UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CAMPECHE

REV CUBANA MED TROP 2008;60(2):136-40

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN ENFERMEDADES TROPICALES

Caracterizacion clinicay de laboratorio de un brote
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RESUMEN

INTRODUCCION: se describe |a primera epidemia de dengue detectada en una zona rural del estado de Campeche, México, entre los
meses de octubre-diciembre de 1997, que coincidié con la introduccion del serotipo dengue 3 en el estado. La poblacion de la
pequefia comunidad afectada, conformada por 214 habitantes, es de origen maya, con un nivel socioeconémico bajo. OsJETIVOS:
describir las caracteristicas de un brote de dengue ocurrido en un area rural, conocer sus formas clinicas e identificar los serotipos
en 10 casos de fiebre por dengue. Metopos: |os casos clinicos fueron clasificados siguiendo las guias de la OPS/OMS. La infeccion
por dengue fue confirmada mediante la técnica MAC-ELISA de capturay se establecié la presencia de infeccion primaria o
secundaria por la prueba de neutralizacion por reduccion del nimero de placas. ResuLTapos: de los 53 casos confirmados por
serologia, 50 (94,3 %) evolucionaron con fiebre por dengue y 3 (5,7 %) con fiebre hemorrégica por dengue, de los cuales 2
fallecieron. En 62,3 % (33/53) de los casos se observaron manifestaciones hemorragicas (epistaxis, petequias y gingivorragia).
Resultaron 30 individuos menores de 20 afios, 12 fluctuaron entre los 21 a 40 afios y 11 eran mayores de 50 afios. Se detect6 en
6 individuos infeccion secundaria 'y en 1 infeccion primaria, esto indica que ha habido circulacién previa de los virus dengue en
esta region. ConcCLUSIONES: por primera vez se reporta un brote en un area rural del estado de Campeche, México, el cual se
relaciond con la introduccion del serotipo 3 en la region; el elevado nimero de casos de fiebre por dengue con manifestaciones
hemorrégicas y los 3 casos hemorragicos hace suponer que pudo tratarse de una cepa viral mas agresiva, por o que seria
importante caracterizar genéticamente los virus del dengue que estén circulando en el estado.
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INTRODUCCION

El dengue eslamésimportanteinfeccion viral
transmitida por artropodos en €l hombre; lainfec-
cioén por este Flavivirus causa un amplio espectro
detrastornos clinicos desdeinfeccion asintomética,
fiebreindiferenciada, fiebre del dengue (FD), has-
ta las formas severas que se caracterizan por fie-
bre hemorrégicadel dengue (FHD) o sindrome de
choque del dengue (SCD), o0 ambas.

El incremento de laincidencia del dengue,
las epidemias de los Ultimos afios, asi como la

circulacion de multiples serotipos han sido fac-
tores responsables de la emergenciay disemina
cién de FHD/SCD en el Caribey Latinoamérica

Actualmente los 4 serotipos del virus dengue
circulan con regularidad en lasAméricasy a me-
nos en 14 paises se ha registrado la presencia si-
multanea de mas de un serotipo en la poblacion.
Unainteresante observacion fuelatemporal desa-
paricion del serotipo DEN-3 que fue aislado por
Ultimavez en 1977-1978 en Colombiay Puerto Rico,
respectivamente, desapareciendo hasta 1994, cuan-
do fue aislado en Nicaraguay Panamé.? En 1995

1 Licenciada en Medicina. Profesora e Investigadora Titular. Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales. Universidad Auténoma

de Campeche (UAC), México.

2 Licenciada en Quimica Farmacéutica y Biologia. Investigadora Auxiliar. UAC. México.



este virus se expandio a paises de América Central
y México, donde resulta el responsable de impor-
tantes brotes epidémicos en este pais.®

En el estado de Campeche |os primeros casos
de dengue registrados fueron ocasionados por €l
serotipo DEN-1 en 1980, donde se reporta endé-
mico entodalaregion, y apartir de 1995 se detec-
taron los primeros casos de fiebre hemorragicadel
dengue.*

En este trabajo se describe € primer brote de
dengue ocurrido en una area rural del estado de
Campeche, México; que resulta un indicador de
alarmade ladistribucion del vector y delos virus
del dengue en laregion.

