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INFECCIONES CONCURRENTES POR DOS SEROTIPOS DEL 
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RESUMEN

Objetivo. Describir la existencia de infecciones concurrentes por diferentes serotipos del virus dengue (DENV) en 
un brote ocurrido en el noroeste de Perú durante el 2008. Materiales y métodos. Se analizó 73 muestras séricas 
de pacientes con dengue en un brote en el noroeste de Perú entre mayo y junio de 2008. Para la serotipificación 
del DENV se utilizó técnicas de biología molecular; así, primero se realizó la extracción del ARN con el kit QIAamp 
viral RNA Mini, luego se realizó la transcripción inversa y amplificación de los fragmentos de ADNc viral mediante las 
técnicas de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR multiplex) y de RT-Anidada PCR 
(RT-Nested PCR), y finalmente de realizó el secuenciamiento genético de los fragmentos de ADNc viral utilizando el 
kit Big Dye Terminator v.3,1. Resultados. Los 73 casos de dengue presentaron infecciones por diferentes serotipos: 
34 (46,6%) por DENV-3, 29 (39,7%) por DENV-1, 4 (5,5%) por DENV-4 y 6 casos (8,2%) por DENV-1 y DENV-3. Las 
manifestaciones clínicas más frecuentes fueron fiebre y cefalea (100%), mialgia (94,5%), dolor ocular (83,6%), artralgia 
(78,1%), escalofríos (63,0%), nauseas/vómitos (38,4%), prueba de lazo positiva (30,1%) y erupción cutánea (20,5%). 
Los pacientes con infecciones concurrentes presentaron cuadros leves, excepto una paciente que presentó prueba de 
lazo positivo y sangrado genital. Conclusión. Es el primer reporte de pacientes peruanos con infecciones concurrentes 
por dos serotipos del DENV sin formas graves de la enfermedad.  
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CONCURRENT INFECTIONS BY TWO DENGUE VIRUS SEROTYPES 
DURING AN OUTBREAK IN NORTHWESTERN PERU, 2008

ABSTRACT

Objetives. To establish the existence of concurrent infections by different dengue virus (DENV) serotypes in an outbreak 
in the Northwestern in Peru during 2008. Material and methods. 73 serum samples from patients with dengue were 
analyzed during an outbreak that occurred in Northwestern in Peru between May and June 2008. Molecular biology 
techniques were used to serotype the DENV, thus, firstly the viral RNA viral was extracted using Viral QIAamp RNA mini kit 
(Qiagen, Valencia, California, USA), then the viral cDNA fragments were reverse transcripted and amplified by means of 
the Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and the RT-Nested PCR region techniques and finally, 
genetic sequencing of the viral cDNA fragments were performed using the Big Dye Terminator v.3,1 kit. Results. The 73 
dengue cases presented infections by different serotypes: 34 (46.6%) by DENV-3, 29 (39.7%) by DENV-1, 4 (5.5%) by 
DENV-4, and 6 (8.2%) concurrent infections by DENV-1 and DENV-3. The most frequent clinical manifestations observed 
among dengue patients were fever and headache (100%), myalgia (94.5%), ocular pain (83.6%), arthralgia (78.1%), shivers 
(63.0%), nausea/vomiting (38.4%), positive tourniquet test (30.1%), and rash (20.5%). All patients with concurrent infections 
presented light clinical course of dengue fever (DF) except one patient who had moderate hemorrhagic manifestations. 
Conclusion. This is the first Peruvian report of patients with concurrent infections of two DENV serotypes without severe 
clinical manifestations.
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INTRODUCCIÓN

El dengue es un problema de salud pública producido 
por el virus dengue (DENV) que se presenta en áreas 
tropicales y subtropicales del mundo, predominando en 
áreas urbanas. Existen cuatro serotipos de virus dengue 

(DENV-1, 2, 3, y 4) los cuales están relacionados con 
la presencia de casos de dengue clásico (DC), casos 
de dengue hemorrágico (DH) y síndrome de choque 
por dengue (SCD). El DH es una complicación de la 
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infección del dengue que fue reconocida en la década 
de 1950 y aún es considerada como principal causa de 
muerte infantil en varios países (1).

Las campañas realizadas en Centro y Sudamérica 
para erradicar el vector transmisor del dengue, Aedes 
aegypti, fueron exitosas por un tiempo, pero ahora 
son consideradas insuficientes. El reestablecimiento 
del vector en esta región a inicios de 1970 dio lugar 
al incremento del nivel de la actividad del virus y 
actualmente los cuatro serotipos del virus dengue están 
ampliamente distribuidos (2).

