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Dengue es el homónimo castellano del vocablo swahili "dengua" para: calambre 
súbito (7). 

~:!!~~~~:~;¡:~r Jllíitlf~tiJl~f 1r~~!ii!lll~lill11111~i t¡:~ 
y de su adaptélcióW·¡j~~~iil".;:fi~~,\~~~;;¡~t'."~'!'v;i; ''Íy:.tc7.· ~~~,·~;-,> \. )f,~ :e];¡ __ ,, ;(b 

Es una enfermedad~;~·~~i1·~~~~1~~~-~·::';·~~·····¿~;~~Q!tfi;.i;o.r:·u~}~~i:n¿i;i6't'.;vJ~~o; ·cÓn 

,-:"_~> ,·". ·" _';.·,;:<·· i~{~/;<': ~ ;::::; ·',?;' 

Existen 4 tipos será.lógicos' _del virus 'del .de~gue._descritos del 1 al 4, con antíge 
nos detectab 1 es.· p~~:ja¿~rli~~ª~~'a~.:F;JacJ~n'~~:·~c-601[)\~~~'.n_tcí 5(Fc}}(6·; g")·:~:inhibició~ 

~~ r::t~e~~~; u: i.n~~g~i;l~~;I~Ei~{t.zmit1~~i;~\2~~}JJ} ~&;it~~:~:m~".::.1.~~~::~enc·i·a 
Las pruebas a ·.ni ~e'l ~de .. La6ora't:~~·¿·:llara'el >¡d'i·a~~Ó~t~~~c?de1ivi rus•tlel ·~~ngue·y 1 as 
más utilizadas son:·.Illflibi~icln,'<l~j~He~aglu'tina~ión e·· r[l~~ndflU6~e~cenciá Direc-
ta . --- _e_~ _;_e: ._''::_:~~~ :-~--°~~~~:~~{,:-f,/~;¿~~~}~=3:~~~~,~;~~--Y:"':_~:;:~-~~; ~,2;; =- --" ~~~;,~fL:j¿_ ,~;~_;_~ ~¡:~:,;_·;::~~!~--~--~ ~- -- -

El ser humano resulta el hué~,~~J:á~fs~scepti~l~a .la inf~~~'i6n·~g;?t}_Tiirus del 
dengue, En el laboratorio'.es el'ratón el animal de elecciÓn>.paraestÚdiareste -­
virus, aunque es necésari~·efectu'a¡r pases ciegos en los ratori~~h~stá'1rig'far la -
adaptación de una cepa;(G){: ~; . · .· : : ''.·;;;. ,··'/ < · 

Ultimamente se han r~pórfadci,casos en varios.estados-delnRepÍib1'fc'aiMexi¿~na 
como los son en: Jalis~~{~ayarit; Colima, Mérida~ o~xad~)rn,~~~aj'i:~§h'T;\1~ndose 
los serotipos 1, 2 Y~'l~~L _ ;;:~,¿_:L;_Ej~r¡E. 
Debido al gran númer6 de'pe~sori~s qúe sori infectadas enla'Re,públlcáM~xicana y -
en las áreas frópicale'!fdélmundo por dicho-vi rus, la enfennedad del' dengue se -­
considera un grave)~obléma y~ que el único laboratorio de Viró logia én la Repú-­
blica Mexicana que. hace el diagnóstico del dengue es el Instituto de Salud y En-­
fermedades Tropicales (ISET) localizado en la ciudad diaMéxico Distrito Federal; 



el diagnóstico se basa en dos pruebas: IH e ID, las cuales son las más rápidas -
considerando que, la primera de éstas tarda de 10 a 12 días para dar el diagnós­
tico y la segunda se puede realizar en un sólo díá pero, como se aconseja (2,6) 

trabajar con muestra.s'de sueros,pares obt~ll'idos'con}4 / 21,~ía{de intervalo, -

:: :::::::::;:;~;i1~~~r~~~~~~JJ~~~~i~ír1:~lg~,ii~i1~~~1,:~ij.;:·::", 
::::::::::::~¡~¡J~lt~~~~~~¡!~~i~f ~t~fü~~ii~~¿~i*t~!~::" :::;, 
1 actante, compara~iór/d{s1Jsgeptib,ilid~d;:~n '3'.í';~·~as·C:~ l u'1 ares: .IRA( demosqui to) , 

;¡:~~~~::~:~ill11;~i~f lj~i~1~1~1~~rI~t~!rf :~f ~i:g::i 
miento e identificaci§n,·p~r:eri,sayo·cle pl a~~)'n célul-aslLC-MKzi ·así: como-_la- adal?_ 
tación de éstos procedimientos párá un diagnóstico•más. rápido y veraz del den--

' . ,.': .,,.;. :".. -. '' .· ' - ' _- ' . - . - ..... ' - . -. . : . . .. . - ~ -. .' . . . 

gue. 
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1 
RESEÑA H!STORICA DEL DENGUE. 

Por más de dos siglos, el dengue se viene presentando en climas cálidos en todo el 
mundo. El dengue tipoT fUé aisl.ado durante la segunda guerra mundial en el norte 
de Australia, Japón; Nu~.va:Guinea,~.idji y Hawaii, y éste sobrevivió por cerca de 
6 años en Fidji antes deque de~apare~iera. Aunque realmente se le dió importancia 
en 1950. .<;.~ ··.····· .. · · ·'' : '.' , . 

~ ·_,., ;:::: ',,' ~: ··-

El dengue tipo 2 se aislóe'n\Trillic!Kd.'en 1953, donde fué endémico y sirvió para --
extenderse a otras is1as·: (v~r·'ma;p~··N2 1). . ··· . ' 

Los serotipos 3 y···4~efd~~·iJ~/;{~e¿o~faislá~os en··el .. ·su~este•'de'·Mi·~··ce~J9.54, ---

)i·1,;·?~:' :~-~~~:,~,-. 

::.~::',:':;:;'.6lln~;¡~f ~'i~~}:¡~;J~~~ii]~;l~~~~~l~f iif ;ff ~f :;• '''""'' 
En 1971, el denguetié2~(l~i~r)z~~nkI~Jhyse~xÚen~esobrelaPolinesia Franc~ 
sa, donde fUé afectada la mitád dela población. En lg72, alcanzó, Nueva Britania 
en Papua Guinea, Nueva Cel~donia,).ilb~~t y las Islas Ellice, Nuevas Hebridas y -­

Tonga. En el norte de Colombia, .el dengue tipo 2 también causó un gran ataque de -
1971 - 1972 t donde resultaran 4so:ooo casos reportados. 

En Puerto Rico se observó la transmisión del dengue en forma exporádica, de 1970 a 
1975 con transmisión de los serotipos 2 y 3. En 1975 el dengue tipo 2 causó cerca 
de 1,300 casos de los cuales 3 fueron considerados como sospechosos de FHD, y en -
1976 se notificaron 1382 casos (12). Posterionnente entre el 8 de Septiembre y,el 
5 de Octubre de 1977 se presentó un incremento reportandose 5,085 casos en 72 de -
los 78 municipios que componen dicho país (11). 

En el año de 1977 apareció en Jamaica el dengue tipo 1, que en aquel tiempo resul­
taron más de 60,000 casos y afectó cerca del 10% de la población(l2) ••. 

