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INTRODUCC ION

El Dengue es una virosis aguda causada por alguno de los
cuatro serotipos del virus del mismo nombre (1), el cual es
transmitido al humano por la picadura del mosquito Aedes gggxggx
(1,2}, ta enfermedad se presenta predominantemente entre los
paralelos JO N a 20 5 y no mas alla’ de 1500 metros sobre el nivel
del mar (1,3). Es una enfermedad de distribucidn mundial; s: se
considera que la tasa de infeccion anual en zonas enddmicas es
del 10 %, se puede estimar que hay en el mundo mas de 100
millones de cases de dengue. En México los primeros informes de.
la entermedad se presentarcn'en el sureste del pais en 1978 (4) a
partir de esa fecha ha aumentado la distribucioh y el ndmero de
casos (4,5), s1in embarge el ndmeroc real de casos de dengue en el
pa{s se desconoce (5,6), entre otras rarones por que las pruebas
dxagndst)cas necesarias para la confirmacion de los casos
requieren de una i1nfraestructura que no siempre esl posible tener
en los lugares donde se presentan los casos y, por otra parte,
de personal debidamente entrenado. En América latinma, segun datos
de 1987, Méxi1co ocupa el segundo lugar en casos treportados, sin
embargo, en opimon de varios i1nvestigadores (5,6) el nimero de
casos podria Ser maydr ya que existe una alta proporclﬁn de casos
asintomaticos, de que las estadisticas disponibles estan
subestimadas y de que en el territorio nacional circula tres
serotipos del virus. Como se veera mas adelante, la forma severa
de la enfermedad se presenta asociada a la frecuencia de
infeccion y al serotipo causante de ella; por lo que es muy

importante conocer la respuesta i1nmune al virus en la poblacid1



‘su:eptible y la circulacion de serotipos en esa pablacxdn. En el

Estado de Guerrero se encuentra una tona de alta endemicidad para

éata 1nfeccidn por 10 que resulta un lugar conveniente ﬁar;
«

realizar estudios de vig:ilancia epidemioldgica, por la tanto el

presente trabajo tiene comp objetivo:

Analizar la prevalencia de antx:uer;os inhibidores de 1la
hemaglutinacion contra el virus del dengue,' asi como aislar e
identificar al virus en muestras upicas de suerc de individuns
durante un brote de dengue en la poblacicn de Mochitlan, Estado
de Guerrera.

fe ser ciertas las premisa antes aencionadas, esperamos
tener una alta prevalencila de anticuerpos ahibidores de  la
hemaglut:naci&n y describir la va;xedad de serotipes del virus
que cirulan en esa entidad.

" BENERAL IDADES

Los primeros reportes de dengue en Amdrica se temontan a
1635 cuando los colonizadores franceses en las indias
Occidentales reportaron una extrana dolencia que llamaron Coupe

de bharrs. E1 terming dengue fue introducida a la literatura

medica coma una traduccion del swahili: din a, dyenaa o ki denga
pepn, gue desceribe “un golpe subito causado por un espiritu

maligna". Los di1ferentes teérminas de knobkel-roorts dade en

fever o dandy fever dado en

Indonesia en 1779, vy el da breakbone

Filadelfia en 1780 fueron términos utilizados para describir la
enfermedad que ahora conocemps como dengue (6,7).
Existe una susceptibilidad universal a la inteccion por  los

virus dengue. El espectro clinico de la enfermedad es muy amplio



y dependiente de la edad. En los nifos la infecclion por dengue
es poco reconocible. Se estima que 4 de 10 intecciones cursan
asintomaticas (4-9) y qQue un cuadro febril ocurre en el resto
despugs de. 2 a 7 dias de incubacidn. El cuadro clinico en los
infantes se catracteriza por enrclecimiento de orofaringe, una
‘rinltis moderada, tos, molestias gastro intestinales leves, por
lo que muchas veces se diagnostica como far:ngftisn influenza,
sarampidn u otras infecciones de vias resplratorias altas (8). En
jovenes y adultos el dengue se manifiesta como un cuadro mas
tipico o “"clasico” caracterizado por un cuadro febril de mds de 2
dias de duracidn acnmpaﬁado por dolor retre ocular, dolor de
espalda, dolor en musculos y articulacidnes y conjuntivitis,
Purante el periddo febril se pueden presentar nauseas y vomito
linfoadenopatia, parestesias cutaneas, edema palmar,.cambnus en
el gusta, anorexia, constipacion y depresidn que puede llegar a
ser severa y prolongada. Es comdn que aparezca un exantema
morbiliforme que dura de 1 a 5 dfas (4,8). La aparicidn de
epistaxis o petdquias es poco frecuente y varia caon gl brote, la.
edad, el sexo y las cepas del serotipo responsable.

La Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) y el Sindrome de
Choque por Dengue (SCD) fueron reconocidos por primera ocasidn en
Australia en 1897 y en Grecia en 1928 (&), La enfermedad progresa
de un cuadro de dengue cldsico seguido por cebilidad y c¢olapao
tisico. Emn  la segunda etepa 2! pactrante praesenta ertremidades
irias y el tronco caliente, enrojecimiento facial y diafordsis,
irritabilidad 2 ngquietud. Fs posible encontrar petéquxaa
aisladas y equimosis, fragilidad capilar y =zangrados espontaneas

internas vy externos sobro todo en los sitics ce venopunciura. La



acrosianosis y la hiperventilacion son signos frecuenﬁes; el
pulso es rapido, débil y filiforme. Para concaordar con los
criterios dxagnﬁéticus de la Drganizacidn Mundidl de la Salud el
pac;ente con FHD/SCD debe presentar trambocitopénia ( menos de
100,000 plaguetas/mm3) y un hematocrito elevado un 20 % del valor
normal. La leucopenia ( menos de 5,000 leucocitos/ml) puede
aparecer al final del periodo febril. En los casos graves el
paciente desarrolla un cuadro subito de choque hipovolemico que
puede conducir a la muerte de no tratarse oportunamente (8).

El wvirus del dengue, que anteriormente formaba parte del
género Flavivirus (familia Jogaviridae), ha sido reclasificado
recientemente Junto con los otros miembros de este género en la

fam:lia Flaviviridae (10). Este virus es envuelto y tiene forma

esferica con un diametra de S50 nm. E1 genoma viral consiste de
una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva, con coeficiente
de sedimentacidn de 45 S y un peso molecular de 4 Kd y su genoma
consta de aproximadamente 11 K:!obases (t11,12). El genoma
codifica para tres proteinas estructurales y para un nidmerc no
determinado de proteinas no estructurales (12). Las tres
proteinas estructurales son : V2/C de 14 Kd que es un polipgbtido
bdsico gque interactua con el RNA  viral dando lugar a la
nucleocapside; VI/M de 8 kd ds la cual se desconoce su funcion,
aungue se espacbla que pueda interaccionar tanta con el complejo
V2/C~-RNA como cog VI/E que es la tercera proteina estructurali la
cual tiene un pesa molecular de S3-60 Ka, es una aglicoproteina
que forma parte de la envoltura del virus, en esta prateina 59’

encuentran los determinates dntxgénxcos de serotipo, complelo vy



grupo, as{" como varias funciones del virus tales camo:
neurotropismo, unidn a receptores celulares, neutralizacidn, etc.
{12-14).

Las celulas infectadas por el virus muestran un periddo de
eclfpse de aproximadamente 12 horas y no se ha detectado bloqueo
de la biosfntesis de macromoleculas de la célula huesped
(11,14). El virus se replica principalmente en ce€lulas del
sistema retfculo endotelial (Monocitos/Macrofagos) (13-15). El
antigeno viral se puede detectar en el citoplasma de leucocitos
mononucleares de la piel, bazo, ganglios 1linfaticos,sinusoides
hepaticos, alveolos y corteza tfmica (16), Tambien se ha
encontrado antigeno viral en linfocitos B circulantes en enfermos
con FHD (17}, El1 tropismo del virus por células del sistema
fagocftico mononuclear ha sido demostrado en monos y también en

experimentos in vitro (16,18). La replicacidn del virus se

‘incrementa progresivamente en el tejido linfoide y en leucocitos
y llega a su maximo cuando termina la fase de la viremia. Se ha
abservado que en el suero de pacientes con Dengue se incrementan
los niveles de fosfatasa acida proveniente de osteoclastos , lo
que sugiere que estas células también puedan permitiq la
replicacidh del virus, la cual puede explicar las artralgias que
se asocian con esta enfermedad (19). De casos fatales por FHD/SCD
s han podido aislar virus de diversos drganos , tales como
hfsado. corazon, ganglios linfdticos, pulmdn y medula osea (20},
Algunos serotipos del virus tienen marcado neurotropismo en raton
y presentan una patologia similar a la de otros virus
neurotropicos. €1 dengue 2 tiene neurotropismo en el raton

lactante y es capaz de replicarse en cultivo de neuronas de



ratén, ademas se ha detectado al virus infectivo en el bazo,
cerebro, meédula espinal y musculo esqueldtico de ratones
infectados experimentalmente (5).

