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SINTESIS

Se reportaron los datos clinicos epidemiologicos de los casos de Fiebre por dengue (FD) y
de Fiebre hemorragica por dengue (FHD) confirmados y notificados por el sector salud en
el estado de Campeche de 1990-2005. Se describe la transmision de la enfermedad en
ausencia aparente de un brote epidémico en escolares asintomaticos en el afio de 1994. Se
desarrollé durante dos afios (1999-2000) una vigilancia seroldgica de febriles en el
municipio de Campeche (el mas poblado del estado) con el objeto de realizar una
deteccion temprana de la transmision del dengue. Se analizaron las caracteristicas clinicas
y epidemiolégicas de un brote de dengue en el afio de 1997 en un area rural del estado; asi
como la prevalencia de anticuerpos y la deteccion de los serotipos de virus dengue que
han circulado en los once municipios que conforman el estado de Campeche. La
aplicacion de las técnicas Inmunoenzimaticas ELISA y la de Neutralizacion permitié
detectar una infeccion reciente o actual, la prevalencia de anticuerpos a virus dengue en la
poblacion y la alarmante circulacion de los cuatro serotipos en todo el estado. Este trabajo
permiti6 obtener informacion sobre cuales fueron las condiciones que precedieron a la
aparicion de una epidemia, en la que se presentaron casos con manifestaciones severas de
la enfermedad (FHD/SCD). Se concluy6 que en gran parte de las zonas infectadas por el
vector pueden existir focos de transmision endémica del dengue, que sirven de reservorio
para posteriores epidemias, por lo que se recomienda que todo sistema de vigilancia
epidemiologica en estas zonas deberia incluir seguimiento de cohorte con el fin de estimar
su incidencia real y que los centros de atencion médica estén siempre alertas, ante la
referencia de cuadro clinico sugestivo de dengue por parte de las personas de la
comunidad como un posible indicador temprano de transmision interepidémica. Estos
resultados podran ser comparados con lo que ocurre en otras regiones endémicas de

México.
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Capitulo I. Introduccion

1.1 Introduccion

El dengue es una enfermedad infecciosa emergente, que ha ido cobrando relevancia y
que se puede convertir a corto y mediano plazo en una urgencia epidemiologica cuya
magnitud rebase la capacidad de respuesta de los servicios médicos asistenciales,
subraye las limitaciones de las estrategias de control emergentes y resulte en un
incremento en la mortalidad, principalmente en los nifios

La Fiebre del Dengue (FD) y sus formas severas, la Fiebre Hemorragica del Dengue
(FHD) y el Sindrome del Choque por Dengue (SCD) son causadas por los virus del
complejo dengue DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 (Huang et al., 1999; Leitmeyer et
al., 1999; Shu et al., 2004) que se transmiten al hombre por la picadura de un mosquito
hembra del género Estegomia infectado. Por lo general, el dengue es benigno, de curso
autolimitado y temporalmente incapacitante. Se manifiesta de manera e intensidad
variables en relacion con los factores del huésped y determinadas caracteristicas de la
cepa viral.

Con el mosquito vector, el dengue se encuentra diseminado por las areas tropicales y
subtropicales del mundo. Los anticuerpos contra los virus del dengue han sido
detectados en el suero de individuos procedentes de las areas tropicales de Africa, en las
zonas templadas de Norteamérica y la region mediterranea, en la India, Sri Lanka, en el
sureste asiatico y en un gran nimero de islas en el Pacifico Occidental (Koraka et al.,
2001). En el Continente Americano, se ha detectado en el Caribe, Centro y Sur
América, México, y de manera muy esporadica en Estados Unidos.

Se calcula que alrededor de 2.5 billones de individuos viven en zonas de riesgo de
transmision de dengue, y al afio se reportan en el mundo aproximadamente 100 millones
de infecciones por dengue, 500 000 casos de FHD, 15 000 defunciones y cerca de 1.5
millones de nifios hospitalizados por sus complicaciones (Gubler 1998; Guzman y
Kouri,2002). Aunque la FHD ha estado casi exclusivamente limitada a la region del
sureste asiatico, la historia y la evolucion del dengue en las Américas y el Caribe
muestra un patron de comportamiento similar al que se presentd en el Sureste Asiatico
hace 40 anos. El hemisferio americano enfrenta ahora la posibilidad de un alarmante
panorama de epidemias de FHD que se disemina de un pais a otro, cuyo primer

indicador de alarma fue documentado en Cuba en 1981, cuando se reportd la primera



epidemia de FHD en el hemisferio americano y en la que se notificaron 344 203 casos
de FD, 10 312 de FHD y 158 defunciones (Kouri et al., 1989; WHO 1998a) En el afio
2000, 27 Paises del Centro, Sur América y el Caribe reportaron transmision de dengue,
de estos, 17 notificaron casos de FHD y 10 paises registraron muertes por FHD; siendo
los mas afectados Brasil, Ecuador, Colombia, Paraguay y Venezuela (Torres J,Torres
JR, Torres CG.,2002).

En México, poco después de finalizada la campaiia de erradicacion de la fiebre amarilla
y la eliminacion de su vector Aedes aegypti en 1963, las autoridades sanitarias
declararon que el pais estaba libre de este vector. Sin embargo, tan s6lo cuatro afios mas
tarde se detectd nuevamente. A finales de los 70 ocurrid el primer brote registrado de
FD causado por el serotipo 1 en el estado de Chiapas, a partir de ese momento, este
virus se disemind rapidamente por el territorio nacional. En 1983 el serotipo 2 fue
reportado, siendo el responsable del mayor nimero de casos de FD en la region del
Pacifico (Gomez et al.,1988). En 1984 el serotipo 4 fue declarado como el responsable
de un brote en Yucatan, donde fueron detectados los primeros casos de FHD en el pais
(Gomez y Rodriguez,2000). En 1995 fue aislado por primera vez el serotipo 3 (Brisefio
et al.,1996), ocasionando severas epidemias en el afo 1997; sin embargo, se observa
una ligera tendencia a la disminucion en el nimero de casos de dengue registrados en
los ultimos afios con un aumento de los casos de dengue hemorragico (SINAVE, 2006).

La situacion en México no es muy alentadora, ya que los esfuerzos para controlar las
epidemias, podrian verse afectados por las condiciones socioecondmicas de la poblacion
y a la alteracion de la ecologia debida a una desmedida urbanizacion no planificada,
factores que pueden favorecer el desarrollo del vector y la diseminacion de los virus del
dengue.

El estado de Campeche report6 los primeros casos de FD en 1980 y a partir de 1995 se
detectd la presencia de FHD con la introduccion del serotipo 3. En el afio 1997 se
present6 la mayor epidemia de FD/FHD que ha tenido el estado, con un total de 4927
casos (SSA 2000). Existen subregistros de los casos de dengue en el estado de
Campeche durante la década de los 90, porque los médicos no reportaban los casos a las
autoridades del sector salud y por carecer de un laboratorio de diagnostico
especializado, por lo que se desconoce la situacion real del dengue en el estado. El
panorama del dengue en Campeche es incierto por lo que en este trabajo nos

propusimos conocer y analizar la trascendencia de un problema de salud regional.



1.2. Hipotesis:
(Es el dengue un problema de salud emergente y prioritario en el estado de Campeche,
México?

1.3. Objetivos.

Objetivo general.

Contribuir al conocimiento de la situacion del dengue en el estado de Campeche,

México entre los afios 1990 y 2005.

Obijetivos especificos.

1. Estudiar en el periodo 1990 — 2005 la incidencia de casos de dengue en el estado

de Campeche.

2. Estudiar la presencia de anticuerpos a virus dengue en escolares de 7 a 14 afios
de edad en la ciudad de Campeche antes y después de los meses de lluvia en
1994, que permita saber la incidencia de esta infeccion en ese grupo durante ese

ano.

3. Estudiar las caracteristicas de un brote de dengue ocurrido en un éarea rural en el

afio 1997, que nos permita conocer el comportamiento del dengue en esa zona.

4. Conocer la transmision de virus dengue en febriles de etiologia no precisada en

el afio 1999 y 2000 en el municipio de Campeche.

5. Conocer la seroprevalencia de anticuerpos a dengue en la poblacion del estado

de Campeche en el ano 2002.

I.4. Novedad cientifica.
Se profundiza en el conocimiento del dengue en el estado de Campeche, brindando
datos de interés clinico, epidemioldgico y viroldgico en dieciséis afios. Mediante un

estudio multifactorial se revelo la presencia de los 4 serotipos del dengue relacionados



con el evento epidemioldgico mas relevante en los tres quinquenios estudiados en el

estado de Campeche.

I.5. Valor teorico.

Contribuir al conocimiento de la distribucion de los virus del dengue en Campeche,
México, y se observo el comportamiento heterogéneo que ha tenido el dengue en
Meéxico en relacion con otros paises.

Publicaciéon de dos articulos en Revista Internacional, participacion en 5 eventos
cientificos (4 nacionales y 1 internacional).

De este estudio también se han realizado 4 tesis de Licenciatura en Quimica

Farmacéutica y Bilogia , y 2 de Licenciatura en Medicina.

Produccion Cientifica:

Publicaciones:

Caracterizacion clinica y de laboratorio de un brote de dengue en un area rural de
Campeche, México. Rev Cubana Med Trop 2008;60(2):136-140

Identificacién de serotipos del virus dengue circulantes en el estado de Campeche,

Meéxico. Rev Cubana Med Trop 2008;60(3): --------

Presentacion en Congreso Internacional:
Prevalencia de anticuerpos a virus dengue en el Estado de Campeche, México.

Congreso XVI Latinoamericano de Microbiologia. Noviembre 2002.

Brote de dengue en un darea rural de Campeche, México. Congreso XVI

Latinoamericano de Microbiologia. Noviembre 2002.

Presentacion en eventos nacionales:

“ Dengue en escolares de la ciudad de Campeche” Trabajo presentado en la Semana
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT). Octubre 1999.

“Epidemiologia del Dengue en México” Presentado en el Curso de Medicina Tropical
de la Universidad Auténoma de Campeche. Mayo 2000.

“Dengue hemorragico en el estado de Campeche” Conferencia en el Curso Peninsular

de actualizacion para Médicos Generales. Julio 2007.



“ Hiperendemia del dengue en México” Trabajo presentado en la Semana Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT). Octubre 2007.

“Presencia de Fiebre Hemorragica por Dengue en el Estado de Campeche en los afios
2006-2007” Trabajo presentado en la Semana Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACYT) Octubre 2008.

Tesis dirigidas:

Prevalencia de Virus Dengue en la Ciudad de Campeche. Tesis de Licenciatura Abril
1995.

Sistema de Vigilancia de la Reproduccion del Mosquito Aedes Aegypti Transmisor del
Dengue en la Ciudad de Campeche. Tesis de Licenciatura Diciembre 1995.

Dengue Clésico y Hemorragico en el Estado de Campeche. Tesis de Licenciatura
Septiembre 1999.

Estudio epidemioldgico del Dengue en la Poblacion del Estado de Campeche de1991-
1998. Tesis de Licenciatura 1999.

1.6. Valor practico.

Se puso en practica una estrategia en base a la experiencia en la deteccion de casos de
dengue, que permitié brindar los conocimientos adquiridos de su comportamiento en la
region de Campeche; se obtuvo mayor experiencia, en la implementacion de métodos de
diagnéstico serologico con una alta sensibilidad y especificidad para la deteccion
temprana del dengue.

Contribuir a la vigilancia epidemiologica del dengue en el estado de Campeche, su

prevencion y control.



Capitulo I1. Revision bibliografica

11.1. Definicion de Dengue
El dengue es la infeccion viral transmitida por artropodos de mayor importancia en el
hombre; la infeccion por este virus causa un amplio espectro de trastornos clinicos

desde la FD hasta las formas severas: FHD y el SCD.

11.2. Antecedentes historicos

El término dengue fue introducido a la literatura médica como una traduccion del
swabhili: dinga, dyenga o ki dinga pepo que describe “un golpe subito causado por un
espiritu maligno”. Las primeras noticias de dengue en América son de 1635 cuando los
colonizadores franceses informaron de una extrana dolencia que llamaron coupe de
barre. Los términos de knokkel-koorts dado en Indonesia en 1779 y ¢l de breakbone
fever o dandy fever empleado en Filadelfia en 1780 fueron usados para describir la
enfermedad que ahora conocemos como dengue (Carey 1971).

La primera epidemia descrita de una enfermedad clinicamente compatible con dengue
ocurri6 en Filadelfia en 1780 (Rush 1789; Halstead 1980). Los archivos espafioles nos
indican que el uso de la palabra Quebrantahuesos se le atribuye a una enfermedad febril
en 1771 y, el uso de la palabra dengue en Espafia fue en 1801 y se uso para describir
una enfermedad febril aguda con dolor de huesos y coyunturas, hemorragia e ictericia.
Estos textos evidencian que la palabra Quebrantahuesos era mas utilizada y reconocida
entre la poblacion, y posteriormente los espafioles dieron el nombre de dengue a esta
enfermedad (Rigau 1998). Sin embargo, existen reportes de que en 1827 y 1828 se
presentd una epidemia en el Caribe que cursaba con fiebre, artralgias y exantema
identificando a esta enfermedad en Cuba como dengue (Siler, Hall, Kitchens,1926;
Carey,1971)

Finlay en Cuba en 1881, identifico al mosquito Aedes aegypti como el agente
transmisor de la Fiebre Amarilla, el mismo vector del virus del dengue, como fue
demostrado en 1900 por Reed, Carroll, Agramonte y Lazear. Este descubrimiento
justificé la implementacion de un programa de erradicacion de Aedes aegypti a finales
de 1900 y principios de 1901, y representd la primera tentativa de las naciones del
hemisferio para resolver un importante problema de salud, mediante una accién comun.

(Bustamante 1982).



En el caso de México, la clara intervencion de Aedes aegypti en la propagacion de la
Fiebre Amarilla, detectada desde el siglo XV, se perfilo en gravisimas epidemias que
asolaron Mérida y Campeche en 1648.

En 1963, México quedo libre de la especie transmisora de la Fiebre Amarilla urbana que
prevalecid en nuestro pais, resolviendo asi un importante problema de salud publica y
cumpliendo con un compromiso internacional. Por lo que se elabord su programa
original de vigilancia considerando su doble postura, de pais libre de Aedes aegypti
vecino a un pais ain infestado y de pais de inmigrantes y emigrantes, pais con transito
maritimo y aéreo con otros paises infestados, de América del Centro, del Sur y del
Caribe. México en los 60’s desarroll6 un Plan de Consolidacion y Vigilancia para la
deteccion del vector en los puertos maritimos, aéreos o fronterizos y fue concebido,
planeado y ejecutado como fase preliminar al programa de vigilancia propiamente
dicho. Sin embargo, el éxito alcanzado en la erradicacion del vector en varios paises
durante los 60’s se vio frustrado con la reinfestacion pocos afios después y se acompafio
con el riesgo de epidemias de una infeccion transmitida por vector de reciente
introduccion en las Américas, el virus del dengue. La reinfestacion se debid a las
siguientes razones: a) no todos los paises del Continente resolvieron erradicar Aedes
aegypti, b) se disminuyd la vigilancia epidemiologica, asi como la importancia politica
y social, los recursos humanos, financieros y materiales fueron escasos, c) la falta de
disponibilidad de una vacuna efectiva, d) los paises que todavia estaban infestados se
convirtieron en fuente de reinfestacion para los que estaban libres del vector, e) la
vigilancia contra la reinfestacion se redujo gradualmente hasta que resulté inadecuada
para detectar reinfestaciones pequenas; cuando se descubria la reinfestacion, por lo
general, se reaccionaba demasiado tarde, y los recursos para eliminarla (antes de que se
generalizara) y para su control, solian ser insuficientes (SSA, 1986; OPS, 1995; Ibaiez
y Gomez, 1995).

A medida que se deterioraron las Campanas de Erradicacion de Aedes aegypti durante
las décadas de 1970 y 1980, el mosquito proliferé y se propagd por casi todos los
rincones de la region de las Américas, dando lugar a la paulatina reinfestacion del
continente. Se considera que la reaparicion siguidé del Caribe hacia Centroamérica y
norte de Sudamérica durante la década de los 70’s y fue pasando entre paises contiguos
o con gran comunicacion hacia los extremos norte y sur del Continente. La actividad del

dengue se intensificd alcanzando niveles alarmantes en la década de los 80’s en Bolivia
9



Brasil, Ecuador, Paraguay y Peri paises sin dengue donde se registraron brotes
explosivos (De la Fuente 1986).

Durante estas décadas, 70’s y 80’s, varios paises que habian eliminado el vector
volvieron a reinfestarse, entre ellos México (1975), Colombia y la mayoria de los paises
de Centroamérica; lo que representd un peligro de urbanizacion de la fiebre amarilla y
diseminacion del dengue. En 1982, la XXI Conferencia Sanitaria Panamericana
confirmo la politica de erradicacion de Aedes aegypti propuesta por Soper (1967) vy,
recomendo a los paises a que se ayudaran reciprocamente, mediante préstamos o
subvenciones bilaterales y provision de equipos y asesoramiento técnico. No obstante,
la Reunion del Consejo Directivo de la OPS en 1985 aprobd una resolucion
recomendando “el Control o la Erradicacion de Aedes aegypti”, por lo que interrumpid
la firme politica de Erradicacion del vector acordada en 1947 vy, estableciendo un
cambio hacia “Programas para el Control de Aedes aegypti”. (Bol Of Sanit Panam,
1985; Clark, 1995).

11.2.1. Dengue en las Américas

La infeccion por dengue ha estado en las Américas por mas de 200 afios (OPS, 1995).
En 1953-54, en Trinidad se aislé por primera vez el serotipo del virus 2 de casos no
epidémicos (Mattingly 1967). En el siglo XX, la primera epidemia de FD en América,
comprobada por el laboratorio, ocurri6 en la region del Caribe y en Venezuela en 1963-
64, el virus DEN- 3 fue el serotipo circulante. En 1977, el serotipo DEN-1 fue
inicialmente reportado en Jamaica, diseminandose a la mayoria de las islas del Caribe
causando epidemias. El serotipo DEN-4 fue introducido en 1981, la fuente de dicho
descubrimiento fue la serologia hecha a dos turistas Norteamericanos que viajaron a San
Bartolomé y St. Martin (Isturiz y Gubler, 2000), y desde entonces los tipos 1, 2 y 4 han
sido transmitidos simultaneamente en muchos paises donde Aedes aegypti ha estado
presente. Vale la pena hacer una mencion especial sobre la historia de la enfermedad en
Cuba. Los casos de dengue se reportaron de una manera irregular hasta 1944. De 1945 a
1977, el dengue fue practicamente desconocido en la isla. Durante la epidemia caribefa
de 1977 el serotipo responsable de 477 438 casos fue el DEN-1. En 1981 aparecio la
primera epidemia de FHD en el hemisferio con un total de 344 203. Los estudios
serologicos  demostraron titulos de anticuerpos a todos los serotipos pero con una

predominancia al serotipo DEN-2. Los casos predominaron en los menores de 10 afios,



en el sexo femenino y en la raza blanca (Guzman et al.,1984; Armada y
Figueredo,1986).

De los 1 006 702 casos de Dengue reportados en las Américas en el periodo de 1980 a
1990, el 30% corresponde al drea de América del Sur, el 4.8% a Centroamérica, el 43%
al area del Caribe y 22% a México. Los paises donde el Dengue se ha transmitido
activamente son Colombia (7.7%), Brasil (17.2%), Cuba (34.2%), Puerto Rico (4.5%) y
Meéxico (22%) (Figueiredo, Cavalcante, Simoes,1990; Pinheiro y Corber,1997). Cuba
destaca como uno de los contribuyentes mas notables, no sélo por el nimero de casos
sino por ser el primer pais en las Américas que sufri6 una epidemia de dengue
hemorragico (Kouri et al.,1989; WHO 2000a).

De 1980 a 1988, se reportaron 302 330 casos de FHD en 24 paises de la region, siendo
Colombia el pais con el mayor ntimero de casos reportados (80 310), seguido por Brasil
(55 150), Venezuela (54 514), Puerto Rico (41 942), Nicaragua (36 257) y Cuba (10
517). (Pinheiro y Corber,1997; WHO 2000b). En diciembre de 1989, Venezuela reportd
una epidemia con 12 220 casos de dengue y 3108 casos de dengue hemorragico. Se
reportaron 73 defunciones y los serotipos identificados fueron DEN-1, DEN-2 y DEN-4
(Barrera et al.,2002). Durante 1990 y hasta enero de 1991, la OPS reportd 36167 casos
de dengue en Brasil de los cuales 237 fueron diagnosticados como dengue hemorragico
con 3 defunciones. Los serotipos circulantes identificados fueron DEN-1 y DEN-2
(OPS 1995; Teixeira et al.,2001). La FHD es considerada una de las enfermedades
emergentes mas importantes en el continente.

El serotipo DEN-3 reaparece en 1994 en Nicaragua, este serotipo constituye un riesgo
importante ya que genotipos de €l se asocian a la forma hemorragica de la enfermedad
(Uzcategui et al.,2003; Figueroa y Ramos,2000).

