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EN LA PROVINCIA DE CORONEL PORTILLO. UCAYALI, PERU
(2000 — 2001)

Rimarachin D%, Tomas Paredes A, Enrique Pérez P*.

RESUMEN

Objetivos: identificar y determinar la circulacion de los serotipos de virus dengue durante el brote producido entre
los afios 2000 y 2001 en la provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali, Perd. Materiales y Métodos: Se
trabajé con los casos probables de dengue que enviaron sus muestras al Instituto Nacional de Salud para su
confirmacion diagndstica, se determinaron los casos de infeccion reciente a partir de ELISA de captura de IgM (MAC-
ELISA), se realiz6 el aislamiento en cultivos de células y la identificacion por inmunofluorescencia indirecta (IFl).
Resultados: Se procesaron un total de 742 muestras, se obtuvo que 19,1% resultaron positivos, 75,1% indetermi-
nados y 4,3% negativos. De las muestras positivas, 52,8% fueron mujeres y la poblacion entre 11 a 40 afios
represent6 66,9% de casos. Se realizaron 42 aislamientos en cultivo celular, identificando por IFl a 90,5%(38) como
serotipo 3y al restante (4) como serotipo 1. Conclusiones: Durante el brote de dengue ocurrido entre los afios 2000
y 2001 en la provincia de Coronel Portillo circularon dengue serotipo 1 y mayoritariamente el serotipo 3.
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ABSTRACT

Objectives: To identify and determine the circulation of dengue fever virus serotypes during the 2000-2001 outbreak
in Coronel Portillo province, Ucayali department, Peru. Materials and Methods: Probable dengue fever cases who
had their blood samples sent to the Peruvian National Institutes of Health for diagnosis confirmation were studied, and
recent infection cases were determined using a capture IgM ELISA test (MAC-ELISA). Viral isolation was performed
using cell cultures, and identification was achieved using indirect immunofluorescence (lIF). Results: 742 samples
were assessed, 19,1% were found to be positive, 75,1% were undetermined, and 4,3% were negative. Of the
positive samples, 52,8% were from women, and 66,9% of all cases were from persons between 11 and 40 years
old. 42 viral isolates were obtained in cell culture, and 90,5% (38) of them were identified as serotype 3 whit IIF, and
the four remaining were identified as serotype 1. Conclusions: During the dengue outbreak between 2000 and 2001
in Coronel Portillo province, dengue fever virus serotype 1 and mostly serotype 3 were circulating in the affected
area.
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INTRODUCCION

El dengue es considerado como un serio problema
de salud publica en muchos paises de América, Asia 'y
Africa; generando en ellos, una gran morbi-mortalidad
en la poblacion afectada. El desarrollo de esta enfer-
medad tiene macrodeterminantes, que son comunes
en regiones donde el dengue es endémico o epidémi-
co’. El Perd no esta ajeno a esta situacion, y durante

los ultimos 13 afios se ha evidenciado un incremento
del niumero de casos, demostrandose el ingreso pro-
gresivo de los 4 serotipos, DEN 1, DEN 222 (variedad
americana y asiatica), DEN 3 y DEN 4; asimismo, se
han presentando todas las manifestaciones clinicas
de esta enfermedad®.

En nuestro pais el dengue entr6 a inicios de la década
de 1990 por la cuenca amazonica®®, la cual se ha con-

1 Laboratorio de Arbovirus, Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
2 Laboratorio de Referencia Regional Ucayali, Direcciéon de Salud Ucayali, Yarinacocha - Pucallpa. Ucayali, Peru.
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vertido en una zona altamente endémica. Actualmente,
circulan los 4 serotipos de dengue en 13 departamen-
tos: Tumbes, Piura, La Libertad, Lambayeque, Loreto,
Ucayali, San Martin, Huanuco, Junin (Chanchamayo,
Satipo), Cajamarca (Jaén), Pasco (Oxapampa), Madre
de Dios y Amazonas (Bagua), presentandose la forma
hemorragica de la enfermedad en los departamentos
de Tumbes, Piura y La Libertad’.