Fara explicar.la presentacion de las formas de FHD/SCD, se
han Ppropuesto dos hipdtesis. La primera propone que los virus
pueden presentar diferentes grados de virulencia camo
consecuencia de una variacidn gen€tica que pueda estar
relacionada directamente con las manifestaciones graves de la
enfermedad. Esta hipétesjs fue propuesta por Leon Rosen en 1974
(21). La segunda fue propuesta por Scott Halstead en 1979 y
sostiene que la existencia previa 'de anticuerpos producidos
durante una infeccidn primaria contra un serotipo y la siguiente
reinfeccion con un serotipo diferente (infeccion secuencial
heterolaga) en un tiempo determinado, son condiciones
importantes para que puedan presentarse manifestaciones graves de
la enfermedad (1,18,22).

La primera hipdtesis se apoya en las observaciones hechas
durante un brote de dengue en la Isla Nieu en 1972 asaciada con
casos fatales con infeccion primaria causado por dengue 2. Estas
observaciones sugieren que algunas cepas de el virus pueden
poseer un elevado potencial virulento capaz de causar cuadros
graves. El ¢endmeno de variacidn antigeénica ha sido demostrado en

otros virus de la familia Flaviviridae entre 1los cuales se

encuentran los virus de la encefalitis japonesa, fiebre amarilla
y encefalitis de San Luis. Los diferentes serotipos del virus del
Dengue muestran una variacign antigdnica principalmente en 1la

proteina de envoltura (V2/E) y actualmente se han descrito varios



subserotipos de déngue 1, 2y 4 que representan variantes
antigenicos (23-25). La variacion de estos virus en virulencia y
marcadores antigénicos, refleja la alta tasa de mutacidn en su
gendma y subraya la importancia de la evolucionh de estos virus en
relacidn con los aspectos epidemiologicos de las enfermedades
causadas por ellos (23),

l.a segunda hipdtesis tiene un amplio respaldo en hallazgos
epidemiologicas y es la mds ampliamente aceptada. As{ por ejemplo
v se ha demostrado que las reinfecciones por los serotipos 2, 3 o
4 se asocian mas frecuentemente con manifestacidnes hemarraéi:as
severas cuando los individuos han estado previamente en contacto
con el serotipo 1 (1,22,24). Halstead propuso que la patoge€nesis
central del FRD/SCD radfca principalmente en que lds anticuerpos
(1g6) preformadas no neutralizantes y heteratipicos { anticuerpos
"facilitadores" ) forman un complejo anticuerpo-virus que
facilita la unidn y la infeccidn en ﬁonacitns, lo que permite una
amp!ifxcacx&n progresiva de la replicacidn viral en estas c€lulas
(1,22,26,27). Las evidencias in wvivo que sugieren la
participacidn de anticuerpos facilitadores en la enfermedad, se
han obtenido de estudios hechos en monos en 1o0s cuales se observd
que la viremia y l2 presencia del virus en los tejidos fueron
mas altas en los animales quee tenian anticuerpos preformados.
For otro lado, 1los leucocitos de sangre periferica de humanos y
monos inmines, muestran un mayor titulo de replicacidn del virus
que los leucoc:itos de los sujetos no inmines (1,22,26,27).

El riesgo de padecer FHD/SCD en casos de infecciones
secundarias es de 1 a & %, 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 afos), sexo femenino, buen estado nutricional, un intervalo
menor de cinco ahos entre la infeccidn primaria y la secundaria,
la secuencia de infeccidn y la cepa de virus (1,26)., La mayor
incidencia de FHD en personas blancas que en los de rasta negra,
observada durante la epldéhi§ de dengue hemarragico en Cuba
(1981), sugiere la posible participacicon de factores gendticos;
s1n embargo, hasta la fecha no se ha descrito ninguna aspciacion
de esta enfermedad con antigenos HLA (28).

La epidemia de FHD/SCD en Cuba apoyo la hipdtesis de que las
formas graves de la enfermedad ocurren en las infecciones
secundarias y no en las infecciones primarias. Asf, en ese pais
no se habian reportado casos de dengue desde la segunda guerra
mundial, hasta que en 1977-1978 se presentd una epidemia de
dengue 1 que afecto al 40 % de la poblacion total; 1a forma
predominante de esta enfermedad fue benigna. En 1981 se introdujo
en Cuba el serotipo 2 y las muestras pareadas de sueros obtenidos
durante la epidémle de pacientes-con FHD/SCD mostraron una
respuesta secundaria de anticuerpos. Como era de esperarse , los
nifios de { a 2 anos de edad no presentaron FHD/SCD ni requirieron
hospitalizacion; estos nifios nacieron despuds de la epiddmia por
dengue en 1977-1978, de tal modo que estuvigron solamente
espuestos al serotipo 2.

Hasta la fecha ha sido dificil esclarecer los verdaderos
mecanismos que expliquen el origen de las formas graves de la
enfermedad; sin embargo, es posible que varios factores como la

virulencia de la cepa del virus, las infecciones secuenciales



heterdlogas, el estado inmune del hdesped, la densidad del vector
etc., puedan coadyuvar a la presenta:iﬁn de las formas graves de
la enfermedad (5,29,30).

El dengue es transmitido al humano por la picadura de la

hembra hematdfaga del mosquito Aedes aegyptr (1,2). El mosquito

pica durante el dia y puede transmitir el virus:inmediatamente o
despuds de un perxédu de 8 a 10 dias, tiempo durante el cual, el
virus, se multiplica en las glandulas salivales. For otro lado,
este virus puede ser transmitido transovarialmente por ciertas
especies de Aedes (31). Este fenomeno puede permitir el
mantenimiento natural del virus y puede explicar por que el virus
es capdz de mantenerse activeo durante largos periddos
interepidemicos. Recientemente el mosquito A. albopictus ha sido
introducido al. continente americano y se ha detectados en 1S5
estados de Estados Unidos y en tres estados de Brasil (32). Si
este vector participa de manera importante en la transmision del
dengue en las Américas, es posible que se modifique el patrdn de
la enfermedad, como 'sucede en el sudeste asi1dtico, donde este
vector es el mds importante en la transmisidn del virus y donde
se presentan muchos casos de FHD/SCD.

. El 1= ti es un mosquito dom&stico altamente
antropofilico y prefiere depositar sus huevecillos en recipientes
de calar obscuro y de diametro ancho, especialmente aquellos que
se localizan en areas sombreadas. Los huevecillos se depositan en
los recipientes en cantidades que varian entre 30 y 50 por
ov:posxcxén, justamente por arriba del nivel del agua ‘y s0n
capaces de resistir la desecacidn (2), tienen una longitud menor

a 1 mmy al principio son de color blanco pero despues de dos

11



horas se tornan de color obscuro (2). Las larvas pueden madurar
en  un Periodu de dos a tres dias cuando la humdad es alta cerca
del mivel del aguaj; las larvas viven en agua transparente y la
pupa se desarrolla en cinco a diez dias, para emerger como
adultos dos dias mds tarde. En condiciones favorables, el ciclo
de vida de este mosquito se puede completar en diez dias. El
habitat de las larvas son los depdsitos de agua tales comos
reciplentes de metal, barriles, cisternas, hoyos en los arboles y
en las rocas, llantas de automdvil y de bicicleta, etec. la
eliminacion de estos criaderos disminuye considerablemente la
transmisicon de la enfermedad. Los mosquitos pican silenciosamente
preferentemente en los tobillos, codos, parte paosterior de las
rodillas y del cuello. E1 mosquito adulto tiene un radio de vuelo
no mayar de 100 m (2),
EFIDEMIOLOGIA

Asia tropical es la region de was alta endemicidad, la
infecci1én  es mas severa y frecuente, se presenta como FHD/SCD y
afecta pricipalmente a los nihos (menores de 15 anos). A la fecha
se han reportado poé lo menos 1.5 millones de casos entre los
nifos que han requerido hospitalizacidn y 33 000 han fallecido
por SCD desde que se reconocio como problema de salud pdblica en
los anos cincuenta (22,33).