METODOS

Area del estudio: € gido “La Lucha’ perte-
neciente al municipio de Calakmul, éreaenclava-
daen unazonaselvéaticadel estado de Campeche,
se localiza entre las coordenadas geogréficas
extremas de los paralelos 19° 12’ y 17° 48’ de
latitud norte, asi como los meridianos 89° 09’ y
90° 29' de longitud oeste de Greenwich. Este
municipio colinda a norte con el Municipio de
Hopelchén, a sur con la Republicade Guatemala,
al este con el Estado de Quintana Roo y Belicey
a oeste con los municipios de Carmen y Escéar-
cega. Esta pequefia localidad estaba conformada
por 214 habitantes en el momento del brote.

Manifestaciones clinicas y pruebas de
laboratorio: los casos clinicosfueron clasificados
siguiendo lasguiasdelaOPS/OMS.5 Lainfeccion
por dengue fue confirmada por serologiamediante
la técnica MAC- ELISA de captura de IgM a
virus dengue y por la prueba de neutralizacién
por reduccién del nimero de placas se establecié
lapresenciade unainfeccion primaria o secundaria.

Toma de muestra: previo consentimiento del
paciente, setomd unamuestra sanguinea por pun-
cion venosa arededor de 5 mL. Posteriormente
fueron transportadasenfrioa4 °Cal laboratorioy
unavez separado el suero, estos fueron procesa-
dos. Las muestras fueron obtenidas dentro de los
primeros 5 a 10 d de haberse iniciado lafiebre.

ELISA de captura para la deteccion de
anticuerpos IgM a dengue (MAC- ELISA): se
empleb el método propuesto por Kuno.b A las
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placas de poliestireno de 96 pozos (IMMULON)
seleagreg6 100 L delgsanti-lgM humanas (La
boratorios Kirkegaard & Perry) diluidas con solu-
cion de carbonato-bicarbonato pH 9,6 y fueron
incubadas a4 °C durante todala noche, selavo 5
veces con PBS (buffer fosfato salino pH 7,4). Se
bloqued con albiminade suero bovino (BSA) 4%
en fosfato salina pH 7,2; se incubd a 37 °C du-
rante 15 min. Seguidamente se agregaron los
suerosdiluidos1/40en 0,5% BSA-PBS, y sedejo
en incubacion durante 2 h a 37 °C y se lavd la
placa5 veces con PBS; después se afiadio mezcla
de antigenos de los 4 serotipos de virus dengue
(Lab. deArbovirus, Instituto de MedicinaTropical
Pedro Kouri) y se mantuvieron las placasa4 °C
durante toda la noche. Al diasiguiente selavé la
placa5 veces con PBSYy se afadié el monoclonal
6B6C-1 conjugado a peroxidasa de rdbano (HPR)
(Jackson Immunol Research) se incubd durante
1ha37°C, selavd 7 vecescon PBS, seafadio e
sustrato ABTS (LaboratoriosKirkergaard & Perry)
y se degj6 en incubacion durante 30 min atempe-
ratura ambiente. Se leyd en espectrofotémetro a
410 nm. Se consideraron positivostodos aquellos
suerosquedieron unalectura> 0,200 recomendado
por el Centro de Control y Prevencién de Enfer-
medades (CDC).

Prueba de neutralizacion por reduccion del
nimero de placas (PNRP): se utilizd € método
descrito por Morens’ y Alvarez.8 Se determind en
las muestras la presencia de los anticuerpos
neutralizantesalos4 serotiposdel virusdengue en
células BHK . Se empled para el serotipo DEN-1
lacepaAngola4PC/36 2PV ERO; parael serotipo
DEN-2lacepaA15 4PR 1PC6/36; parael serotipo
DEN-3lacepa116/00 2PC6/ 36 y para€l serotipo
DEN-4 lacepaDominica4PC6/36 2PVero 5PC6/36.
Los sueros fueron tratados con cloroformo para
su esterilizaciony despuésdiluidos 1/30 en medio
de mantenimiento. Las cepas virales se prepara-
ron aunadilucion que contenia40 ufp/100 L. Cada
suero se mezcld conigual volumen dedilucion de
cada cepaviral. Las mezclas se incubaron duran-
te 1 h a37 °C en ambiente de CO, a 5 %. Poste-
riormente 50 UL de cada una de las mezclas
virus-sueroy deloscontrolesviralesfueron inocu-
ladas en 500 pL de suspension de células BHK
clono 15 sembradas en placas de 24 pozos a una
concentracionde 2 x 10° céulas/mL. Seincubaron
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durante 4 h a 37 °C en atmosfera de CO, a5 %.
Después de este tiempo se afiadid medio de recu-
brimiento arazén de 500 L por pozoy lascélulas
fueronincubadas (7-9 d paraDEN-1y DEN-3,5d
para DEN-2y 6 d para DEN-4). Para cada suero,
secalcul6 lamediadel nimero de placasy su por-
centaje de reduccion en relacion con €l virus con-
trol. Todamuestra con un porcentaje de reduccién
del nimero de placas mayor o igual que 50 % se
considerd positiva.