En el afio 2000, a nivel nacional se reportaron 5486 ca-
sos probables de dengue en el Peru, de este modo el
Instituto Nacional de Salud recibié aproximadamente
2063 muestras procedentes de los departamentos com-
prometidos; a partir de estas muestras se confirmaron
382 casos por serologia y de estos 55 fueron confirma-
dos por aislamientos®, durante el afio 2001 se reporta-
ron 23 329 casos probables de dengue, se confirmaron
1377 casos por serologia y de estos 226 fueron confir-
mados por aislamientos®; por lo que actualmente se
considera, al dengue en nuestro pais, como un proble-
ma de importancia en salud publica, por la morbilidad
que viene produciendo en areas de transmisiono.

En objetivo de esta investigacion es identificar y deter-
minar la circulacion de los serotipos de virus dengue
durante el brote producido entre los afios 2000 y 2001
en la provincia de Coronel Portillo, departamento de
Ucayali, Pert; mediante aislamientos en cultivos de
células, su identificacién por inmunofluorescencia in-
directa y la determinacion de casos de infeccion re-
ciente a partir de ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA).

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo con 742
muestras procedentes del departamento de la provin-
cia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali, du-
rante el periodo de enero de 2000 a diciembre de 2001.
Para lo cual se reviso las fichas clinico epidemiolégicas
de pacientes con un tiempo de enfermedad menor de
7 dias, entre 5y 65 afios de edad, que acudieron a los
establecimientos de salud de esta zona y cumplieron
con la definicién de caso probable de dengue: Fiebre
mayor a 38 °C, que tenga gota gruesa negativa y ade-
mas presentar dos o mas de los siguientes signos o
sintomas: escalofrios, cefalea, mialgia, dolor retro ocu-
lar, artralgia, rash, malestar general.

RECOLECCION DE LA MUESTRA SEROLOGICA
A pacientes definidos como casos probables de den-

gue, se les extrajo sangre por venopuncion?!?, obte-
niendo 2 alicuotas de suero en crioviales estériles de
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1 mL, para realizar el aislamiento viral en las mues-
tras de pacientes con un tiempo de enfermedad de
hasta cinco dias; los que tenian mas de 5 dias de
enfermedad, se usaron las muestras para serologia.

Todas las muestras tenian las fichas clinico-
epidemiolégicas de los pacientes; se conservaron a -
20 °C y fueron transportadas con hielo seco, desde el
Laboratorio de Referencia Regional de Yarinacocha-
Pucallpa al Laboratorio Referencial de Arbovirus del
Instituto Nacional de Salud (INS). Se incorporaron los
datos epidemioldgicos mediante el uso de software
PHLIS (Public Health Laboratory Information System)
usado por el Sistema de Informacion de la Red Nacio-
nal de Laboratorios en Salud Publica.

PRUEBA ELISA DE CAPTURA DE IgM

Se trabajo en tiras y placas de fondo plano (Inmulon
II®), se impregnaron con anti IgM humano desarrolla-
do en cabra a la concentracion d6ptima, diluido con
solucion tampon fosfato salino (PBS 1x) pH 7,2 y se
dejaron a 4 °C hasta el dia siguiente. Los sueros pro-
blemas, controles positivos y controles negativos fue-
ron diluidos 1:40 con PBS 1x conteniendo 2% de leche
descremada. Se incubé a 37 °C en una cadmara hume-
da por 2 horas®. La secuencia de lavados se realizé
con PBS 1x pH 7,2 que contenia tween 20 al 0,05%. El
antigeno usado para la prueba fue el virus DEN1 cepa
Hawai, preparado segin el método «sucrosa-
acetona», inactivado con b propiolactona al 0,1%. La
dilucion de trabajo del antigeno fue diluido con PBS 1x
conteniendo leche descremada al 2% y suero huma-
no normal (SHN) al 2%, se incorpor6 al sistema
antigeno control negativo preparado a partir de cere-
bros de ratones lactantes.