La infección concurrente de dengue está definida como 
la presencia de dos o más serotipos del DENV en un 
mismo individuo, el primer caso informado fue un paciente 
del cual se aislaron dos serotipos (DENV-1 y DENV-4) 
en Puerto Rico en 1982 (3). A partir de ese momento, 
los informes sobre las infecciones concurrentes se han 
incrementado; sin embargo, la asociación de infecciones 
concurrentes con las formas graves del dengue necesita 
ser más estudiado (4-9).

En Perú, el reingreso del dengue fue detectado en Iqui-
tos en 1990 con el hallazgo del DENV-1, para el año 
2000 los cuatro serotipos de DENV estaban circulan-
do en el noroeste de Perú, así como en las regiones 
tropicales, se informó miles de casos de DC y algunos 
casos de DH/SCD, se aisló los virus de los cuatro sero-
tipos y se determinó la circulación de dos genotipos del 
DENV-2 (10-16).

El brote descrito en este estudio se presentó en el 
distrito de Tambogrande, ubicado a 45 km al noroeste 
de la ciudad de Piura, a 04°55’57” latitud sur y 80°20’25” 
longitud oeste de Greenwich, a 68 msnm; su clima es 
cálido, muy seco, la temperatura anual media es 24 ºC 
y oscila entre 14 a 36 °C, con presencia del sol todo 
el año, la precipitación pluvial media y mediana es 
de 380 mm y 150 mm; tiene una población de 96 451 
habitantes, 24,6% de las viviendas tiene agua potable y 
51,4% servicio de desagüe, las principales actividades 
económicas son la agricultura, ganadería y comercio. En 
el año 2008 se notificó 604 casos, de ellos se confirmó 
a 102 casos. Se determinó los serotipos circulantes 
DENV-1, 3 y 4; el 90% (540/604) de los casos fueron 
informados en el área urbana y asentamientos humanos 
de la capital del distrito de Tambogrande. Se constató la 
presencia de Aedes aegypti intradomiciliario, los índices 
de infestación aédica en las viviendas variaron según 
los sectores entre 1,4 a 7,0 (17).

Este estudio es el primer informe de infecciones 
concurrentes por dos serotipos en el noroeste de Perú 
durante un brote de dengue donde se presentó la 

cocirculación de DENV-1, DENV-3 y DENV-4 durante el 
2008. 

MATERIALES Y MÉTODOS

PACIENTES Y MUESTRAS

Se realizó un estudio descriptivo transversal, se incluyó 
a todos los pacientes febriles que acudieron a los centros 
de salud y al hospital de la jurisdicción de Sullana a través 
del sistema de vigilancia epidemiológica del Ministerio 
de Salud, que presentaron sintomatología compatible 
con dengue según la definición de la OMS (18,19) durante 
el brote ocurrido entre mayo y junio de 2008 y a los que 
se tomó la muestra de sangre con menos de cinco días 
de iniciada la enfermedad (primer día de fiebre). Las 
muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm, por 10 min, a 
4 °C, el suero obtenido fue remitido en cadena de frío al 
Laboratorio de Arbovirus del Instituto Nacional de Salud 
para el diagnóstico virológico y molecular de dengue. 

RT-PCR MÚLTIPLEX 

El ARN viral de cada muestra fue extraído mediante el kit 
QIAamp viral RNA Mini de acuerdo con el protocolo del 
fabricante (Qiagen Inc, Valencia, California, EUA). Se 
realizó la RT-PCR múltiplex siguiendo el procedimiento 
previamente descrito por Harris et al. (20); este protocolo 
es una adaptación de la RT-PCR descrita por Lanciotti 
et al. (21). 

Brevemente, se añadió 5 µL del ARN viral extraído a 
20 mL de una mezcla RT-PCR constituida de cloruro de 
potasio (50 mM), Tris (10 mM, pH 8,5), gelatina 0,01%, 
deoxinucleótidos trifosfato (200 mM de cada uno), cloruro 
de magnesio (1,5 mM), cloruro de amonio tetrametilo (30 
mM), betaina (0,5 M), ditriotreitol (15 mM), cebadores 
5’D1 y 3’TS1 (1 mM cada uno), 3’ TS2, TS3 y DENV-4 
(0,5 mM de cada uno), transcriptasa inversa (MMLV 1U/
ml, Invitrogen, California, EUA), Taq DNA polimerasa 
(0,025 U/mL, Invitrogen, Brasil). 