Ahora bién el primer brote serio de dengue hemorrágico y sfodrome a~·¿~(lque"en el 
hemisferio occidental ocurrió en Cuba en 1981. Durante esta exten~a>~pi·d~mia que -
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duró de Mayo a Octubre 344,203 casos fueron reportados, la mayor parte de ellos -­
dentro de un periodo de. tres meses. 

Hubo 116, 143 peirsoharhos~italizadas,).est.i~.Ípdose que d~_e)las<.2~.000_.Rresentaban 
1 a forma hemorrági-ca: Ep á~~~~';T~~~~~r~~·.i,g,;9Bó.e:·a~~5,~~ iJD~~oie--i,~ choque hubo -
158 muertes .. Formas~seve'ra's~;~e;la(enfer~edadffüefo~ viÚils\~i:edomfnan:emente en - -

:: :":. ·:::r::.;:i~~;~~~J'~~,!~![~f ~¡~; j~"ó'~"i~~~,jt~~It'~' ,;, ' "" ,,, __ 
DENGUE EN MEXIco·}YHi;;J.;~~"';:' :".•J:i1~_';: ti( ;;: ;f;'.;;;;:~;/.':;;'.;,~,;~ ;;\ ·····_. 

El dengue tipo J._/f'ü¿ iit¡b·d:Udi.~~t¿tii.~pX~q; ~ll.fe1.'~Jr_Jél~;-Mªxi'2o ~ final es de ---
1978; durante l 979'"'.á~i9BO ¡ liÍ·)'Jlfa~~{~}se'"exténdiÓ'á~ través}de}muchos estados•· mexi 
ca nos ( 13) . - · •• c~~~;;"'''0• :-,_.;.;5;:•~c~. '"-~~\-:.. :~'" •• ... '2'~'c'~1#l';;.i'1~~:¡;~;.ric::-. •{:;t¡:, .• ~:C·i-'.'Y~_~;;cc ._ . __ . 

'' .;,,;·~~-~ ~;,~~'.~ ·~·~,~ \;;~~}·-~ i; ·:· ::/;;-.,=.:::. ;, :~:;./~~~~-, '_i ;,--~J.:?2~~. ,''·}'·~''.:0-,,-.c,~.¿::;.:5;,:--:'", .. -;-;~;:')"~:.--· -~-.:;? '-:~: -

En 1980 se reporta;rol1>epidemias;"e11:~ChetúT~l i',.carri 110· Pueffo',: QuJntaría\Roo, en 1 a 

:~:~::~~a ad~ a V~·~:}f J"~~M~t~:;~r~LJ!i·;~~~~~J~~~'~'~h~~d~~~~!~;~f ;}[~[~ti~~~}~*~;'~·~~;~-~ 
de 1 a hemagl uti naci.órii'de.'l?sfcuales se~obser~aron ,i9uflmenteafectacio's en grados 
de prevalencia ele anti~~·~ipos~d~1~1o{ar.9'03'}~~'.~~da;~ria;:de'1is ~iu~~ctes, __ tipifi­
candose dengue deJ~s\s'ef2fi!l~~'~iV)YY 1E<18E':) • ::.· ... '.\::·~··:~<;\:, 0~~- .:< • '}/_ 

~~.~~~u::::: . ::: p~:~l ~lt~~~~~~~~~~~~f f gtt~~~!~~f J~:9~~g1·tixfi~~'.fr;1~~d~~~~:·e~ -~ 
1982 principiaron en Juni~-i~~'.ve~afrui, pero pronto se movieron a travé~ de la ci.!!_ 
dad hacia el oeste de la_cds\i{\t~ridejas principales epidemias ocurrieron por pri­
mera vez en muchos años. Se presume por evidencias obtenidas por autoridades de -
salud mexicana y por muestras enviadas al laboratorio de San Juan de Puerto Rico -
que las epidemias en 1982 fueron también causadas por el dengue tipo 1 (18). 

En Julio y Agosto de 1982 se obtuvieron muestras de suero de 34 pacientes de: Cord.Q_ 
ba Veracruz, las cuales se enviaron al laboratorio de San Juan de .Puerto Ric? para 
aislar el virus haciendoles pruebas serológicas. De los cuale.s 14,de los)4 pacien 
tes (41%) fueron confirmados como dengue y siendo 7 de los casos ais1'ados del sero 
tipo l. El dato sugiere que eJ serotipo 1 fué el predominante tr~-rísm'Úido en Vera~ 
cruz en 1982. -- . -. · ·-~· -- ··· ····"·'~•,c'':h ···-~····----'·- ' 

E 1 vi rus de 1 dengue . Hpo:A flÍé talllbi én·ai s 1 ado durante brotes en México en 1983-
1984. En años recientes~'Ta;~~ayoF'p'art~cÍe la actividad del dengue ha estado aso­
ciada al dengue tipo 1 y a\tf¡ió· 4. No obstante el tipo 2 continúa siendo aisla­
do en casos esporádico'5; T~do~ éstos tipos han sido detectados en México en 1984. 
(13). 
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Durante una epidemia de dengue tipo 4 en México en 1984, fueron reportados 5,390 -
casos, incluyendo nueve casos de la forma hemorrágica, de los cuales 4 tuvieron -­
una evolución fatal (13). 

Actualmente en el Instituto de,Sal1.1d y Enfermedades Tropicales (ISETfse están --­
trabajando muestras de;liR~p.úbl.ica Mexicana, .intentando aisla~i¿ntri~e,nJos casos 
agudos y 1 a ti tul~ción~/de:a;rti~~~rpos en muestras de .. sueros,pa~~s.}obteniendose -­
favorables resul ta'ctÓsVi.~'.~uaÍ ets~~· éo~t~oladÓs. por el Centr~, de;•é~~trol de. Enfer_ 
medades (CDC) de'Atlá,~ta;>'t~· ;: <> ·;,; ... ;;·,:• 

_-... :-~"' '.~_:.\_;:· :i ··.::.--;, ;:»,':.·<·_: :::<·;,, '\~;·. ·~;.\~}-.,:_\":' '· :::·e;-;_:; ~;/); >.":::>;·. ~ 

.. . }t.· > . : : ; •. ?~'.: : .. ·.:· ... ·\ ·. ·<.·. ··... . (!~· .. 
·":·:·<· . 

. '· ; '. ~~ ;_ / ; 
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MAPA N2 1 
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL DENGUE EN AMERICA DEL NORTE, DEL CENTRO, DEL SUR 

E ISLAS DEL CARIBE. 