La infeccidn pér dengue ha sido endemica en América por mds
de 200 anos. 'La primera epidemia de dengue se reportd en 1827. La
segunda se detectd en Charleston, Carolina del Sur en 1850. Las
formas severas y hemurrégi:as del dengue se reportaron ddurante

las epidemias en Texas en 1885-86, en Cuba en 1987 y en el Caribe



en 1922, LLas praimeras epidemias estudiadas en la reg)oh
latingamericana y el Caribe ocurrieron en Panama en 1904-12,
despuds en 1917 en Saint Thomas y en 1922 durante una epidemia
con mas de un milldn de casos en la frontera mexicano
estadounidense (6).

En 1941-42 Panamd sufric una epidemia de dengue causada por
el serotipo 2 (34,35). Este serotxﬁo s despla:é lentamente a lo
largo del Caribe y para 1958 se observd que el 23.3 % de la
poblacioh en ciertas regiones de Colombia tenian una respuesta
positiva de anticuerpos neutralizantes a este serotipo (6,34).
Para 1977, en Jamaica, ya se encontraba circulando el serotipo 1;
durante este afic Fuerto Rico repcrtd 224,000 casos y en 1978
reporto 450,000 (36). Esta epidemia se traslado del Caribe hasta
America Central y Mdxico hasta su frontera con Estados Unidos. €n
abril de 1981 el serctipo 4 se identificd por primera vez en la
regién del caribe en dos ciudadanos americanos que viajaron a
San Bartolome y St. Martin (&). Durante 1982-83, El Salvadar
reportd mas de 10,000 casos causados por este serotipo. Poco
tiempo después la transmisidn de este serotipo se detecto en
Fuerto Rico, Jamaica, Trinidad, Haiti, Surinam, Brasil y México
donde fue responsable de ocho casos hemorragicos y uno fatal
(37). Colombia ha sido el unico pafs de la regidn que ha
reportado circulacidn de dengue 3; al parecer durante 1983 este
serotipo’ pudo ser la causa de algunos brotes, sin embargo la
evidencia es unicamente serolégxca pues no se logro aislar al
virus (2B). Ya fu€ mencionada anteriormente la epidemia de
FHD/SCD de Cuba en 1981 y solo bastaria indicar que fué  la

primera epidemia de este tipo que se ha reportado en el

13



cuntlnentev(39).

En 1977 las autoridades internacionales de salud declararon
al dengue como problema de salud phblica regional. For esta razon
la informacidn schre dengue se comenzo a recabar sistematicamente
a partir de este afo. De 1975 a 1980, 27 paises en el hemisferio
reportaron alrededor de 660,000 casos mientras que en 1983 se
reportaron tan solo 25,214 lo que sugiere que muchos paises
subnotificaron el padecimiento (S,6). Asi, en 1981 se realizd una
encuesta en Surinam, en la que el 310 % de la poblacidn tuvo
sintomas clinicos compatibles con dengue ademds de haber
encontrado 3 casos de SCD (&) cuando durante ese mismo afo ningudn
caso de dengue fue reportado por las autoridades de salud de ese
pafs; durante la epidémia de dengue en Brasil en 1984 se
informarcon 47,370 casos, s1n embargo, esfudius
seroepidemioldgicos estiman que el namero de casos de dengue
durante e;ta epidemia fud de alrededor de SC0,000 (5,6,38,40),
Por otro lado se sabe que el dengue tiene un amplio ndmero de
infecciones asintomiticas y que esta proporcidn puede llegar
hasta @1 40 7% en la poblacidn suceptible en Puerto Rico (&).

En nuestro pais los primeros informes sobre el dengue
cldsico se presentaron en el sureste de Mdxico en 1978, A partir
de esa fecha los casaos reportados han tendido a descender, pero
como ya se sefiald anteriormente esto se debe a la subnatificacich
de Jos casos reales; algunos elementos que permiten afirmar lo
anterior son: a) la expansidn de la distribucicn de actxvid;d del
virus en casi la totalidad de los Estados de la Repudblica; b) la

circulacidn de tres serotipos en el pafs y €) la aparicidn de



brotes en regiones que rebasan los 1700 metros sobre el nivel del
mar como en los casos oe Oaxaca y Puebla de 1985 (40),

En 1987 se notificaron -casos por primera vez en las ciudades
de Guaymas (Son), Guamuchil (Sin) y Zihuatanejo (Gra). Se detecto
ademds una importante actividad virica en las ciudades de
Tapachula y Tuxtla Gutierrez (Chis), Acapulco (Grol), Mérida (Yuc)
y Veracruz (Ver)., La vigilancia serocepidem1oldgica indico que en
198% circulaban en el pafs por lo menos tres serotipos de dengue.
Se aislo dengue 4 en el estado de Oaxzaca, dengue 2 en Guerrero y
dengue | en Puebla y Sonora (5). Durante este afic se registraron
tasas de ataque superiores a 100 por cada 100,000 habitantes en
vari0s estados de la Repdblica (S5). En 1988 se repaortd un brote
en la zona urbana de Guadalajara (Jal) donde se presentaron 688
casos caon una tasa de ataque de 6.5 por cada 100 habitantes y
donde los datos seroldgicos son compatibles con una infeccidn
por dengue 1 (41), En un estudio realizado en la costa del
Pac{fico durante 1984, en las poblaciones de Santiago Ixcuitla
(Nay) , Fuerto Vallarta (Jal) y Manzanillo (Col) se logr&
demostrar la circulacioh de los serctipos 1 y 2 (42); lo mismo se
reportd en el estado de Guerrero. Aqu{ los casos reportados han
aumentado desde 1984, en este affio fueren 745; para 1%87 fue’ el
tercer estado en el que se notificaron mds casos (1,939) solo por
debalo de Daxaca (4,305) y Nayarit (2,314); y para septiembre de
1988 que es la informacidn disponible mds reciente, en  este
estado se repartaron 9464 casos (47%).

La mayoria de los casos reportados en mei1co han si1do  de
dengue clasico; sin embargo, ha habido casos esparadicos de la

,
entermedad con  manifestaciones hemorragicas (5). En 1986 se



reportarcn  dos casos en Nuevo Leén, 6 casos mas en 1987 y hasta
septiembre de 1988 otros dos en el estado de Morelos (43).
Finalmente es importante sefalar que varios investigadores
(5,6) cainciden en advertir que las condiciones epademxolégxcas
del pais son muy similares a las que se presentaban en Cuba en
1981 cuando se presento la ep:qemla de FHD/SCD, por lo que la
vigilancia epxdemxulég:ca y el control del vector son elementos
de gran impartancia en 1la prevencidn y contrdl de esta

enfermedad. ‘

16



MATERIALES Y METODOS

El disefio metodologico se dividio en dos partes; la primera
consistio en la recoleccion de las muestras en la pcblac:én
estudiada, la obtencion de los sueros en ese mismo lugar y el
empaque en condiciones cptimas para su translado a el laboratario
en la Cd. de México. La segunda parte cunslstiJ en la
determinacion de anticuerpos 1nhibidores de la nemaglutxnacxén
contra los cuatro serotipos del virus del dengue; previamente se
prepararon dos de los cuatro antfgenos paor no  poderse obtener |
comercialmente. Por otro lado, con las muestras de suera se
infectaron cultivos de tejido de mosquito para wntentar la
recupera:ldh del virus s1 este estaba en &l suero del paciente vy
su posterior ident:ficacion par inmunofluorescencia; en este caso
tambiéﬁ preparamos previamente los anticuerpos fluoresceinados
correspondientes. Finalmente la 1informacion recabada fue

procesada en una base de datos, para su andlisis.