Se uso6 conjugado antiflavivirus 6b-6c unido con
peroxidasa diluido 1:6000, se incub6 a 37 °C en cé-
mara himeda por una hora, después de la secuen-
cias de lavados con PBS 1x se agreg0 sustrato (10 mg
OPD, 10 uL de H,0,, 25 mL de buffer fosfato citrato a
pH 5), luego de incubar por 30 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente, se pard la reaccion
con H,SO, 2N. Las placas o tiras fueron examinadas
con el lector ELISA a 490 nm, se verifico la validez de la
prueba, y se calculo el valor de corte para determinar
la positividad o negatividad de la muestra (Figura 1).

AISLAMIENTO VIRAL

La linea celular empleada para recuperar virus fue la
C6-36; las muestras fueron diluidas a 1:20 e inocula-
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Figura 1. Prueba de captura de MAC ELISA.

das en tubos 16 x 125 que contenian la monocapa
celular confluente, en un volumen de 100 pL por
muestra, se expuso entre 30 a 60 minutos para la
absorcion virus-célula, posteriormente se agrego 1
mL de medio de mantenimiento y se incub6 a 28 °C.
Fueron observados hasta por 20 dias, se realizo un
pasaje celular, las muestras que presentaron efecto
citopéatico (ECP), se impregnaron en laminas para
inmunofluorescencia, luego de fijadas con acetona
fria, se guardaron a -70 °C hasta proceder a su
tipificacion por inmunofluorescencia indirecta (IFl).

TIPIFICACION

Se contd con anticuerpos policlonales antigrupo a
arbovirus A, B y C y anticuerpos monoclonales especi-
fico a DEN 1, DEN 2 , DEN 3y DEN 4, procediendo a
agregar en las cavidades correspondientes segln pro-
tocolo e incubarlos a 37 °C en camara humeda por
una hora, después del proceso de lavado con PBS 1x
pH 7,2 se agregd conjugado anti ratén con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) en una dilucién adecuada, la
cual contenia azul de Evans y se incubo a 37 °C en
camara humeda una hora, después del proceso de
lavado y secado se monté con solucién glicerina

Figura 2. Tipificacion del virus dengue por IFI

tamponada. Para efecto de la lectura se uso el micros-
copio de inmunofluorescencia Leitz (Figura 2).

RESULTADOS

En el afio 2000 se recibieron en el INS 320 muestras
de casos probables de dengue provenientes del de-
partamento de Ucayali, representando 5,8% del total
de casos probables informados a nivel nacional (5486);
en el afio 2001, Ucayali aport6 2,9% del total de los 23
329 casos probables de dengue informados en el
Perl. Se enviaron 742 muestras de casos probables
de dengue provenientes de Ucayali para estudio
seroldgico, las cuales procedian de dos distritos de la
provincia de Coronel Portillo: Pucallpa y Yarinacocha,
que aportaron en ambos afios 142 y 600 casos res-
pectivamente.

Como resultado del estudio serolégico mediante la
prueba de ELISA de captura de IgM a virus dengue, se
obtuvo que el 19,1% resultaron positivos, 75,1% inde-
terminados y el 4,3% negativos. No se realizé la prue-
ba en el 1,5% de las muestras por estar en mal estado
(Tabla 1).

Tabla 1. Muestras estudiadas por serologia procedentes de la provincia de Coronel Portillo.

Ucayali, Pert. 2000-2001.

2000 2001 Total
Pucallpa Yarinacocha Pucallpa Yarinacocha
Negativo 5 1 9 17 32
Indeterminado* 18 121 81 337 557
Positivo 7 23 13 99 142
No se realizé 3 1 6 1 11
TOTAL 33 146 109 454 742

*  Muestra sérica que no reporta seroconversion por haber sido obtenida en un momento que no se

evidencia presencia de anticuerpos.
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Tabla 2. Muestras positivas a dengue por edad y sexo.
Provincia de Coronel Portillo. Ucayali, Pert. 2000-2001.