1.- Apatzingán 1982 e 
2.- Belice 1979 • 
3.- Brasil 1982 A.e,+.• 
4 .- Campeche 1979 A 
5.- Chiapas 1978 A 
6.- Colima 1984 • 
7 .- Colombia 1971 e 1982 • 
B.- Cuba 1981 ~ 
9.- Culiacán 1982 e 

10.- El Salvador 1982 1 
ll .- E .U.A. 1982 .t.•, 
12.- Guatemala 198211 
13.- Guerrero 1979 e 
14.- Haití 1982 • 
15.- Honduras 1982 .t.,e,+.• 
16.- Huetamo 1982 e 
17 .- Jamaica 1968 A,e.• 1977 A 
18. - La redo 1982 1 
19.- Mérida 1984 
20.- Montemorelos 1980 A.•.• 
21.- Nayarit 1984 .& 
22. - Nuevo León 1984 4ll 
23.- Oaxaca 1979 y 1984 ~ 
24.- Panamá 1941-42 e 
25.- Puerto Rico 1982 .... ,1 
26.- PuertoVallarta 1984 4', 
27.- Quintana Roo 1980 A~, 
28,- Rep. Dominicana 1982 
29.- Trinidad 1982 A,e, 
30.- Venezuela A 
31.- Veracruz l9ck A 
32 .- Y!1catán 1980 ~,•,• 

• • 
D-3 + 
D-4 • 
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CARACTERISTICAS DEL VIRUS DEL DENGUE. 

El virus del dengue pertenece a la familia Togaviridae del Grupo B (Flavivirus) de 
los Arbovirus (6) y comparte antígenos con los virus de la Fi.ebre Amarilla y los -
de las Encefalitis .Íap~ri~s~·_y~~sa~Lu}~ (7JC ··· 

A. - Tamano' '·'. dilm•tCO ,;; .;ifo~i~a~a~~t, ~· ~~~:~o "o ~o oo~i~)i.2s "". 
B. - ::::': ó: 7~.¿~t)ii;~f.~1~l~l}f ~::~lf f ¡fü0:~~~}i~'.~~~)fü~:·¡,; '.~º'' I a--

... ~----··. :e:.···;, ":;::;"-_., ·"".:!· --:.:,-,:¿ ~'i~.·;:?.~I;' ,·, .. \\:; ;.::>· :-?>~-

C. - Propiedad~i}isié~5j'y''<\ü1~i~~~:X~'r".f,-~~'.~ "·x~§t;',¿T······ .. j~··.·:.;'.··.·.·.·.·.:~.·.·.·.· .• ·.·· ..... ".~:.: .. ;.·;~:<.> · ., ·.·. 
-~ ·,,-< -¡~· ·:,.··.-':::::.·.:-~~~-'.-'.~..:~"":,'· -1~0- "~'\::J,::s:~j_-:·:~~':~~:fp~· .. : - , - - . -·· -

- Con ti erieúii''gen~ma.ÁRN,,d<,ti rá:~nic~féj•cUal',es\i nfecéioso y de polaridad po 
sitiva ... { ,· ,,: i .. i~.,·:·; : :,:;; •o}(:?;><>· . " •';>'::;; .. ·••· · ... '> '• •··· -

: E::~~fü~~~~~!f f íW~~t~lS~~:,~~··,f ;;·: .. • y• s. 
- Posee' una.cÚbier'ta:de~l.ípidós{se~s';b1esSa1 ?éter<~; ~~:~¿,·: ... 

: F::::::~~tlt~i:t¡f~1!!~l~~~f f :f~~~f itiE;é\ 
- Estable.·.a3)B ~f~~i'.d,eg·f~~ªa(lpH6. \ e•:;{.;~~ )Y '·e'··~ 
- Se inacúvél co~irad!aciÓnes ÍJl t:l'aviol eta,~ra.Yos X Yª.t~.m¡)eratut'a de ·56ºC. -

por 30 minÜfÓs'(~f;"~["(CJ , .... - ~: ~T}r"'' ··· ·· ·~ ; .. · ·.·.·· · 

D.- configuraci6ríi~íHmicá:~e1.•.•virus deldeñg¡JeC:oíllootrósfláviv.irus/próducen· 3 -­
proteínas esiructúralesy5 no estructurales; Las 3 pr.oteinas éstruC:túrales --

-- -- -- _...::_:-~ ~':__~~;~~·~-:__¿,_;_:;~~:- ~:~:;_---o¿_;:o __ :_,~,o---'---_-----' - . . ---=-=- ._---e_-,--=--.,--,;."'--=-=--=---

son: " . "'·'. . 
- La principal o mayor (E ó v3), glucósido, proteína de envoltura ~on PM de --

53,000 - 59,000 daltons. 
- La media ( e ó v2), monoglucósido de nucleocapside con PM de 13,500 ,daltons. 
- La menor ( M ó v1), monoglucósido de envoltura con PM de 5,700 daltons. 

La proteína principal E ó v3 contiene la mayoría de los antígenos (Ags.) involucr.!!_ 
dos en las reacciones inmunológicas, y esta asociada a la hemaglutinina y a la act,i 
vidad neutralizante, la cual contiene por lo menos 3 detenninantes antigénicos: -­
a) serotipo especifico, b) complejo (sub-grupo específico) y e) flavi grupoCreact,i 
vo (14, 19). 

E.- Suscepti b i 1 i dad de anima 1 es: los ratones inoculad os con suero humano que con--
tenga vi rus del dengue rara vez muestran signos de enfermedad pero se han adaQ_ 
tado varias cepas para que produzcan parálisis en los ratones lactantes inocu-

7 



lados (6). 

F.- Crecimiento en células: el virus del dengue se desarrolla en gran escala en -­
diversos cultivos de células, .produciendo cambios citopáticos díficiles de --­
observar. El aislan1i:nto ¡¡rimario del virus del dengueha .• sid•oireportadousando 
cultivos de ~; albo~i ~tü~ ~rocluciendo poco o ningún .efe~t()• ¿{t;~púi'co:'. (6) 

G.- Inmunidad.- Las i'~i~2ciolles por virus_ del dengue'de lo~:tip~~{i.;;}¿s~án.aso­
ciadas con lasciffasnÍás·altasde ACs. En estás>conclicioriés;.-~Üed¿n;e~istk--

_ •. ' ,;--..• •' - .. -- -· __ , - ·'• - - •. . ' . • • ' ~ •. . . . ,.__ - . ~ :_= .. ., 

;ufi cientes Aes ;que reacció~ené:ruzadamente 'e• impidan 'l a·;;hfeccion5cin· los --
ti pos 3 o 4; L~s pfrsolla~ previamente vacunadas C()~tr~·na,};j_~~~e:Ai1lá~illa o in 
fectadas con otro'gFupo'dÚvi rus B ·dan _üna amp l_i a 'l"é-spuesia;.~r)amn~s ica: de Aes. 
con la inmunización experimental co~ virus atenuados_d~1 'cÍcingue (G);. _ .. 

H. - Formación de placas: -ras cepas de dengue prodúcéri~placas~L-bajo agar E!n-una --
1 ínea ce 1 ul ar~co~tfnua;de ~i ñón-de mono~( LLC-MK~)¡,-este;~j~t~m~~fuéja,daptado '.' 
para detectar y recuperar virus del dengue (ií). Lás:E!xperienCias con aisla--­
mientos· de. dengue .él.partir de •• _sueros···colec,tadosteri ~l~C.aribeien.19?7 demostra­

ron que el vif~{:gú~ e~=s~ltjyªdp'§n.s~l.UJai!'~[c:_~~t~_ci~r!.'.~~~j§D.i~~}d?!Ein--
crementa el número.de partículas¡ detectado pÓr~el procedimientode•e~sayo de 
placas (5, 12). · >c-.-_._-. ____ \ · ... >,_,> - ?:_"'f<- · 

- ·•· :._;·< 

La técnica di recta de Formación de Placas es ~ás s~~s-ib_iE!;¿ W fomaci6n de -­
placas por Arbovirus que en'fibroblastosde elllbri<Ín·d{p~Í-1~\io);\l~,~~cél~las 

'· - - . ' .·,·., ... ·.·: -.· .. ·:,.··o-·.>'.•-., ___ . 