OBTENCION DE SUEROS

La pnblacidﬁ de MDchltlén, se encuentra localizada en la
regxéﬁ central del Estado de Guerreroc a 1000 metros sobre el
nivel del mar (44), es de clima subtropical y cuenta con una
Pnblaciéh de aproximadamente 10,000 habitantes. Segun datos de
1986 habf{a 5,034 hambrés y 4,872 mujeres. El 14.2 % son menores

de 4 anos; 28.3 % entre S5 y t4; I8.1 % entr

entre 44 y 64 y mayores de &5 anos ol 4.2 Y. El municipio tenia

en 1986 una tasa media anual de crecimiento de 0,73
esperanca de vida para esta pnblacioﬁ en el mismo periodo fue’ de

- : 4
63.2 anos para los haombres y 70,2 para las mujeres. La poblacion
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econamicamente activa se concentra basicamente en dos
actividades; 64.7 % en las labores del campo y 15.4 % en
servicias comunales. €1 70.1 % de las viviendas tienen pisas de
tierra; 25.2 % carecen de agua entubada; B3 % carecen de drenaje
y 692.2 % son casas de una sola habitacidn. El {ndice de bienestar
del municipio calculado con base en informacidn de 1980 era de
18,612 muy inferijor al {ndice nacional que fue de 34.511 (4%,

El muestreo se realizo al azar y se tomaron 5 ml de sangre
de aquellas personas que presentaban un cuadro sugestiva de
dengue. Los sueros se procesaron en 21 Centro de Salud (558) del
lugar, se guardareon nmediatamente en hielo seco y se
transportaron al laboratorio donde se almacenparon a - 70°C hasta
su utilizacion. Conjuntamente con la toma de la muestra de suetra,
se llena’ un  cuestionario por cada individuo en el que se
solicitaron datos personales y ch’ni:ds que se consideraran
importantes para el estudio. En la toma de muestras y aph:a:xc’m
del cuestionario par“tlcipo' el personal médico del Centro de Salud
del lugar pasantes de la carrera de Quimico BiSloga Paras:tolug:;
de la Escuela de Ciencias Qufmico Biplogicas de la Universidad
Autonoma de Guerrera.

VIRUS

tos virus utilizados tomo referencie fupron los siguientes:
'Densue 1 cepa Hawaii, Dengue 2 cepa Nueva Guinea T, Dengue 3 cepa
HB7 y Dengue 4 cepa Filipipas H241., Estos varus nos  fuerco
proporcianades por los  laboratarios San Juan, Puerta Rico (€DD) .
Todos fueran cultivados en cerebro de ratdn lactante y fuego

subcultivadas en células TRA 284. Las ceélulas de mosgul to



‘infectadas con el virus de referencia presentaron
apruximadadmentg el 100 % de celulas infectadas a los 5 dias Oe
infeccidn con una dilucidn 1:100 de la suspensish original.
OBTENCION DE ANTIGENOS PARA INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

En el presente estudio se utilizaron los ant{genos
comerciales para IH de Dengue 1 (Hawaii) y Dengue 3 (HB?7), los
cuales antes de usarse se rehidrataron con agua destilada toda
una noche a 4 °C. Por el método descrito a continuacidn se
prepararon los antigenos de Dengue 2 (NGC) y Dengue 4 (H241).

La ohtencich de antfgenos se llevo a cabo segln la tecnica
descrita por los Laboratorios San Juan, FR. (CDC) (48), para lo
cual se inocularon ratones lactantes (de 1 a 2 dias de nacidos)
intracerebralmente con 0©.02 ml del antfgeno diluido el cual
consistio’ de una suspensiéh de tejido cerebral de ratcSn infectado
y mantenido en 30 % de suero bovino en amortiguador salino de
fosfatos (FBS) pH 7.4 (ver apéndice para 1;; formulaciones y
preparacidn de todos los reactivos y medios de cultivo que
aparecen en este trabajo). Los ratones se examinareon diariamente
hasta la aparicidn de los signos de la enfermedad que consiste en
pardlisis de los miembros pusteriarés, falta de coardinacidn
mu;cular, temblor gens?alizadu. etc. Cuando la mayporia de los
ratones presentaron estos signos y se encnntr&ban moribundos
fueron sacrificados.

Antes de obtener el tejido cerebral los ratones se
desinfectaron con alcchol al 70 %. Los cerebros se obtuvieron
asepticamente por médln de succion con jeringa de 20 ml y aguja
del nimero 18. E1 tejido as{ obtenida fue vertido a un recipiente

esté;:l y se almacend a -70°C hasta que se \tuvo la cantidad
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conveniente para preparar el antfgenc.

£1 antigeno se preparc en una campana de seguridad biolBgica

y todo el mater:ial que se uhlizc’y las areas de trabajo {ueron
desinfectadas con una solucidn de hipoclorito de sodio al 5 %
antes y después de ser wutilizadas. El tejido cerebral se
transfirid a un mortero estéril y se agrego’ 4 vollmenes ;:le
solucidn acuosa de sacarosa al B.5 %4 vy se hcmogeinizo’
completamente. El homogeneado se vertio lentamente (mas o menos 1
ml° de homogeneado por minuto) en 20 vollmenes de acetona ¢ria
contenida en una botella de centrifuga de 250 ml con agxta:ién
continua. Cuando se termino’ de agregar se mar.\tuvn en baho de
hielo por 1 h Pasado este tiempo se :entmfugo’ a 1,500 rpm par §
min a 4°C. E1 sobrenadante se retird por succidn, y el liquido se
R recibid en un matraz que contenia una solucidh de hipoclorito de
sodio. El precipitado se resuspendio’en 180 ml de acetona fria
con ayuda de un agitador de vidrio. Se dejo’ reposar por 2 h. y se
volvio® a centrifugar en las misma:s condiciones, Se retira' el
sobrenadante y el precipitado se secd por medio de vacio. Es muy
importante que el secado sea ra’ptdn y completo pues en nuestra
experiencia de no hacerse as:', disminuye considerablemgnte el
t{tulo de hemagluvtinacién del ant{gena. Despues del secada se
agr-escf una leucién de borato salino pH 9 (ES) en un vch:\men de
0.4 mds del voldmen original del tejido. Esta suspensxc;n se dejg
hidratando toda la noche a 4°C, Al dfa siguiente se centrifugo a
10,000 rpm durante 1 h a 4 C. Se obtuvo el sobrenadante y se
descartuf el boton. Se midid el voldmen del sobrenadante Yy se

agr‘ega’ Tris 1 M (en MNaCl al 0.85 4) de ¢tal +forma que 1la

20



concentracion final de Tris fuera 0.1 M.

Los antfgenos se prueban en un ensaya de hemaglutinacidn
para deterainpar su titulo hemaglutinante con eritrocitos de ganso
(BRBC) . La hemaglutinacitn con el virus del dengue es dependiente
del pH y por ello se tuvo que determinar el pH Sptimo para el
ensayo, el cual se realizd de la siguiente manera: a una placa de
microtitulacicn para hemaglutinacidn se agregaron 0.05 m} Jde
solucidn de albdmina bovina al 0.4 % en BS por pozo y se hicieron
diluciones sucesivas del antfgenn. A todos los pozos se lesg
agrego .05 m! de BRBC a wna d1lucidn 1:24 en el amortiguador con
PH de &.0, &.2, 6.4, 6.6, 6.8, ¥ 7.0 respectivamente. La placa se
dejd incubar par 1 h y .se determino ei t{tule hemaglutinante, el
cual es la dilucidn maxima del antfgeno que es capaz de aglutinar
los eritrocitos de gansc a un pH determinado y se expresa como
una Unidad Hemaglutinante (UH).

FRUEBA DE INHIBICION DE LA HENAGLUTINAEIDN {IH) .

Para realizar la prueba de IH los sueros se trataron
previamente segln la teéenica descrita por el €DC 146y,
llos sueros se incubaron por 30 min con 4 voldmenes de BS y §
voldmenes de una suspensidn de kaolin al 25 % en BS, la
5uspen515n se agito’ suavemente cada 10 min, se centrifugaron a
3,000 vpm por 30 min, se obtuve el sobrenadante y se transﬁlrx'o'a
un  tubo limpi1a, se asrega’ una gota taproximadamente 0.05 ml} de
paque'ée celular de BREC y se incubd en bafa de hielo por 20 ming
luege se centrifugd a 1,000 rpm par 10 min y se obtuvo el
sobrenadante. El suero as{ tratado esta ya a la dilucion 1:10 y

wento de hemaglutininas inespecificas. i.as sueros se almacenaron

a ~70°C hasta su uso.



Para llevar a cabo la IH se incuba el suero con una cantidad
constante de antigeno; esta cantidad expresada en unidades
hemaglutinantes (UH),

El ensayo de IH se describe a continuaci8n: en una placa de
microtitulacion para hemaglutmacu;n se hicieron diluciones
sucesivas de 0.025 ml del suero en solucidn de albdmina bovina al
0.4 Y% en BS (BABS). A todos los pozos se les agr'ego’ 0.025 ml de
antfgeno en BABS que tuviera 8 UH e.n ©.05 ml. Se incubo toda la
noche a 4°C y se agrego 0.0S ml de dilucidn 1:24 de GRBC al 8 %
(GRBC 1:24) en el pH dptimo de hemaglunnacxsn. For otro lado se
hicieron 1los siguientes controles: se verificd el titulo de el
anh'genu para confirmar la cantidad de hemaglutinina haciendo
diluciones seriadas de 0.05 ml del antigeno en BABS e incubando
con 0,05 ml de una suspensidn de GREC 1:24; as{ mismo, se hizo un
control de celulas incubando 0.05 ml de suspensi6n de GRBC 1:24
con 0.05. ml de BABS. Los sueros y controles incubaron durante 1 h
a temperatura ambiente y posteriormente se hizo la lectura de
.hemaglutinaciu’n.