Durante la ultima década la FD se ha diseminado dramaticamente en Latinoamérica y
los paises del Caribe infestados con Aedes aegypti, siendo en el afio de 1995 cuando se
present6 una epidemia regional con mas de 30 000 casos de FD y 5 000 casos de FHD,
siendo los serotipos 1, 2 y 4 los aislados durante la misma, predominando el serotipo 2
(Pinheiro y Corber,1997; Salas, Tovar, Barreto,1998; Isturiz y Gubler,2000).

En el afo 2000, 27 paises de Centro, Sudamérica y el Caribe reportaron transmision de
dengue, 17 reportaron casos de FHD y 10 reportaron muertes por FHD, la regién mas
afectada fue Sur-América, principalmente los paises de Brasil, Ecuador, Colombia,

Paraguay y Venezuela (Torres J, Torres JR, Torres CG,2002).



De acuerdo a los reportes de la OPS, Brasil se ha mantenido constante en el reporte de
casos tanto de FD como de FHD y durante el periodo de 1999 al 2003 ha notificado mas
de 200 000 casos por afio.

También llama la atencion la disminucidon de casos en los intervalos interepidémicos,
asi como su incesante diseminacion por la region.

Las experiencias en las Américas, en particular la de la epidemia de dengue en Santiago
de Cuba (Valdés y cols.,1999), han demostrado que aun en condiciones Optimas de
control de las densidades vectoriales, la transmision de los virus dengue puede
establecerse de manera epidémica si no se mantiene una vigilancia epidemiolédgica
estricta y permanente y un control del vector adecuado y sostenible.

11.2.2. Dengue en México

La Republica Mexicana (Figura 1) tiene una extension superficial de 1.972, 547 km?,

con una poblacion de 100.263, 659. El pais se divide en 32 estados.
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Figura 1. Ubicacién geografica de la Republica Mexicana.
En México, el dengue se detectd por primera vez en 1941, en esa ocasion se registraron
6 955 casos; sin embargo, las cifras fueron descendiendo a medida que avanzaba la
eliminacion del vector, misma que se certifico en 1963 (Ramos y cols.,1998b). El
vector poco a poco fue recuperando terreno, de tal manera que en 1978 se registra

nuevamente un caso de dengue en Tapachula, Chiapas, ciudad fronteriza de México con



Guatemala (SSA 1996). La reinfestacion casi inmediata y el reinicio de la transmision a
finales de los afos setenta, coloca al dengue como una enfermedad reemergente en
Meéxico, éste es un ejemplo en el que un problema infeccioso que fue controlado en el
pasado, reaparece ahora como problema de salud publica (Kumate 1989). Entre los
factores asociados a la reintroduccién del dengue se encuentran principalmente
fendmenos demograficos asociados al proceso de industrializacion, lo que produjo el
desplazamiento de las poblaciones rurales a los centros urbanos en busca de empleo,
problemas de abasto de agua, baja percepcion del riesgo, entre otros.

El serotipo 1 se identifico en Veracruz en 1982 y actualmente se encuentra en toda la
Republica Mexicana. En 1983, se identifico el serotipo 2 en el estado de Guerrero y fue
el responsable del mayor numero de casos de FD en la regiéon del Pacifico,
disemindndose rapidamente hacia los estados de Campeche, Colima, Hidalgo, Jalisco,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan.
Este serotipo se report6 asociado a las epidemias de 1984. El serotipo 4 se identificd por
primera vez en Oaxaca en 1983, se ha diseminado a Veracruz, Campeche, Yucatan,
Tamaulipas, Puebla, Hidalgo, Morelos, Jalisco y Sinaloa principalmente; este serotipo
fue responsable de la epidemia que sufrid Yucatan en 1984. La distribucion geografica
de este serotipo ha seguido el mismo avance de la epidemia que sufri6 México en la
década de los 80’ (Ramos 1998).

El dengue se diseminé rapidamente por todo el territorio nacional en menos de 10 afios
hasta afectar 29 estados, aunque Narro y Gémez (1995) reporta que en 1994, el 64% de
los casos se concentraba en solo ocho entidades federativas: Veracruz (13%), Guerrero
(10%), Oaxaca (8%), Sinaloa (7%), Chiapas (7%), Yucatan (7%), Coahuila (6%) y
Campeche (6%).

A partir del afio de 1990, se registrd un incremento en el niimero de casos de FHD, los
primeros casos de FHD identificados en la Republica Mexicana se presentaron en el
estado de San Luis Potosi y posteriormente en los estados de Nuevo Leon, Tamaulipas,
Veracruz. Colima y Guerrero (Brisefio et al.,1996). En 1996, la Secretaria de Salubridad
y Asistencia (SSA), reportd 20,000 casos de dengue, de los cuales el 4% evolucionaron
a FHD, debido a esto, el dengue es considerado un problema de salud publica
prioritario en México. Actualmente el predominio de los casos de FHD se ubica en los
estados del Golfo (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica — SINAVE 2003).
Para el afio 2003 se reportd que la tasa de morbilidad ha disminuido a 30 casos por cada

100 000 habitantes comparado con otros paises afectados (400 casos por cada 100 000



habitantes), por lo que se considera que la enfermedad se ha venido controlando a lo
largo del tiempo (SINAVE 2004).

El escenario epidemioldgico en México coloca al dengue como un problema emergente
de salud publica, debido al riesgo de que se presenten epidemias de FHD con alta
letalidad, sobre todo en la poblacion infantil. Esta situacion se evidencia por la amplia
circulacion de los cuatro serotipos, la coexistencia de poblaciones inmunes a unos
serotipos y susceptibles a otros, las altas densidades del vector en zonas urbanas de las
regiones tropicales y subtropicales del pais y al incremento de la transmision de
dengue. A pesar de lo antes expuesto, los esfuerzos para controlar las epidemias podrian
ser afectados fuertemente por las condiciones socioecondémicas de la poblacion y a la
alteracion de la ecologia debido a una desmedida urbanizacion, factores que podrian
favorecer el desarrollo del vector. En la actualidad, el dengue se encuentra reportado en
24 de los 31 estados que conforman la Republica Mexicana (SSA, 2005).

El control de la enfermedad principalmente se ha abordado por medio del control
quimico del vector, pero hay indicios que sugieren que existe resistencia por parte del
mosquito hacia algunos de los insecticidas utilizados (Gratz, 1999; Winch et al.,1991).
Siendo importante considerar la constante agresion de estos compuestos quimicos a los
ecosistemas, ya que los residuos de muchos insecticidas permanecen durante mucho
tiempo sin ser degradados (Pinheiro 1996).

La situacion en México no es muy alentadora, sin embargo, se observa una ligera
tendencia a la baja en el nimero de casos de dengue registrados en los ltimos afios
(Diaz et al.,2002). Al parecer las medidas implementadas por la Secretaria de Salud
estan contribuyendo en el control de la poblacion del mosquito en las zonas de alta

endemia, y con ello se ha logrado reducir el nimero de casos de FD y FHD.

11.2.3 Ubicacion Geogréfica del Estado de Campeche.

Se localiza en la parte occidental de la Peninsula de Yucatan, al sureste de la Republica
Mexicana, entre los paralelos 17° 49°- 20° 51° de latitud norte y los meridianos 89° 05°-
92° 28’ de longitud oeste. Limita al norte con el estado de Yucatan; al sur con la
Republica de Guatemala; al este con el estado de Quintana Roo y al oeste con el Golfo
de México.

Su extension territorial es de 56,858 kilometro cuadrados. Actualmente esta conformado

por once municipios, con una poblacion de 705,269 habitantes (INEGI 2000).
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11.2.4. Dengue en Campeche

En Noviembre de 1979 se registrd la presencia de Aedes aegypti en el estado de
Campeche, un ano después se detectaron los primeros casos de FD, cuyo agente
etioldgico fue el serotipo 1; este seroitpo se disemind por toda la region, habiendo un
incremento de los enfermos en los afios 1987 y 1988.

En Abril de 1988 se registro6 un brote en la Isla del Carmen (que pertenece a
Campeche), y se obtuvieron 278 muestras serologicas de pacientes febriles con
sintomas sugestivos de FD, resultando 268 positivas al serotipo 1.

En la década de los ochenta se comenzaron a hacer estudios limitados de vigilancia
epidemiologica en el estado, los servicios de salud, carecian de laboratorios para el
diagnodstico serologico por lo que estas muestras tenian que enviarse al Instituto de
Salubridad en Enfermedades Tropicales (ISET) en la Ciudad de México, para su
procesamiento. Por lo que muchos casos no fueron notificados, existen subregistros
durante esta década y principios de los noventa, ya que no todos eran reportados ni
confirmados por laboratorio. Por lo anterior se establecieron los siguientes parametros
para considerar un caso por virus dengue.

Caso sospechoso: aquel paciente con un cuadro febril inespecifico, que proviniera de
una zona endémica. Caso confirmado: toda persona con fiebre, cefalea, mialgias y
artralgias, que proviniera de una zona endémica y que se confirmara por laboratorio la
infeccion (SSA,1983).

Las pruebas de laboratorio que se realizaban para confirmar el diagnodstico fueron la
inhibicion de la hemaglutinacion (IH) en muestras pareadas de suero y el aislamiento
del virus mediante cultivos celulares. Como se menciond anteriormente, estas muestras
se enviaban a la capital del pais para su procesamiento. En los primeros afios no se
realiz6 un seguimiento de los pacientes, porque la prueba que se empleaba era la [H que
requeria de muestras pareadas, método que dificultaba el seguimiento confirmatorio de
los enfermos al tratar de obtener la segunda muestra de suero, ya que con frecuencia el
paciente se negaba. Esto cambi6 favorablemente al implementarse la prueba de MAC-
ELISA, para la deteccion de anticuerpos IgM como método de diagnostico de infeccion
reciente.

Desde antes de que reapareciera el dengue en Campeche, existia en forma permanente la
verificacion entomoldgica con brigadas especiales, intensificandose las medidas de

control cuando se reportaron los primeros enfermos, en las localidades urbanas, ya que



entonces los estudios entomoldgicos que se realizaban en todo el estado, no registraban

al vector en las localidades rurales.

11.3. Vector

Aedes aegypti es el vector principal del dengue. Se encuentra en todo el mundo tropical
por su gran facilidad de adaptacion y proliferacion. Es originario de Africa, y en barco
llegd a las Américas al inicio de las exploraciones y la colonizacién. Vive en regiones
calidas, tropicales y subtropicales en areas preferentemente urbanas, periurbanas y
rurales en convivencia constante con el humano, por lo que se le considera un vector
doméstico. Es uno de los vectores mas eficientes de la familia de los arbovirus, ya que
en zonas densamente pobladas es predominantemente antropofilico. Su hébitat preferido
es casi cualquier objeto que pueda retener agua limpia, como llantas, floreros, botellas,
etc. (WHO, 1998b).

Aedes aegypti tiene dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida: La fase acuatica o
larvaria o de estadios inmaduros, en la cual existen 3 formas evolutivas diferentes;
huevo, larva y pupa; este periodo tiene una duraciéon promedio de 7 a 10 dias, pero
puede prolongarse a mas del doble, cuando la temperatura disminuye o los alimentos
son escasos, o bien reducirse hasta 5 dias cuando hay alimento y la temperatura oscila
entre los 25 y 30°C. Y la fase aérea o de adulto solo corresponde al mosquito o imago
que vuela (SSA 1997).

Otro vector de importancia epidemiologica es Aedes albopictus, de amplia distribucion
en Brasil. En Asia se ha asociado a epidemias de dengue. Fue introducido en América
en 1985, difundiéndose en varios paises. En el periodo 2001-2002 fue el vector
transmisor durante la epidemia de dengue reportada en Hawai (Wilson y Chen,2002).

La abundancia del vector esta estrechamente ligada a la presencia del agua; mientras
mas abundante sea, mayores son las posibilidades de encontrar un sitio para oviponer
los huevecillos. Las regiones con altos niveles de precipitacion son las zonas tropicales,
donde la vegetacion es abundante y proporciona estupendos lugares sombreados de
reposo para el vector, es en estos sitios donde se favorecera la transmision, al aumentar
las densidades del vector, el contacto con diferentes individuos y la probabilidad de

encontrar un individuo virémico con el cual iniciar la transmision.



Factores condicionantes de la densidad vectorial en México

La extensa infestacion por Aedes aegypti en el territorio mexicano y la rapida
diseminacion de los virus estan determinados, tanto por factores sociales como
econdmicos, culturales e inclusive ecoldgicos. Las condiciones ecologicas de cada
region se reflejan en el clima, el patron pluvial, el tipo de vegetacion, y las formas en

que se organiza el hombre para adaptarse a ellas.

Tabla 1. Condiciones ecologicas que favorecen la densidad vectorial en México

CONDICION CARACTERISTICAS
Altitud 1,200- 1760 mts. Snm
Latitud 45" 1atitud norte y los 35" latitud sur
Temperatura media anual 152 40°C *
Precipitacion pluvial media anual >1,000 mm” *

FUENTE: SECRETARIA DE SALUD. PALUDISMO Y DENGUE DE LA ERRADICACION A LAS ZONAS DE RIESGO.

En el interior de cada centro urbano, en las areas con carencia de servicios publicos
como la dotacion de agua potable y recoleccion regular de basura, se encuentran las
mayores densidades vectoriales y probabilidades de transmision. Estas son las zonas
donde los migrantes confluyen y se establecen en dreas con malas condiciones de
vivienda convirtiéndose en grupos susceptibles y de mayor riesgo para la infeccion.

La densidad de poblacién es un factor fundamental en la definicion del patron de
transmision por las siguientes razones: un mayor numero de individuos en un area
favorece el contacto del vector especialmente si las densidades del vector son bajas; el
recurso alimenticio (sangre para el mosquito vector) es abundante y por lo mismo, la
probabilidad de que se transmita la infeccion es mayor y con tasas de ataque mas altas
que en una situacion donde son pocos los individuos disponibles y que, como en las
areas rurales, se encuentran mas dispersos que en el barrio de una ciudad. En
poblaciones cerradas y pequenas la transmision tardaria mas en llegar, seria breve en
duracion, ya que los sujetos susceptibles se agotarian muy rapido. En las ciudades
medias o grandes la probabilidad de introduccion de la transmision es mayor dado los
canales de comunicacién y migracion, la transmision puede persistir mas tiempo al
encontrar a un grupo mayor de individuos susceptibles, pudiendo afectar a mas personas

(Reiter et al.,1995).



El medio ambiente ejerce su influencia al determinar la diversidad de habitats larvarios
disponibles en las diferentes zonas rurales y urbanas.

La abundancia de mosquitos y su longevidad son factores del vector influidos por el
medio ambiente y que estan intimamente ligados a su capacidad de transmision. Su
longevidad determina la posibilidad de que pueda transmitir la infeccion ya que debe ser
mayor que el periodo de incubacion extrinseco y la longevidad también determina el
tiempo que duraria como vector de la infeccion (Rodhain y Rosen,1997).

La abundancia del vector también esta intimamente ligada a la presencia de agua;
mientras mas abundante sea ésta, mayores seran las posibilidades de encontrar un sitio
para depositar los huevecillos. Las zonas con altos niveles de precipitacion por ende son
las zonas tropicales donde la vegetacion es abundante lo que proporciona estupendos
lugares de reposo para los mosquitos. Las altas densidades del vector son un factor
determinante para el desarrollo de la enfermedad, ya que incrementan la tasa de
picadura (nimero de picaduras por hombre por dia), la probabilidad de alimentarse de
un individuo enfermo y la sucesiva transmision de la infeccion (Lounibos,2002).

El rango de dispersion de Aedes aegypti, antes considerado hasta los 1200 metros sobre
el nivel del mar, ha ido aumentando desde su reintroduccion en América, en México se
le ha encontrado hasta los 1760 metros de altitud (Ramos 1988; Herrera et al.,1992). En
las areas de menor altitud el dengue se ha transmitido en forma epidémica. Las
condiciones del habitat del vector y el clima varia de acuerdo a la altitud, dada la
influencia que ejerce en la precipitacion pluvial, la temperatura media anual, el tipo de
vegetacion, etc. Es a menor altitud donde se presentan las mejores condiciones para el
desarrollo del vector. La humedad relativa, la vegetacion y el clima le proporcionan
medios para una mejor sobrevivencia. Por ejemplo, en el caso de factores
epidemioldgicos se ha reportado transmision asociada con fendmenos climatologicos
como “El Nino” (Hales et al.,1999).

Estudios en Tailandia demostraron que la incidencia de FHD estuvo relacionada con los
meses de una temperatura media de 28°C o mas (Epidemiologic,1998). También en
Meéxico, en las localidades con temperatura media anual mayor a los 25°C, se demostro
una mayor prevalencia de anticuerpos a los virus que en aquellas regiones con un clima
mas templado (Espinoza y cols.,2003). La temperatura, la precipitacion pluvial junto
con la vegetacion generan condiciones ambientales de mayor humedad relativa que
también favorecen el desarrollo larvario de los mosquitos e incrementan la

supervivencia de los mosquitos adultos.



La eliminacion del vector en México es poco factible, en virtud de los niveles de
infestacion en los Estados Unidos y su decision de no erradicarlo; lo mas seguro es que
se tengan reinfestaciones continuas. La estrategia sera intensificar las acciones de
control de Aedes aegypti que ya se encuentra bien establecido en nuestro territorio. En
la medida en que se controlen los criaderos de Aedes aegypti se tendran mas
posibilidades de contrarrestar también la presencia de Aedes albopictus (Orta, Mercado,
Elizondo,2005).

11.4. Virus

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus del cual
existen cuatro serotipos antigénicamente relacionados (Mackenzie, Jones,
Westaway,1999; Monath y Burke,2001). Al ser transmitidos por artropodos se agrupan
entre los Arbovirus (virus transmitidos por artropodos). El término Arbovirus incluye
agentes causales de algunas de las enfermedades epidémicas y enzodticas mas
importantes de la patologia infecciosa de origen viral. La caracteristica unificadora de la
biologia de los Arbovirus es su desarrollo en ciclos de transmision donde el virus se
multiplica en dos sistemas biologicos filogenéticamente diferentes: vertebrados e

invertebrados.

11.4.1. Caracteristicas del virus

Los viriones del dengue miden de 40 — 60 nm de diametro tienen forma esférica,
conformada por una nucleocépside con simetria icosahedrica de aproximadamente 30
nm de didmetro, recubierta de una bicapa lipidica de aproximadamente 10 nm. La
particula viral muestra hacia la superficie unas proyecciones en forma de anillos, de 7
nm de diametro que son la proteina de envoltura E (Monath y Burke 2001). Su genoma
consiste de una cadena sencilla de ARN, de polaridad positiva de aproximadamente 11
kilobases (kb), funcionando como ARN mensajero al traducirse directamente en los
ribosomas durante el proceso de replicacion. El ARN codifica tres proteinas
estructurales (C, M y E) y siete no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y
NSs). La proteina C forma la nucleocépside del virus y estd rodeada por una bicapa de
lipidos con la que interacciona la proteina transmembranal o de envoltura E. La proteina
de membrana M es un polipéptido no glicosilado e interacciona con la proteina E. De la

proteina E dependen actividades bioldgicas muy importantes: media la unidon y



penetracion del virus a las células diana (macrofagos), siendo el principal blanco y
modulador de la respuesta inmune, la Hemaglutinacion, la Neutralizacion, la Union al
Receptor Celular y el Neurotropismo (Heinz et al.,1994; Kuhn et al.,2002). La proteina
E tiene una estructura antigénica compleja y en ella residen los determinantes de
serotipo, del complejo de dengue, de grupo y subgrupo de los Flavivirus. El genoma
viral codifica para una gran poliproteina que es clivada posteriormente en las proteinas

estructurales y no estructurales:

5'- CDI‘M—E - NSl-NS@-NS&-NSQ—NS@-NS@-NS§—3’

Prot. estruct. Prot. no estruct.

Donde: 5" y 3" son los extremos no codificantes.

De las proteinas no estructurales poco se conoce de las funciones de estas en el ciclo de
vida de los flavivirus (Rice 2001). La proteina NS1 induce la formacion de anticuerpos
con actividad fijadora de complemento, esta proteina se encuentra como monémero en
forma secretada y como dimero expresada en la superficie de las células infectadas
(Huang et al.,2001; Simmons, Murphy, Hayes,2001). Las proteinas NS2a y NS2b son
relativamente pequefias de 22 y 14 KDa, respectivamente, sus funciones ain no son
bien conocidas pero se plantea que estan relacionadas con la asociacion a membrana
(Chang 1997). NS3 pesa alrededor de 70 KDa y es una proteina muy conservada entre
los Flavivirus. De acuerdo con la evidencia encontrada, esta proteina, participa en la
replicacion del genoma viral. Existe la posibilidad de que NS3 requiera de la interaccion
con otras proteinas, ya sean codificadas por el virus o por la célula huésped, para regular
sus diferentes actividades biologicas durante el ciclo de replicacion viral (Cui et
al.,1998; Gu et al.,2000). Las NS4a y NS4b son proteinas hidrofobicas, asociadas a
membrana. No se conocen las funciones de estas proteinas, pero hay evidencia de que
estan involucradas en la replicacion del ARN viral fijando los componentes del
complejo de replicacion viral a la membrana celular a través de interacciones proteina-
proteina (Chang 1997; Lindenbach 2001). NS5 (104-1106) es la proteina mas grande y
conservada entre los Flavivirus. En cuanto a su actividad bioldgica durante el ciclo de
replicacion viral, se sabe que NS5 es una proteina bifuncional (Reed, Gorbalenya,
Rice,1998). En un estudio realizado por Raviprakash et al en 1998 se considera a la NS5

una proteina multifuncional que puede formar complejo con la NS3/NS2b que a su vez



puede clivar a la NS3en el dominio helicasa. Se encontré ademdas que tanto la NS3
como la NS5 son capaces de convertir la forma replicativa en intermediario replicativo.
Ademas del reconocimiento por medio de anticuerpos especificos, los serotipos pueden
ser facilmente distinguidos por medio del mapeo de sus oligonucledtidos y por
hibridizacioén de la fraccion 40S del ARN. Estas herramientas permiten determinar el
origen y la evolucion de los virus responsables de las epidemias en diferentes nichos
ecoldgicos y geograficos (Kanesathasan et al.,1998).