LLC-MK2 fUeron empleadas para examinar 1 a· éapac)dad d~;fC>fin.ac)~~}~~:pl acas y -
para aislar el virus del dengue en Malasia (15)',) - <3;EX-. i:'.:. •<:'.i-D, . 

Desde que se presentaron.-1 os serotipos 2 y 3 del)vifus'~E!1'~d~ngu~·$'~ req~irie­
ron med; os pr-ecisas -cpkrá-1~--d i fefe'llciáci ón;cie~:se:r~o~i pos~vir~fi5-.-~'tílla~~~mb'; na- -
ción de 1 a ampl ificación'del; v~rus en cultiv6:J~':~élÜÍa~-;-~~~ayo_:--d~placa, ·y -

por reducción de forina~ión de. placá ~~sul t:a~ci'ti'f:;:;f¡¡\f~inérit:e:--~sp~Cíffca y 'con-­
fiable para la id;nt'iiit~ció~delos sriF~ti°i\'()'~\1'(12;~'16)_'; .1-__ .:· , •. ' · 

'..--) ·,:i~.:··::'- <:~;.·.-:·:' ·: . ,_ ... -'· ';.•;:¡o-.- --- •:--:.: .. --.---

;: 

1 

::·::::::; ;,, , , ~1.~1J:i~s¿;,~~~~.;1CO,cai~¡;i{~Y~~;~~;;~t~;s; ~,,,, ,,,,, • _ 
la India, el Lejano oriente y.las \1slas~:Haw~il}-de1{é~~ibe,.,e~ México y eri Austra 
1 ia, además regiones_ tropi~aJ~~- ys~b"t~opis,~les :d~l::~uhdo; ~onde ·exi~ten lós vect~ 
res Aedes y que se han tr~n~f~r'lllad~ ~-~ 1~ a~t~~ 1 i dad ~--;;'~á~e~s -~~cié;i¿~s ~ 
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Ciclo lnfectante. 

Aedes _., Hymano___. Aedes-+ Humano 
,,, ,, ,/1 

.,# ~ ~ 
Aedes ---fi" Mono__. Aedes--ea Mono 

Las epidemias a menudo comienzan durante la estación de lluvias, cua~do el mosqui-

:~ ::c:~: ::d::6:::~p:: ::~::~t~:~~ epidemias por el serotipo 3~i,~n}Ven}zuela Y el 
.-.- '';-- .. -, -. , .. .'·-··-·· 

Caribe. 

En 1968-69 ocurrieron epidem~:~ ;~r\o~se;otipos 2 y 3 en Venezu~la Y __ el Caribe. 

En 1 os años 1971;.72-y'1g75:.7]-(>~J~~=i'~ri;~'.~~ide~i nas en Ca 1 ombi a dada~ porJ ós se ro 
tipos 2 y 3 c~" 4sa,aaoi'F2ao?~9~Í~,~~~s~~eportados -respectivamente: · -

tados. 

En Cuba se presentaron las epid~~~~s'>~ri:.l981 por el seroti po 2:co·ri:J44;¿o3 casos -
reportados. '.:· j · : ·· · :; ::: ' •';-':1-

y en los años de 1981-84 se p~e~J~;¡~~~!ip'id:mfa_sJa~:s'.~:~~t:~1:1:~~~ipb;i-~1; 2 y 4 

en el caribe, América del norte; del'centrií yC1e1·:sur~;:fen~é~jC:q:cor)120,ooo ---
casos reportados { 13). -e,·::'~::">:>.?·;··-."'-~·=-;-., .. 

El A· aegypti es un vector muy eficiente; uno infectado ¡¡nj:re_JOOes suficiente -­
para iniciar un brote epidémico importante. 

El mosquito es antropófilo estricto y debido a su limitada capacidad de vuelo, --­
tanto horizontal como vertical, se han adaptado a vivir en áreas y resulta un mos­
quito doméstico. Las hembras mantienen el ciclo infectante y sus hábitos de alime.!! 
tación son diurnos. (7). 

El~· aegypti necesita de temperaturas templadas o tibias y depósitos de agua lim­
pia para el desarrollo de los huevos. 

Las condiciones de vida en sociedades urbanas marginadas con desperdicio e incuria 

de recipientes vacios, i .e.: latas vacias de alimentos y bebidas, cestos para flo­
res, macetas abandonadas, llantas desechadas que acumulan agua de lluvia, son sufi 
cientes para proveer el habitat adecuado para el desarrollo de los huevos (7). 
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U el ima, la baja economía, la diferente susceptibilidad de varias cepas de !!· --­
~~de diferentes áreas geográficas y los factores sociológicos pueden afectar 
la probabilidad de contacto entre el hombre y el mosquito vector, la respuesta in-
1nunológica a la infección del dengue es otro factor epidemiológico considerable: -
una persona que es infectada con cierto serotipo es protegida por unTargo tiémpo 
contra una infección homotípicay por muy pocos meses contra otro serotipo, por lo 
cual todos estos factores son considerables .para el desarrollo de'l~s/kpid~mias 
( 
12) - . / -,·.: ... ·:_: . ... _~):\~ _,,-·, ·,··- . 

. <;• .•• ·.~>·. , >·}•;.;; }, . .. ·:c. . ><. 

~;:::~;;;::;;::;::::':,'J,'¡1~1~~@2;~¡;~;¡~ir,f :~t~~~~~l~,~.'~::;""_ 
el ea res fagociti cas para su repnca~ió~>se·ha-clemostra:c!o queilos ~o.noci to(c.ircu­

llaasntece~l.eunlasladesanKgupref. f •. elro.·.ys .•. ~ .. m1.ªo-s¿;oh~.:f,/s.Jt-º1:~o~c~ª,~lt~.:vº:···es-;;·1~;~;·;:;11~I~~~;~~r~ré-ni~~s~·;gro;e~lJlares, 
_ . _ . é!e los1.ófganosk'J infoides;'alber:gan virus 

o antígenos virales (7}.é "'·--'E-:I-; ... ·•·•:j"C.:,c:•:~:_2X"0 Lc:J ··• --· 

Los anti cuerpos (Aes~.) ge~~~;tt~·;k~~~ü1;~ljza'n'a; l~~-{iv•i·~u1s·f¿W~-~Í-~n~:¡~:}}'. {:~~~ti va-

.: ión de los macrófágos infectad,ós~destrt.Yt~'los .•.• vfrús i rú:r:a'~el ul ares: ·.'La inf ec--­

.:i ón primaria se resuelve eri Ullií selllanay:·1os j)áciehtefqúe·ci~n·fomún~scollí:ra una 
ulterior infección por.-'ct1a1qui~rª de los 4 ser6tipos;<lu~an\~0:uF~1'all.so.dé 3-6 sema­
nas. Posteriormente, la inmu~idad residual es ~ser:()tip~_es"p~cí_6c:a_p~rmanente más -