AISLAMIENTO DEL YIRUS DE LDS SUERDS DE LOS PACIENTES.

Los sueros se descongelaron y se mantuvieron en vbaﬁu de
hielo con el fin de evitar la inactivacion del virus (47). Cada
suero se esterilizo’ pasandolo por un  filtro estéril de
nitrocelulosa de 0.45 micras. Con 0.05 ml de éste filtrads se
inocularon tubos de cultivo con cultivo de células de mosquito
TRA 284 semiconfluentes de los que pr*ev:émente se les retird 1 ml
de medio de cultivo. El virus se dejo adsorber durante 1| h a 28

°C. despue’s se ahadio | ml de medio TPB-L iS5 con 1 % de suero
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fet8l bovino (ver apéndice), Los cultivos se incubaron a 28 °C
durante dos semanas. Se incluyeron controles infectados con las
cepas de déngue de referencia y cultivos sin infectar.

LINEA DE CELULAS UTILIZADA

La 1fnea de celulas utilizada en el presentg estudio fué la
TRA 284 SFG que originalmente fud aislada ¥ caracterizada por el
Dr. Goro Kuno de los laboratorios San Juan, P.R. (CDD) 48) .
Esta 1fmea de origen epitelial del mosquito ne hematdfage
Toxorhynchites amboinensis crece en medio de cultive libre de
sugro en ausencia de CO2 y a 2B°C. Se cultivan en el medio TRB-L
15.

DETECCION DEL VIRUS POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

La deteccich del virus en las c@lulas infectadas se realizo
pos  la técnica de inmunoflourescencia directa (ID). Las células
infectadas se fijaron en un portacbletas escavado (Celi-bLine
Assoc.Minal ta,N.J, U5A) se incubaron con Qnticuergos anti-
Flavivirus can jugados con isotiocianato de fluoresceina
{Conjugado Directo) y la ubservacidn se hizo en un microscdpio de
epifluorescencia, para esto se procedio asf:

Los cultivos positivos se procesaron para el aislamiento del
vxéus por lo que las células se desprenden suavemente del tuboy
se centéxfugarnn por 10 min a 1,000 rem. ge descartd el
sobrenadante y el batdn celular se resuspendié en PBS; se
centrxfugJ nuevamente en las mismas condiciones y las células se
resuspendiaeron en una décima parte del votdmen ariginal
{aproximadamente 0.3 ml) con PB5. Se depusitJ una gota de la
suspensi1dn celujar sobre un portach jetos escavado, Los

portaabjetos se dejaron secar al aire por ! hr y se fijaron en
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acetona frfa por 10 min. Se sacaron y se deja evaporar el eiceso
de acetona. Se anadic una gota del conjugado directo y se incubo”
por 30 min en cdmara himeda a 37°C. Los portaocbjetos se lavaron
con PBS con ligera agxtacxdﬁ por 10 min y se cnlncé un
cubreobjeto con glicerol-PBS evitando dejar burbujas entre porta
y cubrecbjetos y se observd al micrasc6p1c de flourescencia. Los
sueros que dieron resultados positf{vos se conservaron a -70°C con
30 % de SFB, los que fueron dudosos se reinocularon en otro tubo
y los que fueron negativos se descartaron,

El conjugado utilizado (47) fue una me:zcla de sueros humanos
con altos tftulos de IH (mayores o iguales a 1280) para dengue;
en algunos ensayos preliminares también se utilizg el anticuerpo
monoclonal Z2H2 que reconoce determinantes antigenicos de complejo
de dengue (49). '

A continuacich se describe la obtencicn del anticderpo
monoclonal 2H2, producido por el hibridoma HB 114, y la
conjugacidn con isotiocianato de fluorescefna: se obtuvo ascitis
de ratones (HMAF) a los que previamente se les habia inoculddo
por via intraperitonial 1 x 107 células del hibridoma HB 114y se
pre:ipité}nn las gamma globulinas con una solucidn saturada de
(NH4) 2 S04, se dializdron contra FBES y se determing” la
concentracidn totdl de prntefha. se ajustd la concentracidn de
-protefna a 10 mg/ml y se incubd en bafio de hielo por 10 min en
amortiguador de carbonato-bicarbonato (0.5 M pH 9) y se agregaron
0.0125 mg de F1TC/mg de protefna; se incubd protegido de la luz
durante 12-1B h y se dializo  con FBS, Para eliminar la

7’
flourescencia inespecifica, el conjugado se absorbid con polvo de
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higade desengrasado de ratcn. La poténcia del conjugado se
determing pnr' dilucidn del conjugado en laminillas de células
infectadas, la dilucidn donde todavia se apreciaran células
flurescentes en forma de anillo seria la dilucidn de trabajo.
IDENTIFICACION DEL SEROTIPO DE LOS VIRUS AISLADOS.

Con el fin de identificar el seratipo de los cultivos que
resultaron positivos por la anterior te’cnxca; los cultivos de
células fueron incubados con el anticuerpo monoclaonal especfﬁco

' de serotipo (preparado en ratén) y se reveld can  un anticuerpo
an}:i—aamma globulina de ratén marcado ton FITC (conjugado
indirecto). La abservacin se realfza en un microscopio de
epifluorescencia.

Los anticuerpos monoclonales utilizddos en esta prueba son
los originalmente preparados por Henchal y colaboradores (49) y
proporcionados por el CDC (Atlanta GO.USA).

La poatencia de los anticuerpos monoclonales se praobs de la
misma manera que para el conjugade directo y agregando la misma
cantidad de conjugade indirecto (‘1 gota de dilucidn 1375).E1
conjugado directo se.tﬂ:ula de forma similar agregando la misma
cantidad de anticuerpo monoclonal. '

CARALCTERISTICAS DE LOS Acm UTILIZADOS EN LA IDENTIFICACION

Antigeno Monoclonal Tipo de Ig Det.Antigen Neut =~ IH Fac

DEN-1 15F3 19G TIPO - - -

DEN-2 3HS IgGl TIFD 81 +/~ NO

DEN-J SD4 IQGI TIPO d . - -

‘DEN-4 1H10 Ig(.'vl TIPO -~ - -

DEN-2 ‘ 242 : ISG‘ COMPLEIO NO NO 51
2a

2B



antigeno = Antigeno con el que se inmunizg”
Monoclonal = Identificacicdn de la clona probada
Tipo de lg = Tipo de inmunoglobulina del monoclonal
Det.Antigen = Tipo de determxné.nte antigenico

Neut = Actividad Neutralizante

IH = Actividad Inhibidora de la Hemaglutinacidn

Fac = Actividad Facilitadora
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FORLACION ENCUESTADA.

La Tabla I muestra la distribucicn en funcién de la edad vy
el sexpo de los individuos encuestados; solo tres 1ndividuos no
declararon su edad por lo que estos no son tomados en cuenta en
los totales cuando se refiere a edad, pero s{ respecto a sexo.Por
otro lado 2] sujeto de menor edad tenia 7 afos y el de mayor edad
77 ahos.Declararon haber padecido dengue 67 (48.5 %) peréunas; no
haber padecido 52 (3B8.4 %) y que lo ignoraban 18 (13,0
4) .Presentaron fiebre durante las 24 h anteriores a la toma de
muestra 125 (90.6 %) personas y no presentaron fiebre antes de la
toma de muestra 13 (9.4 %).Es 1m;crtante senalar que & (4.3 %W
personas no declararon haber padecido fiebre, ni tuvieron
dengue antes de la toma de muestra.

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

En la Figura 1 se muestra la reactividad de las muestras
frente a por lo menos uno de los cuatro antigenos probados de
dengue; esto es, se considero un suero positivo aquel que por lo
menos en un antfgenc tuviera un titulo igual o mayor a 1:20, este
tftulo es el generalmente aceptadao para’la prueba IH (4&).