Positivos IgM
Edad Total
Masculino Femenino
0 - 10 afios 9/69 11/55 20/124
11 — 20 afos 12/79 22/93 34 /172
21 - 30 afos 11/82 18/ 81 29 /163
31 -40 anos 15/ 81 17168 32/149
41 afos 0 mas 20/78 7157 271135
TOTAL 67 /389 751354 142 /742

Se pudo observar que 52,8% fueron mujeres y la po-
blacién entre 11 a 40 afios represento 66,9% del total
de muestras positivas de los casos de dengue proce-
dentes de la provincia de Coronel Portillo (Tabla 2).

Del total de las 742 muestras para el estudio
serologico, se realizé el aislamiento viral con su res-
pectiva tipificacion en 5,7%(42 muestras) que repre-
senta 29,6% del total de casos positivos segun el MAC
ELISA para IgM, se identificaron al 90,5% de los aisla-
mientos como serotipo 3 y al restante como serotipo
1, no encontrandose los serotipos 2 y 4 entre las mues-
tras estudiadas (Tabla 3).

Se pudo observar mediante el aislamiento viral en cul-
tivo celular, el efecto citopético caracteristico en las
células C6-36 fue la formaciéon de sincitios, inclusio-
nes citoplasmaticas o células agrandadas y esto ocu-
rri6 en un promedio de 7 dias (Figura 3).

Tomando so6lo las 142 muestras positivas, 29,6% re-
porté haber sido vacunado contra la fiebre amarilla,
45,8% lo ignora y 24,5% no se ha vacunado. Asimis-
mo, soélo 5,6% de los casos presentd como antece-
dente un episodio previo de dengue, 31% no tuvo an-
teriormente dengue y 63,4% lo ignora (Tabla 4).

DISCUSION

En estudios seroldgicos realizados en el afio 1965 en
la region amazonica se observo indirectamente que la

Tabla 3. Muestras para el aislamiento procedentes de
la provincia de Coronel Portillo. Ucayali, Perd 2000-2001.

poblacion tenia experiencia inmunolégica a los si-
guientes arbovirus: virus de la encefalitis equina de
este (EEE), virus Mayaro (MAY), virus de de la encefali-
tis equina venezolana (VEE), virus de la encefalitis
equina de San Luis (SLE), virus de la fiebre amarilla
(YF), virus Caraparu (CAR), virus Murutucu (MUR), vi-
rus Guaroa (GUA) y virus Maguari y ocasionalmente
virus Bussuquara'®. Los antecedentes de los prime-
ros aislamientos de arbovirosis en el Peru fueron rea-
lizados en la regiébn amazonica usando cricetos centi-
nelas, aislandose virus de encefalitis equina venezo-
lana, virus Caraparu-Ossa, Marituba, Oriboca-Iltaqui y
los del grupo Guama Bimiti®.

La aparicién de los primeros casos de dengue docu-
mentado en lquitos (Loreto) en enero-febrero del afio
1990, y las primeras detecciones fueron diagnostica-
das clinicamente, las técnicas para el diagndstico
laboratorial con las que se contaba eran la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA), ELISA indirec-
ta (deteccion de anticuerpos totales), e inoculacion en
sistemas de cultivos celulares (C6-36 Y VERO) y rato-
nes lactantes (aislamiento viral). La poblacion hacia
en su mayoria una infecciéon primaria, que se se ca-
racterizaban por cefalea, fiebre, artralgias, mialgias,
dolor retrocular, no se observd ningin caso que pre-
sentara dengue hemorragico (FDH), ni sindrome del
dengue con choque (SDC); se calcula que hubo 9623
casos clinicos comprometiendo a los departamentos
de San Martin y Ucayali'®; posteriormente se compro-
bo por aislamiento viral circulacion del virus dengue
serotipo 1y 4 (DEN-1, DEN-4 ). En ese afio se trabajé
un documento normativo del Ministerio de Salud don-
de se daban las pautas generales de definicion de
caso, caso probable y caso confirmado de dengue®®.

