 correlacion6 con disminucion de la dominancia del DEN-2 (r=0,95; p=0,01) y de la infeccion
secundaria (r=0,9; p=0.03) e incremento de la dominancia del DEN-3 (r=-0,91; p=0,03).

Respuesta de anticuerpos neutralizantes y DH

Se investigd en casos secundarios de DH de 1998 (DH 3,7 %) y 2001 (DH 7,4
%), en un intento de establecer la relacién entre carga inmune al dengue y
severidad (Tabla 2). Se detectaron titulos mayores de anticuerpos anti-DEN-
1,3 y 4 en adultos y nifios del 2001 (DEN-2 y 3 dominantes) que de 1998
(DEN-1 dominante) y al contrario con anticuerpos contra DEN-2, aungue en
ningan caso las diferencias fueron significantes (p > 0,05, prueba de Mann-
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Whitney U). El titulo de los anticuerpos se determind en 15 pacientes (6 de
DH) con infeccién secundaria por DEN-2, detectandose en 14 respuesta
heterotipica, es decir, anticuerpos neutralizantes de los cuatro serotipos a titulo
>1:340 (Tabla 3). El otro caso (fatal) fue un nifio de 6 meses con anticuerpos
contra el virus aislado y contra el DEN-1 solamente, indicando que el nifio
sufri6 una infeccion primaria por DEN-2 y que los anticuerpos anti-DEN-1
pudieron ser trasmitidos por la madre. Titulos de anticuerpos contra el virus de
la infeccion actual (DEN-2) > 1:10 000 fueron mas frecuentes en casos de
DC que de DH: 77,7 % vs 33,3 %, lo mismo que titulos mayores de anticuerpos
(= 1:1 200) contra los otros serotipos. Los resultados sugieren que la magnitud
de la respuesta de anticuerpos podria ser un factor determinante de la severidad
del dengue: cuanto menor méas probabilidad de DH.

Figura 2. Severidad y tipo de infeccién en casos de dengue en relacion con el
serotipo del virus aislado
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Tabla 2. Titulo de anticuerpos neutralizantes contra serotipos del virus en casos de
dengue de afios con diferencia frecuencia de DH'. Departamento de Santander.

1998: DH 3,4 %" 2001: DH 7,4 %*
Virus 0,6 - 15 >15"  Prom.* 0,6-15 >15  Prom.
n=17 n=39 n=14 n=41
DEN-1 3519 7 004 5262 6193 8138 7166
DEN-2 5818 5933 5876 3639 6117 4878
DEN-3 1501 3767 2634 3681 5456 4569
DEN-4 771 2534 1623 2371 2816 2594

t:Ref.18. 1: DEN-1 dominante. & DEN-2 y 3 dominantes. : edad en afios. *: promedio. Los datos
corresponden al promedio del reciproco de la mayor dilucion del suero que neutralizé el virus
(PRNTg). No hubo diferencias cuando se compararon entre si los titulos para cada no de los virus
de cada grupo de edad de cada afio (P > 0,05, prueba de Mann-Whitney U.)
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DISCUSION

El incremento significativo del DH/SCH en América desde los afios 80 ha sido
ampliamente atribuido a la circulacién simultanea de los cuatro serotipos, sumado
a la introduccion de la cepa asiatica (subtipo 111) del DEN-2 e indiana (subtipo
I11) del DEN-3 (14,15). El primer virus causé las muertes en las epidemias
cubanas de 1981y 1997 (12,22) y es el que més se aisla de casos hemorragicos
en todos los paises (5,6,9). El segundo se ha relacionado con el incremento del
DH en laisla de Sri-Lanka desde 1986 (13,23). En Colombia los cuatro serotipos
estan circulando hace mas de 20 afios y el genotipo ha sido documentado para
todos menos el 3. Virus DEN-2 de 1989 y 1996 resultaron genotipo 111, mientras
que aislados en afos anteriores (1986 y 1988) fueron 1 o americano (10) y
virus DEN-1 (1985 y 1996) y DEN-4 (1985 y 1996) se agruparon en los
genotipos Il y 11, respectivamente (24,25). Los resultados de este estudio
demostraron que los cuatro virus del dengue circularon en el departamento de
Santander entre 1998-2004, exhibiendo dominancia anual que coincidi6é con
cambios en la incidencia del dengue y de casos hemorragicos. Algunas de las
cepas aisladas fueron tipificadas en nuestro laboratorio usando la técnica de
amplificacion simultanea de secuencias para enzimas de restriccion o RSS-
PCR (26). Virus de los serotipos 2 y 3 resultaron subtipo Ay C, respectivamente,
los cuales corresponden a virus genotipo Il de cada serotipo, en tanto que
virus serotipo 4 fueron subtipo B (genotipo 1) el Gnico detectado en América
(27).