Los estudios de comparacion del genoma de los diferentes serotipos revelan una
relacion genética muy cercana entre los serotipos DEN-1 y DEN-4 (70% de homologia)
y entre los serotipos DEN-3 y DEN-4 (50% de homologia) (Chungue et al.,1995). El
DEN-2 no parece guardar una relacion cercana con los otros serotipos (Blok y Gibbs
1995). El andlisis genético de los virus dengue aislados en diferentes regiones del
mundo también ha demostrado la ocurrencia de variaciones genéticas dentro de cada
serotipo denominadas genotipos. El DEN-2, por ejemplo, tiene cinco genotipos de
acuerdo con su origen geografico (Lanciotti et al.,1994).

El mapeo del ARN ha demostrado 50 a 75% de variacién en la composicion de
oligonucledtidos en los virus DEN-1 aislados en el Sureste Asiatico, Africa y el Caribe.
(Guzméan et al 1996; Vorndam, Nogueira, Trent,1994).

Descifrar las diferencias en su estructura molecular es de vital importancia para el
entendimiento de las formas de replicacion del virus, sus interacciones con las células
blanco y los determinantes antigénicos esenciales para el desarrollo de la inmunidad y la
definicion de la virulencia. La variacion genética y su correlacion con la patogenicidad
en humanos se ha observado en otros Flavivirus, por lo que los casos de FHD y SCD
pudieran estar asociados a variantes del virus con un mayor potencial patdogeno y que
este fendmeno pudiera estar vinculado con los casos de FHD/SCD en el transcurso de
una infeccion primaria causada por los virus de dengue (Thant, Morita, Igarashi, 1996).
Estas caracteristicas tienen efectos importantes sobre el comportamiento de la infeccion
en diferentes regiones y poblaciones y muchas de estas caracteristicas estdn aun por
descubrirse, conocimientos que podrian contribuir a desarrollar una vacuna eficaz en el

futuro.

11.5. Patogenia
El dengue es transmitido al hombre por la picadura de la hembra hematéfaga de

mosquitos Aedes aegypti. Estos lo adquieren al ingerir sangre de un individuo



infectado. La replicacion del virus en el artrépodo es parte esencial de su ciclo de vida.
Esta se lleva a cabo en el intestino del insecto con una subsiguiente propagacion a las
glandulas salivales. Los virus presentes en las glandulas salivales pasan al hombre
durante la alimentacion del mosquito con sangre de un nuevo huésped, inoculando el
virus en las células de los distintos estratos de la dermis, mediante picaduras continuas a
distintos niveles de profundidad. Una vez inoculado el virus, éste infecta principalmente
células fagociticas del sistema inmune tales como fagocitos, macréfagos (Kurane et
al.,1994; Lei, Eeh, Chen 2001), células de Langerhans (Wu 2000) y células dendriticas
(Tassaneetrithep et al.,2003; Shuenn-Jue et al.,2000). Las células infectadas propagan el
virus a otros tipos celulares al emigrar a otros ganglios linfaticos como parte de su
funcién dentro del sistema inmune. Una vez establecido en los ganglios linféticos, el
virus es capaz de infectar otros tipos celulares como linfocitos T y células nerviosas. El
virus también puede propagarse libremente hacia el torrente circulatorio durante la
migracion de las células infectadas o viajar libremente en el plasma, infectando otras
estirpes celulares permisibles a la infeccion, principalmente células endoteliales (Kurane
y Ennis, 1997; Avirutnan et al.,1998), linfocitos B (King et al.,1999) y 6rganos del
sistema reticuloendotelial (Burke y Monath,2001). Finalmente el ciclo de la infeccion
viral se completa cuando el nuevo huésped infectado es picado por otro mosquito
hembra, la cual se infectara y transmitira posteriormente el virus a un nuevo huésped
(Gubler 1998; Rice 2001).

La patogenia de la enfermedad es muy compleja, en la cual se involucran factores que
dependen tanto del virus como del hospedero, en consecuencia es comun observar un

amplio espectro en la severidad de la enfermedad.
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Figura 3. Etapas en la patogénesis de la infeccién por Flavivirus

Actualmente los mecanismos que desencadenan los cuadros patologicos graves de la
infeccion del virus dengue no son claros, se propone que cepas mas virulentas estan
asociadas a esta forma grave de la infeccion, asi como factores genéticos y la propia
respuesta inmunoldgica (Groen et al.,1999). Los primeros anticuerpos formados en las
infecciones primarias son IgM y estan dirigidos principalmente contra los determinantes
antigénicos tipo-especifico del virus dengue en la proteina de envoltura E. Las
infecciones secundarias producen anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos del
grupo Flavivirus. Estos complejos formados por IgG1 e IgG3, son las subclases que mas

se producen en las infecciones virales y activan al complemento en su componente C1,




se unen firmemente a los receptores Fc de los monocitos y macréfagos (Bielefeldt-
Ohmann 1998).

Con respecto al establecimiento de FHD por la presencia de anticuerpos facilitadores, se
sabe que personas que experimentan una infeccion primaria por el virus dengue
desarrollan anticuerpos especificos contra el virus de tal manera que individuos que
sufrieron una primo-infeccion son inmunes en una infeccion secundaria contra el
serotipo homologo pero no a una infeccion secundaria con un serotipo heterdlogo
(Gubler y Clark,1995). Cuando la infeccion secundaria estd dada por un serotipo
diferente a la de la infeccion primaria también se estimula la produccion de anticuerpos
comunes a ambos serotipos (no neutralizantes), la presencia de bajos niveles de
anticuerpos de reaccion cruzada formardn complejos con el virus, lo cual le dard mas
ventaja para una infeccion mds exitosa. De ésta manera, el virus no so6lo serd
internalizado por la célula blanco sino también por los receptores Fc presentes en los
monocitos, por lo que la infeccion se verd aumentada por la presencia de dichos
anticuerpos facilitadores (ADE) (Gubler 1998; Lin, Wang, Lei,2002). Los monocitos
infectados liberan varios mediadores vasoactivos que pueden ocasionar el incremento en
la permeabilidad vascular y las manifestaciones hemorragicas que caracterizan a la FHD
(Monrroy y Ruiz,2000). Una vez que los virus son internalizados, algunos antigenos
virales seran presentados por las células infectadas en el contexto de moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) originando la activacion de los
linfocitos CD4" y CDS8", macréfagos y células endoteliales; las cuales produciran
grandes cantidades de citocinas incluyendo el Factor de Necrosis Tumoral (TNF),
Interleucina 1 e Interleucina 6, ademas de la activacion del complemento y plaquetas
(Green et al.,1999). El TNF induce aumento en la permeabilidad capilar per se, y el
Interferén y lo hace ya que incrementa la produccion de TNF-o por monocitos activados
(Rothman y Ennis,1999), e interacciona con éste para inducir la activacion de células
endoteliales in vitro, ademas de incrementar la expresion de moléculas del sistema HLA
de clase II, aumentando la presentacion de antigenos virales, estimulando la produccion
de anticuerpos y sus receptores Fc (Diamond et al.,2000). Otro de los marcadores de
activacion inmunoldgica son los niveles de receptores solubles para IL-2, TNF, CD4 y
CD8, de manera especial este ultimo, corroborandose un papel especial de los linfocitos
T citotoxicos en la génesis del dengue (Green et al.,1999). La activacion del
complemento sobre la superficie de las células infectadas que se encuentran expresando

antigenos virales de dengue son reconocidas por anticuerpos antidengue o bien durante



una infeccidon secundaria con serotipo heterdlogo, por lo que el nimero de monocitos
infectados se verd favorecido desencadenando un aumento en la activacion de linfocitos
CD4" de reaccion cruzada y linfocitos CD8" de memoria y citotoxicos, ademas de la
accion de citocinas y de otros mediadores (Kittigul et al.,2000). Al 6xido nitrico se le
considera un mensajero intercelular el cual en cantidades picomolares constituye un
mediador de diversos procesos fisiologicos, mientras que en cantidades nanomolares
que se presentan como respuesta a la estimulacion por citocinas o endotoxinas, éste
puede tener efectos fisiopatologicos graves como choque (Kreil y Eibl,1996).

También se han encontrado diferencias a nivel de la composicion de aminoacidos tanto
en proteinas estructurales como en las proteinas no estructurales a nivel de la secuencia
de nucledtidos (Huang et al.,1999; Rothman y Ennis,1999). Adicionalmente se han
encontrado cambios dentro de los genomas de diversos aislados que permiten hacer mas
eficiente la replicacion viral (Leitmeyer et al.,1999).

El riesgo de padecer FHD/SCD en casos de infecciones secundarias es de 1 a 6 %, que
es 100 veces mas alto que en casos de infecciones primarias. Entre los factores de riesgo
que se han identificado destacan los siguientes: personas jovenes (menores de 15 afios),
sexo femenino, buen estado nutricional, un intervalo de hasta veinte afnos entre la
infeccion primaria y la secundaria (Guzman et al., 1999a), la secuencia de infeccion y la
cepa de virus.

Se ha sugerido que las diferencias en la virulencia del virus son determinantes en la
patogenia del dengue. Los primeros casos masivos de FHD en el Continente Americano
coincidieron con la introduccién de una nueva cepa de dengue 2 parecida a la que
circulaba en el Sureste de Asia (Rico-Hesse,1990). Lo mismo pasé cuando el dengue 3
se introdujo en América (Gubler y Clark,1995). Es dificil, sin embargo, distinguir entre
los efectos de la introducciéon de una cepa viral, de otros factores que pueden jugar un
papel en la severidad de la enfermedad.

No todos los individuos que tienen una respuesta secundaria desarrollan cuadros severos
cuando son infectados por segunda ocasion, ademas de que se han informado casos de
FHD en el curso de una infeccion primaria (Rothman y Ennis,1999). Por otra parte,
90% de los casos de FHD/SCD ocurre en los nifios mayores de un afio y 99% de ellos
tienen evidencia de una infeccion previa. Los menores de un afio con FHD/SCD con
infecciones primarias, son hijos de madres ya inmunes y este tipo de casos han sido
detectados en Burma, Tailandia, Indonesia, Cuba y Puerto Rico (Watana et al.,2003;

Singh et al.,1998; Martinez y cols.,1993; Rigau,1997).



Algunos estudios han sefialado al dengue 2, como el serotipo causante de cuadros mas
sintomaticos, severos y con mayor predisposicion a manifestaciones hemorragicas
(Guzman y Kouri,2002; Vaughn y Green,2000). Ademas, debe tomarse en
consideracién que la biologia molecular ha identificado dos genotipos principales en
este serotipo: el genotipo Asiatico del dengue 2 que ha sido relacionado con la mayoria
de las epidemias de FHD en el sudeste de Asia y en América (Cuba en 1981), y el
genotipo americano, de menor virulencia, que no ha llegado a producir casos de FHD en
infecciones secundarias (Watts, Porter, Putvatana,1999), el cual est4 siendo desplazado
por la introduccion en América del serotipo 2, proveniente del sureste de Asia (Vaughn
y Green, 2000).

Estudios de epidemiologia molecular han proporcionado evidencias a favor de que las
diferencias entre cepas virales podrian determinar la incidencia de la FHD en aquellos
individuos que han experimentado una infeccion primaria (Rothman, y Ennis, 1999).
Este hecho fue observado durante diferentes brotes en paises de América donde se aislo
una cepa de origen asiatico, la cual difiere en la secuencia de nucleodtidos, con respecto a
la cepa anteriormente aislada (Rico-Hesse et al, 1997; Lorofio et al., 2004). Existen
reportes que titulos altos de viremia tres dias después del inicio de la fiebre se
correlacionan con las formas severas de la enfermedad. La asociacion concurrente entre
la severidad de la enfermedad, el titulo de viremia y la evidencia serologica de infeccion
secundaria sugiere que la respuesta inmune de reactividad cruzada puede ser un factor
importante en la patogénesis del dengue en nifios que viven en regiones hiper-

endémicas de dengue (Vaughn y Green, 2000; Murgue et al., 2000).

11.6. Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera al dengue como la segunda
enfermedad re-emergente mas importante entre las enfermedades tropicales y como la
principal enfermedad viral transmitida al hombre por artropodos. Se estima que cerca de
2.5 billones de personas procedentes de zonas urbanas, periurbanas y rurales estan en
riesgo de contraer la infeccidon, con una incidencia anual de 50-100 millones de casos de
FD y de 25-500 mil casos de FHD (PAHO, 2000; Gibbons y Vaughn, 2002).

La OMS estima que al menos 100 paises son endémicos de FD (Rodriguez, 2002). La
FHD es la principal causa de hospitalizacion y muerte de nifios en los paises del sudeste

asiatico (Gubler, 1998).



De acuerdo a estimaciones de la OMS, en la regién Sur-Este de Asia viven 1.5 billones
de habitantes (24 % de la poblacion mundial), de los cuales 1.3 billones de personas se
encuentran en zonas de riesgo para FD o FHD, es decir habitan en zonas tropicales y
subtropicales. Cabe mencionar que anualmente siete paises reportan casos nuevos de
dengue (OMS, 2004).

Se calcula que durante los brotes, la incidencia de dengue en los paises del sureste
asiatico generalmente sobrepasa los 100,000 casos y el nimero de muertes por dengue
hemorragico continta siendo alto, sin embargo, la tasa de letalidad ha fluctuado entre 2
a 2.5% hacia 1990, mostrando una tendencia a la disminucidon y manteniéndose estable
hasta el 2001 (OMS, 2004). En el 2001 se reportaron mas del doble de casos que en
1995 en el continente Americano (WHO, 2002), por lo que es evidente que la incidencia
ha aumentado (Clark, 2002). En las Américas, México es uno de los paises mas
afectados por el virus dengue, especialmente en el afio 2004, cuando la secretaria de
salud publica de este pais, reportd que casos de FD y FHD se habian presentado en
veintitrés estados de la republica (SINAVE, 2005).

Los cuatro serotipos del dengue han circulado simultineamente, siendo la causa de
epidemias importantes en las Américas, asi en la década de los noventas Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua tuvieron epidemias importantes (PAHO,
1999). Para septiembre del 2002, numerosos casos de FD y FHD fueron reportados a la
Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) por los paises de Brasil, Colombia,
Costa Rica, El Salvador, Cuba, Honduras, Peri, Venezuela, Barbados y Trinidad &
Tobago (PAHO, 2002).

En Brasil, mas de 711 919 casos de dengue, asi como 2229 casos de FHD y 130
muertes, fueron reportados en 2001; el serotipo predominante fue el 3, aunque también
el serotipo 1 y 2 estuvieron presentes (PAHO, 2002). Esta epidemia afectdé mas
severamente al estado de Rio de Janeiro (Barbosa, Sigueirs y Coelho, 2002).

Para el afno 2003, los paises mas afectados por FHD fueron Brasil (324 512), Colombia
(46 504), Venezuela (26 996), Costa Rica (19 669), Honduras (13 184) y Ecuador (9
628) (CDC, 2004).

Existen regiones que han sufrido dengue en forma repetida, mientras que existen otras
donde atin no se ha presentado. Mas que considerarlo como un evento aleatorio o de
suerte, la transmision del dengue es mas efectiva en las zonas bajas por debajo de los
1000 metros (OPS, 1995), y tropicales mientras que se ve impedida a temperaturas bajas

y a altitudes mayores. La temperatura, el clima y la altitud son los factores predictivos



mas importantes de las tasas de infeccion en diferentes regiones. De modo que el patrén
de transmision es preferentemente endémico en las areas tropicales mientras que en las
zonas con mayor altitud y climas mas templados el patrén tiende a ser de tipo epidémico
o con brotes esporadicos (Teixeira et al., 2002a).

En las ultimas décadas ha habido un giro importante en cuanto a la redistribucion de la
poblacion con mayor acumulacion en los centros urbanos y una consecuente
disminucién del numero de los centros rurales. El crecimiento de los centros urbanos
con mas de 50 000 habitantes los ha transformado en centros de atraccion por ser polos
de desarrollo industrial, turistico, comercial, fuentes de empleo y sitios donde se
concentran los servicios médicos, de modo que estos centros funcionan como puntos de
enlace para el transporte y se constituyen como focos potenciales de dispersion o
introduccion de la infeccion. Los centros turisticos son de alta prioridad dada su
importancia internacional y econdmica (Meltzer, Rigau y Clark, 1998). Aqui, uno de los
factores que favorece la introduccion de individuos infectados es el alto indice de
migracion nacional e internacional que se genera. La introduccion de nuevos serotipos
(DEN-3) esta muy ligada a este tipo de movimiento poblacional (Castillo, 2000).

El répido crecimiento y desplazamiento de la poblacion hacia las dreas urbanas no se ha
dado acorde con un crecimiento similar de los servicios publicos basicos, en especial de
la dotacidon de agua potable entubada y de la recoleccion constante de la basura. Como
parte del proceso de integracion al mundo urbano, la poblacion adopta patrones de
consumo de productos no reciclables, con lo que se incrementa la producciéon de basura
y la proliferacion de criaderos potenciales como recipientes de vidrio, metal y pléstico.
Asimismo, el flujo derivado del turismo, ha jugado un papel muy importante en la
diseminacion de la enfermedad (Hundt, 1996). Esta diseminacion, se ha debido a que es
la época mas importante en la que se presenta un alto indice de migracion en la historia
del hombre; aunado a un nuevo entorno Optimo para la reproduccion del vector. Los
centros turisticos son de alta prioridad, dada su importancia internacional y econémica.
Uno de los factores mas importantes es el alto indice de migracion nacional e
internacional que genera la introduccion de nuevos serotipos, este tipo de movimiento
poblacional se torna relevante para las zonas turisticas del Caribe, por su cercania y

permanente comunicacion con otras zonas del continente.



I1.7. Cuadro Clinico

El espectro clinico de la enfermedad incluye desde los casos asintomaticos y cuadros
febriles inespecificos hasta la FD, FHD y el SCD. Los casos de FHD y el SCD fueron
identificados por primera ocasion en Australia en 1897 y en Grecia en 1928 (Rosen,
1986). El cuadro clinico fue reconocido y estudiado en Manila en 1954 (Monath y
Burke, 2001). Esta forma hemorragica del dengue aparece en brotes o epidemias,
sobreimpuestas a situaciones de alta endemia. Se asocia a una respuesta inmune
secundaria, sobre todo al serotipo DEN-2, aunque cualquiera de los cuatro serotipos lo
puede producir y se localiza en las areas donde dos o mads serotipos se encuentran
circulando activamente (Thu et al., 2004).

Se describen a continuacion los criterios para definir e identificar las diferentes formas

en que se presenta el dengue (Figura 4).

11.7.1. Fiebre por dengue (FD).

Fiebre por dengue: Tiene un inicio repentino con manifestaciones generales semejante a
un cuadro gripal, acompanado de fiebre elevada (39.5°C-41°C), artralgias, dolor
retroocular caracteristico, mialgias, erupcion cutanea, cefalea intensa, enrojecimiento de
conjuntivas y que después de una semana, los sintomas ceden pero puede persistir la
debilidad. En el cuadro clinico de FD, se pueden observar manifestaciones
hemorragicas de tipo leve como epistaxis, petequias, gingivorragia (sangrado de encias)
y menorragias. Este cuadro puede durar de tres a siete dias (Martinez, 1995).

Las manifestaciones neurologicas observadas en algunos pacientes con infeccion con el
virus del dengue incluyen signos como somnolencia, confusion mental que puede
evolucionar hasta el coma, espasticidad, parélisis y signos extrapiramidales; a ésta
sintomatologia se la ha definido con el término de encefalopatia por dengue (Bray et al,
1998; Solomon et al., 2000).

En los nifios menores de 5 afios, puede confundirse con una enfermedad febril
exantematica tipica de este grupo de edad (Sarampion, Rubéola) por lo que el
antecedente de estancia o residencia en areas endémicas es muy importante (Monath,

1997, Kalayanarooj et al., 1997).



11.7.2. Fiebre Indiferenciada
Cuadro febril indiferenciado: es observado principalmente en nifios pequefios, con

fiebre de uno a 5 dias de duracioén (Martinez, 1995).