, '· ,-· '•C-' -e_~--· .. -._ ' - . " - - '• 

no heterotípica. Si ocurre una nueva infección por ófro s'erotipo'.Y en especial el 
serotipo 2, el cuadro clínico puede adaptar un cur

0

so.'~~ch~ ~ás' grave que el ini-­
cial y llegar a presentar el dengue hemorrágico.i:on&';;i~'sinclrolTie de choque. Se -
postula que si la secuencia i~fectante ~s 1~2~'.'J=2'7''t4"3r;c-5;pr~~enta el fenómeno 
de acrecentamiento inmunológico de la infeéciÓn (7¡; >< -

El dengue clásico ocurre clínicamente en)os.~i;á,~es·d~15 años en tanto que el -­
dengue hemorrágico casi siempre aparec1i'comci\resulfado de una infección secundaria, 
alcanza su máximo de incidencia en los prin\iirci~'s años de la vida y coincide con -
la presencia de Aes. neutralizantes. En~lgul1~s'casos la infección secundaria no -
conduce el dengue hemorrágico tales condiciones; son un intervalo mayor de 5 años 
entre los 2 episodios infectant~s; una s~cuencia infectante que no tennine en ser.Q_ 
tipo 2 i.e.: 1-3, 1-4, 3-4, 4-3, o bién la concurrencia de varios serotipos duran­
te el brote epidémico. Sin embargo hay casos auténticos de dengue hemorrágico en -
el curso de una infección primaria (7), Ver diagrama N2 l. 

El Dengue Hemorrágico.- La variante clínica grave del dengue fué reconocida desde 

1954 por pediatras filipinos. El inicio de la enfermedad es como en la forma clási 
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ca del dengue, con fiebre muy elevada y que al remitir, el estado general de los -
niños se agrava bruscamente. Los pacientes primero inquietos, entran en letargo, -
la perfusión tisular periférica es muy deficiente, hay taquicardia y después- hipo­

tensión. El estado de choque y las hemorragias en el tubo digestivoy_pie] se hacen 
aparentes. 

En ausencia de atención médica la evolución puede terminar en la muerte:en u~ lap­

so no mayor de 4 a 5 horas, en un 40% de los casos. La organi zadón Mu~dial. de la 
Salud (OMS) ha propuesto que el diágnóstico del dengue hemorrágico;y-su::vadante -
más grave, el sindrome de choque se establezca en presencia de la~ sigJi~nt~s ~ani 

:~:t:~::~:s~levada, continuaycon duración-de 2a-.7 dí;aLir /- ~-·> ;./.: >-
2.- Manifestaciones hemorrágicas que incluyen, porJo'n1Jnó~ unaJ~u~~ad~~i:~ni--

quete positiva y cua1quiera:·-de lossiguie~t~5-5391J6ii~~ete'ciViil51-~ti~iti{o~is-, 
epistaxis' hematemesis -_ó ·- mel e~a i: -.- : - ;'i? (3J .2~2-~-~-:.,,;~-~~-~--;xjlcf:-~~:2 ~ -._• 

3.- Hepatomegalia en más de 90% de)os:c¡¿~~;d;:_acl~tto/;~:~6i~en'fos'niños.'-X. 
_ -- <\.::: ·. ~ '.,-.:.~·, \-.. -_~-:.:;:;-~:{~\,~'-,\~;~t(~ -:.;.:'-.. °;."'.~~-~::-:';-. ;:,___. {:'. ~:~;-;-:,7.~'."".:~,}~:-::!'<:"i/;_:;,;~~-º;-;f ;,~.;·:s.>=·:: :· .-;_--. · .. 

4 .- Estado de choque, __ con inqUietlldic
0

extfe@icla'desfcías-,~Pulso_;ráp_ido·y!pr:esióp•·---

5 .- ::'::·::::,:::·::::::::~~f ~~~;,~,i::: :;~: ;~:@JJ;,~{;J~1)·~ ... -
de 100,000 plaquetas/nm3 . ·< <·<;'.:·.·:;·;;.(~; •.i??é:,'.t'.'~, .. ,.~'.· . .-.':'f[~!'~'' __ . 

La evaluación de la gravedad el ín~c~ ~,etcalffJ?:~~en~~rjt~F~,'~~·' _,-~;:~e,/>' . 
r .- Es un cuadro de dengue con prueb: áeY;;t:orniqueté' posi t';v'á';?•r/ 

~·¡_ .:, ',' ·.---·:,::,.. <'" ' ,-,··~ 

II.- Hay sangrado espontáneo. .'.\<'·Y· ;~y-;·---· .. --
III.- Aparece el estado de choque conpresióñ'Ci{ferencialmenorde 20 mm. de Hg. 
IV.- El colapso vascular es profundo;~i~'~p~;;;"ó~ir't~ria f"medibl~ ( 7,20). 

CUADROS CLINICOS. 

La iniciación de la fiebre puede ser brusca, o bién pueden presentarse síntomas -­

prodrómicos tales como malestar, escalosfrios y dolor de cabeza. La temperatura se 
nonnaliza después de 5 a 6 dias, o puede bajar alrededor del tercer dia para volver 
a subir aproximadamente de 5 a 8 dias después de la iniciación. Los ganglios linf! 
tices a menudo están aumentados de tamaño; se presenta regulannente leucopenia con 

linfocitosis relativa. Especialmente en lactantes, el dengue primario puede apare­
cer como enfermedad febril leve que dura de 1 a 3 dias. 
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CUADROS CL!NICOS DEl DENGUE-HEMORRAGICO V_CLAS!CO, 
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DIAGNOSTICO DE LABORATOIO. 

El aislamiento del virus es difícil, Hasta que sea completamente valorado el uso -
de los cultivos de célulasde Aedes para el aislamiento primario, se pueden hacer 

. . .. . .. . . ' -- . . .'\ . ,.· ' .}<~;:::;~ __ -.:-'.:~/< -~ '. 
las siguientes ~ruebas ~iag~o~ticas; . · · '2.> ':~f:'3"; (.;e>.~- , · 

A. - Prueba presuntiva .-sil i llo,cul ª•····un grupo, cié{:r,atone~tco~é5Úe~o¡:re~!.e6tem.ente ---

:::::; :: , ~::~::illr~1if :?;~¡r~t~~¡~~~t1~~~~~f~~.~;!;i~~tr~;:::::: 
virus del deñ,gue·.·adaptáda•al rat6ri:"Si~.los)/r.afones~i~óC:Ul~dOs}có,n:el····suero ---

fresco resisten~staj~ocu]acjé~1'_e,!1,jtahfciX9'~~Ifo~.·g'u~--rd''ee .• ~1···_·_,_·.·.~bP_:afec:r1}e~.nn•.tlee'_}_ •. _._ .• c·•s
0

.unet_._.eron
1

·caa-_ 
1 entado sucumben. puede entohces pensa;~e qlJeI•efsU~r¿ 

• ·-.,-._:~.~'_•_:_·_•_-.·. ,~, • '"''· 0 :'.·-~·~,-~-;rc; :-:"-·>' ·.:),' --::::_(;_-=;::);~s~~r\.:>:.;!:,::_=:··-
virus del dengue.. - ·- .. e;. ········•'•''"""·'~·'" ......... ~..:'·"~;;~¡•;-;:·~ 

· ··.r -i_ -·,~~.'.-,e: ~-"·-:;~~~{~E'..}, :_; .. ::~.;-:'.-:·\::~ f\i 

B.- Serología.- Después de la infecci6n~-1os·A¿s'i'--;-lleútralizélntes.e'i.iihibitor.ios de 
-· - . . - , , . , - - r - ~ , - ,,- - - . --- -·\-,,_ -- --·o,·--. - -

hemaglutinaci6n aparecen· dentrd d~Jós"primeros Zdías''{parÚr~de,la inicia--

:::: ::, ::.::'::~::::. ~.:~;;;;f.~if iF;~l~~f r~~:i{~~!~\:~i~*~i~K:, '~1 
tulos más elevados que los Acs/hÚerotípicos: < ' ::::;~· Y?'' 