Con el +in de opbservar tendencias en la respuesta por
antigenos, la Figura 2 muestrs la distribucidn porcentual por
tf{tulo de IH y antigeno probado. .Solo . se pressntaren 10 CaEgs en
que la respussta por IH fué solo para un antigeno; uno para Den=2
y nueve para Den-4.

La reactividad por grupo de edad se muestra en la Figura 3.

La Figura 4 mquestra la reactividad en funcidn del sexo. Es
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pertinente mencionar que los dfas en que se tomaron las muestras
fueron dfas hdbiles; por ello, en los domicilios se encontraron
mas niﬁng y .mujeres que hombres. Por otvro lado, la maycrfa de los
sujetos que trabajan acuden a sus actividades aun cuando esten
enfermas.

SIGNOS Y SINTOMAS EN LA FOBLACION ENCUESTADA

Los signos y sfntomas mds frecuentes encontrados entre la
poblaciﬁn encuestada se presentan en la Tabla I1. En el cuadro se
incluyen los signos y sf{ntomas que con mayor frecuencia se pueden
enéuntrar en el llamado dengue clisxcn, aunque no solamente en
este. Ya que no se pudo realizar pruebas de laboratorio que
fueran concluyentes, las respuestas a ciertas preguntas son
ambiguas en tanto que pueden ser contradictorias o parciales.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS DEL DENGUE

Se lngri aislar 21 virus de 25 muestras (18,1 %) pero solo
de 16 (11.6 %) se lung identificar el serotipo, en todos los
casos fue” DEN-4. La Tabla III muestra los datos mds importantes
de los pacientes a los que se les aislc el virus.

En los sueros que se pudo identificar el serotipo, 14 (B7.5
%) presentaron fiebre y 2 (12.5 %) no; 7 (43.8B %) declafon haber
padecido dengue antes de la toma de muestra y 9 (56.2 %) declaron
no haberlo padecido. De aquellos a los que no se lagro determinar
el serotipo,? tenfan fiebre y 2 no; 4 declararon haber padegido
densuE,A 3 declararon no haterlo padecido y 2 no sabian sf lo
habian padecido, Es interesante que de los 1& individuos a los
que se les aisld e identificd el serotipo 4, 2 (12,5 Z) ni

presentaron fiehre, ni declararon haber padecido dengue antes.
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La Figura S muestra la dxstrlhucxoa de identificados y no

identificados por grupo de edad.
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La prueba de deteccidn de anticuerpos contra el virus del
dengue por inhibicidn de la hemaglutina:ién (IH) muestra un alto
porcentaje de sueros pasltfvos (Fig.1). Esto sugiere qde la
poblacidn estudiada ha estado en contacto con el virus; y dado
que casi el 50 % (Fig,2) de las muestras presentan titulos
mayores o iguales a 1:1280 se puede suponer que el contacto con
el virus es frecuente; esto es, que la pobla:x&h se encuentra en
una zona donde la infeccidn se presenta en forma endémica. Esta
observacidn es, en cierto sentfdo, inddita pues los reportes de
casos de dengue en el estado de Guerrero mencionan
primordialmente a las regiones de la Costa Grande y Costa Chica y
a la regién de Tierra Caliente como zonas endémicas (S0). Es
posible que esto sea reflejo de la subnotificacién de casos que
de 1la introduccion reciente de la enfermedad a esa 2ona, Yya que
la respuesta a 1os cuatro serotipos es muy alta, el 377 tiene
titulos mayores o iguales a 1:1280 para los cuatro serotipos y se
ha observado que en zonas endémicas la respuesta de anticuerpos
I1H es semejante (4,51), con lo que la posibilidad de ' que esta
pablacién haya tenido un primer contacta con el virus ' es muy
baja.

El tftulo de antlcuerpos-en el suero frente a los antfgenos
probadas fue’ muy heterogeneo (Fig.2), No se abser;a alguna
tendencia significativa que favorezca a alguno de los serotipos)
sin embargo, se obtuvieron 9 muestras en las que la reaccion fue
solamente positiva para el ant{geno de dengque 4 , esto sugiere

-
que esos pacientes sufrieron una i1nfeccion por este serotipo. De



estos sueros se logrd aislar e . 1dentificar al serotipo 4 en 2
muestras (}abla 11D

Aunque no se pudo obtener una segunda muestra de suero, s8
puede concluir que dada la alta heterogeneidad de la respuesta
por IH y 1la magnitud de la misma, la mayor{a de los casos
mostraron una respuesta secundaria heterotfpica (46).

No se encontraron evidencias por IH de que alsﬂn grupo de
edad o sexo fuera mids afectado (Fig.3 y Fig.4). El hecho de que
no se encuentren sueros en los gupos de edad de 45 a &4 afos Yy
mayores de &4 no es significativo, debido a que la cantidad de
muestras de esos grupos es relativamente pequeha. En  otros
reportes se ha sugerido que la poblacidn mas afectada es la de
)Svenes adultos y mujeres (1,28,29). Aunque es todavia materia de
discusidn parece que por lo menos en el caso de la incidencia en
mujeres, esta prapensxén es reflejo de que el vector tiene
habitos urﬁanns por 1o que en las zonas donde la actividad
principal . es la agricola -~y esta la ejecuntan los hombres- las
mujeres, por permanecer en sus hogares, tendrian mayor
probabilidad de ser picadas por el mosquito y de esta forma
infectarse. Parece ser esta la razdn de la alta prevalencia de
anticuerpos en mujeres detectados en este estudio (28). Tambign
es posible que no se observen diferencias pues, en la mayoria de
los casos los tftulos por IH son bastante altos y, por otro lado,
que no se puede saber s1 todas las muestras provenian de sujetas
realmente enfermos.

Los signos Yy sintomas que se reportan en este trabajo son

similares a los que generalmente se encuentran en otras zonas
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endémicas de dengue (4,51}, Es 1mpartante sefalar que un signo
hemorrigico coma las petequias se encontro en el 37 % de los

casos., Este hecho es cualitativamente sobresaliente ya que 1las

manifestaciocnes severas de la enfermedad se asocian con
manifestaciones  hemorragicas principalmente en infecciones
secundarias heterologas (1,20)., For las limitaciones de este

estudio, no se pudo tener informacidn clinica y de laboratorio
adicional, que pudiera aportar mds datos al respecto; sin embargo
el hecha de encontrar manifestaciones hemorrdgicas (las
petequias) en un brote de dengue clé%ice, alerta sobre 1la
posibilidad de encontrar mds frecuentemente este tipo de
manifestaciones en esta regidn. .

De un total de 25 muestras de las cuales se logro aislar el
virus, solo se pudo identificar al seratipoo 4 en 1é& muestras. Es
posible gque en estas nueve muestras se haya perdida al wvairus
durante el procesamiento para la 1denti4i:aci6n| probablemente se
encontraba en muy baja concentracion y al descongelarse la
muestra para 1dentificacién el poco virus que hubiera se bhabria
inactivadoy este virus es muy 13b11 a la temperatura (13). La
eficiencia de aislamiento fug baja (18.1 %) a pésar de que un
criterio clfnico de inclusidn importante (ué la +Fibre; no
obstante hube por lo menns tres casos en los que se aislg al
virus y los pacientes declararon no haber tenido fiebre ni haber
padecido dengue con anterioridad (Tabla IID)

Resulta interesante confrontar los datos de aislamiento
viral con la respuesta de anticuerpos por IH; como se observa en
la Tabla Ill, los tftulos por IH de los sueros a los que se les

- . .
aislo el virus, son muy heterogeneos; se encuentran desde sueros
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negativos - por IH (S de 25) hasta sueros con titulos mayores o
iguaies a 1:1280 para los cuatro serotipos. Estos ultimos son
particularmente 1nteresantes y sehalan que a pesar de presentar
titulos altos de anticuerpos contra gl virus esta no  parecen
tener un efecto neutralizante significativo, la que explicaria
que lograrames aislar al virus en cultive de células adn  en
presencia de tftulos altos de anticuerpos anhibidores de la
nemaglutinacidn. Por otre lado, coma se pueds observar, los
t{tulos de anticuerpos por IH cuando se prueba con antigeno de
dengue 4 tienden a ser mayores que para los otros serotipos
(Tabla 1I11); vale la pena sefialar que cuando se tienen titulos
altos con el antigeno de dengue 4 también se aqbservan con
antigenc de serotipo 2, lo cual putiiera explicar, en parte, que
exista cierta relacidn antigénica entre estos dos seratipos (S2).