La transcripción inversa se realizó a 42 ºC por 60 
minutos y la amplificación de los fragmentos de ADNc 
se hizo mediante 40 ciclos de 94 ºC por 30 s, 55 ºC por 
1 min, y 72 ºC por 2 min, con una extensión final a 72 ºC 
por 5 min. La RT-PCR fue realizada en microtubos 0,2 
mL en un termociclador MJ Research. La visualización 
de los amplicones se realizó mediante la electroforesis 
de 10 µL de cada amplicón en gel de agarosa al 1,5% 
en buffer TAE (Tris-Acetato 2M, EDTA 0,05 M pH 8,3). El 
tamaño esperado de los amplicones fueron: 482 pb para 
DENV-1, 119 bp para DENV-2, 290 bp para DENV-3, 
y 389 bp para DENV-4. El control positivo para la RT-

Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2010; 27(1): 16-21. Infecciones concurrentes en dengue



18

PCR incluyó el extraído de ARN de DENV-3, el control 
negativo incluyó agua libre de masas.

RT-NESTED PCR 

Se implementó la RT-Nested PCR para la región E/NS1 del 
genoma del virus dengue, específicamente desarrollado 
para la genotipificación del virus dengue a partir de 
muestras clínicas, siguiendo el procedimiento descrito 
por Domingo et al. (22). Así, se añadió 5 µL del ARN viral 
a 45 µL de la mezcla maestra del kit OneStep RT-PCR 
(Qiagen Inc, Valencia, California, EEUU). La mezcla 
maestra del kit contiene buffer, 400 mM de cada dNTP, 
20 pmol de cebadores degenerados sentido y antisentido 
para DENV-1 (S1871DEN1, AS2622DEN1) y para 
DENV-3 (1871DEN3, AS2622DEN3) por separado. 

Se realizó una transcripción inversa inicial a 41 °C por 45 
min, seguido de una desnaturalización y activación de la 
Taq polimerasa (94 °C, 15 min) y, finalmente, 40 ciclos 
de desnaturalización (94 °C, 30 s), hibridización (55 °C, 
1 min) y extensión (72 °C, 30 s). Se realizó una extensión 
final a 72 °C por 5 min. Seguidamente, se realizó una 
segunda amplificación (PCR anidada) fue realizada 
adicionando 1 µL del producto de amplificación inicial a 
una la mezcla de reacción que contenía buffer (60 mM 
Tris-HCl pH 8,5, 2 mM MgCl2, 15 mM (NH4)2SO4, 2,5 U 
de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 40 pmol 
de cada cebador sentido y antisentido para DENV-1 
(S2176DEN1, AS2504DEN) y DENV-3 (S2176DEN3, 
AS2504DEN) por separado. 

Se realizó una desnaturalización y activación de la Taq 
polimerasa (94 °C, 2 min) y 40 ciclos de desnaturalización 
(94 °C, 30 s), hibridización (57 °C, 4 min) y extensión 
(72 °C, 30 s). Finalmente, se realizó una extensión final 
a 72 °C por 5 min. El control positivo incluyó el extraído 
de ARN de DENV-3, el control negativo incluyó agua 
libre de masas.

SECUENCIAMIENTO DE LA REGIÓN E/NS1

Los amplicones de la región genómica E/NS1 fueron 
purificados utilizando el QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Valencia, California, EEUU) para ser luego 
secuenciados usando el kit Big Dye Terminator v.3,1 
(Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU). 
Brevemente, para cada reacción de secuenciación 
se utilizó entre 50 a 100 ng de ADN con 3,2 pmol de 
cebador y la mezcla de la reacción que contenía los 
cuatro dideoxinucleótidos terminadores marcados. Los 
ciclos de secuenciación utilizados fueron los descritos 
en el protocolo del fabricante. El producto de reacción 
fue purificado en columna (NucleoSEQ, Macherey-Nagel 
GMBH & Co. KG) y el ADN fue secado en centrifuga 

al vacío por 20 min. El sedimento fue resuspendido 
en 10 µL de formamida, calentado a 95 °C por 2 min y 
mantenido en hielo hasta ser añadido al secuenciador 
Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City, California, 
EEUU) utilizando un capilar de 47 cm por 50 µm con 
POP-6 (Applied Biosystems, Foster City, California, 
EEUU).