RESULTADOS

Se confirmé el diagndstico en 53 pacientes,
el cual result6 94,3 % (50/53) con FD y 5,7 %
(3/53) con FHD. Lainfeccién en el sexo feme-
nino fue mas frecuente. Con respecto ala edad,
30 individuos eran menores de 20 afios, 12 fluc-
tuaron entre los 21 a 40 afios y 11 resultaron
mayores de 50 afos. Entre las principal es mani-
festaciones clinicas se observo fiebre, cefalea,
dolor retroocular, dolores 6seosy mialgias; sien-
do el signo prevaleciente la fiebre. Resultaim-
portante sefialar que en 62,3 % (33/53) de los
casos se observaron manifestaciones hemorré-
gicasy que las mas frecuentes fueron epistaxis,
petequiasy gingivorragia (tabla 1). Ademas de
los sintomas antes mencionados, 3 de los pa-
cientes presentaron signos de alerta como vo-
mitos, dolor abdominal, hipoten-sién arterial y
sudoracién profusa, por 1o que fueron hospitali-
zados, en donde evolucionaron a las formas
graves de la enfermedad (FHD/SCD) y fa-
Ilecieron 2, del sexo femenino, de 23y 17 afios
de edad. En estos pacientes se confirmo por ais-
lamiento viral que el agente etiolégico fue el
DEN-3.° Se seleccionaron al azar 7 muestras
gue fueron procesadas para la determinacion
de anticuerpos neutralizantes (tabla 2); se en-
contré que solo 1 paciente (del sexo femenino)
de 11 aflos de edad resulté con una infeccion
primaria por el serotipo del DEN-3, esta pa-
ciente presentd un cuadro de FD con manifes-
taciones hemorragicas (epistaxis, petequias y
pruebadel torniquete positiva). En los restantes
pacientes se observo infeccidn secundaria.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas mas frecuentes de los casos
estudiados

Manifestaciones clinicas No. %
Fiebre 53 100
Mialgias 53 100
Dolores 6seos 51 96
Cefalea 50 94
Dolor retroocular 46 87
Epistaxis 33 62
Petequias 33 62
Gingivorragia 33 62
Vémitos 8 15
Dolor abdominal 3 6
Hipotension arterial 3 6
Sudoracién profusa 3 6

Tabla 2. Serotipos identificados en pacientes con fiebre por
dengue

Paciente Sexo Edad DEN-1 DEN-2 DEN-3 DEN-4

5 M 15 + + +

7 F 11 - - +

9 F 7 + + + +
32 M 27 + + + +
35 F 18 + + + +
37 F 21 + + - -
40 F 9 - + +

+: positivo, -: negativo.

DISCUSION

Hasta 1997 no se habian detectado casos de
dengue en las areas rurales del Estado. En el mes
de octubre, coincidiendo con la introduccién del
serotipo DEN-3, estacomunidad rural sevio afec-
tada. Sin embargo, el hallazgo de casos secunda-
riosen este brote, sugiere que hahabido circulacion
previade los virus dengue en estaregion y que no
fueron detectados y notificados ala Secretaria de
Salud.

En México durante 1997 el nimero de casos
de FD aument6 como consecuencia de la entrada
al pais del serotipo DEN-3,% posteriormentela
introduccién de un nuevo genotipo de virus
DEN-3 fue asociado con el incremento de casos
de FHD/SCD en paises de Latinoamérica, ! asi
como en Tailandia donde los casos de FHD por
este serotipo prevalecieron en nifios.*?