La Figura 3 muegtra que el grupo de edad donde se realizaron
mds aislamientos fue el de 15 a 44 anasy esto correlaciana  muy
bien con otras observaciones (43,9113 es cierto que son muy POCas
muestras; sin embargo, resulta ilustrativo de que cuando se toman
en cuenta solo los casn; comprobados la disteribucidn tiende a
ardenarse de ptra forma. Cuando se comparo aislamiento con sexo
dél paciente se encontrd gue no habia ninguna diferencia por lo
que no se muestran los resul tados.

Quiza el hallazgo mds sobresaliente encontrado en este
estudio, es el hecho de haber aislado al serotipo 4 en esta
regidn 3 ya que hasta ahora no se habfa reportado circulacidn
de este serotipo en el estadoe de Guerrerog los estudios

R . -
realizados con anterioridad aportan evidencias de la circulacion



de serotipo 1 y serotipo.2 (53); en un estudio bastante completo
realizado en 1987 por Gomez Dantes y colaboradores (42} se
obtuvieron muestras de tres localidades ubicadas en la costa del
pa:f+1co ( de Nayarit a Colima ) solo se encontrd’ evidencia de
a:txvxdaa de dengue 1 y dengue 2 . For otro lado, el tnico brote
de dengue hemorragito que s& halla documentado y del cual se
tienen evidencias de casos fatales asociados con FHD/SCD ocureido
en México (Hé}ida,Yuc. 1984 ref. 54) fue causado por el serotipo
4.

'Ccmo es sabido, uno de los factores que puede favorecer la
apariciéh de casos severos de la enfermedad es la secuencia de
infeccidn por dos serotipos distintos (1) asi, se sabe que la
secuencia del serotipo 1 y 2 como sucedid en el caso de Cuba (26)
o la secuencia de los serotipos | y 3 como ocurre en el sureste
asidtico (%) han provocado las epidemias mis graves de dengue
hemurréﬁi:o y son una causa impartante de mortalidad. Dado estos
antecedentes, el riesgo de que se puedan presentar brotes
hemorrdgicos en edo. de Guerrero aumenta considerablemente con la
cir:ulacxﬁq del serotipo 4 demostrada en este trabajo.

Otro aspecto interesante es que aungue el seratipo
responsable del brote hemnrréﬁlcs en vucatdn {ue’ el 4 no se puede
asegurar que sea el mismo que se aisld en el esudioy ello es
relevante pues es posible que entre diferentes cepas del mismo
serotipo varie la virulencia o la patogenicidid (24) . Aquf cabria
hacer una reflex1dn sore la importancia de 1la vigilancia
epidemilogica de la én{ermedad a la lJz de estos resultados. Si
bieh es cierto que los sistemas de vigilancia del Sector Salud

genharan bastante infarma:iEn sobre el estado EP)dEmlDlEleD de la
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enferﬁedad, parece evidente que esto no es suficiente. De 1987 a
la fecha no se ha reportado oficialmente actividad de el serotipo
4 en Guerreroj; sin embargo ya se tenfa informacién de la
presencia de dengue 4 en Daxaca (50) y Morelos (55), estos
estados tienen un alto intercambio migratorio y camercial con
Guerrero (45), por lo gue era de esﬁerarse la introduccidn de de
el serotipo 4 al Edo. de Guerrro. Por otro lade, habria que
remarcar la subnotificacidn de Casos, puéé como lo demuestran los
resul tados por IH, s ei 90 7% de la pcblacxéh de la comunidad ha
tenido contacto con el virus del dengue y la comunidad tiene una
pobla:i&h de casi 10,000 habitantes, no se explica como de 1986 a
1988 sdlo se han reportado aproximadamente 3,000 casos en todo el
estado de Guerrero (43),

Un aspecto im?crtante que no fue abordado en el estudio,
pero que al realizarleo se comprendio la urgente necesidad de
abordarlo, es el estudio de el vector. La influencia de la
densidad del mosquito en la dindmica de los brotes ademds de la
eficiencia de transmisidn de la enfermedad, son elementos que
darian mucha informacicn para el control de la enfermedad. En
upin:&ﬁ del Dr. Scott Halstead (comunicacidn perscngl). el
control del vector parece ser el punto critico en 1la pnevenc:éﬁ
de la enfermedad, dados los problemas que ha tenido la senerac163
de vacunas eficientes para dengue.

A partir de los hallazges realizados en el presente‘ tﬁabaan
seria muy nteresante comparar las cepas del serotipo 4 que
circulan en México mediante el usp de tdenicas inmunologicas y de

hiolugfa molecular. Esta 1nformacidn puede contribuir al

(2}
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mantenimiento de una red de vigilancia epidemilogica y
prevencicn de brotes hemcrr‘a’g:cos. También seria valiosa tener
téenicas digndsticas mds rdpidas, sensibles, especificas vy
senflllas, pués es un hecho que sin una técnica adecuada de
diann‘stico. la capacidad de respuesta ante un brote es bastante
pabre,

El problema del dengue en Mexico requiere de un esfuerzo en
ta wvigilancia epidemiologica, y estudios como este aportan
informacinﬁ a las dependencias del Sector Salud.

Hay necesidad de que profesionales del are-a se entrenen en
el dia5n6stx:a de esta enfermedad , en el control del vector y en
estudios epidemioclogicos. En s{ntesxs, el dengue es un problema
de salud piblica al cual no se le ha dado la importancia que su

compleja biologfa requiere.
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CONCLUS1GNES

a).~ En relacion a ia prevalencia de anticuerpos inhibidores de
la hemag]utina:xéh contra el virus del dengue, se en:cntrd}

1.- ta comunidad estﬁdxada se encuentra en una zona donde la
enfermedad se presenta en forma endemica.

2.- La mayoria de los casos presentan una respuesta de tipo
secundario y heterotipico, con lo que la posibilidad de
desarrollo de manifestasiones severas de la enfermedad aumenta,
3.~ Queda newostradn. dada la alta prevalencia de anticuerpos IH,
la subnotificacidn de 1los casos de dengue reportados en este
estado.

b).- En relacidn a la variedad de serotipos circulantes en la
comunidad, se demuestra:

1.~ La circulacicon del serotipo 4. Este serotipo no se habia
aislado en la regx&h anteriormente.

2.- Adicionalmente se encontri'que. aunque el cuadro ciinico
corresponde al de dengue clé%xca, en una propar:xﬁh impartante de
casos se presentan manifestaciones hemorrééicas leves como

petequias,
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PREFARACIDON DE REACTIVOS Y MEDIODS DE CULTIVO

-~ SOLUCION DE SACARDSA AL 8,5 %
SACAronsa Q.Pse.cersss B.5 g
Agua dd.sssessveees 100 m}

Se disuelve 1la Sacarosa y Si es necesario 'se 4x;tra y
esteriliza en autoclave a 10 lbs por 10 min.
- SOLUCION DE BORATO SALIND pH 9
Acido borico 0.5 M ...... 100 ml
NaCl 1.5 M ...cveveeerees 8O ml
NaOH L N .eiovivvenenarses 24 ml
Agua dd q.b.pP. cveeesass 1000 ml

El 4dcido se disuelve en la mitad del volumen que se va a
preparar y se calienta ligeramente hasta disolucidn total. Se
enfria a temperatura ambiente y se afora a la marca. Despuég de
mezclar las soluciones y determinar el pH. Ajustar si es
necesario.
- AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS pH 7.4, 0.01 M N
NazHPO4 (ANh) ..veeeneaene l.é4 g
NaH2P04.H20 ..vsceecee.eas OuiB g
N3Cl seececevansnsescasees B.5 g
AGUA dO.vesesenaensesese 1000 ml

Disolver 1los companentes y ajustar el pH en caso necesario
con NaDH 1IN o HC1 iN. Esterilizar en autoclave por 10 min a 10

- lbs de presiéh.
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— SUSPENSION DE ERITROCITOS DE GANSO

A un ganso macho adulto se le extrae asepticamente por
pun::&h venosa aproximadamente 10 ml de sangre, la cual se mezcla
con 30 ml de anticuagulante de Alsever. Se obtiene el paquete
celular cEntrl?usandc a 1,000 rpm por 10 min. El plasma se
descarta y el paquete se lava tres veces con solucidn de dextrosa
gelatina veronal (DGV). Se completa el volumen original con DGV y
se almacena por lo menos una semana a. 4 C antes de usarse. De
esta suspensxé% se preparan volumen a volumen soluciones al SO0 %
y 8 % para los diferentes ensayos.
— ANTICOAGULANTE DE ALSEVER
dextrosa scasienenes 20.5 g
NaCl.ciesosaseeennneas 4.2 g
Acido c1tricO.ceeses 0.55 g
citrato de sodio .... B.O g
Agua ddeseeascarses 1000 ml