• - , . •·• •.•. e ~: ·;:'.-'.;. ~: ,-·. 

Las infecciones. por virus ci~1'ci~ngÜ~ de;tipos;~Íy.2 está~/~'s~'ci~,d~~ con las -­
cifras más a 1 tas de·Ac~~j~ erl';~~'t'~sY~~nd ;~iones puedeh ~kisti;·sÜ~icientes Aes. 
que reaccionen ·~rllz~da'~~'nt~ (6) >t '. ··· .. · ,; 

,- ·:.::~•,:_e-. ~;-~::;•º'~. •• .. --
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2 .- comparaci6n\·,~~'/s'~s-c:~tt;-~;1{'~ádO;del~ifusA~l d;~g¿e) en)3 ~­
di fer_e~tes l fneas ;célu 1 al'esiT<>.xorhYnchitis·· ámbOi ríensis:---

~~:~.·c·J:~-~~-~~i~~iJ·~~~~~J~~ig}:¡jf~~~~l~~6~{i~~~füi~Mr~~i2~x·--·-_ 
cia Directf:';'. - _:;t,: _i} ·-•·.;; -( ~!• J);:i:; :;i~}~'~ "' 

~:.:. · < ·.·~~:-,.-~-~~l~-~~_-,;?_~~-!i_~:-~.-.'.:~ c:_•_.-_-·,_--_-··-----·-·---.• ,_.-_ .. '-_-_-.-_._-__ : ~-,.,:;; ,;:<:~~~'.:-~:.,:;>~'..-;;_:,,_ ;, } . -·: :~~i,;+.,, ,:'-:_~:t?-.>:;-:i.::<-~r.\~-. '.)J·.~c~;~ ;". ~-· 
- ' ' _., - ., • • . ,. :. - ' :'.:"~:;'-.'•:.:'.;-~.':";:·:C:•;':::::;",~'.;~-r ? ':::; \~•' ~->';""'!~';-~---;;-:·:~7-?~'t.,~·~~~~\;;~'-:-: /;/;'.:~~'. '~}_: •' 

3 .- Observaci6_n ~de.re-fe,st.!' :ci_i~-isi:tc:o ECP) _en l~~- JJn_eas _c~l u-
lares: VE~O-y LLC-MKi~ •• c-- ---~---~.-." - ~- , ; --~--- - - :--· 

•.- :::~i1~1l~f ~~;~f f~~~1i~\~~~E&'1J~~f~~~t~<:::1 b1,· 
'" ~--:, .•. ;. ..·,·;;-; ''"-,'> --:~· .... <· ' .. ,-·:_~,_:--:,:~-.:'':•::'.'"· -

5. - Amp l ~/; 5a:c~§~·:;~~~.::.,~},~~s: ~~t'. .. P-~s;~i~,~ri:;§~.:;1_~u-•·-::.1-~~·;,~~~~t-qk~.::::,>:•·· 
~ • .. ' . ,··(·,, ,,.,- , .. • .. :-.o~¡,, " 

'·- ::·:~}~~~~~1:~1f ~¡~f~ir~~i~lt~~t~~i!~Y1~;l~~f~'·· 
,··;;~::.'.~>;, •r< :~ '.;, '' .'·¡:>. '.•"·: ,_0 -•··-·:,«_::;-• _,O: •:J- :••' • ,-:-':,.-c_;'"-'-T 

7 .- AdaptacitSll'dl! estos;pr~cedi~i~íitos al fJi¿9~6~f'i~o ~uán~ri~ 

del d~~~~e·"~-~fa:·~·~~;' ~~:·Lf_'c"· o~-~:: fL~~:-- · -- -.----· • ---
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MATERIAL BIQLQGICO. 

l.- Antígenos: Dengue-1, Oengue-2, Oe11gue-3, Dengue-4 (de, referencia proporciona--
dos por el centro de control de e11fennedades (CDC) de Puerlo RicoO , 

2.- Células LLC-Mfa (derivadas de riñón de mono Rhesus) ',,,:.,,',•, J; , 
3.- Células TRA (deHvadas de mosquito) , , ·r_!~; <> 
4.- Células VERO (d~fivadas de riñón de mono verde afrfr~'!ló})U <' ' 
s.- Hematíes dega~sÓmacho , ,,' ., .• , ,; ·:t .. ,,·,•,•,'.,',,',',' , 
6.- Conjugado dej\ávivfrus (proporcionado por et:c'oé/Je PÚerto:Rico) ~ 
1
8 

.. -_ RRatto11es bb11 anc?'~\··ª1 .• :ciFt~§>st•;\ , ., .. ,. ,• ''•:.: ;t;~~;,r,i,·,·•·, ...•• ,,,·-t · ,. 
a ones ancas•, ac an es::.,:,·"'· ... - ,.. " .. C .. '•>"' . 

9.- suero fetal•.,:d~Jtii'ri~ra Jna~t1J~d() '(SFTÍ ).}ri{~'it~~·;'/·:'~\ .·· ,,' 
10.- 23 cepas' de.',virus.i'ci~l idellgiJe'.tip~s l ;·~c_y;~(aisl,á~das~en\Méxii:o;'en-el··lnstituto -

de. sa 1ud,y Enf~f~~d~de~'Tropfo'ales':~" '.•······.:~~'. \l~) •···· :· ,·. ,~¿•;;._ .. · .. 
--~---"~:·_.:-'. ,_~_-::~·:,:-::.-;_~ -~-~ _; -_ :_;<~~~:; ~--- ~- ---·-.1-•, - --.-.---.º-~·-7<;·:~·-.. ·:./,-:·-;, 

------¡,~ : -, - -., - .,. - ,-

-, ·.'e/~~ 

1.- CubreobjJt~s de ¿4·~ 50 11111. Fisher Sc\erititit'C.Cl .. - ; : 
2. - Jer1'nga •a· utom, -a.tiCa B.o,··. ,·e· o_rw ... all·. de••'s ... , .. ml;.• .. ·. •-.Y .. ·.·.'.'·.,.· .. ·.·.·.··,,.' ·,i . 

4.- Matraces Erlenmayer. 
5. - Pipetas graduadas. 
6.- Probetas. 

l.- Acido bórico. 

-- C'·,· 

SOLUCIONES. 