11.7.3. Fiebre Hemorréagica por Dengue (FHD).

Incluye los siguientes criterios: fiebre o antecedente reciente de fiebre, presencia de
hemorragia evidenciada al menos por una de las siguientes manifestaciones: la prueba
del torniquete positiva, petequias, equimosis, purpura y/o sangrados de mucosas, del
tracto gastrointestinal, sitios de inyecciones u otras, acompaiados de trombocitopenia
igual 0 menor a 100 000/mm’ , sefiales de extravasacion de plasma y de incremento en
la permeabilidad vascular (derrame pleural, ascitis, hipoproteinemia). La
hemoconcentracion se mide por el incremento en el hematocrito de 20% por encima del
promedio para esa edad y poblacion, o su disminucion en 20%, después del tratamiento.
La FHD se presenta alrededor del cuarto y quinto dias, cuando la fiebre desaparece y se
intensifican el dolor abdominal y el vomito, como signos de alerta. En ese momento se
presentan los sangrados mdas profusos, pueden presentarse los derrames serosos o
instalarse el choque. Aunque el cuadro de FHD generalmente es de aparicion rapida, por
lo regular se autolimita en 24 a 48 horas. La postracion por debilidad es extrema y la
hipotensién ortostatica puede ser la causa de lipotimias. Otros datos que suelen
acompaiiar al cuadro de FHD son: derrame pleural derecho o bilateral, dolor en area
hepatica y/o abdominal intenso, hepato y esplenomegalia, y ascitis. (Marianneau et al.,
1998; Setiawan, 1998). Durante el cuadro pueden presentarse complicaciones graves
como choque e insuficiencia hepatica y renal (Nguyen TL, Nguyen TH y Tieu NT,
1997).
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Figura 4. Manifestaciones del sindrome del dengue

Asimismo, la OMS ha simplificado la clasificacion de la FHD en grados, segin su
gravedad, como puede observarse a continuacion:



Tabla 2. Dengue Hemorragico

Fiebre acompanada de sintomas generales no especificos, prueba del

rado 1 . o . . .,
Grado torniquete positiva, trombocitopenia y hemoconcentracion.

Las manifestaciones del grado I mas la presencia de hemorragias

Grado 1I ,
espontaneas.

Insuficiencia circulatoria que se manifiesta por pulso répido y débil,
Grado III |disminucion del intervalo de la presion diastélica/sistdlica a menos de
20 mm Hg, hipotension, piel himeda y fria, cianosis e inquietud.

Grado IV Estado de choque profundo con presion sanguinea y pulso
imperceptibles.

OPS,1995. Publicacion cientifica No. 548.

11.7.4. Definicién de Sindrome de Choque por Dengue (SCD)

Incluye los criterios de la FHD mas la presencia de hipotension arterial, pulso rapido y
débil, extremidades frias y estrechamiento de la presion arterial con un diferencial igual
o menor a 20 mm Hg., es la forma mas severa de la enfermedad, se caracteriza por
postracion e irritabilidad, choque con extremidades frias por insuficiencia vascular
periférica.

El SCD suele ser el desenlace de la FHD y se caracteriza por hipovolemia secundaria a
extravasacion de plasma al espacio extravascular. Sus signos prominentes son la
hipotension y el pulso filiforme. Los datos clinicos de alarma que anuncian el estado de
choque son: el paso rapido de hipertermia a hipotermia, el vomito incoercible, el dolor
abdominal intenso y mantenido - signos que anteceden a los sangrados masivos - y las
alteraciones de conciencia. Ademas, se presentan las manifestaciones de insuficiencia
circulatoria: piel fria, cianosis peribucal o de las extremidades, llenado capilar lento,
taquicardia, tension arterial disminuida o imperceptible; o bien, reduccion de la tension
diferencial (sistolica/diastolica) a menos de 20 mm Hg, pulso rdpido, débil o
imperceptible, oliguria, y alteraciones en el estado de conciencia como agitacion,
letargo o confusion. (Janssen et al., 1998; Vasconcelos et al., 1998).

Si el cuadro se prolonga mas de 12 a 24 horas y no se corrige en forma oportuna, puede
conducir a acidosis metabolica, sangrados severos, falla organica multiple y coagulacion

intravascular diseminada. La muerte o recuperacion ocurren por lo regular en un lapso



de 24 a 48 horas, por lo que el manejo durante esta fase es critico para el prondstico del

paciente.

11.8. Diagnostico

La FD y la FHD han aumentado en frecuencia y distribucion geografica, y esta debe ser
del conocimiento de los médicos generales, pediatras, médicos en servicio de urgencias
y los médicos del sector privado localizados en las principales areas de transmision, ya
que el diagnoéstico de dengue y sus formas severas debe basarse en los antecedentes
epidemioldgicos y la informacion clinica.

El diagnostico por laboratorio, tiene utilidad para confirmar el diagnéstico clinico,
evaluar los niveles de la transmision y detectar los cuadros severos de manera oportuna.
Existe una variedad de técnicas de laboratorio desarrolladas para el diagnostico de la
infeccion por los virus dengue y cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas. Una
condicién importante para el uso optimo de estas pruebas es el conocimiento de la
respuesta inmune y los momentos adecuados de la toma de la muestra para el uso de
cada técnica en particular. El aislamiento del virus sélo es posible durante la etapa
aguda de la enfermedad cuando la viremia se encuentra en su fase mas elevada
(primeros cinco dias). Para la identificacion del aumento de los anticuerpos entre la fase
aguda y convaleciente existen diversas técnicas para detectar los anticuerpos IgM e IgG
que inclusive pueden diferenciar si las infecciones son primarias o secundarias.
Recientemente se dio a conocer que la deteccion de anticuerpos IgA en el suero puede
ser relevante en el diagnostico de la infeccion por dengue (Groen et al., 1999; Guzman

et al, 2003b).

11.8.1. Aislamiento del virus

Los primeros aislamientos virales, en la década de 1940, se realizaron por medio de la
inoculacion intracerebral en ratones lactantes. Para el aislamiento viral, la muestra ideal
es el suero, también se han utilizado homogeneizados de tejidos como: higado, bazo,
ganglios linfaticos, procedentes de casos fatales. Los virus dengue también se replican
en células de mamifero en las que se identifica el dafio citopatico después de la
infeccion. Sin embargo la baja sensibilidad de estas células impide su uso en la
actualidad.

Los cultivos de células de lineas de mamiferos como Vero (rifion de mono), BHK-21

(rindén de hamster) LLCMK?2 (rifion de mono verde africano) son sensibles y de gran



utilidad para el aislamiento viral (Guzman y Kouri, 1996), aunque son menos sensibles
que las células de mosquitos.

En las ultimas décadas se han desarrollado una serie de lineas celulares de mosquitos
que han resultado ser mucho mas sensibles a la infeccion por el virus, dentro de las mas
utilizadas se encuentran las células AP-61 (Aedes pseudocutellaris), C6/36 (Aedes
albopictus), TRA-284 (Toxorynchites anboinensis) y C6/36 HT; la sublinea celular
C6/36 HT esta adaptada a crecer a 33°C y exhiben el mismo efecto citopatico que las
C6/36 originales, mostrandolo mas rdpidamente y se obtienen mayores titulos virales
que a 28°C (Rodriguez et al., 2000). La elevada sensibilidad de estos sistemas ha
permitido alcanzar un alto indice de aislamiento (Burke, Nisalak, Johnson, 2001).

El uso de la técnica de transcriptasa reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) ha permitido detectar al genoma del virus en suero de pacientes (Harris et al.,
1998; Vaughan et al., 1999). Este procedimiento es sensible, especifico y rapido ya que
permite obtener resultados en ocho horas, a diferencia del aislamiento viral en cultivo de
células que por lo regular requiere alrededor de dos semanas. La técnica de RT-PCR
tiene la ventaja de detectar el genoma del virus aun cuando éste no sea infeccioso o bien
se encuentre en el suero en forma de complejo unido a anticuerpos, permitiendo el
diagnostico rapido serotipo-especifico (Rosario et al., 1998; Sudiro, Zivny, Ishiko,
2001).

También se han utilizado sondas de hibridacion especificas no radiactivas (marcadas
con un complejo de biotina-flouresceina) para identificar al virus directamente, a partir

de una muestra sanguinea (Ruiz, Zamora, Liu, 1995).

11.8.2. Diagnostico Seroldgico

Las pruebas seroldgicas clasicas son la IH, la fijacion de complemento (FC) y la
neutralizacion (NT) (Clark y Cassals, 1958; Casey, 1965; Russell et al., 1967). El
diagnostico serologico depende del aumento en el titulo de anticuerpos durante la fase
aguda y convaleciente. Las reacciones cruzadas con otras arbovirosis como la fiebre
amarilla y la encefalitis de San Luis, en cierta manera limitan el uso de las técnicas de
ELISA en los lugares donde existe transmision simultdnea de estas enfermedades. La
fijacion de complemento (FC) y la neutralizacion son serotipo especificas y no tienen el
problema que la IH, sin embargo son més costosas (Balmaceda, 2002; Guzman, 2004;

Palmer y Whales, 1986).



También existen técnicas rapidas como el ELISA para determinar anticuerpos IgM e
IgG contra el virus dengue (Cuzzubbo et al.,, 1999; Nawa et al., 2001; Cuzzubbo,
Vaughn, Nisalak, 2000). Estas técnicas son de enorme utilidad para la vigilancia
epidemioldgica ya que permiten confirmar la transmision de virus dengue, conocer la
prevalencia de infeccion y son faciles de adaptar a los laboratorios locales a mas bajos
costos (Sang, Cuzzubbo, Devine, 1998; Chakravarti et al., 2000). La prueba de MAC-
ELISA para IgM tiene la ventaja de usar antigenos relativamente crudos y que la
automatizacion del proceso permita analizar varias muestras a la vez (WHO, 1997). La
sensibilidad con muestras de suero de convalecientes se encuentra entre 90 y 97 % y el
nimero de falsos positivos es menor a 2 % (Tan et al., 1994). En la infeccion primaria
por cualquier virus del complejo dengue se produce una respuesta de anticuerpos de la
clase IgM, los cuales aparecen en niveles detectables una vez finalizada la fiebre y la
viremia, por lo que se recomienda que las muestras utilizadas para la determinacion de
este anticuerpo sean extraidas después del quinto dia de establecida la enfermedad. Si
las muestras son tomadas y manejadas adecuadamente, la prueba permite: A) establecer
el diagnostico de infeccidon reciente por virus dengue; B) estimar si se trata de una
infeccion primaria o secundaria; y C) realizar estudios de prevalencia de la infeccion.

Las IgG tienen un comportamiento diferente: en la primo-infeccion se desarrollan de
manera relativamente lenta a partir de la primera semana del cuadro clinico alcanzando
su pico maximo en tres a cuatro semanas; durante una infeccion secundaria la respuesta
(memoria inmunoldgica) es mas rapida, mas intensa y mas prolongada, con valores
superiores a 1:1280 en los primeros 2 o 3 dias. De las técnicas empleadas un
diagnostico seroldgico correcto depende de un aumento significativo (4 veces o mas)
del titulo de anticuerpos especificos entre el suero tomado en la fase aguda y el tomado
en la fase convaleciente de la enfermedad (Lam y Devine, 1998; Sang, Cuzzubbo,
Devine, 1998). Otras técnicas disponibles son la prueba de anticuerpos fluorescentes
(AF) que es muy laboriosa y las pruebas de Dot-blot que son simples, rapidas,
accesibles a laboratorios periféricos aunque su costo es mas elevado al realizarse cada
prueba de manera individual. La sensibilidad y especificidad de estas pruebas se
encuentra en el nivel de 90 a 100 % dependiendo de la firma comercial (Kuno et al.,

1998; Wu et al., 1997).



11.9. Tratamiento

El tratamiento del dengue clasico es sintomatico con el uso de antipiréticos excepto de
acido acetilsalicilico, el cual esta contraindicado por sus propiedades antiplaquetarias y
el posible dafio a la mucosa géstrica. Lo que justifica el empleo de medicamentos tipo
antiinflamatorios no esteroides o analgésicos-antipiréticos en los pacientes con dengue
es, generalmente, la incapacidad o molestia general que representan la cefalea, mialgias,
artralgias y la fiebre elevada. No obstante, en estos pacientes también se tiene el riesgo
constante de sangrado de mucosas, principalmente de tracto digestivo. Se considera que
el medicamento de primera eleccidn, tanto en pacientes pediatricos como adultos, es el
paracetamol aplicado por via rectal, con el fin de evitar la auto-sobredosificacion que,
como se sabe, es la principal causa de presencia de efectos colaterales. En caso no ser
posible esta via se recomienda la oral y como segunda opcidn, se recomienda
administrar metamizol (dipirona), principalmente en aquellos casos en que no exista una
respuesta antipirética o analgésica adecuada al paracetamol (OPS, 1995).

El tratamiento de DH debe realizarse a nivel hospitalario, para promover la adecuada
oxigenacion del paciente, monitorear constantemente el nivel de plaquetas, la
hemoconcentracion y la presion arterial. Si el sangrado es abundante y las plaquetas
bajas, debe considerarse la administracion de plaquetas y/o sangre fresca dependiendo
de las cifras de trombocitos. La administracion de liquidos por via intravenosa debe ser
oportuna para mejorar las condiciones hemodindmicas del paciente, pero cautelosa para
evitar el edema pulmonar por una carga innecesaria una vez que retorne el liquido del
espacio extravascular. El uso de corticoides y el de heparina no cuentan con estudios
concluyentes que demuestren su utilidad en el caso del FHD/SCD. No existe indicacion
alguna para el empleo de esteroides ya que no se trata de dafio vascular estructural,
ademads de que tiene efecto inmunosupresor y, por otro lado, se sabe que la causa de la
trombocitopenia no es de naturaleza autoinmune.

Es necesario un manejo eficiente y oportuno para evitar complicaciones o resolverlas en
forma, eficaz, buscando que se gaste el minimo indispensable de recursos y que se
acompafie del menor porcentaje posible de complicaciones. En el caso de la FHD este
manejo se denomina “fisioldgico intensivo”, ya que es una enfermedad que el mismo
organismo es capaz de resolver mediante otros mecanismos de compensacion propios.
El mejor manejo de reposicion hidroelectrolitica del lecho intravascular se hard con
reposicion oral y en cuadros de mayor severidad por via intravenosa a base de

soluciones cristaloides. Esta reposicion debe ser moderada y cuidadosa, tratando de



mantener estables las constantes vitales ya que existe el peligro de que en el momento
de recuperacion, la redistribucion de los fluidos y coloides corporales del espacio
intersticial al intravascular genere estados nosologicos que pongan en peligro la vida del
paciente, por ejemplo edema pulmonar. Queda proscrito totalmente el uso de
expansores del plasma tipo dextran y de acido acetil salicilico, por su efecto deletéreo

sobre el funcionamiento plaquetario (Suchitra, 2001).

11.10. Prevencion y control

De todas las enfermedades arbovirales, el dengue representa la mas frustrante porque
aunque es aparentemente vulnerable a métodos simples de control, la enfermedad ha
resurgido mundialmente. Existen diferentes tipos de control empleados actualmente en
el mundo principalmente el control quimico y el biolégico.

En diversos paises los programas de control del mosquito han sido inadecuados y en
otros interrumpidos y lo unico que provocaron fue: un gasto econdmico fuerte, una
rapida reinfestacion del vector, resistencia a insecticidas por parte del vector, un
descontrol bioldgico para otros organismos que también son dafiados por los
insecticidas usados y por ultimo métodos inadecuados de dispersion de los insecticidas
usados.

Debido a que no se ha encontrado hasta el momento un método de control satisfactorio
para esta enfermedad es necesario buscar otras estrategias para combatirla.

Una alternativa para el control del dengue y sus cuadros severos es el uso de vacunas
que confieran proteccion contra los cuatro serotipos del dengue, sin embargo, ninguna
vacuna se encuentra disponible para uso masivo. Entre las dificultades para desarrollar
vacunas contra el virus dengue esta la necesidad de lograr inmunidad protectora y de
larga duracién a los 4 virus y la no existencia de un modelo animal que reproduzca la
enfermedad.

Las nuevas técnicas de biologia molecular han permitido el desarrollo acelerado de
nuevas vacunas para enfermedades infecciosas de relevancia mundial. El dengue se
encuentra entre ese grupo de infecciones con urgencia para contar con una vacuna
segura, inmunogénica, practica y de bajo costo. Los diferentes abordajes utilizados —
atenuacioén o manipulacion genética- empiezan a rendir sus primeros frutos.

Las vacunas vivas atenuadas proporcionan inmunidad prolongada, pueden ocasionar
efectos secundarios e inclusive corren el riesgo de revertirse a las formas virulentas. Sin

embargo, la vacunacidon con una vacuna viva atenuada, segura, sigue siendo el



mecanismo ideal para la proteccion de la infeccion debido a los niveles de proteccion
que generan y al amplio repertorio de antigenos involucrados en la génesis de la
respuesta inmune.

Actualmente hay varios grupos trabajando en el desarrollo de una vacuna tetravalente
atenuada (Guirakhoo et al., 2000; Kanesa-Thasan et al., 2001) y el grupo del doctor
Blaney tiene buenos progresos en el desarrollo de una vacuna tetravalente mutante en
NS3 atenuado de DEN-4 y virus quiméricos antigénicos que expresan proteinas
estructurales (Durbin et al., 2002) pero esto llevara tiempo antes de que se tenga una
vacuna con licencia para ser usada en humanos.

A pesar de realizar grandes esfuerzos, los paises del Caribe, América Central y del Sur
se han reinfestado de tal manera que actualmente la poblacion del mosquito presenta
una distribucion geografica similar a la que existia previa a la campafa de erradicacion;
debido principalmente a fallos en el soporte politico y financiero (Clark, 1995). En la
emergencia del control del vector, multiples son los factores que se necesitan tener en
cuenta: como la dindmica de poblacion del vector y de la epidemiologia de la
enfermedad son primordiales. Se hacen necesarios insecticidas residuales mas
eficientes, estimar mejor la densidad del vector y el umbral de transmision. También es
necesario conocer mejor sobre los periodos interepidémicos y los factores que influyen
en la transmisioén epidémica, por lo que es importante conocer el papel que juegan la
dispersion del mosquito y los movimientos humanos en este evento. Desde el punto de
vista operacional es importante la educaciéon y motivacion de la comunidad, siendo
necesario lograr métodos de vigilancia del vector adulto que sean practicos y realizables
(Focks et al, 2000).

Es cierto que el control del vector del dengue jamas serd a un bajo costo, aun cuando la
comunidad asumiera la mayor parte de la responsabilidad en el problema, es necesario
el soporte financiero a través del gobierno, con personal altamente calificado para el
control, apoyado en una estructura organizativa solida. Esto podria considerarse muy
dificil de alcanzar, pero si se analiza el alto costo de epidemias de FHD en los aspectos
de tratamiento médico, ausentismo laboral, impacto en el turismo y mortalidad, el
beneficio de una prevencion efectiva es inaplazable (Reiter y Gubler, 1997; Focks et

al.,2000).



Capitulo 11l. Materiales y Métodos

I11.1 Incidencia de casos de dengue en el Estado de Campeche, México, de 1990-
2005.

111.1.1. Tipo de Estudio.
Estudio de tipo retrospectivo, porque permitio utilizar informacion de afios anteriores y

consecuentemente inferir comportamientos futuros de la enfermedad.

111.1.2. Recopilacion de informacion.

Se realizo una revision exhaustiva de los archivos de la Secretaria de Salud del Estado,
de todos los casos de dengue registrados por mes, en un periodo de dieciséis afios
(1990-2005). Al principio de la década de los 90, el estado de Campeche no contaba
con laboratorios especializados para el diagndstico del dengue, por lo que las muestras
que se obtenian de casos probables eran enviadas al Instituto Nacional de Referencia
Epidemiologica (I.LN.D.R.E.), en donde se realizaba la técnica de ELISA de Captura
(MAC-ELISA) de IgM y para el aislamiento, el cultivo viral en células Vero vy,
posteriormente, la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la identificacion del
serotipo.

Se consider6 “caso sospechoso” a todo paciente febril con dos o mas sintomas
sugestivos de FD, presencia en la misma localidad y en el mismo periodo de otros casos
confirmados de dengue y cuyo diagndstico no fue confirmado por laboratorio. Y “caso
confirmado de dengue” a todos aquellos pacientes en los que por serologia y/o
aislamiento viral se confirm6 el diagndstico. Por lo que para los resultados de este

objetivo solamente se consideraron los casos confirmados.

111.1.3. Incidencia de casos (confirmados) de fiebre de dengue.

Se obtuvo la Incidencia de casos de FD de cada uno de los municipios que conforman el
Estado de Campeche, de los dieciséis afios revisados. Es importante aclarar que para el
ano de 1995 el estado solamente tenia 9 Municipios; en el afo 1996 se funda como un
nuevo municipio Calakmul, por lo que los casos detectados en esta regién en afios
anteriores estan reportados en el municipio de Champoton. Aconteciendo lo mismo para

el municipio de Candelaria en el afio de 1997, por lo que todos los casos de dengue



detectados en este municipio hasta el afio 1996, estan reportados en el municipio de
Carmen.