Desde agosto de 1991 a diciembre de 1992 el US
Naval Medical Research Institute Detachment
(NAMRID) de Lima, Peru, colectd 324 muestras séricas
de todos los pacientes febriles que acudieron al Pro-
grama de Erradicacion del Dengue en la Regién Loreto,

Tabla 4. Casos positivos a dengue con antecedentes
de vacunacién a fiebre amarilla y a episodio previo de
dengue, procedentes de la provincia de Coronel Por-
tillo. Ucayali, Perd 2000-2001.

Dengue Dengue Dengue Dengue

2 3 4 Total
Pucallpa 1 0 0 0 1
Yarinacocha 3 0 38 0 41
TOTAL 4 0 38 0 42

Antecedente Positivo Negativo . Se Total
ignora
Vacur_wado a fiebre 42 35 65 142
amarilla
Episodio previo de 8 44 90 142
dengue

142



Rev Peru Med Exp Salud Publica 21(3), 2004

Brote de dengue en Coronel Portillo, Ucayali

Células C6-36 sin inocular muestra sospechosa a dengue.

Células C6-36 inoculadas con muestra sospechosa a
dengue.

Células C6-36 donde se observa el efecto citopatico.

Figura 4. Aislamiento del virus dengue en células C6-36 (Cortesia del Programa de Enfermedades Virales/Laboratorio de
Virologia/ NMRCD, Lima)

de los cuales se obtuvieron 77 (23%) aislamientos de
virus dengue serotipo 1 y ademas de 6 (7,2%) aisla-
mientos de virus Oropouche?®®.

Desde estas primeras epidemias documentadas de
dengue, se observé que los signos y sintomas predo-
minantes eran: fiebre en 100%, dolores éseos y mus-
culares en 100%, cefalea en 61%, dolor ocular 29%,
rash dérmico 15% y sintomas gastro intestinal 10%.
Asi mismo, éstas han ocurrido paralela o posterior-
mente a epidemias como rubéola, encefalitis equina
venezolana e influenza, dando lugar un falso nimero
de casos totales de dengue?*-?3,

En el afio 1995, se introdujo otro serotipo de virus den-
gue en el Perq, el serotipo 2; detectado en la costa
norte del Perd, en Tumbes?*; ocasionando en ese afio,
brotes en Tumbes, Piura, Jaén e Iquitos; asi mismo,
se detectaron brotes de dengue 1 en Tingo Maria, La
Merced y Jaén, lo que ubicé al pais en un riesgo de
aparicion de dengue hemorragico®. Ademas se aislo
en Piura dengue 2, a partir de muestras de pacientes
en fase aguda de la enfermedad usando el sistema

de cultivo celular C6-36, de igual manera que a inicios
de 1996, en Bagua Grande (Amazonas).

En el afio de 1997, aparecié un brote epidémico de
dengue clasico en la localidad de Mancora (Piura), el
Centro Nacional de Laboratorios en Salud Publica, Ins-
tituto Nacional de Salud caracteriz6 molecularmente
la secuencia parcial del gen de la glicoproteina NS1
del virus dengue 1, donde se concluye realizar compa-
raciones filogenéticas entre diferentes aislamientos
peruanos a través del tiempo para determinar si un
mismo genotipo de virus dengue 1 se encuentra circu-
lando o si existe, o estan apareciendo nuevos
genotipos?”%,

El virus dengue serotipo 3 se detecté en el afio 2000
en Tumbes y Piura por primera vez y se aisl6 en culti-
vos celulares de muestras de pacientes en fase agu-
da de la enfermedad?.