Los datos de las secuencias obtenidas fueron 
analizados inicialmente con el programa CHROMAS. 
Las secuencias sentido y antisentido de cada muestra 
fueron alineadas usando el software EDITSEQ (Dnastar 
Inc., Wisconsin, EEUU). La secuencias consensos 
fueron comparadas y alineadas con otras secuencias 
reportadas en el Genbank con el programa CLUSTAL 
X, versión 1,83 (23). 

RESULTADOS

Se obtuvo 73 casos positivos para dengue mediante 
RT-PCR. El gel con los productos de la RT-PCR 
sometido a electroforesis presentó bandas individuales 
y dos bandas que correspondieron a los pacientes con 
infecciones concurrentes, 482pb para DENV-1 y 290pb 
para DENV-3 (Figura 1). 

De los 73 casos positivos para dengue, 67 (91,8 %) casos 
correspondieron a infecciones por un solo serotipo (29 
[39,7%] infecciones por DENV-1, 34 [46,6%] por DENV-3 
y 4 [5,5%] por DENV-4) y seis casos a infecciones 
concurrentes por DENV-1 y DENV-3. En las infecciones 

 290pb

 482pb

1	 2	 3 	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12	 13	 14	 MP

Figura 1. Corrida electroforética de amplicones obtenidos 
mediante la técnica RT-PCR para dengue con muestras de 
sueros de pacientes de un brote ocurrido en el noroeste de Perú, 
2008. Carriles 1, 4, 12 y 13 corresponden a DENV-1; carriles 
2, 3 y 10 corresponden a DENV-3; carriles 5 y 8 corresponden 
a DENV-1 y DENV-3; carriles 6, 7 y 9 corresponde a nuestras 
negativas; carril 11, control negativo; carril 14, control positivo 
DENV-3; MP, marcador de peso molecular 100pb. 
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por un solo serotipo, las ocasionadas por DENV-3 fueron 
las más prevalentes (46,6%), luego la ocasionadas por 
DENV-1 (39,7%) y por DENV-4 (5,5%). La prevalencia 
de infecciones concurrentes por DENV-1 y DENV-3 en 
el brote fue de 8,2 % (6/73) y no se observó por otras 
combinaciones (Tabla 1). Del total de casos, 62% fueron 
mujeres y 38% varones, siendo el grupo etario mas 
prevalente entre 20 a 40 años (Tabla 2).

Los pacientes a los cuales se le detectó ARN viral del 
DENV mediante la técnica RT-PCR presentaron las 
siguientes manifestaciones clínicas: fiebre y cefalea 73 
(100%), mialgias 69 (94,5%), dolor ocular 61 (83,6%), 
dolor articular 57(78,1%), escalofríos 46 (63%), 
inapetencia 41 (56,2%), vómitos/nauseas 28 (38,4%), 
prueba de lazo positiva 22 (30,1%), erupción cutánea 
15 (20,5%), congestión nasal 11 (15,1%) y petequias 10 
(13,7%). De los seis pacientes que tuvieron infecciones 
concurrentes, cinco cursaron con FD y un caso como 
dengue moderado con prueba de lazo positiva y 
sangrado genital (Tabla 3).

La caracterización genética de estos virus, tanto para 
DENV-1 y DENV-3 fue realizado amplificando un producto 
328pb de la región E/NS1. Los genotipos encontrados 
correspondieron al genotipo América-África de DENV-1) 
y al genotipo India de DENV-3) (Figura 2). 

Tabla 1. Distribución del virus dengue según serotipos en un 
brote ocurrido en el noroeste de Perú, 2008.

Serotipo n (%)

DENV-1 29 (39,7)
DENV-3 34 (46,6)
DENV-4 4 (5,5)
DENV-1/DENV-3 6 (8,2)
Total 73 (100)

Tabla 2. Distribución de casos de dengue según edad 
y sexo en un brote ocurrido en el noroeste de Perú, 
2008.

Grupo etario n Mujeres Varones 

0-10 años 4 2 2
>10-20 años 15 9 6
>20-30 años 17 11 6
>30-40 años 17 9 8
>40-50 años 11 9 2
>50-60 años 6 4 2
>60 años 3 1 2
Total 73 45 28

Tabla 3. Presentación clínica de los pacientes con dengue 
en un brote de dengue en el Noroeste de Perú, 2008.