Definiendo que incidencia, son los casos nuevos de la enfermedad que se producen en
una poblacion durante un intervalo de tiempo.

Todos los casos reportados fueron procesados por serologia y /o aislamiento viral en el

Instituto Nacional de Referencia Epidemiologica (INDRE).

I11.1.4. Incidencia de casos de Fiebre Hemorragica del Dengue.

Se obtuvo la Incidencia de casos de FHD por municipio de los dieciséis afios
analizados, confirmados por clinica: fiebre elevada continua de dos a siete dias de
duracién, manifestaciones hemorragicas como prueba del torniquete positiva y
cualquiera de los siguientes signos clinicos: petequias, purpura, equimosis, epistaxis,
hemorragia gingival, hematemesis o melena. Y datos de laboratorio trombocitopenia
(100 000/mm° o menos); hemoconcentracion, elevacion del hematocrito en un 20 % o
mas segun criterios establecidos por la OMS (WHO, 1997).

El calculo de la tasa de casos de dengue clasico y hemorragico en los dieciséis afios

estudiados se obtuvo mediante la formula siguiente:

Numero de Casos
Tasa = - X 100 000
No. de habitantes




I11.2. Estudio seroepidemiolégico a virus dengue en escolares de la Ciudad de

Campeche, en el afio de 1994.

111.2.1. Tipo de Estudio.
Estudio de tipo prospectivo de cohorte en el que se aplic para el andlisis de resultados
el riesgo relativo, que nos permitio identificar la asociacion entre la exposicion a la

lluvia y la presencia del dengue.

111.2.2. Universo de estudio.

Se seleccionaron al azar 5 colonias (Barrios de aproximadamente 5561 habitantes del
total de 40) de la Ciudad de Campeche, en las que se ubicaron centros escolares de
donde se obtuvieron las muestras.

El universo de estudio estuvo constituido por escolares de 7 a 14 afios de edad, y el
motivo por el que fueron seleccionados escolares para este estudio, fue que los
consideramos como una “poblacidon cautiva” para poder realizarles las dos tomas de
muestras sanguineas, ya que se les pudo encontrar durante el periodo de dos cursos

escolares.

Célculo del tamafio de la muestra: el tamafio del universo fue de 4378 (niimero total
de escolares que cursaban el cuarto y quinto afio de primaria en la ciudad de
Campeche); mediante la férmula establecida para la estimacion de proporciones se
calcul6 el tamafio de la muestra (Downie y Heath, 1982), resultando un tamafio de

muestra ajustada de 353 para un 95 % de confianza.

111.2.3. Encuesta.

Se realiz6 una encuesta clinico-epidemioldgica a cada uno de los nifios, en la cual se

recogieron los siguientes datos:



ENCUESTA CLINICA EPIDEMIOLOGICA

DENGUE.
DATOS DE LA PERSONA.:
Nombre:
Edad: afios. Sexo:
Domicilio: Colonia:
Municipio: Estado:

CARACTERISTICAS DE LA HABITACION:

() Circular 1 habitacién () Mas de 1 habitacion.

() Paredes de Madera () de piedra () deblock

() Piso de tierra () de cemento () de mosaico

() Techo de Palma ( )delamina ( )deteja () de concreto
ABASTECIMIENTO DE AGUA:

() Intradomiciliaria entubada () Intradomiciliaria entubada

() Extradomiciliaria pozo comun () Extradomiciliaria corriente natural

DEPOSICION DE EXCRETAS:

( )we () letrinas () defecacion al aire libre
CONDICIONES DEL LUGAR:

() Aguas estancadas () Presencia de mosquitos ( ) Acumulo de basura

() almacena agua (En qué recipientes?:

DATOS CLINICOS:

() dolorretrocular () fiebre () cefalea () dolores 6seos
() escalofrios ( )erupcion cutdnea () epistaxis () gingivorragia
() Hematemesis () vomitos () mialgias () Ictericia

() Dolor abdominal

ANTECEDENTES DE VIAJES RECIENTES:

OBSERVACIONES:

RESULTADOS DE LABORATORIO:
ELISA: HA: SEROTIPO:

FECHA:




HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

No. |:| Fecha:

Los padres ¢ tutores declaramos libre y voluntariamente, que aceptamos que nuestro
hijo participe en el “estudio seroepidemioldgico de virus dengue en escolares de la
Ciudad de Campeche, en el anio de 1994”.

Estamos conscientes de que los procedimientos, consistiran en la toma de 3.0 ml de
sangre a nuestro hijo y a responder una encuesta para completar la informacion del
estudio.

Somos conscientes de los beneficios que aportard este estudio y en caso que
decidiéramos retirar a nuestro hijo del mismo, lo podremos hacer en el momento que asi

lo deseemos.

Nombre de la madre: Firma:

Nombre del padre: Firma:




111.2.4. Obtencion de muestras.

Previa imparticion de charlas y consentimiento de los padres de familia (se anexa hoja
de consentimiento informado), se obtuvieron por punciéon venosa dos muestras de
sangre, una durante los meses de marzo y abril (no periodo de lluvia) y la segunda se
obtuvo, durante los meses de octubre y noviembre (periodo de Illuvia). Una vez
obtenidas las muestras, se separ6 el coagulo y los sueros fueron conservados a -20°C

hasta su utilizacion.

111.2.5. ELISA de captura para la deteccién de anticuerpos IgM a dengue (MAC-
ELISA).

Se empleod el método propuesto por Kuno (1991). A placas de poliestireno de 96 pozos
(IMMULON) se le agregd 100uL por pozo de inmunoglobulinas anti-IgM humanas
(Laboratorios Kirkegaard & Perry preparado en carnero) a una concentracion de
Spg/mL en buffer de carbonato-bicarbonato, 0.05M, pH 9.6, y fueron incubadas a 4°C
durante toda la noche. Posteriormente se lavaron las placas, 5 veces, en buffer fosfato-
salina (PBS) pH 7.2 y se bloque¢ la placa con seroalbimina bovina (SAB Fracciéon V
SIGMA) al 4% a 150 uL por pozo durante una hora a 37°C. Se lavaron 5 veces en PBS
y se agregaron los sueros diluidos 1/40 en PBS-SAB al 0.5% a 50uL por pozo y se
incubd dos horas a temperatura ambiente. Se incluyeron sueros positivos y negativos
como controles, también a una dilucion 1/40. Después de lavar 5 veces se afiadié una
mezcla de antigenos de los 4 serotipos a 16 UH de cada uno (Instituto Pedro Kouri),
50uL por pozo diluido en PBS-SAB al 0.5% y se mantuvieron las placas a 4°C durante
toda la noche. Al dia siguiente se lavaron 5 veces y se afiadié el monoclonal 6B6C-1
conjugado a peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch) diluido 1/6000 en PBS-
SAB al 0.5%, 25uL por pozo durante 60 minutos a 37°C, se lavaron 7 veces en PBS y
se afiadid el sustrato constituido por Solucion A (2,2-azino-di 3-ethyl-benzythiazoline
sulfonate) y Solucion B (Peroxido de Hidrégeno H,O,) (Laboratorios Kirkergaard &
Perry) 100 uL por pozo a 37°C durante 30 minutos, se dejo a temperatura ambiente 2
horas y se realiz6 la lectura en un lector de ELISA a 410 nm.

Se consideraron positivos todos aquellos sueros que dieron una lectura mayor o igual a

0.200.



111.2.6. Inhibicién de la Hemaglutinacion (I1H).

A cada suero se le determino el titulo de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién
(IH). La Cepa Nueva Guinea C del serotipo 2 fue utilizada como antigeno. Todos los
sueros fueron corridos en diluciones al doble desde 1/10 y hasta titulo final igual a
1:2560. La mayor dilucion del suero donde se observo un patron de inhibicion total de
la hemaglutinacion fue considerada como su titulo de anticuerpos IH (Clarke y Cassals,
1958).

Controles Positivos: Pool de sueros humanos con titulos de anticuerpos IH mayor de
1/2560.

Controles Negativos: Pool de sueros con titulo de anticuerpos IH menor de 1/10,
obtenidos de individuos de areas no endémicas y con ausencia de anticuerpos a

flavivirus.

Obtencion y tratamiento con los eritrocitos de ganso.

Por puncion venosa del ala de ganso macho, se obtuvieron los eritrocitos y se
resuspendieron en 2mL de Alsever (anticoagulante), se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos, se elimin6 el sobrenadante y se lavaron tres veces con Dextrosa-
Gelatina-Veronal (DGV) se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos, se
resuspendieron en solucion de DGV y se guardaron a 4°C. Posteriormente se realizd
una dilucién 1/24 con el amortiguador de pH 9.4 apropiado (debido a que la
hemaglutinacion es dependiente del pH) dando una lectura de 0.75 de DO en un

espectrofotometro a 490 nm.

Formula para ajustar la DO de los eritrocitos:

Volumen inicial X DO observada
DO deseada

Volumen final =

Tratamiento de los sueros con Kaolin.

El Kaolin se utilizé para eliminar los inhibidores inespecificos de la hemaglutinacion
que puedan estar presentes en los sueros humanos (Clarke y Cassals, 1958; Garcia y
cols., 1997). Se afiadieron 100ul de suero, 400ul de solucion buffer borato salina pH 9.0

y 500l de la suspension de Kaolin, se agitd la mezcla en un vortex durante 20 minutos



a temperatura ambiente y se centrifugé a 2500 rpm durante 30 minutos, quedando el

suero diluido 1:10

Adsorcion de aglutininas.

Para eliminar las aglutininas inespecificas se absorbieron los sueros ya tratados con
eritrocitos de ganso de la siguiente manera: A las diluciones de los sueros tratados con
Kaolin se les afiadio 10ul del paquete de eritrocitos de ganso y se agitd suavemente, se
mantuvieron a 4°C durante 20 minutos con agitacion ocasional (tiempo en el cual ocurre

la adsorcion), se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Titulacién del Antigeno.

Para la titulacion del antigeno se hicieron diluciones al doble en placas de
microtitulacion a diferentes pH. Para determinar el titulo hemaglutinante y el pH
optimo, se consider6 como punto final la mas alta dilucién de antigeno que mostro
aglutinaciéon completa (titulo del antigeno). El pH 6ptimo se considerd aquel donde el
titulo de antigeno fue mayor. Para la IH se utiliz6 una dilucion de antigeno que

contuviera de 4 a 8 unidades hemaglutinantes por 0.025mL

Inhibicién de la hemaglutinacion.

Se colocaron los sueros en placas con fondo en U y se realizaron las diluciones de los
mismos desde 1/10 hasta 1/2560 con pipeta multicanal, se afiadio 0.025mL de la
dilucion de antigeno que contenia 4-8 unidades hemaglutinantes, se agit6é y dejé reposar
a temperatura ambiente durante 45 minutos, posteriormente se afiadieron 0.05mL de

glébulos rojos, se agitd y dejo reposar a temperatura ambiente.

Para la interpretacion de los resultados, se emplearon los siguientes criterios

establecidos por la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO, 1980; OPS, 1994).

Negativos: Se consideraron negativos aquellos sueros que presentaron titulos de

anticuerpos IH menor de 1/20.

Positivos: Se consideraron positivos aquellos sueros que presentaron titulos de

anticuerpos IH igual o mayor de 1/20.



Caso confirmado de infeccidon: Se consideraron todos aquellos casos en cuyo sueros se

detectaron titulos elevados de anticuerpos IH mayor o igual a 1/1280.

Infeccion secundaria: Los sueros que presentaron titulos de anticuerpos IH mayores o

iguales a 1/2560.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se aplicéd el método estadistico de

comparacion de proporciones por la distribucion binomial (Daniel, 1999).

111.3. Estudio de un brote de dengue en un area rural del Estado de Campeche en
el afio 1997.
A principios del mes de octubre de 1997 se produjo un brote de FD/FHD que concluyd

en el mes de diciembre del mismo afo.

111.3.1. Area del estudio.

El ejido (Poblaciones pequenias de entre 10 a 200 habitantes en areas rurales) “La
Lucha” perteneciente al Municipio de Calakmul, 4rea enclavada en una zona selvatica
del estado de Campeche, se localiza entre las coordenadas geograficas 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 al norte con el Municipio de
Hopelchén, al sur con la Republica de Guatemala, al este con el Estado de Quintana

Roo y Belice y al Oeste con los Municipios de Carmen y Escarcega.



En la Figura 5 se presenta el procedimiento utilizado para el estudio de este brote.

Caso Sospechoso de Dengue '

Toma de Muestra (suero)

Inspeccion de

Encuesta clinico

Vivienda

epidemiologica

Procesamiento de Muestras

ELISA - IgM Neutralizacion

Caso Confirmado Identificacion

Analisis de Resultados

Figura 5. Diagrama de flujo

111.3.2. Muestreo y recoleccion de datos.

Se realizo un estudio descriptivo de los 61 casos clinicamente sospechosos de presentar
dengue.

Caso sospechoso: Se consider6 a todo aquel paciente que ademas de presentar un
cuadro febril agudo, presentaba dos o mas sintomas sugestivos de FD, como mialgias y
artralgias, cefalea y dolor retroorbital, acompafiado o no de erupcion cutdnea y alguna
manifestacion hemorrégica.

Caso confirmado: Todo caso confirmado por el laboratorio de virologia del Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales, mediante la prueba de ELISA de captura

de IgM a virus dengue.



111.3.3. Toma de muestra.

Previo consentimiento del paciente (se anexa hoja de consentimiento informado) se
tom6 una muestra sanguinea por punciéon venosa de aproximadamente SmL.
Posteriormente fueron transportadas en frio al laboratorio y una vez separado el suero,
estos fueron almacenados a -70°C hasta su procesamiento.

Todas estas muestras fueron obtenidas dentro de los primeros 5 a 10 dias de haberse

iniciado la fiebre.

111.3.4. ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA).

Se empled el procedimiento descrito en el acapite I11.2.5.

111.3.5. Neutralizacion.

Se aplico la técnica de Neutralizacion por reduccion del numero de placas, con el objeto
de conocer los serotipos circulantes en esta region. Esta técnica es ampliamente
recomendada por su alta sensibilidad y especificidad (Morens et al., 1985; Alvarez et

al., 2005).

111.3.6. Cepas virales.

En la tabla 3 se presentan las cepas empleadas en el estudio de neutralizacion.

Preparacion de los lotes virales para la neutralizacion.

Se inocularon frascos plasticos de 25 cm? con monocapas confluentes de células C6/36
HT con 500 uL de la diluciéon de virus a una multiplicidad de infeccion 0.001,
empleando medio de mantenimiento. Se incubaron una hora a 33°C. Posteriormente se
afiadieron 5 mL de medio de mantenimiento MEM con aminoacidos no esenciales, 2%
de suero fetal bovino inactivado y 0.1% de antibidtico a cada uno de los frascos. Se
incubaron nuevamente las células y se observaron diariamente hasta efecto citopatico
(ECP) en toda la monocapa. El sobrenadante de los cultivos infectados se congel6 a -
70°C previa adicion de suero fetal bovino (SFB) al 2%. Finalmente fue descongelado de
forma rapida a 37°C y distribuido en alicuotas de 200uL. El titulo viral se determin6

mediante la técnica de titulacion viral por placas, empleando células BHK-21 clono 15.



Tabla 3. Cepas utilizadas en la técnica de Neutralizacion

Serotipos Cepa Afo # de pases Procedencia
DEN-1 Angola 1998 4P C6/36 2P Vero 1P | Angola
C6/36
DEN-2 AlS 1981 4P Raton 4P C6/36 Cuba
DEN-3 116 2000 3P C6/36 Cuba
DEN-4 Dominica | 1981 1P C6/36 4P C6/36 HT Republica Dominicana

Titulacion viral.

Diluciones seriadas desde 10" hasta 10° del virus se prepararon en medio de
mantenimiento. 50uL de cada una de las diluciones virales se inocularon por triplicado
en 500pL de células BHK-21 clono 15 a una concentracién de 2 x 10° células/mL,
previamente colocadas en las placas plasticas estériles de 24 pozos. Las células
inoculadas se incubaron durante 4 horas a 37°C en ambiente de CO, a 5%. Por cada
pozo se adicionaron 500puL de medio de recubrimiento. Se incubaron nuevamente
durante cinco dias para el DEN-2, seis dias para el DEN-4, ocho dias para el DEN-3 y
nueve dias para el DEN-1 a 37°C en atmosfera de CO, a 5%; posteriormente se descarto
el medio y se lavaron gentilmente las monocapas celulares con agua corriente. A cada
pozo de la placa le fue afiadido 500uL de colorante Naphtol Blue Black a una
concentracion de 0.1% y se esperaron 30 minutos para hacer un nuevo lavado. Las

placas se dejaron secar a temperatura ambiente.

El titulo viral se determin6 (Morens et al., 1985) segtin la relacién:

Titulo =X /N x D = ufp/mL (unidades formadoras de placas por mililitro)
En la cual:
X es el promedio del numero de placas de la dilucion viral.
N es el volumen del in6culo viral (mL).
D es la dilucion a la cual se contaron las placas virales.
Neutralizacion por reduccion del numero de placas.
Los sueros fueron tratados con cloroformo para su esterilizacion y posteriormente
diluidos 1/30 en medio de mantenimiento. Se incluyeron controles positivo y negativo a

igual dilucion. Las cepas virales se prepararon a una dilucion que contenia 40




ufp/100uL. Cada suero y los controles se mezclaron con igual volumen de diluciéon de
cada cepa viral. Se incluy6 ademas el control de cada virus. Las mezclas se incubaron
durante una hora a 37°C en ambiente de CO, a 5 %. Posteriormente 50uL. de cada una
de las mezclas virus-suero y de los controles virales fueron inoculadas en 500uL de
suspension de células BHK-21 clono 15 sembradas en placas de 24 pozos a una
concentracion de 2x10° células/mL. Se incubaron durante 4 horas a 37°C en atmosfera
de CO; a 5%. Después de este tiempo se afiadidé medio de recubrimiento u overlay
(suero de ternera fetal inactivado 10 ml, L-Glutamina 2 mM-1 ml, 2XMEM sin rojo
fenol 100 ml, Carboximetilcelulosa al 3 % 50 ml, Antibiotico 0.2 ml) a razén de 500 uL.
por pozo y las células fueron incubadas durante el tiempo correspondiente para cada
cepa como se sefial6 anteriormente. El procedimiento de tincion se realizd de forma
similar al descrito en el acapite de titulacion viral (I11.4.6.).

El valor porcentual de reduccion del numero de placas con respecto al control viral se

calcul6 segun la relacion:

% de reduccion = 1-(Xs/Xm) x100%

En la cual:

Xs es el promedio del numero de placas obtenido para cada dilucion del suero.

Xm es el promedio del nimero de placas obtenido para el control viral.

Criterio de positividad: Todo suero que presentd un por ciento de reduccion del nimero
de placas de 50 6 mas fue considerado positivo (Sangkawibha et al., 1984; Guzman et

al., 2000).

I11.4. Estudiar la transmision de virus dengue en febriles de etiologia no precisada

en el Municipio de Campeche durante los afios 1999 y 2000.

I11.4.1.Ubicacion.

El municipio de Campeche, capital del Estado de Campeche, se encuentra ubicado entre
los paralelos 90° 41’ y 19° 51° y posee una extension territorial de 3,410 Km, es el mas
densamente poblado de los 11 municipios que conforman el Estado, con 222 452
habitantes. Su clima es calido subhimedo, con temperaturas que oscilan entre 28°C y

34°C. En este municipio se localiza la capital del Estado que tiene un intenso



movimiento migratorio por sus atractivos turisticos. La ocupacién que predomina es la

pesca, la agricultura y el comercio.

111.4.2. Universo de estudio.

Diariamente, durante los afios 1999 y 2000, se colectd el total de muestras de suero de
individuos febriles de 5-10 dias de evolucidén, que acudieron a consulta en los tres
hospitales del Instituto Mexicano del Seguro Social, que es una institucion del sector

salud que proporciona atencion médica a la mayoria de los habitantes del municipio.

111.4.3. Obtencion de la muestra.

Previo llenado de la hoja de consentimiento informado (se anexa formato), se
obtuvieron muestras de suero (del sexto al décimo dia de haberse presentado la fiebre)
mediante puncién venosa, se separd el suero y las muestras correspondientes, fueron
transportadas en frio (4°C) hasta el laboratorio del Centro de Investigaciones en

Enfermedades Tropicales (C.I.LE.T.) para su procesamiento.



HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

No. |:| Fecha:

Enterado de la importancia y necesidad de que se me realice una toma de muestra para
establecer el diagnoéstico del cuadro clinico que actualmente presento y ante la aparicion
de la enfermedad viral denominada Dengue que actualmente estd afectando a la
comunidad, doy mi aceptacidon para que se me tome muestra sanguinea, asi como

responder un cuestionario indispensable para completar la informacion del estudio.

Nombre del paciente: Firma:

Nombre del padre o tutor:

Firma:




111.4.4. Determinacion de IgM- Dengue por MAC-ELISA
Para la deteccion de anticuerpos IgM se empled el método propuesto en el acapite

II1.2.5.

I11.4.5. Visitas Domiciliarias.