2.- Albúmina bovina al 0.4% y en solución salina boratada. 
3.- Bicarbonato de sodio al 7.5%. 
4.- Caldo Triptosa Fosfato (TPB) 
5.- Cloruro de sodio (NaCl) 1.5 M. 
6.- DEADE dextrán solución balanceada de Hank's. 
7.- Dextrosa-gelatina-veronal (DGV) 

8.- Fosfato de sodio dibásico y monobásico 2.0 M. .. 
9.- Solución Buffer de fosfatos pH 7.5 (PBS). 
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10.- Solución salina boratada pH 9.0 

11.- Tripsina 1:250 

12.-

13.- Vitaminas 

--·.; -

: : : :::: ~:: '(¡~;ii\'.;i,'fü,~{~~f í!~~¡¡(;;1í¡'~~~f~!lf!M~;l~~, , '"""'"' 
::: :::·~::,~~r i~¡~¡¡,1~~i;tn:~~.~1~;';~}rtiii~,~~~~,~;;~;;~¡¡,,, 

bicarbonato:ii .; 1 -'::; ;,e:.··:-:/::;::,;_---· ·-· ''?< .;•.-• ' i¿•::;;i;,2_: .. •··-· 
-~ _____ ,, __ --~-; . ·-·· __ ., ;;·~;-_;·: ----. -- --'.~J'.:-.~:-"·:::~:c:.-::·- --,-~--;i_-::·,,--_'.:i; 

,· .. _. ___ )_._~_{_:~:_!~-~-::~~-:;,,:~ ':·.:·-' _;; __ -'.·'~-'.~ ·x;_~---· ~?:'.~._-; .. -_ -- . - -. -- '. ·:-· e, .. ,-" '·:_.~;,c;:~k-.>--~-~'. ~- '• -- - ' ,,__._~;,~-- "-";_,.· ~·-·:,_h7j':---Sfonfos;f{ "' - -: ce • '~·7;"''$~~·-
- -~~~---'.: - ~-·.'.;o"·-" ·'.·;·'"··, - ',:;- ; ;h,. ·,'_~·:·,-·. -

l, - :~,::::::.~;~jia:iI~r~!~W:~~~4x;~~~~~~,rtt~f :r~~~,~:~ri ·· 
en las primera~jE!/ '.desl,iza~iento;c!é'.lahefuaglutinacióri dismil)'uyeun-_ 
poco. Tamlii·é~ s~ pu~de~~~;s~r~~l~sp fac~~< d~·plás~Ú{~}i gi.do :·-. -----_.--

-. o ' ---'" .::.--;,>" ';-:~.;~:~'-''"' _,,,_.-_,_;;.., ,·-"~.'-- ""- ';-.< 

b) Goteros piW~t'a:}} · ~: :•:• · -· · : '"}<~-};-:·-~"' .. - . - >, . 

: ::::::: :~~,fü~';~!~llWi~{'.W&i~m¡·~.: . \L~ 
c) Mi crocli 1 ut6rei:> <}t.·~'.- Fi{; .•. -, •---- ".'.<';:/ 

- --O • 02 5 ~'m l ~~~id~~~~};~~~~~~~~(~:~~~'.,'.~~~'.~f{7~: ;_;: __ %i~-~~~~~-~~;;~5; ~-- - --

- 0.05 mL •d' :;> • 'X)./';• 

d) Base para los;;J~~t{~?1~~.{\Y '- -·-·• · 

2.- Botellas Falci~·-p~~~ c~;·:~v~·~etejido ele 25 cm2 

3.- Jeringas de lml/ des~~halil~~¿/_-_-.... -

4 .- Morteros. • _.;;·: /'-'· 0 ::>~( -• 
5. - Agar purificado; / ; :1:.;:. > 

6. - Azul de tripar1ó;~fró.Os%1: .. ~ , . 
7.- Rojo neut;~·::fiJb·a·:~·-~.:~>--- . ·;. ::-":::"',::-_~-· 

8 .- Estreptomici n¿<úooo;Cloo·'únidaded; 
9.- Penicilina 1 :oóo;oci'()'iJHic!ad~s': ;. ·. 

Nota: Todo el matertil se utiliza estiril. 
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PREPARACION DE MEDIO Y REACTIVOS. 

I.l) Medio de crecimiento 199 al 10% 

Medio 199 Salt's Hank's lQ x,; .· 
SFTI <>.··::.,' .. :->:·)· 

NaHco3 ].~i-X>i\·g~-;-i;,_(·-. < .é · 

Penicilina G (lO,,iu).:.<- -.... --· 

:~':::;~::;i~f\t1j,~]7 '·• ' ; >'f!l~'.if:· 
se adicioilaig]Üta~il1aicUai1dO ~l:~ifdio/~6~é~tl~l';llcftf~e. al .3%). 

Esterni}ax:·¡jii_~;:;,.ru?.~~i~n: > } c-c-~- - t. -- -····.···· ' ·.-. ·: -. 
- ··,,_e·-_'.':}:.:;~~:_:;,;::;,:;·:·-~·;;.''':~ ··- ·<;~ :,'s~~~::~-.: _,:._:;·:-:· ~-' '., -···· •' { /::: __ ··\,·"~ --~ . -' , ... --'·_ -- ._ .. '" -.. ·, 

I.2) Bicarbonat0de!:scidici'al'7:5%~}.; .. •• .. ··---~X .. '.\•_<<• · '•; ... · 
Di so 1 ver 75 ¡¡nci-~f~iii'~boria~ttii~e-~s6'éliBX~n~iOOd'n11feié'1§üa'ctE!s'ffi~da ;, Fi 1 trar 

1 • 3) :,::::j:.~r{,~~~~~~r~Á~~~~~~1a~t ·;:.~·= : : ·,,· .... 
:' ::: i:: ~! ::tífM~ltl~i i~f~~¡;'~~~~i~·~i~·;r·· .~1;tii' ¡;,(füii: r; l '"' 

r .4) solución Peni.~ilina'~ E~t~·eptomiú~K:··~ )< H .~ --- ..... _ -··-.-· 

Pseunl fi ca
1
t. o

11
_ 0dae· __ -_•-·.Ge;s·t·r(seap}t.~o-dm:e,.'.:c __ ··.'-5,; .. on)a' 1_·-~_:0(:-di.I,:.h~p1(_6d'~:r;~o· .. :).~_;··.·.-.:.•.·1}.¡·~.·.: .. gi;; .•. ·!f_·.--•.•,"•-·. ,'io,o¿o ~ooo . ·~:icr9·;·{: ·' · 

Agua des ioQiÍadij;~';6:J,;~;,;J>,,,'~··:;.~-1,~:;;;~~'.;;.;{,:~;;~'.'-\').soo;·ffi1:~0 -· · ---

~i~~~i!i~;:;}~;~Il~~~~t~~l~lf ti~~friI~~~fü~~~~;;·~:;; 
::·~.··~~'.~~{: _,;_;-"·:';:~·~<: .. ~e··.; ·,~ 

.- . : ·;:_·. ,":;r- =-{,_",'.- ' ·-' ~~: _':_-;-,-- ;·:- ,, :, -;·::·, __ : •• •·•• -

_·;,·:;--- ~'.'; /~:{ .. ;::-.{\.:\ :\\;;-':,"_-:::-<.·::.·.e:_,_. 