Laaparicion de epistaxis 0 petequias es poco
frecuente y varia con laedad, €l sexoy las cepas
del serotipo responsable, no obstante, en este
brote 62,3 % de individuos presenté manifes-
taciones hemorrégicas. En Puerto Rico las



manifestaciones hemorrégicas se informaron en
24 a 38 % delos casos y 16 % en Brasil.134

Laampliacirculacion del DEN-1 durante los
anos 70 y los 80 sensibiliz6 a un ato nimero de
individuos paradesarrollar unainfeccion secunda-
ria, que elevo el riesgo de FHD/SCD.*®

Lasformas graves de la enfermedad se pro-
ducen principalmente en aquellas areas en las
cuales circulan en forma sucesiva o simultanea
varios serotipos del virus, que se asocian a una
infeccién de tipo secundaria por un segundo
serotipo infectante; aun cuando la infeccion
secundaria se ha relacionado fuertemente con
el riesgo de padecer las formas severas de la en-
fermedad, esta reportado que se observan casos
severos entre 2 a 4 % en infecciones secunda-
rias,” similar alo observado en este estudio donde
fueron minimos los casos de FHD, de tan solo
5,7 % (3/53).

El andlisisepidemiol gico delasepidemiasde
dengue revela que algunas cepas de este virus es-
tan asociadas a epidemias benignas y con la pre-
sencia de pocos casos de FHD/SCD, por o que
existe unaineficiente transmision del virus, mien-
tras que otras estén involucradas en epidemias
severas con una elevada incidencia de casos de
FHD/SCD y unatransmision vira rgpida.’® Se ha
postulado, que las formas mas severas de la en-
fermedad son causadas por la circulacion de ce-
pas con mayor virulencia.*®

Laprimeraepidemiade FHD en el continente
tuvo lugar en Cubaen 1981, con solamentelacir-
culacion de 2 serotipos, 10 que apoyaria la teoria
de la hipétesis secuencial, sin embargo en otros
paises del continente americano como México, €l
comportamiento del dengue hasido muy diferente,
lo cual hace pensar que existen otros factores re-
lacionados como lavirulenciade lacepas, laetnia
y genética de la poblacion. Estudios recientes en
México reportaron laasociacion entre ciertosalelos
clase | HLA y FHD; se encontr6 una alta fre-
cuencia del aelo HLA-DRB1*04 en mexicanos
gue les proporciona una elevada resistencia, que
podriaexplicar el desarrollo atipico delaFHD.?®

En este estudio se observé que un nimero
importante de la poblacion seinfectd con el virus
dengue durante el brote. El hallazgo de infec-
ciones secundarias sugiere que ha habido circu-
lacion previade los virus dengue, donde resultan
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relevantes las manifestaciones hemorréagicas
observadas en el cuadro clinico de 62,3 % de los
casos, por lo que es conveniente realizar estudios
de aislamiento y caracterizacion de las cepas de
los virus dengue en estaregion.
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Clinical and laboratory characterization of adengue
outbreak inarural areain Campeche, M exico

ABSTRACT

Backcrounp: the first dengue epidemics detected in arural area of
Campeche State in Mexico from October to December, 1977,
which coincided with the occurrence of dengue serotype 3 in this
state, was described. The population of the small affected
community amounted to 214 inhabitants of Maya origin, with
low socioeconomic standard. OsJecTives: to describe the
characteristics of a dengue outbreak in a rural area, to find out
the clinical forms and identify the serotypes in 10 dengue fever
cases. MeTHops: the clinical cases were classified according to
PAHO/WHO guidelines. Capture MAC-ELISA test confirmed
the dengue infection and the plaque reduction neutralization
assay identified the primary or secondary infection. ResuLTs:
Out of 53 serologically-confirmed cases, 50 (94,3 %) evolved
into dengue fever and 3 (5,7 %) into hemorrhagic dengue fever,
two of which died. Hemorrhagic manifestations (epistaxis,
petechias and gingivorhage) were observed in 62,3 % (33/53) of
cases. Thirty individuals were under 20 years, 12 aged 21-40
years and 11 were over 50 years. Secondary infection was detected
in 6 subjects and primary infection in one subject; this suggests
that dengue virus had previously circulated in this region.
Concrusions: for the first time, an outbreak was reported in a
rural area of Campeche State in Mexico, which was related to
the introduction of dengue serotype 3 in this region. The high
number of dengue fever cases with hemorrhagic characteristics
and the 3 hemorrhagic dengue fever cases suggested that this
might have been a more aggressive vira strain, so it would be
important to genetically characterize dengue viruses circulating
in Campeche State.

Key words: Dengue, epidemics, rural area, serotypes, Mexico.
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