Todos aquellos pacientes que resultaron positivos a dengue por deteccion de anticuerpos
IgM, fueron visitados en sus domicilios con el objeto de obtener informacién sobre
viajes recientes, cuadro clinico, habitos de higiene y saneamiento ambiental. Para ello se
utiliz6 el modelo de encuesta presentado en el acéapite I11.2.3. En cada caso, se solicitd

el consentimiento informado.

111.4.6. ELISA de Inhibicion.

Todos los sueros obtenidos fueron procesados por la técnica de ELISA de Inhibicion
con la finalidad de medir los anticuerpos IgG antidengue. Esta técnica recientemente se
habia implementado en el Laboratorio de Virologia del Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales de la Universidad Auténoma de Campeche, siguiendo todo el

procedimiento recomendado por los autores (Vazquez y cols., 1997).

Procedimiento.

Fueron sensibilizadas placas de poliestireno (Nunc) con Igs humanas anti-dengue a una
concentracion de 10pg/mL en buffer carbonato/bicarbonato pH 9,5 se colocaron las
placas en camara humeda y se dejaron en incubaciéon a 4°C durante 18 horas. Se
bloqued con Albimina sérica Bovina (Sigma) al 1% durante una hora a 37°C, se
lavaron tres veces las placas en PBS-Tween 20 (PBS-T), y se agreg6 100 pL por pozo
del antigeno a una dilucién 1/40 dejandose en incubacion una hora a 37°C, nuevamente
se lavaron las placas en PBS-T y se agregaron 100uL de los sueros diluidos 1/20 en
PBS-T al igual que los sueros controles, se incubaron a 37°C durante una hora, se
lavaron las placas tres veces y se afiadid el conjugado anti-dengue-peroxidasa 100uL
por pozo, se dejo en incubacion a 37°C durante una hora, posteriormente se lavaron las
placas y se les agregé el sustrato compuesto por Ortofenilendiamina (OPD) y peréxido
de hidrégeno (H,0,) en solucion fosfato-citrato con pH 5, 100uL por pozo durante 30
minutos; la reaccion se detuvo con 100uL por pozo de &cido sulfurico al 12.5%, las
lecturas se realizaron en un lector de ELISA Titertek Multiskan a una densidad optica

de 492nm.



Se calcul6 el porcentaje de inhibicidon de cada muestra por la formula siguiente:

(DO de la muestra

DO de 1a media del
control negativo)

% de Inhibicién de ELISA = 1 -

= 100

Criterio de positividad:
Se consideraron positivos aquellos sueros que presentaron un % de inhibiciéon mayor o

igual al 50% con relacidn al control negativo (Vazquez y cols., 1997).

I11.5. Conocer la seroprevalencia a los virus dengue en el Estado de Campeche.

111.5.1. Tipo de estudio.
Estudio retrospectivo, en el que se realizd una encuesta seroepidemioldgica a la

poblacion del Estado de Campeche, en el afio 2002.

111.5.2. Muestreo.

Se realizé un muestreo estratificado (Lohr, 2000), en el que se dividi6 a la poblacion en
subpoblaciones llamadas estratos (Municipios). Se obtuvo una muestra independiente
de cada estrato y posteriormente se reunid la informacion para obtener las estimaciones
globales de la poblacion. El tamafio de la muestra se obtuvo por el método de
estimacion de proporciones:

El nivel de confianza Z se establecié en 99% (2.58) requerido para inferir resultados a la
poblacion, se eligid una precision para el estudio (d*) igual a 0.05, resultando el tamafio
de la muestra (n) en 600 habitantes, los cuales se distribuyeron proporcionalmente en
los municipios a encuestar. En los municipios se seleccionaron al azar las viviendas a
encuestar y se le tom6 muestra, a un individuo por vivienda, (cuando la persona
seleccionada no aceptaba que se le tomara muestra, se determind encuestar a otro

individuo de la vivienda contigua) (Polit, 1997). Encuesta descrita en el acapite 111.2.3.



111.5.3. Toma de muestra de sangre entera absorbida en papel filtro.

Se utilizo este método por las ventajas que ofrece para los estudios serologicos, por ser
un método sencillo, econdmico y rapido para la toma de muestras de sangre entera.
Entre las principales ventajas que ofrece se encuentra la facilidad para obtener la
muestra de sangre, especialmente en nifios y en personas que resulta dificil la extraccion

de sangre venosa, asi como su facil transporte y almacenamiento (Vazquez et al., 1998).

Aspectos éticos:
Para el presente estudio se siguieron los aspectos éticos establecidos en el estado de
Campeche a cada paciente o padres en el caso de nifios, se les solicito llenar y firmar la

hoja de consentimiento informado (se anexa).

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

No. |:| Fecha:

Enterado de la importancia del estudio denominado “Seroprevalencia de los virus del
dengue en el Estado de Campeche”, doy mi consentimiento para que se me tome una
muestra sanguinea, asi como responder a un cuestionario necesario para completar la
informacion del estudio

Nombre del paciente:

Firma:

Nombre del padre o tutor:

Firma:




Procedimiento.

Previa desinfeccion se puncion6 el dedo indice con una lanceta y la sangre se dejo
absorber sobre el papel filtro (Blood Sampling Paper, NOBUTO, Toyo Roshi Kaisha,
Ltd., Japon) hasta dejar ambos lados impregnados. Se dejo secar la sangre a temperatura
ambiente y se colocd el papel filtro en posicion vertical con la Zona B (figura 6) situada
hacia abajo y evitando exponerlo a temperaturas elevadas.

Se eluyeron durante toda la noche a 4°C en 400 pL de solucion de PBS (solucion salina
tamponada con fosfato) que contenia alblimina bovina al 0.5%, lo que correspondia a
una dilucion del suero de 1/10 segun las indicaciones del fabricante, posteriormente en
cada muestra se aplico la técnica de ELISA de Inhibicion para la deteccion de

anticuerpos IgG contra el virus del dengue (Vazquez et al., 1997).

5 mm 10 mm

30 mm 18 mm

Figura 6. Papel de filtro empleado en el estudio. Zona A = absorcion de sangre

y zona B = identificacion de las muestras.

111.5.4. ELISA de Inhibicion.

Se realiz6 el procedimiento descrito en el acapite I11.3.6.

111.5.5. Neutralizacion.

Se realizd el procedimiento descrito en el acapite 111.4.5.

111.5.6. Métodos estadisticos empleados para el andlisis de los resultados.

Se aplico el método de estadistica descriptiva.



Capitulo 1V. Resultados y Discusion.

IV.1. Incidencia de casos de dengue en el estado de Campeche, México, de 1990-
2005.

Hasta el momento de nuestro estudio, en Campeche no existian estudios
seroepidemioldgicos de dengue y dada la no existencia de datos actuales sobre la
circulacion y diseminacion de los serotipos, este trabajo describe la circulacion del virus
dengue en el estado de Campeche en un periodo de dieciséis afios, que se puede apreciar
en la tabla 4, donde se presenta el nimero de casos confirmados de dengue por afio y los
virus circulantes.

En el estado de Campeche, los primeros casos de dengue registrados (1980) fueron
ocasionados por el serotipo 1, haciéndose endémico en toda la region, en los afios
siguientes hubo un incremento de casos: 175 casos en el afio de 1984 y 645 casos en
1988. Esta informacion fue recopilada en los archivos de la secretaria de salud del
estado de Campeche.

La FHD hace su presencia en el estado en el afio de 1995. En el afio de 1997 se presento
la epidemia mas importante que se ha tenido en el estado de Campeche.

En los ultimos afos se ha incrementado el nimero de casos de FD y FHD (Boletin de
Epidemiologia 2005), por lo que es importante conocer los factores de riesgo que se
estan presentando y que podrian ser los detonantes para que se presenten brotes de las
formas graves del dengue.

Se observo que cada dos afios se produjo un descenso en la incidencia seguido de dos o
tres afios de incremento en el niimero de pacientes. En la década de los noventa los
casos de dengue fueron frecuentes, con una elevacion a partir del afio 1994 con un pico

maximo de incidencia en el afio 1997, con 4927 casos.

En 1997 se present6 la epidemia mas importante que ha tenido el estado de Campeche,
en la que se dio la introduccion de un nuevo serotipo (serotipo 3) y la circulacion
simultanea de los cuatro serotipos del virus dengue, por lo que era de esperarse un
mayor numero de casos de FD y de casos hemorragicos por los susceptibles a un nuevo
serotipo y por los que tuvieron una infeccion de tipo secundaria que como han referido

otros autores (Halstead, 1993; Gubler y Clark, 1995). La secuencia de infecciones



secundarias, aumentan el riesgo de desarrollo de casos de FHD, como ocurri6 en Cuba

en 1981, con solamente la circulacion de dos serotipos (Guzméan y Kouri, 2003a).

Tabla 4. NUmero de casos y serotipos circulantes en el periodo de 1990-2005
en el estado de Campeche.

Afios No. de Casos Serotipos

1990 33 DEN-1

1991 37 DEN-1

1992 18 DEN-1

1993 19 DEN-1

1994 92 DEN-1, DEN-2, DEN-4
1995 58 DEN-1, DEN-2, DEN-4
1996 177 DEN-1, DEN-2, DEN-4
1997 4927 DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4
1998 292 DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4
1999 79 DEN-2, DEN-3, DEN-4
2000 155 DEN-2, DEN-3

2001 53 DEN-2

2002 372 DEN-2

2003 7 DEN-2

2004 27 DEN-2, DEN-4

2005 93 DEN-1, DEN-2

Casos confirmados (6439) de dengue por deteccion de Acs IgM y/o
aislamiento viral. Fuente: Secretaria de Salud del Edo de Campeche.

El dato de la edad en todos los casos confirmados no estaba disponible en los archivos
de la Secretaria de Salud del Estado de Campeche.

Dada la importancia de la epidemia de 1997, merece ser comentada mas ampliamente.
La misma se inici6 en todo el municipio de Campeche en el mes de enero con un caso
de FHD. En el mes de julio, se detectd un nimero importante de casos en el municipio
del Carmen (120 casos), el mayor numero de casos fue notificado en los meses de
agosto, septiembre y octubre, coincidiendo con el periodo de lluvias; los municipios
mas afectados resultaron los mas densamente poblados como Campeche, Champoton,
Carmen, Calkini y Hecelchakan. Los casos de dengue hemorragico fueron mas
frecuentes durante los meses de enero y octubre, o sea, al principio y al final de esta

epidemia, estos datos se obtuvieron de un reporte de la secretaria de salud del estado de



Campeche (SSA, 1198). Se observé un incremento de los casos, a medida que la
epidemia avanzaba (Figura 7). El nimero de casos se incrementé a partir de la semana

28 y hasta la 44, cuando inicia el descenso en el reporte de casos.
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Figura 7. Casos confirmados de dengue por semana durante la epidemia de 1997
en el
Estado de Campeche.

En esta epidemia hubo un total de 4 927 casos, de ellos 4 745 (96.3%) casos de FD, 62
(1.3%) casos de FD con manifestaciones hemorragicas, y 120 (2.4%) casos de FHD;
fallecieron cuatro personas (3.3% letalidad) por FHD, todos ellos adultos. Los casos de
FD con manifestaciones hemorragicas presentaron signos de alerta como sudoracion
profusa, hipotension arterial, gingivorragia y vomitos frecuentes; todos estos pacientes
fueron hospitalizados y se confirmé el diagndstico por serologia.

Los municipios afectados por FHD fueron: Campeche, Carmen, Escarcega, Champoton,
Calakmul, Hopelchén, Calkini y Tenabo. Fallecieron dos pacientes en el municipio de
Campeche, uno del sexo femenino de 25 afios de edad y el otro del sexo masculino de
17 afios; y dos fallecieron en el municipio de Calakmul, del sexo femenino de 23 y 17
afos de edad. El ultimo caso de esta epidemia, fue reportado en diciembre del mismo
ano. Es de sefalar que 27 paises de Centro, Sudamérica y del Caribe reportaron casos de
dengue en el afio de 1997, de estos, 14 reportaron casos de FHD y 8 paises reportaron

decesos por FHD (Guzman, Kouri, Bravo, 1999b; Isturiz y Gubler, 2000).




Entre los factores que pudieron ser determinantes para la presencia de esta epidemia, se
consideraron la migracion, la urbanizacion no planificada, el abastecimiento irregular de
agua potable, la falta de drenaje y los insuficientes servicios de recoleccion de basura en
las areas suburbanas, incrementando la presencia y diseminacion del mosquito en el
Estado, asi como condiciones climatologicas adversas, como la presencia del Huracan
Paulina en octubre de ese mismo afio, que causo serias inundaciones que pueden haber
favorecido el incremento de la densidad del vector. Con frecuencia, los campesinos de
Guatemala buscan refugio en el estado de Campeche, debido a la pobreza extrema
existente en su pais, que vienen en busca de mejores condiciones de vida, muchos de los
cuales llegan enfermos, con una desnutricion crénica importante, exacerbandose su
estado de salud al tener que vivir en casas improvisadas, carentes de servicios basicos,
que favorecen la presencia de vectores como Aedes aegypti.

Se observd que en la epidemia de 1997, la transmisioén tardd mas en llegar a la zona
rural, y fue de duraciéon mas breve, porque pronto se acabaron los susceptibles
(observacion personal de la autora durante el desarrollo de este trabajo); en las ciudades
grandes la introduccion de la infeccion fue mayor por los canales de comunicacion y
migracion, la transmision persistido mas tiempo porque el numero de susceptibles era
mayor. En esta epidemia se confirmaron 1285 (26%) nifios con dengue, de los cuales 26
presentaron FHD; siendo mas frecuente en el rango de edad de 5-14 afos.

En los ultimos cinco afios del estudio, se ha mantenido la circulacion de dengue con el
reporte de 155 casos en el 2000, 372 casos en el 2002 con 8 casos de FHD, y 93 casos
en el 2005 con 18 casos de FHD.
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Figura 8. Tasa de dengue x 100 000 habitantes de 1990-2005 en el Estado de
Campeche

La diseminacion del dengue en el Estado de Campeche ha sido paulatina, inicialmente
afectd a los municipios del Centro y Sur del Estado y posteriormente a los del Norte.
Los datos observados en las tasas de dengue por 100 000 habitantes en el estado de
Campeche (figura 8) y el total de casos por municipios en el periodo estudiado (Figura
9) nos indican que si bien el dengue esta distribuido en todo el estado, la dindmica de
transmision ha sido variable de una localidad a otra, dependiendo de las condiciones
ecoldgicas y geograficas. Las condiciones ecologicas de cada region se reflejan en el
clima, el patron pluvial, el tipo de vegetacion y las formas en que se organiza el hombre
para adaptarse a ellas. Los municipios que resultaron con una mayor incidencia fueron

Campeche, Carmen, Champoton y Calkini, los mas densamente poblados.

Entre las caracteristicas ecoldgicas que puede favorecer la presencia el vector y la
transmision viral con los municipios que presentaron los porcentajes mas elevados de
positividad, cabe mencionar que el de Campeche tiene una extension territorial de 3,410
sz, con clima célido subhiimedo, una temperatura media anual de 28°C, con un
intenso movimiento migratorio, por el turismo y el comercio, ademds de que en este
municipio se localiza la capital del Estado. El municipio de Carmen tiene una extension

territorial de 13,134 sz, su temperatura mas calurosa es de 45.4°C, y tiene un elevado



nimero de poblacién flotante, que permanece de dos a seis meses al afo, que
posteriormente regresan a su lugar de origen. El municipio de Champoton es el mas
extenso del Estado, ya que ocupa 19,439 sz, con un clima calido subhiimedo, su
temperatura media anual es de 26°C, la mayoria de sus pobladores se dedica a la pesca y
la agricultura, actividades que llevan a cabo por la noche y algunas horas de la mafana,
a partir del mediodia permanecen en sus casas. El municipio de Escarcega cuenta con
una extension territorial de 3706 sz, su clima es calido humedo, presenta una
proporcidon importante de poblacion inmigrante y tiene una precipitacion pluvial de
1549.9 mm. El periodo de lluvias es mas intenso de Junio a Octubre. Todos estos
municipios tienen una alta densidad poblacional, por los nuevos asentamientos humanos
que de manera desordenada se ubican en la periferia de las cabeceras municipales en
viviendas improvisadas y carentes de servicios adecuados como el agua potable, por lo
que tienen que almacenarla en recipientes que sirven como criaderos al vector,
favoreciendo la amplia circulacion de los virus del dengue.

En el estado de Campeche existen localidades que han sufrido dengue en forma
repetida, mientras que existen otras donde aun no se ha presentado. La temperatura, el
clima y la altitud son los factores predictivos mas importantes de las tasas de infeccion
en diferentes comunidades; por lo tanto, el patron de transmision es preferentemente
endémico en las areas tropicales, mientras que en las regiones con mayor altitud y
climas mas templados el patrén tiende a ser de tipo epidémico. La densidad de
poblacion resulté un factor fundamental en el patron de transmision, ya que la
posibilidad de que se transmita el virus es mayor y con tasas de ataque mas altas que en
una situacion donde son pocos los individuos disponibles, como en las areas rurales,

donde la poblacion se encuentra mas dispersa.
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Figura 9. Porcentaje del total de casos por municipio en el estado de Campeche.

Las localidades donde el dengue se ha presentado en forma endémica resultaron ser

grandes centros urbanos, con baja marginacion y extensa dotacion de servicios publicos.

La incidencia de casos de FHD/SCD se ha incrementado en los ultimos afios en el

estado, resultando mas alta en los grupos de 15 a 44 afios. (Figura 10) similar a lo

reportado en Singapur (Wilder et al., 2004).
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Figura 10. Numero de casos de dengue hemorragico por grupos de edad en el

estado de Campeche en el periodo 1996-2005



En total fueron 158 los casos de FHD detectados en el estado en los 16 afios de este
estudio (tabla 4). En el Estado de Campeche el comportamiento del dengue ha sido
diferente con respecto al de otros paises, pues a pesar de haber permanecido constante
desde la aparicion del serotipo 1, seguida del dengue 2 con ligeras disminuciones e
incrementos de casos, fue hasta después de 15 afios de la entrada del dengue 1, que se
presentaron las formas severas de la enfermedad, contrario a lo sucedido en otros paises
como Cuba, Colombia, Puerto Rico y Brasil, que con la secuencia de infecciones a estos

dos serotipos tuvieron epidemias de FHD (Guzman, Kouri, Bravo, 1999b).

El dengue 1 hace su apariciéon en el estado de Campeche a partir del afio 1980,
permaneciendo a lo largo de mas de dos décadas (Tabla 3), en 1999 desaparece y es
hasta el afio 2005 que reaparece nuevamente. Sin embargo no ha sido causa de las
formas graves de la enfermedad en los afios que se ha detectado la circulacion de este

serotipo, la mayoria de los casos han resultado ser de FD.

Sin embargo, en el ano de 1997 solamente en México, Costa Rica, Guatemala, Belice y
Honduras se reporto la presencia del dengue 3 (SSA, 1998; Figueroa y Ramos, 2000),
situaciéon que pudo incrementar la circulacion de un nuevo serotipo en otros paises,
aumentando la frecuencia de infecciones secundarias y, consecuentemente, el riesgo de
presentarse casos de FHD. También en 1997, México y Guatemala fueron los unicos
paises que reportaron la circulacion simultanea de los cuatro serotipos (SSA, 1998)
incrementandose el niimero de casos de FD y de casos de FHD/SCD. En Campeche han
sido pocos los casos de FHD en nifios, la mayoria ha resultado en adultos (Tabla 5),
contrario a lo descrito por Gubler et al., (1979) y Sukri (2003) que observaron un
elevado numero de casos de FHD/SCD en nifios en el Sudeste Asiatico. Fue a partir de
1981, que se empezaron a notificar con mayor frecuencia los casos graves en adultos,
tanto en América como en el Sudeste asidtico (Gubler y Clark, 1995; Valdés et al.,
1999). En América todos los grupos de edad se han visto afectados (Isturiz y Gubler,
2000; Torres J, Torres Jr, Torres CG, 2002).



Tabla 5. Dengue hemorragico en la poblacion del estado de Campeche

Afo Adultos Nifios Tasa
1995 2 - 0.33

1996 2 - 0.31

1997 98 22 18.29
1998 - - 0.00
1999 - - 0.00
2000 - - 0.00
2001 4 - 0.57
2002 6 2 1.09
2003 - 1 0.13

2004 2 4 0.39
2005 14 - 2.32
Total 129 29

La presencia de una elevada poblacion susceptible de sufrir una infecciéon primaria
como secundaria, el intercambio turistico y comercial con éareas endémicas, la
sobrepoblacion en las areas urbanas, la circulacion simultdnea de los cuatro serotipos,
asi como los elevados indices de Aedes aegypti, crearon las condiciones necesarias para
la aparicion de un elevado niimero de casos de FD/FHD en el estado de Campeche en
los ultimos diez afios (Figura 11). Los municipios que tuvieron mas casos de dengue
hemorragico (Campeche, Carmen, Escarcega, Champoton, Calakmul) fueron aquellos

con un mayor reporte de casos de dengue y densidad poblacional.
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Figura 11. Municipios afectados por dengue hemorragico en el Estado de
Campeche en el periodo 1995-2005.