Disolver y esterilizar en autoclave 15 min a 10" 1b de
presion. » )
- SOLUCION DGV
deXtrDSA c.cseersscnnsrsecasse 10.0 g
Ac1do barbitdrico veiviiieeess 0.58 g
barbiturato de SodiD .....eiss 0.38 g
gelatina R R R R PR 0.48 g
CaCl2? (ANA) cieevvacnnsaneeses 0,02 g

MGSO4.7HZ0 vevvernnvensianenes 0,12 g

NACL evvvveveneanoranserasaass BuS g

AgUA Od seceennvevcracnssasss. 1000 ml



gl 4cido barbitdrico y la gelatina se disuelven gpavte de
los demds, en un cuarto del volumen que se desee preparar.Fara
lograr su disolucién se calienta hasta disolverlos completamenta,
se deja enfriar a temperatura ambiente y se mecclan con los demés
componentes 759 esterliza en las condiciones estandar. Después
que se haya enfriado se checa el pH que debera ser de 7.0 a 7.6
en caso contrario descartar la soluciéb y prepararla de nuevo.
- SOLUCION DE ALBUMINA BOVINA AL 0.4 % EN BS
Solucidn madre de albumina BOVIAA eee..eens 100 ml
BS tieiecrenrisctecntcnstnronenarsessssans 00 mi

No es necesario esterilizar. No se debe utilizar dequéé de ~
una semana.
— SOLUCON MADRE DE ALBUMINA BOVINA
albiimina bovina (Fraccion V de Conm).... 4.0 g
BB sessscerrrsacrssssssssarsarcsasnsaes 170 ml

Se esteriliza por fi1ltracidn en Millipore de 0.2 micras. La
solucich es estable por lo menos tres meses.
- SOLUCIONES AMORTIGUADDRAS PARA DILUCION DE GRBC

?ara preparar 100 ml de solucidn se mezclan las cantidades

indicadas a continuacions

PH final Solucidn A Solucion B

5.78 3.0 ml 7.0 ml

6.0 12,5 " az.s "

6.2 22,0 " 78.0 "

4.4 32.0 . 68.90 " J
6.6 . 45,0 * 55.0 " :
4.8 55.0 " 45.0 "

7.0 &4.0 " 36.0 "

fé



pH;ffng! ) Solucidn A .. : ,_Sb!u:iék B
70200 72.6 m1 ‘ SRR és.o m
7.4 - . 79.0 ¢ 21.0 ¢

Se mezclan‘ las soluciones Ay .B en las proporciones
indicadas y se determina el gH mezclanda v?)ﬁmenes iguales de
amortiguador y BS. No es necesario ajustar, si se desea hacerlo,
utilizar las mismas soluciones. Las solucianes de pH entre 5.75 y
&.6 se pueden almacenar éin esterilizar a 4 C las restantes es
mejor almacenarlas esterilizadas en las condiciones estandar,
para evitar la cristalizacidn de las sales

~ SOLUCION A

NaCl 1.5 M tioeiaennress 100 ml
Na2HPD4 2,0 M +.ccvareve 100 ml
Agua dd ... .seieresnaes BOO ml

~ SOLUCION B
NaCl 1.5 M ..uvecneannss 100 ml
NaH2PD4d 2.0 M .c.vseuess 100 M
AQUA dd vesonreneasnsane BOO ml

Se preparan las soluciones concentradas y se mezclan. No es
necesarip esterilizar, Se puede almacenar a temperatura ambiente
por mis © menos dos meses.
~ SUSPENSION DE KAQLIN AL 25 %
kaolin (Fisher Sci.} ........ 25.0 g
BS cicsvecrracterracnsosnsese LO0 ml

Se suspende la cantidad que se desea preparar de kaolin en
88 y s2 agita poé lo menas 4 h a temperatura ambiente, se
transvasa a un recipiente adecuado y se almacena a 4 € por un par

de dfas antes de usarse. FProcurar utilizar el nismo lote de
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kaolin hasta donde sea posible pues la efj:ien:xa -varia
considerablenente de lote a lote.
. = MEDIO TPE~L 1S
Caldo triptosa fosfato ...,..-S500 m}
Medio Leivowitz # 15 ........ S00 ml
LDs. medi0s  se preparan por separado con  agua doblemente
gestilada y desionizada (1B megaohms?; se esteriliza el caldo
triptosa fosfato en autoclave a 15 1b/plg2 par 1S min, el medio
de ieivowitz por filtracidn en unidad Millipore esteril]l con
filtro de 0.2 micras.
-~ BLICERQL-FPBS 70 %
glicerol .....v0000 70 ml
FES tiiireriaasveess 30 ml
Se mezclan los componentes y se deja reposar por unos dias.
-1 puede mantener almacenado por tiempo indefinido si  se

esteriliza en autoclave por 10 min a 10 lb de presién.
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Tabla. 1
Poblacidn encuestada segin edad y sexo.

i

gg%" (2505) TOTAL| % T:;':B 'asa Torx_ufsi/f s
1 o |o.00 0 000 | © ! 0.00
-4 .0 000 | O 000 | 0 | 000
5-14 40 | 2899 8 2000 | 32 8000
5-44 62 | 4493 | 21 3387 | M@ s§.13
45-64 24 | 1739 4 16.67 | 20 83.33
65 ' 8 580 3 3750 | 5 6250

No : | P
DECLARARON, 4 2.90 2 5000| 2 50,00
TOTALES | 138 [100.00 | 38 | 2754 | 100 . 72.4é




Tebla Il.

Signos y Sintomas mas frecusntes encontrados en
ia poblacion encuestada.

Total %
FIEBRE 128 90.6
DOLOR DE CABEZA 126 91.3
DOLOR MUSCULAR 124 89.9
ESCALOFRIO 10 79.7
DOLOR OCULAR 108 78.3
DOLOR DE ARTICULACIONES "7 84.8
. NAUSEA/VOMITO 84 60.9
ERUPCION L] aro
DOLOR DE GARGANTA T2 62.2
TOS 40 29.0
DIARREA 49 35.5
RINITIS 53 38.4

ICTERICIA 26 18.8




Datos de los enfermos que se les aisiG el virus

Tabla.

TITULO DE ih
SUERD EDAD {Afos)t SEXO FIEBRE EE!I{%ES SEROTIPQ| DEN 1 DENZ |3EN3 |DEN @
0001 16 M St NO 4 640 40 0 40
0008 14 Ll 8 4. 1280 1280. prd- €33
0020 13 F. St NO 4, éo. 10 2. 160
0032 [:] M St 51 4 20. ] : 1287
0040 an L] sl NO 4 o o < 640
0053 43 L] Sk NO ' 4 [+] ] 10
0061 6 L] St sI 4 40 10. 40 BO
0010 19. L] St Si 4 1280 160. R0 640
OOBA 23 F St Sl 4 1280. 1280 1280. 1280
00 34 M sl St 4 eo 80 BO 160
oneg 38 F Si NO 4 160 40. 80. 40,
o9 T 24 14 St NO. 4 0. 80 10 160
020 22 F NO NO 4 [+] o 0. ao
o122 10 M St KO. 4 7] V] g )
[L31] 24 L 5 St 4 1280 1280 1280 l 1280
0136 38 F° NO NG 4 1280. 1260. 1280 *25C
0009 15 g F s < ND 1280 10 20 zc
o022 10 g F NO. NO. ND. 4] o ] 10
0026 L1 F Si 51 NO. o o ol 0.
[ 4 ] L] st NG SA3€ NC [+] 0. 2 0.
01‘4!4 T -: F NO NS NG av 20 - ]
0033 27 . F St Si N2 10 20 M [+
0054 3 i L St ’ NG SABE ND 1289 1280 1280
o124 28 L] s SI Ne 20 10 3 20
0132 49 F S NO ND 1280 1280 1252 1280

No Identificado




100.0
80.0

60.0

IS
o
o

20.0

Porcentaje

0.0

FiG. |

POSITIVOS NEGATIVOS

Reactividad de las muestras de sueros por inhibicién de

la hemeglutinacidn {IH) con antigenos de dengue
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FIG.2 Titulo de Inhibicion de ka hemaglutinacidn en fos sueros
colectados y probados con los 4 antfgenos virales.
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FIG.3  Reactividod en IH por grupo de edad.
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FIG.5 Alskamiento del virus del dengue en el suero de pacientes
segun edad. :
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