Tabla 3. Titulo de anticuerpos neutralizantes de serotipos del virus en casos con
infeccion secundaria por DEN-2. Departamento de Santander 1998 y 2001

Edad D1 D2 D3 D4 Severidad*
(afos)
4 640 10 240 2 560 2 560 DC
5 640 10 240 640 2 560 DC
10 640 10 240 2 560 2 560 DC
16 2 560 10 240 2 560 340 DC
20 640 640 640 340 DC
25 2 560 1 0240 2 560 640 DC
29 1280 2 560 1280 1280 DC
32 10 240 10 240 2 560 340 DC
43 340 10 240 2 560 2 560 DC
0,6 640 640 Neg Neg DH / fatal
23 640 640 340 340 DH
29 640 640 340 340 DH
46 640 10 240 2 560 640 DH
73 640 640 340 340 DH / fatal
46 2560 10 240 640 340 DH

Los datos corresponden al reciproco de la mayor dilucién del suero (PRNTg). *: Segun criterios de
la OMS (19).
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El DEN-2 fue el serotipo més aislado de los casos de DH identificados en
este estudio y fue el virus dominante en los afios con méas infecciones
secundarias y mas casos severos (Tabla 1). Varios autores han confirmado la
asociacion entre infeccion secundaria por el DEN-2 subtipo I11y DH (5,6,9,12).
El riesgo es mayor en infectados previamente con DEN-1 (OR=502,7), menos
con DEN-3 (OR=157,4) y ain menos con DEN-4 (OR=57,5) (28). En el
Departamento de Santander el DEN-1 dominé entre 1997-1999 cuando se
reportaron cerca de 24 000 casos de dengue (18), pero en los 5 afios siguientes
los aislamientos de este serotipo fueron muy escasos (Figura 1). En ese contexto,
se podria asumir que en 2000-2001 cuando mas DH hubo, habia una proporcion
significante de individuos con anticuerpos previos anti-DEN-1 que pudieron
infectarse con DEN-2 (dominante). Dado el disefio del estudio no pudo concluirse
sobre la asociacion entre frecuencia del DH y anticuerpos de infecciones
pasadas. Sin embargo, el titulo de anticuerpos neutralizantes en casos del 2001
fue mayor para DEN-1 que para los serotipos dominantes (2 y 3) y no hubo
diferencias con los casos del afio 1998 cuando este virus domind (Tabla 2).
Este hallazgo sugiere investigar si los pobladores de Santander portan mayor
carga inmune al DEN-1 que a los otros virus o si los anticuerpos anti-DEN-1
tienen mayor reactividad cruzada. Si esto es asi, se esperaria ocurrencia de
epidemias con mas casos hemorragicos afios después de un brote por DEN-1
cuando el DEN-2 sea el predominante. Estudios epidemioldgicos son necesarios
para estudiar este aspecto como factor de riesgo de DH en el Departamento.

El DEN-3 caus6 mas casos leves y su dominancia coincidié con menos
DH (Tabla 1). Lo mismo se observo en Puerto Rico (29), México (30) y
Venezuela (31) siguiendo la re-introduccion del virus. En el afio de su re-
aparicién en esos paises la mayoria de los casos severos fueron por DEN-2 y
algunos por DEN-1. Igualmente, la dominancia del virus en Nicaragua en
1998 produjo una epidemia pero el DEN-2 fue el mas aislado de casos severos
(32). No obstante, la introduccion del DEN-3 por primera vez en Brasil en
2000 resulté en la epidemia con mas casos severos registrada en ese pais (33).
Las causas de la mayor severidad vista en Brasil no han sido aln esclarecidas
pero podrian estar relacionadas con la susceptibilidad genética y carga inmune
de la poblacién junto con mayor virulencia de la cepa.

Los resultados presentados en este reporte soportan el concepto que el
riesgo de epidemias de DH esta relacionado con cambios en la dominancia
de los serotipos del virus y ésta con cambios en la carga inmune de la
poblacion. Como consecuencia, la vigilancia virologica continua y
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permanente deberd ser una prioridad de los programas de control en las
areas colombianas donde el dengue es endémico ¢
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