Por lo que podemos considerar que Campeche es un estado donde el dengue es
endémico, en el que se han presentado periodos de baja endemia, seguido de otros
hiperendémicos (cocirculacion de los serotipos) como en los afios 1997, 2000 y 2004.
Actualmente el serotipo que estd circulando es el DEN-2, con un incremento en el
numero de casos de FHD.

El factor agua fue determinante en los brotes epidémicos que se han presentado en el
estado, el numero de casos se increment6 en el periodo de lluvias y se tuvieron dos
epidemias asociadas a fendémenos metereologicos, que favorecieron la elevacion de la
densidad del vector.

En zonas tropicales persistentemente infectadas por mosquitos vectores del dengue en
particular por Aedes aegypti es facil suponer que las epidemias aparezcan como
consecuencia de cambios bruscos en la dindmica de la poblacion humana, de vectores, o
de virus (Woodring, Higgs, Beaty, 1996; Wittke et al., 2002); independientemente de la
importacion de nuevas infecciones desde otra localidad. En Campeche el dengue ha
tenido un comportamiento similar, en este trabajo se observo que ha habido una amplia
circulacion y cocirculacion de los virus del dengue, hallazgos que sefialan la
importancia que cobra la transmision de estos virus en el estado y resaltan el panorama

de riesgo de aparicion de un mayor namero de casos de las formas severas FHD/SCD.



IV.2. Estudio seroepidemioldgico a virus dengue en escolares de la Ciudad de
Campeche en el afio 1994.

Es importante aclarar que no fue posible obtener las 353 muestras establecidas en el
calculo estadistico, porque algunos nifios no accedieron se les tomara muestra en el
segundo periodo del estudio.

Se estudid una poblacion de 327 escolares, de los cuales 152 (46.48%) correspondieron
al sexo masculino y 175 (53.52%) al sexo femenino, con un rango de edad de 7 a 14
afios y pertenecientes a 5 colonias como se observa en la figura 12. Se consideraron
casos de infeccion reciente aquellos escolares cuyos sueros fueron positivos a IgM en
cualquiera de los dos muestreos, considerando que los anticuerpos IgM pueden
permanecer entre 7 y 90 dias después de la infeccion (Lam et al. 1998); asi como
aquellos cuyos sueros que presentaron titulos de anticuerpos IH > 1:1280 (OPS, 1995).
Se encontré que el 17.4% (57/327) de estos escolares presentaron anticuerpos
inhibidores de la hemaglutinacion contra el virus del dengue; los titulos de anticuerpos
por IH encontrados en estos nifos, fluctuaron desde 1:20 hasta 1:2560. De estos 57
nifios que resultaron positivos por IH, dos (0.61%) presentaron anticuerpos IgM al virus
dengue durante el primer muestreo; estos mismos nifios al ser encuestados no
presentaron signos o sintomas sugestivos de la enfermedad. Estos fueron los tinicos dos
casos con anticuerpos IgM a dengue durante el primer muestreo.

Durante los meses de octubre y noviembre (periodo de lluvias) se realiz6 el segundo
muestreo a estos escolares, se obtuvieron nuevamente 327 muestras, de las cuales 31
(9.5%) presentaron anticuerpos IgM a virus dengue (tabla 6), siendo importante aclarar
que en el momento del estudio estos nifios se encontraban clinicamente sanos y
refirieron no haber presentado manifestaciones clinicas de la enfermedad con
anterioridad, ni recientemente; aparentemente estos nifios cursaron asintomaticos
cuando tuvieron su primera infeccion. Al analizar los resultados de estudio de IgM y
anticuerpos IH tanto en el primero como en el segundo muestreo se observd que 10
casos desarrollaron una infeccion primaria en el periodo de estudio y 21 una infeccion
secundaria (titulos de anticuerpos IH > 2560). Dos casos presentaron infeccion reciente

durante el primer muestreo (tabla 6).



Tabla 6. Resultados seroldgicos por MAC-ELISA e IH y tipo de infeccion

en los escolares de la Ciudad de Campeche, en el afio 1994.

Primer muestreo

(marzo-abril)

Segundo muestreo

(octubre-noviembre)

No DE IH IgM TIPO DE INFECCION IH IgM TIPO DE INFECCION
CASOS | Titulo Titulo

6 <20 Negativo |  -—-—- 640 Positivo Primaria
1 320 Positivo Reciente 160 Negativo Pasada
1 640 Positivo Reciente 640 Negativo Pasada
3 20 Negativo Pasada 2560 Positivo Secundaria

22 40 Negativo Pasada 40 Negativo Pasada
3 <20 Negativo |  -—-—- 2560 | Positivo Secundaria
1 <20 Negativo | - 40 Positivo Primaria
7 40 Negativo Pasada 2560 Positivo Secundaria
4 20 Negativo Pasada 2560 Positivo Secundaria
3 <20 Negativo |  -—--—-- 320 Positivo Primaria
4 40 Negativo Pasada 2560 | Positivo Secundaria
2 20 Negativo Pasada 20 Negativo Pasada

Se acudi6 a los domicilios de los escolares que resultaron positivos de anticuerpos y se

establecio que el 70% de las viviendas visitadas, presentaban condiciones favorables

para la proliferacion de Aedes aegypti; como acimulos de basura, almacenamiento de

agua por largo tiempo, almacenamiento de neumaticos, latas y botellas de plastico.

También se detect6 en las colonias Huanal y Santa Lucia, un canal de desagiie pluvial y

un cementerio en donde abundan jarrones con flores naturales donde el agua queda

almacenada por largo tiempo. En la colonia Samuld se localizd un deshuesadero




(cementerio de carros), constituyendo todos éstos criaderos potenciales de Aedes
aegypti.

Las colonias donde se detectd el mayor numero de casos recientes fueron Samula,
Huanal, San José y Santa Lucia (Figura 12), estos nifios procedian de familias con un

bajo nivel socioecondémico.
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Figura 12. Colonias seleccionadas para el estudio

Seroepidemioldgico a dengue en escolares de la ciudad de Campeche.

Es de sefialar que en el mes de septiembre de 1994 se reportdé por primera vez, la
presencia del serotipo 4 (Secretaria de Salud 1996) por lo que toda la poblacion era
susceptible a este virus. Este evento coincidid, con el periodo en el que se inici6 el
segundo muestreo y en el que se obtuvo un numero importante de casos recientes.

Con respecto al sexo, fue mas frecuente en el femenino con 31 positivos (54.38%), y 26
(45.61%) correspondieron al sexo masculino, resultado similar al obtenido por Halstead
1980, por Moraes, Baeta, Costa, 1991 en Rio de Janeiro, y Kouri et al. 1991 en
Nicaragua; con una P>0.05. Al analizar los grupos etareos, se observo que el porcentaje
de escolares que presentd anticuerpos IH contra el virus del dengue, se incrementd en
relacion directa con la edad (Tabla 7), esto indica que el porcentaje de nifios infectados
se incrementd a mayor edad, debido a que han tenido mas oportunidad de estar en

contacto con el virus.



Tabla 7. Distribucion por edad de los escolares de la ciudad de Campeche

con presencia de anticuerpos totales a dengue en 1984.

EDAD POSITIVOS %
7 3 5.26
8 - -
9 2 3.50
10 5 8.77
11 6 10.52
12 9 15.78
13 15 26.31
14 17 29.82
Total 57 99.96%

El 10.1% del total de los escolares estudiados se infect6 en el periodo de estudio, todos
con una infeccidn asintomatica.

Estos resultados unidos a reportes previos por Burke et al., 1988; Guzman y Kouri,
2002; Chen et al., 1996. Apoyan la transmision viral en ausencia de enfermedad.
Podriamos sefialar que existen lugares donde el dengue ha adquirido un equilibrio
endémico, con una constante transmision de baja intensidad, que puede pasar
inadvertido para los sistemas de vigilancia epidemiolégica tradicionales, debido a que
un alto porcentaje de individuos infectados cursan asintomaticos, o bien, porque su
sintomatologia es tan leve que no amerita la busqueda de consulta médica, aunque estén
participando de forma activa en la cadena de transmision.

Se observo una diferencia altamente significativa (P<0.0000006), entre la presencia de

casos durante el periodo de lluvias y el periodo de no lluvias, por lo que aparentemente



el factor lluvia fue de importancia en la transmision, posiblemente debido a un

incremento en los niveles de infestacion del mosquito.

IVV.3. Estudio de un brote de dengue en un area rural del Estado de Campeche.

En las areas rurales en México la vivienda tradicional es de forma circular con muros de
embarro, techo de palma y piso de tierra, carecen de servicios adecuados y es comun
observar hacinamiento. El saneamiento ambiental es nulo por lo que se forman grandes
acimulos de basura y recipientes donde se crian los mosquitos. Al carecer de agua
entubada los pobladores tienen que almacenar la misma en tanques y piletas en sus
viviendas. La poblacion de este ejido (pequenia comunidad) es de origen maya, con un
nivel socioecondmico bajo.

Hasta el afio 1997 no se habian detectado casos de dengue en las éareas rurales del
Estado, siendo en el mes de octubre que una comunidad rural del municipio de
Calakmul solicit6 apoyo a la universidad por estar presentando sus habitantes un cuadro
febril agudo y otras manifestaciones sugestivas de FD. Debe destacarse que durante el
mes de octubre ocurrié un fendmeno meteorologico (Huracan Paulina) que pudo haber
favorecido el incremento de la densidad del mosquito Aedes aegypti, ya que se crearon
grandes acumulos de agua. Durante los meses de octubre y noviembre fueron constantes
los casos de FD detectados y confirmados por serologia, presentandose el mayor
nimero durante la segunda semana de noviembre. Esta poblacion estaba conformada
por 214 habitantes, de los cuales 61 enfermaron, resultando positivos por IgM un total
de 53 individuos. De ellos 50 (94.3%) con FD y 3 (5.7%) con FHD. Los 8 individuos
restantes aunque tenian un cuadro clinico sugestivo no se consideraron como caso
confirmados por no tener la IgM positiva. Los casos confirmados predominaron en el
sexo femenino con 31 (58.49%) casos y en el sexo masculino resultaron infectados 22
(41.51%), con una P=0.89 por lo que no fue significativo.

El rango de edad que predomin6 fue el de 21 a 40 afios, sin embargo un numero
importante de nifios resultd positivo (Tabla 8). En la tabla 9 se presentan las principales

manifestaciones clinicas de los pacientes.



Tabla 8. Distribucion por edad de los casos positivos a Dengue

Grupo de Edades | Total de Muestras | Muestras Positivas indice
% %

1-10 16/61 (26.22%) 14/53(26.41%) 1.00
11-20 15/61 (24.59%) 13/53 (24.52%) 0.99
21-40 20/61 (32.78%) 18/53 (33.96%) 1.03
41-170 10/61 (16.39%) 8/53 (15.09%) 0.92

Total 61/61 (100%0) 53/53 (100%0)

Indice: % de casos positivos por grupo etareo entre % de personas estudiadas por grupo

etareo.

Tabla 9. Manifestaciones clinicas en pacientes confirmados de dengue,
en el brote de area rural, Campeche 1997

Manifestaciones clinicas No. de casos %
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
Vomitos 8 15
Dolor abdominal 3 6
Hipotension arterial 3 6
Sudoracion profusa 3 6

Tres de los pacientes presentaron, ademas de la sintomatologia antes mencionada,
signos de alerta como vomitos, dolor abdominal, hipotension arterial y sudoracion
profusa, por lo que fueron canalizados al Hospital Regional mas cercano en el estado de
Quintana Roo, en donde se confirmo6 el diagndstico de FHD/SCD falleciendo dos de los
mismos, los cuales fueron del sexo femenino, de 23 y 17 afios de edad. En los dos
pacientes que fallecieron, se confirmé por aislamiento viral que el agente etiologico fue

DEN-3 (SSA, 1998) el paciente que sobrevivio tenia 33 afios de edad.




La enfermedad se expresa en forma variable de acuerdo con los factores de
susceptibilidad del huésped, las caracteristicas de la cepa viral y/o la secuencia de las
infecciones por los diferentes serotipos. En los nifios menores de cinco afios, el dengue
puede confundirse con una enfermedad exantematica tipica de este grupo de edad, por
lo que el antecedente de estancia o residencia en areas endémicas es muy importante
(Monath, 1997; Kalayanarooj et al., 1997). En jovenes y adultos el dengue se manifiesta
con un cuadro mas tipico, caracterizado por un cuadro febril de mas de dos dias de
duracion, acompafiado por dolor retroocular, dolor en musculos y articulaciones. Es
comun que aparezca un exantema morbiliforme que dura de uno a cinco dias. La
aparicion de epistaxis o petequias es poco frecuente y varia con la edad, el sexo y las
cepas del serotipo responsable, no obstante, en este brote un niimero importante de
individuos presentd epistaxis. En las Bahamas, las manifestaciones hemorragicas se
informaron en 5% de los casos, en 24 a 38% en Puerto Rico, 11.4% en el sur de China,
2 a 9% en México, 16% en Brasil y tan elevado como 90% en las islas Niue (Zagne,
Alvez, Nogueira, 1994; Ibraim y Cheong, 1995; Dietz et al., 1996; Rigau, 1997).

Soélo en 10 de las 53 muestras de suero colectadas de los enfermos, presentaron volumen
suficiente para la prueba de neutralizacion; y se encontré que solamente un paciente
(mimero 7) del sexo femenino y de 11 afios de edad present6 una infeccion primaria por
el serotipo 3, esta paciente presentd un cuadro de FD con manifestaciones hemorragicas
(epistaxis, petequias y prueba del torniquete positiva). En seis pacientes se observo
infeccion secundaria. Los pacientes 5, 9 y 32 cursaron con manifestaciones
hemorragicas, dos de los cuales requirieron hospitalizacion (Tabla 10).

Los nifios negativos de anticuerpos neutralizantes pero positivos por IgM podrian estar
cursando una infecciébn primaria donde los anticuerpos IgG no estaban lo
suficientemente elevados como para producir neutralizaciéon. En un estudio cinético de
anticuerpos IgM e IgG realizados por Vazquez et al. (2007), en muestras de sueros
procedentes de pacientes con infeccion primaria y secundaria, encontraron que los
cuatro casos que presentaron infeccidon primaria con IgM positiva, no mostraron

presencia de anticuerpos neutralizantes, entre los 5 y 7 dias.



Tabla 10. Resultados del estudio de neutralizacién en 10 sueros

de pacientes confirmados de dengue

PACIENTE | EDAD D1 D2 D3 D4
1 6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
5 15 Positivo Positivo Positivo Negativo | Secundario
7 11 Negativo | Negativo Positivo Negativo Primario
8 9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
9 7 Positivo Positivo Positivo Positivo Secundario
28 8 Negativo | Negativo | Negativo | Negativo Negativo
32 27 Positivo Positivo Positivo Positivo Secundario
35 18 Positivo Positivo Positivo Positivo Secundario
37 21 Positivo Positivo Negativo | Negativo | Secundario
40 9 Negativo Positivo Positivo Negativo | Secundario

La presencia de anticuerpos neutralizantes a 3 o 4 serotipos del virus dengue observada
en 6 de los sueros sugiere, que los pacientes de FD han sido infectados por mas de un
serotipo de dengue. No obstante para poder garantizar con certeza los serotipos
infectantes se necesita estudiar muestras de suero colectadas en la etapa convaleciente
tardia no disponibles en este estudio. Se realizd un interrogatorio exhaustivo a los
pacientes, estos refirieron haber realizado viajes periodicos al estado vecino de Quintana
Roo, pero no realizaron viajes a paises vecinos (Belice y Guatemala), inicamente una
familia refiri6 haber hospedado en su domicilio a un familiar procedente de Guatemala
un mes antes de haberse iniciado este brote; existe una constante migracion del pais
antes mencionado hacia México a través de esta region, debido a la pobreza extrema en
que viven. Con los antecedentes de la introduccion de un nuevo serotipo (DEN-3) al
estado de Campeche en el transcurso de ese mismo afio y la muerte de dos de los
pacientes debida al serotipo 3, asi como la circulacion simultdnea de los cuatro
serotipos en el estado de Campeche (Figura 13) ese mismo ano (SINAVE, 1998), es
probable que este serotipo haya sido el predominante en este brote. S6lo México,
Guatemala, Costa Rica, Belice y Honduras reportaron en 1997 la circulacion del DEN-3

(Guzman, 1999b), serotipo que ha sido responsable de epidemias y de casos de FHD en




otros paises. El virus DEN-3 se aisl6 por primera vez en las Américas en los afios 1963-
1964, ocasionando en Puerto Rico y Colombia importantes epidemias de FD (Pinheiro y
Corber, 1997; Wilson y Chen, 2002). Algunas epidemias han sido causadas por este
virus, pero también han existido epidemias con un elevado niimero de casos de
FHD/SCD (Gubler y Clark, 1995; Guzméan y Kouri, 1996). El virus DEN-3 desaparecio
a partir del ano 1977 y en 1994 reaparecié en Nicaragua, Panama y Costa Rica,
extendiéndose posteriormente a otros paises de la region, ocasionando grandes

epidemias de FHD en Brasil y Venezuela (PAHO, 2001).
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Figura 13. Circulacion simultanea de los diferentes serotipos en México
Fuente: SINAVE 1998

El virus DEN-3 fue detectado en puerto rico en 1998 y después se extendio a otras islas
del Caribe, recientemente se ha aislado en Sudamérica causando epidemias (Figueroa y
Ramos, 2000; Rocco, Kavakama, Santos, 2001), y no debe descartarse la posibilidad de
que a medida que el DEN-3 se disemine en el estado de Campeche, se presenten casos
de FHD/SCD. La introduccion de un nuevo genotipo de virus DEN-3 fue asociada con

el incremento de casos de FHD/SCD en paises de Latinoamérica (Usuku et al., 2001),



asi como en Tailandia donde los casos de FHD por este serotipo prevalecieron en nifios
(Sukri et al., 2003).

Las formas graves de la enfermedad se producen mayormente en aquellas areas en que
circulan en forma sucesiva o simultdnea varios serotipos del virus asocidndose a una
infeccion de tipo secundaria por un segundo serotipo infectante (Halstead, 1988). De los
10 casos cuyas muestras fueron procesadas por neutralizacion, inicamente uno presentd
infeccion primaria, seis presentaron infeccion secundaria y tres resultaron negativos por
neutralizacion. La elevada presencia de infeccién secundaria se correlaciona con el
elevado porcentaje de casos de DH observada en estos pacientes 3/53 (5.7 %) similar a
lo reportado por otros autores (Halstead, 1988).

Se han observado epidemias de DEN-3 asociadas o no a la presencia de casos de DH. El
desarrollo de enfermos de DH depende de varios factores destacandose entre ellos el
estado inmunitario de la poblacion, la posibilidad de desarrollo de infecciones
secundarias, la amplia circulacion viral y la presencia de cepas de mayor virulencia
(Kouri et al., 1989; Holmes y Burch, 2000; Gubler, 2002). La cepa de DEN-3 que
circula actualmente en la region de las Américas, pertenece al mismo genotipo
(Genotipo III) que las aisladas en la India y Sri Lanka, con capacidad de producir DH
(Uzcategui et al, 2003).

El programa de erradicacion del vector de dengue en el estado de Campeche se vio
entorpecido y disminuido en el afio 1997, lo que indudablemente contribuyé a la
presencia de este brote, ya que los recursos econdmicos fueron canalizados a gastos

electorales y politicos por las elecciones a la Gubernatura del Estado, en Julio de 1997.

IV.4. Estudiar la transmisién a virus dengue en febriles de etiologia no precisada

en el municipio de Campeche durante los afios 1999-2000.

En el periodo de 1999 a 2000, un total de 1250 paciente febriles acudieron a consulta,
de estos 999 (79.92%) correspondieron al sexo femenino y 251 (20.08%) fueron del
sexo masculino, que acudieron a consultar a los tres hospitales del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), de cada paciente se obtuvo una muestra de suero, que fueron
procesadas por el método de ELISA de Captura de IgM, siguiendo el procedimiento
establecido por Kuno, 1991, sistema que ha sido recomendado ampliamente como
herramienta de gran utilidad en la vigilancia seroldgica (Gianella y cols., 1998; Kittigul

et al., 1998; Lorofio et al., 2004).



Un total de 40 sueros resultaron positivos (3.2%) a anticuerpos IgM, lo que se interpretod

como casos de infeccion recientes; 25 correspondieron al sexo femenino y 15 al

masculino; el rango de edad vari6 desde 2 a 74 afos (tabla 11).

Tabla 11. Distribucion por sexo y edad de los enfermos febriles con presencia de

anticuerpos IgM a dengue, en el periodo 1999-2000

RANGODE | FEBRILES POSITIVOS IgM %
EDAD FEMENINO | MASCULINO
<1 1 ] - 0
1-4 20 1 1 2(10)
5-14 107 1 3(2.8)
15— 24 403 4 3 7(1.73)
25— 44 575 10 8 18(3.13)
45 — 64 123 7 2 9(7.31)
> 64 21 1 - 1(4.8)
TOTALES 1250 25 15 40(3.2)

La infeccidn resulté mayor en el sexo femenino y en el rango de edad de 45-64 afios,
resultando significativo con un valor de P=0.004. Estos casos (40) fueron detectados
durante las semanas 3647 que son las semanas de mayor humedad por el periodo de
lluvias.