Síntomas n (%)

Fiebre 73 (100,0)
Cefalea 73 (100,0)
Mialgias 69 (94,5)
Dolor ocular 61 (83,6)
Dolor de huesos 57 (78,1)
Escalofríos 46 (63,0)
Inapetencia 41 (56,2)
Dolor abdominal 33 (45,2)
Vómitos/nauseas 28 (38,4)
Prueba de lazo positivo 22 (30,1)
Erupción cutánea 15 (20,5)
Congestión nasal 11 (15,1)
Petequias 10 (13,7)
Tos 10 (13,7)
Palidez 7 (9,6)
Diarrea 6 (8,2)
Hematuria 3 (4,1)
Piel fría 3 (4,1)
Epistaxis 2 (2,7)
Hematemesis 1 (1,4)
Ginecorragia 1 (1,4)
Plaquetopenia 1 (1,49
Pulso rápido 1 (1,4)

Figura 2. Árbol filogenético construido con las secuencias de 
nucleótidos de la región genómica E/NS1 de los amplicones de 
DENV-1 y -3, de la muestra 0610803 /SULLANA 2008 (●, ▲), 
mediante el método Máxima Parsimonia con 1000 repeticiones 
(MEGA v.4,1).
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DISCUSIÓN

Se tienen informes en varios países de la presencia de 
diferentes serotipos a través de los años e incluso se ha 
demostrado que en determinados brotes circulan dos o 
más serotipos (1,24), estos factores han dado lugar a la 
ocurrencia de una competencia en el proceso de infección 
viral y también a las infecciones concurrentes (3,8).

Desde el primer caso de infección concurrente en 
1982 (3), se ha informado otros casos en diferentes paí-
ses con todas las posibles dobles combinaciones de 
los cuatro serotipos del DEV: DENV-1/DENV-2, DEN-1/
DENV-3, DENV-1/DENV-4, DENV-2/DENV-3, DENV-2/
DENV-4, DENV-3/DENV-4 (4,8,9,25-27). Incluso, se ha lle-
gado ha informar infecciones concurrentes por tres 
serotipos: DENV-1/DEN-2/DENV-3 y DENV-1/DENV-3/
DENV-4 (8,27). Algunas prevalencias de infecciones con-
currentes se han informado en Taiwán (9,5%), México, 
Puerto Rico e Indonesia (5,5%), Indonesia (11%) e India 
(19%) (4,5,8,25,26), lugares endémicos donde periódicamen-
te circulan dos o más serotipos del virus. Las infeccio-
nes concurrentes observadas muestran que este evento 
es fácilmente detectable por métodos de biología mole-
cular respecto a la inmunofluorescencia (3,25-27).

En Perú, la circulación de cuatro serotipos en un mismo 
brote fue observada por primera vez en el noroeste de 
Perú, en Sullana, en el año 2001 (13) donde se informó 
los primeros casos de dengue hemorrágico con casos 
fatales; actualmente, esta misma región presenta 
casos durante todo el año por tres diferentes serotipos 
(DENV-1, DENV-3 y DENV-4). Los factores antes 
mencionados, como son la cocirculación de diferentes 
serotipos, presencia de casos de dengue durante todo 
el año, índices aédicos altos que van desde 1,4 a 7% (17), 
entre otros, probablemente condicionaron la presencia 
de las infecciones concurrentes por dos serotipos. 
 
La infección concurrente descrita en este estudio está 
relacionada con los serotipos más predominantes 
informados en el brote descrito (DENV-1 y DENV-3), 
la mayoría de los casos correspondieron a pacientes 
residentes en área urbana (90%) y mujeres (61%). 
De los seis casos observados, una mujer presentó 
manifestaciones hemorrágicas moderadas, al respecto 
no se puede atribuir la gravedad de la enfermedad al 
evento de infección concurrente. 

Los genotipos detectados en este brote para DENV-1 
y DENV-3, genotipo América-África y genotipo India, 
respectivamente son los únicos informados en Perú 
para estos serotipos (13) y circularon en varias regiones 
del país como Amazonas, Huánuco, Lambayeque, San 
Martín, Ucayali y Loreto durante el 2008 (comunicación 

personal: Laboratorio de Metaxénicas Virales, Instituto 
Nacional de Salud, Lima, Perú).

Nuestros resultados corroboran que el Perú es una 
región hiperendémica para el dengue y es necesario 
fortalecer la vigilancia de los brotes de dengue y hacer 
un seguimiento de las características virales y su 
relación con la presentación clínica para establecer la 
significancia epidemiológica. Las futuras vigilancias de 
brotes en Perú deberían de ser conducidas con una 
nueva perspectiva para el entendimiento virológico 
y riesgo clínico epidemiológico de las infecciones 
concurrentes. 
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