La epidemia en las ciudades de Pucallpa y Yarinacocha

en el departamento de Ucayali en los afios 2000 y
2001 fueron ocasionados inicialmente por dengue
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serotipo 1 y luego por dengue serotipo 3. El DEN 1
probablemente recirculd y se ha hecho endémico en
estas ciudades; y es posible que el DEN 3, sea el
causante de otros brotes epidémicos en ciudades con
las que existe una comunicacién estrecha, debido al
comercio, migraciones poblacionales y otros meca-
nismos de transmisién, por lo que es necesario reali-
zar un estudio de genotipificacion con los aislamien-
tos obtenidos en estas ciudades, comparandolos con
aislamientos obtenidos en otras areas del pais a fin
de conocer su distribucion.

El transporte de la muestras en fase aguda en conte-
nedores de hielo seco fue una buena opcion para ais-
lar los serotipos de virus dengue; tal como se utilizé en
otros estudios en la India.*

El 74,2% del total de muestras enviadas para diag-
nostico seroldgico fueron declaradas como indeter-
minadas, por lo que era necesario para poder tener la
confirmacion diagndstica, una segunda muestra, pues
es probable que ese resultado se deba a que la toma
de la muestra fue en un tiempo en el que todavia no se
hubieron formado anticuerpos; sin embargo, en nin-
guna de ellas se pudo obtener, debido a la no ubica-
cion del paciente u otros motivos y por lo tanto se que-
daron con la incognita de ser confirmada por serologia.

Debido a la cantidad de muestras con resultado inde-
terminado, se hace necesario contar con un plan es-
tratégico dentro del sistema de salud, a fin de garanti-
zar la obtencién de la segunda muestra y lograr la
confirmacion del caso por serologia, para conocer la
magnitud del problema y se pueda tener la mejor deci-
sion en las acciones de salud publica.

Asi mismo, se pudo observar que no existe uniformi-
dad en el llenado de las fichas epidemiolégicas, por lo
gue es comun apreciar carencia de datos, omisiones
de informacién de examenes clinicos preliminares;
aspectos antes evidenciados por Mostorino et al.?* Asi-
mismo, es necesario un registro oportuno mediante
un sistema Unico e integrado de software que permita
una fluida informacién bidireccional, sobre anteceden-
tes de vacunaciones y si es reincidente a la enferme-
dad y otros datos epidemiolégicos.

Se ha podido observar que del total de muestras ne-
gativas en el estudio serologico 32/732 correspondie-
ron a otras etiologias como el de Influenza (Conversa-
cion personal Laboratorio Virus Respiratorio, CNSP-
INS-Lima, Peru).

De los 142 muestras positivas a dengue, con antece-
dentes de vacunacion a fiebre amarilla o de haber

144

estado anteriormente con dengue por otro serotipo,
se constituye la presuncion que se tratarian, en algu-
nos casos, de infecciones secundarias, ya que en una
infeccion primaria se obtienen densidades Opticas de
lecturas de IgM con valores minimos positivos (densi-
dades dpticas bajas) y en las infecciones secunda-
rias, las densidades Opticas de lectura de la IgM son
elevadas y se forman en menor tiempo en la fase de
convalecencia®, esto es mas evidenciable cuando se
tienen muestras pareadas de un mismo paciente (una
muestra obtenida en la fase inicial de la enfermedad y
la segunda muestra tomada 10 dias después de ha-
ber obtenido la primera como minimo). Es preocupan-
te que la falta de datos en las fichas epidemiolégicas
haga suponer que se requiere un estudio de control
de calidad de datos remitidos por las diferentes esta-
blecimientos de salud, e inclusive a diferentes enfer-
medades transmisibles.

En conclusién, durante el brote de dengue ocurrido
entre los afios 2000 y 2001 en la provincia de Coronel
Portillo circularon dengue serotipo 1 y mayoritariamente
el serotipo 3.
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