El 100% de los casos resultaron ser autoctonos, pues estos no refirieron haber realizado
viajes recientes a otras zonas endémicas.

Durante los brotes de dengue pueden manifestarse otros procesos febriles y
erroneamente clasificarlos como dengue (Bustos, Handan, Lorofo, 1990; Zavala y cols.,
1998; Ing-Kit, Jien-Wei, Kuender, 2005); en el presente estudio se encontr6 que el 19.2
% de pacientes febriles cursé con un cuadro de Salmonelosis, 66.4% cursaron con
Infecciones respiratorias agudas, con Rubéola 1.6 %, Varicela 2.5 % y sin diagnostico el
7.1 %.

Los pacientes que resultaron positivos a virus dengue, fueron visitados en sus
domicilios y se les interrogd sobre su padecimiento, encontrando que 38 (95%),
refirieron haber presentado manifestaciones clinicas compatibles con la enfermedad
como fiebre 95%, cefalea 85%, dolor retroocular 72.5%, artralgias 95% y mialgias 95%,

dos de ellos (5%) manifestaron haber presentado ademas gingivorragia y vomitos.




Desde el punto de vista clinico el sintoma principal lo constituyod la fiebre, a la que se
asociaron la cefalea y el dolor osteomioarticular, hallazgo que coincide con lo
notificado en Cuba y paises de Latinoamérica (Ayllon et al., 1989; Rigau, 1997). En el
cuadro clinico de FD se pueden observar manifestaciones hemorragicas de tipo leve
como epistaxis, gingivorragia, menorragia y petequias (Martinez, 1995). Solamente un
paciente refirid haber presentado gingivorragia y petequias.

Desde el afio 1989, el ELISA de Inhibicion ha sido utilizado con resultados
satisfactorios en la vigilancia seroepidemiologica del dengue en Cuba (Vazquez et al,
1997). Los resultados obtenidos durante afios en la aplicacion de este sistema a la
vigilancia serologica, motivo a aplicarlo en nuestro trabajo para definir la prevalencia de
anticuerpos en los pacientes febriles que asistieron a la consulta externa de tres
hospitales del sector salud en un periodo de dos afios.

De un total de 1 250 muestras procesadas por esta técnica, 942 resultaron positivas; de
ellas, 753 mujeres (80%) y 189 (20%) hombres. El alto porcentaje de casos positivos a
IgG encontrado en este estudio sugiere una elevada transmision de dengue en el
municipio de Campeche.

En este trabajo se obtuvieron resultados semejantes a los encontrados en otras areas
endémicas (Lorono et al., 1989; Graham et al., 1999), lo que hace suponer que existe
una transmision continua en el municipio de Campeche. En las zonas endémicas es
imprescindible definir que tan confiable es la sintomatologia sugestiva de dengue,
cuando no hay evidencias de epidemia manifiesta, con el fin de validar la estrategia de
vigilancia epidemioldgica basada en la participacion de la comunidad, que algunos
autores han denominado “alerta de fiebre” (Graham et al. 1999; Condon et al., 2000),
motivo por el cual se hace necesaria una determinacion confiable de anticuerpos
especificos de infeccion reciente, como son las IgM antidengue en los casos
sospechosos referidos por la propia comunidad, y no solamente en aquellos captados
por los servicios de salud.

La implementacion de las técnicas de ELISA de captura y de inhibicion, fortalecio la
vigilancia serologica durante los dos anos de estudio, permitiendo la deteccion de
nuevos casos y determinar la prevalencia de anticuerpos a virus dengue en los pacientes
estudiados, tal como lo han reportado otros autores (Lam y Devine, 1998; Sang, 1998;
Lam et al., 2000).

Actualmente las epidemias por dengue son uno de los problemas de salud publica mas

importantes en la mayoria de las comunidades urbanas de los paises tropicales (WHO,



2002; Liu et al., 2003; Garcia y Rigau, 2003). Tradicionalmente se piensa que dichas
epidemias inician cuando una persona infectada por un nuevo serotipo ingresa a una
comunidad donde exista una elevada proporcion de individuos susceptibles, inicidndose
asi una epidemia, que se expande en tiempo y espacio en dependencia de las acciones de
control que se establezcan, asi como del agotamiento de los individuos susceptibles.
Con lo que sobreviene una declinacion progresiva hasta su extincion o endemicidad
(Kuno, 1995; Teixeira et al., 2001).

El municipio de Campeche, es una zona permanentemente infestada por Aedes aegypti
(SSA, 2001), con brotes epidémicos de dengue, siendo el mas reciente el de 2002,
ademas de que se ha documentado en este municipio la circulacion de los cuatro
serotipos, datos que podrian ubicarla como una zona endémica. Los resultados
obtenidos en el periodo 1999-2000 apoyan lo anterior.

IVV.5. Conocer la seroprevalencia a los virus dengue en el Estado de Campeche, en
el 2002.

El estado de Campeche se encuentra conformado por 11 municipios, con una poblacion
bastante dispersa, donde la concentracion mayor de poblacion se localiza en las
cabeceras municipales como Campeche (por el turismo) y Carmen donde existe una
gran poblacion flotante por cuestiones laborales (en este municipio se localizan los
pozos petroleros mas importantes del pais), por lo que un buen nimero de sus habitantes
no son originarios ni permanecen por mas de 6 meses consecutivos en el municipio. Por
lo anterior se excluyeron a aquellos individuos que no tuvieron una permanencia mayor
de cinco afios en el municipio de Carmen.

Son de gran interés y prioridad los estudios seroepidemioldgicos retrospectivos y
prospectivos que permiten determinar factores de riesgo asociados con la transmision de
dengue y el desarrollo de dengue hemorragico.

El ELISA de IgG y la Neutralizacion han sido utilizados en las encuestas
seroepidemiologicas realizadas en Ecuador en 1988 (Guzman et al., 1991), y en Panama
en 1993 (Quiroz et al., 1997) para definir la prevalencia de anticuerpos a virus dengue,
empleando muestras de sangre tomadas en papel filtro. En este estudio la toma de
muestras en papel filtro (Nobuto) fue un medio excelente para la obtencion y transporte
de las mismas. Siguiendo el disefio estadistico se obtuvieron 600 muestras en total,
representativas de la poblacion del estado resultando 418 positivas por ELISA de
Inhibicion lo que determiné una prevalencia de anticuerpos a dengue de 70 % en el

Estado de Campeche.



Resultados Similares han sido reportados en Brasil 69% (Teixeira et al., 2002b), Delhi,
India 78% (Kurukumbi, Wali, Broor, 2001) y de 66% en Peru (Reiskind et al., 2001).
Con respecto a la prevalencia se obtuvieron valores mayores a los de la media nacional
que fue de 12.7% (SINAVE, 2002) y semejantes a los encontrados en otras areas
endémicas (Graham et al., 1999), lo que nos hace suponer una transmision endémica en
la zona.

En la figura 14 pueden observarse los resultados obtenidos en los 11 estratos
(municipios) estudiados, en la que se refleja el porciento de positividad encontrado en
los municipios del Norte (Calkini, Tenabo y Hecelchakan), Centro (Campeche,
Champotén y Hopelchén) y Sur (Carmen, Escarcega, Candelaria, Calakmul y Palizada)
del estado. Los municipios con una mayor prevalencia de anticuerpos IgG fueron
Calkini, Hecelchakan, Campeche, Carmen y Champoton.
Se encontrdé que en varias localidades de menos de 50 000 habitantes (Hampolol,
Lerma, Xbacab, Hool, Pucnachen, entre otras) mas del 23% presentaron anticuerpos a
dengue, lo que significa que ha habido un subregistro importante, y que los casos en

localidades pequefias no se estan notificando, o son asintomaticos.

Municipios del Norte
[0 Municipios del Centro
[ Municipios del Sur

Figura 14. Porcentaje de anticuerpos IgG en los municipios del estado de

Campeche.

Una gran proporcion de la poblacion adulta ha estado expuesta al dengue en el estado de

Campeche, observandose que fue mas elevada a mayor edad (Tabla 12).



Tabla 12. Prevalencia de anticuerpos IgG a dengue por grupos de edad,
en el estado de Campeche en el afio 2002.

MEI 0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-70
Positivo % % % % % %
Total 418 13 38 62 102 155 48
% 3.11 % 9.09% | 14.83% | 24.40% | 37.08% | 11.48 %

La prueba de neutralizacion es una de las técnicas mds especificas, debido a que los
anticuerpos neutralizantes son los que menos reacciones cruzadas producen. La
clasificacion de los virus del dengue en serotipos esta basada en la caracterizacion
antigénica analizada por neutralizacion del virus (Russel et al., 1967; De Madrid y
Poterfield, 1974; Calisher, Karabatsos, Dalrymple, 1989).

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos del estudio seroepidemiologico
retrospectivo a los virus DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4.

De las 600 muestras tomadas en total, 418 resultaron positivas por MEI y de éstas, 405
(96 %) resultaron positivas por neutralizacion: 131 (32.3 %) individuos tuvieron una
infeccion primaria y 274 (67.6 %) presentaron una infeccion secundaria; la secuencia de
infeccion secundaria que prevalecio (30.7%) y resulté mayor en la poblacion del estado
de Campeche fue D1-D2-D3-D4, lo que podria sugerir la permanente circulacion de los
virus del dengue en la region y que en el estado de Campeche el dengue es endémico.
La prevalencia de infecciéon por dengue 1 resultd la mas elevada, este virus ha
permanecido circulando en el estado desde el afio 1980.

En la tabla 13 puede observarse la distribucion de los individuos con infeccion primaria
a los 4 virus en los municipios del estado. El dengue 4 ha tenido una circulaciéon menor

en los municipios del Sur del estado.



Tabla 13. Distribucién segun serotipo de dengue de los individuos con infeccién
primaria en los municipios del estado de Campeche en el afio 2002.

MUNICIPIOS D1 D2 D3 D4 TOTAL
CALKINI 8 2 - - 10
HECELCHAKAN 7 2 - 1 10
TENABO - - - - -
CAMPECHE 30 4 5 7 46
HOPELCHEN 3 - - 1 4
CHAMPOTON 10 - 1 1 12
CALAKMUL 2 - - - 2
ESCARCEGA 9 1 1 2 13
CANDELARIA 2 1 - - 3
CARMEN 16 4 9 1 30
PALIZADA - 1 - - 1
TOTAL 87 15 16 13 131
% 66.4 115 12.2 9.9 100

Se observo un mayor nimero de personas con infeccion secundaria en la muestra
estudiada de los municipios de Campeche, Carmen, Champotén, Calkini y Escércega.
(Tabla 14). También los datos sugieren, que el virus DEN-1 empez6 su circulacion mas
temprano, es evidente que hay circulacion de los cuatro serotipos y que el DEN-1 es el

virus que mas ha circulado tanto primario como secundario.



Tabla 14. Distribucion segun serotipos de dengue de los individuos con infeccidn

secundaria en los municipios del estado de Campeche en el afio 2002.

D3| D1- | DI- | DI- | D2- | DL-
monicietos | D5 PEPE PP ] oo | o2 | pe | b3 | b2 | Tota
D2 | D3 | D4 | D3 | D4
D4| D3 | D4 | D4 | D4 | D3-D4
CALKINI o | 1 | 1| - | - | -] - 3 i } 10 | 24
HECELCHAKAN | 3 | - | - | - | - | - | - ) 1 1 5 10
TENABO - - - -1 - - - i - 1
CAMPECHE 6 | 18| 1 | 3 ] 9 | -] 19 1 8 1 32 | 98
HOPELCHEN S -1 | - - 1] 1 - - i 1 4
CHAMPOTON | - | - | - | - | 5 | 1| 4 2 4 1 0 | 27
CALAKMUL - -1 -1 -1-7T3 - i - 4 7
ESCARCEGA 1| - | 1] - 13 1-71 - 6 i 1 4 16
CANDELARIA | 4 | - | - | - | - | - [ 5 - i - - 9
CARMEN g8 | 9 | 1 | - | 3 | -] 3 | 3 ; - 18 | 75
PALIZADA 2 | - | - [ - -1-7T - - 1 - - 3
TOTAL 3 28| 6 | 3 |20] 2] 6 | 15 | 14 | 4 84 | 274
% 120102] 22 | 1.1 | 73 |07 237 | 55 | 51 | 15 | 307 | 100

El estudio seroldgico realizado sugiere que el serotipo predominante ha sido el dengue
1, este ha circulado en todos los municipios y se ha identificado con mayor frecuencia
en todos los grupos etareos; lo que sugiere que la poblacion susceptible a dicho serotipo
ha disminuido.

En Campeche, al igual que otros estados del pais, el dengue constituye una enfermedad
endémica en algunas zonas donde no se ha podido erradicar al vector y la importancia
de su estudio se debe al nivel ascendente de casos reportados en los ultimos afios en los
que ha habido brotes principalmente por los serotipos 3 y 2, lo cual ubica al dengue
como la primera enfermedad emergente en el pais (SSA, 2005; Lorofio et al., 2004).

La tabla 15 muestra la distribucion por edad de las personas con anticuerpos a DEN-1,
DEN-2, DEN-3 y DEN-4. En la muestra estudiada se observd que los porcentajes de
infeccion por DEN-1 fueron similares en la mayoria de los diferentes grupos etareos, no

resultando asi para el DEN-3, donde las personas mayores de 20 afios mostraron un




se observo una mayor infeccion a los cuatro serotipos fue el de 21 a 30 afios.

marcado incremento en la presencia de anticuerpos a este virus. El grupo etareo donde

Tabla 15. Infeccién primariay secundaria en los diferentes grupos etareos.

SEROTIPOS| 0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 | 51-70 |TOTAL
% % % % % %
Dl - 11 37 24 10 5 87
12.6% | 42.5% | 27.6% | 11.5% | 5.7%
D2 - 1 2 5 1 6 15
6.7% 13.3% | 33.3% 6.7% 40%
D3 1 3 7 2 1 2 16
6.2% 18.7% | 43.7% 12.5% 6.2% | 12.5%
D4 - 3 7 4 1 1 16
18.7% | 43.7% 25% 6.2% 6.2%
DID2 1 3 15 5 5 4 33
3% 9% 45.4% 15.1% | 15.1% | 12.1%
DI1D4 - - 10 5 3 2 20
50% 25% 15% 10%
DID3 - 2 5 10 7 3 27
7.4% 18.5% 3.7% 259% | 11.1%
DI1D2D4 - 2 6 3 1 3 15
13.3% 40% 20% 6.7% 20%
DID2D3 - 6 26 11 7 15 65
9.2% 40% 16.9% | 10.7% | 23%
DI1D3D4 - 2 7 2 3 - 14
14.2% 50% 14.2% | 21.4%
DI1D2D3D4 - 8 41 25 9 6 89
8.9% 46% 28% 103% | 6.7%

En el rango de 11-20 afios hubo 4 nifios positivos a dengue 1 (en México se considera
nifio a todo aquel con edad entre 0 y 12 afos). La infeccion secundaria fue
significativamente mayor que la primaria z>z.9, siendo mas frecuente la de los

serotipos D1D2D3 y D1D2D3D4.



En la poblacion del estado de Campeche, la infeccion tanto primaria como secundaria al
virus DEN-1 fue de 350 (86,4%) personas (la mas alta), seguida por 217 (53,5%)
infectadas con DEN-2, 211 (52,1%) con DEN-3 y 154 (38%) con DEN-4.

Todos los serotipos han circulado en México pero los causantes de FHD/SCD fueron: el
serotipo 4 en 1984, que causd una gran epidemia y la secuencia DEN1-DEN4 que
provoco 9 casos de FHD en Yucatan. La circulacion de los serotipos, aumenta
considerablemente el riesgo de infecciones secundarias, y de casos hemorragicos en
forma de brotes y epidemias (SINAVE, 2006).

Varios autores han sefialado que la infeccion secundaria es el principal factor de riesgo
de FHD/SCD y que dicho riesgo se incrementa hasta 15 veces cuando el segundo
serotipo es el dengue 2 (Halstead et al., 1988; Thein et al., 1997). Esto no se cumplié en
Campeche, a pesar de la amplia circulacion viral, los individuos infectados no
evolucionaron hacia las formas graves de la enfermedad. Segun Kouri, Guzman, Bravo,
1987, para que se desarrolle una epidemia de FHD es necesario que concurran varios
factores de riesgo del huésped, el agente y epidemioldgicos; estudios recientes refieren
cierta asociacidon genética, como en individuos tailandeses, donde se observo la
correlacion de los alelos HLA-A 0207 y HLA-B 51 para desarrollar FHD. En contraste
los alelos HLA 0203 y el HLA-B 52 tienden a presentar FD en una infeccion de tipo
secundaria (Stephens et al., 2002). A este respecto, en pacientes mexicanos se encontro
que el alelo HLA-DR4 es un factor genético que resultd protector contra FHD,
sugiriendo que los genes del complejo principal de histocompatibilidad juegan un papel
importante en la susceptibilidad o resistencia para el desarrollo de FHD (LaFleur,
2002). Con respecto al agente, datos epidemioldgicos moleculares han proporcionado
evidencias de mayor virulencia en genotipos que podrian determinar la elevada
incidencia del dengue hemorragico en América (Rico-Hesse et al., 1997; Rothman y
Ennis, 1999).

A partir del afio 2000 se ha reportado el incremento de casos de FD y FHD en nifios y
adultos, infecciones causadas por el serotipo DEN-2, por lo que podria deberse a la
introduccion de un nuevo genotipo del virus DEN-2 que ha estado circulando en la
region (Cisneros et al., 2006; Lorofio et al., 2004; Uzcategui et al., 2001).

La elevada frecuencia de infeccion por los serotipos del dengue en nifios y adultos nos
indica la alta circulacion de los virus en el Estado, siendo éste un factor epidemiologico

importante para la aparicion de brotes epidémicos.



En este estudio se encontr6 que el mayor nimero de individuos con anticuerpos
neutralizantes a dengue fue entre las edades de 21 a 40, sin que a la fecha exista un
estudio en las dreas endémicas del pais que evalue el efecto econdmico de la atencion
de los casos y, menos aun, de lo que representaria la atencion de casos de FHD. Dicha
estimacion resulta relevante al considerar los resultados de los estudios realizados en
Tailandia en 1981, en los que se calcularon los costos de la atencion de la epidemia de
FHD en aproximadamente 6.8 millones de dolares, mientras que en la epidemia de
Cuba en 1997 el costo estimado fue de 103 millones de doélares (PAHO, 2002). Cifras
de tal magnitud ponen de relieve el impacto social y econdmico que tendria para el
estado la aparicion de una epidemia de esta naturaleza y lo imperativo que resulta
fortalecer los programas de vigilancia, prevencion y control.

El riesgo se hace manifiesto con la circulacion de los cuatro serotipos y la existencia

adicional de un vector potencial el Aedes albopictus en estados vecinos.



Capitulo V. Conclusiones

» Se observé una mayor incidencia de casos de dengue en los afios 1994, 2000,
2002 y 2005. En los ultimos cinco afios se detectd un incremento de casos de

FHD.

» El cuadro clinico del dengue en el estado de Campeche fue predominantemente
del tipo benigno, los casos graves se han presentado en forma esporadica y la

mayoria ha evolucionado satisfactoriamente.

» Se determind que el grupo de edad mas afectado fue el de 15 a 44 afios, con un

ligero predominio del sexo femenino.

» Se demostro la infeccion por virus dengue en escolares que cursaron
asintomaticos, resultando relevante la asociacion del periodo de lluvias con la

transmision de la enfermedad.

» Se demostro en el brote de dengue ocurrido en un area rural del estado de
Campeche, la presencia de pacientes con manifestaciones hemorragicas, que
podria asociarse posiblemente a la introduccion de un nuevo serotipo y la

presencia de individuos con infeccion secundaria a dengue.

» Las manifestaciones hemorragicas se vieron relacionadas con la introduccion de
un nuevo serotipo, como fue la introduccion del serotipo 3 en el afio 1997, en el
que toda la poblacion era susceptible al mismo; asi como la presencia de

infecciones secundarias.

» La vigilancia seroldgica establecida permiti6 demostrar la transmision del

dengue durante los afios 1999-2000, en el municipio de Campeche.

» Se detectd la circulacion de los cuatro serotipos del dengue en el estado de

Campeche, encontrandose que el serotipo DEN-1 fue el que predomind.



» La elevada circulacion de los virus de dengue en el estado de Campeche
demuestra hasta el presente afio, una transmision en ascenso, que pudiera

traducirse en un riesgo inminente de epidemia en la peninsula de Yucatan.



Capitulo VI. Recomendaciones.

» Fortalecer la vigilancia clinico-epidemiologica y de laboratorio en el estado de

Campeche.

» Realizar aislamiento y caracterizacion genética de los virus del dengue que estén
circulando en el Estado, con el objeto de alertar a las autoridades de salud sobre
la entrada de un nuevo genotipo o si se trata de un genotipo con potencialidad de

desarrollo de FHD/SCD.

» Profundizar en el estudio de los factores de riesgo de la FHD/SCD relacionados

a la genética del individuo y la infeccion secundaria por dengue.
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