Comercialmente vien~;_prepafadó: , -- .•-·~··· •. ·-.··.-. 
Es teri l; zar por fil-tra~úiri •. 3':• ·•:fr;~t ' •- ·. 

I. 6) Ca 1 do Tri ptosa fosf1'~-~i'(f~~:)~:.---j~'..:~-;:~~)_ · 

I.5) Medio L-15 

Mezclar 29.5 g •. ·de'Tflái:erí'1óoo'mú·de'agua destilada. 
Esterilizar a 15 lb.~p~~~:is'rni~:~~;:,,~ic, .... _. . -· 
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I.7) Tripsina - Verceno. 

EDTA-Tripsin 0.25% 
Mezclar 0.4 g. de EDTA (vercenol en 330 ml. de PBS_ .. • - · 
Filtrar e(rnr¡\:.pss·a·1:'rav¿s de un filtro de 0.22.mic'ras;. 
Una vez filtrada s~:le adiciona los siguientes materi~l~~: 

°-.:~-'".· --.·.o-,·,-

Tripsina o.os~· : 

NaHC03 7.5%'./~_; · 
Pe ni ci .1 i na /.Es-treptomi ci na 

(1000,000 uj ~-? 
Rojo de fen~l 0'"53 
pH 8.3 •. voJúnÍiÍn~tot~l 400.ml; ·• 

:: ::;.; '~1'1;;'? 
·1 ml; 

: :'-'2 '/~~\.~-'. ~ :.-. 
<-·~'~-~~:~- ·.~?~~-'.:- ··~- .'-~---~··.- ~ -~>~-l~-··J. - _- __ ,_ 

r .8) solución d~YRCi3~"-<l~+F~~~{·~r~~~5%l~c",··;; · · ·- >T·J· ·.·.· ~·-
Fórmula: ·(100 ~1:)'i;;: 'i;}f\ ::Y; _c7'? 

;L'~; ,- -·,,:._ ·' .,.,.,., , 

Rojo de fenal·, X~.,--'\9;~~g]·'i~ ~ .•. ~- ----.... '.) 
NaOH 1 N; .- ·· .<·V á:o ml·.·:'¡:: 

Agua destil~cf~)~. ~g~E·· ':E[~~~~;·~·;:~~i81.~·-·'·. 
Preparación: Añadir; 57,ó'nil·{de agua y·3o rnl ><le NaOH l N. y el rojo de fenal 
(agregar10··1E!nfá~ent~:p~r~ evitar la forina~ión de grumos). Agitar con magneto 
de l a 2 hs. at~~p~r~tÜ~a ambiente. Después añadir otros 400 ml; de agua. -­
Filtrar a tra vé!i ele un papel filtro en bote 11 as de vidrio ambar. Esterilizar 
en autoclave a llOºC durante 20 min. Almacenar a temperatura ambiente hasta -
por 1 mes _enJa obscuridad. Descartar cuando se forme un precipitado ,.:;Esto es 
para preparar 1000 ml., para la fórmula de 100 se siguen las mi!iínas indicaci.Q. 
nes. 

I.9) PBS pH 7.5% 

Disolver Na 2HP04 
Disolver NaHP04 

" en H20 

destilada, 

Esterilizar en 

Mezclar glicerol 
PBS 

1.2 g. 

lOml. 
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! .11) Medio de Mantenimiento 199 (sin glutamina). 

A) 

I.14) 

Medio 199 10 X · 100 ml. ·' 

NaHC03 7 .5% . y '. . , 20.ml . 

Penicil ina-EstreptC!mfcTria : ' ';1Ó.inl; 
Agua des i oni zád~ './,b'. ~;üX; ,/Yooó-~1 •. 

Esterilizar eri áutoclaVl!Ja)OJbs;{por JO.minutos· •. < 

I.15) Dextrosa ;; geláÚ~~>f ~~~b;~~i '.(oGvt ;}h;~·L·····•··· . 
- VeronaL(~á;l>lt¡1):;/.. :.;\ <>·:' .; .}ºo .. 's ... l9. 

' ~'~, - : 

Gelatina'·· >;~ ····• .0.689. 

- Verana 1 · ~odj ca. (ba~oifa'r'~lictico) : 
- cac1 2 (anhidrido)' 

- MgS04 . L. ~20 . ---- • ~ .~ ' 
- NaCl 
- Dextrosa - --· -

- Agua destilada·c,b,p. 

19 

0;38 9; 
0,02 9, 

_.co,12·9;· 
j 

8.50 9. 
- ''10 :oo g. 
· 1,000 mi, 



El veronal y la gelatina se disuelven en 250 ml. de agua caliente. Esta so­
lución se combina con los otros reactivos. Esterilizar en autoclave a 
10 1 bs. por W.minutos. 

si e 1 .. pH •. nC>~'~s~á· ertr~·z.:·o:~'..i:6~'.·~~~ef ílir;:e.1.·~•JRá¡ ~'p~e;ar~¿_~f~o ..• 
Todos los ~eactivos'5eigJa~cian'Y'~~·::usan ~4"c.> .; ... ; .... ;,>>····.· 

B} Di 1 uyentes. ajustadores para 1 as süspensicilles' de he~Jií~~'.. ' ... 
-. _, :: i ':~- :·_ -i 

, "~' ... 
' :~': .;' 

1.16) Cloruro de ~odio;1;5 M ' .,e• r:? 
- NaCl (11.535 g~· '· 
- Agua des ti 1 ada · c. b ;·p;.-;~ .foéJ :oo; ~1'; > 

- . --:-:-:, .,-- --¡ ·- .. -, . ~ ::~' - ' 

I.17) Fosfato de sodio dibás\co2:cF~~~·:,, ·Y·c~ 
- Na2HPo

4 
(anhídri?o). ,,;,~,:~2aJ:·9~ f~~~ 

- Agua destilada·c.o:p·' ifooo~Un\l\/ 
~ 1"-. .'.."'.-.''.~~f-~~.,_~.-;~~ ,.o;~;:-~-:;'.~::'~:;_,", : .-.-..:~¿-:· -- _:-,.--· 

1 .18) Fosfato de sodio moriobasico 2:'() M.'>. 

Di 1 uyentes ajustadores ( DA),'p~ra ~9f~!liir '.iiJa~juspe~sione.s:<le hematíes: 
·- - - - -- ""'"·•···:-.o-_-,-_,_-.~~-c'.O",.-;,,- --~ ---.----- ~-;.?-·--- .. -·.-;-:;·-;·. ---<··,-,. ,.,_ 

Estos diluyentes contienen NaCl 0.15 kyJosfatÓ o:2)'1;• se/preparan combi-­
nando distintas proporci cines de sol udi.~~'esfoínC:~nt~acl~s:de NaCl () .15 M, --­

Na2HP04 0.2 M, con NaCl, con,.Na~l.c9.,;J.54.~~~Na~2~.9~t~ .. 2f~;~¿oJ110 .. se;indica en 

lo t.bl• de voloro< •:~:~DE V~;;;i,"~::~:~%'J! /}\~J> · 
, ., ', ,J;~· :.'.:,Y1~-:::5·~ . <<<-J:, ,. - . ce: ..... <(., . 

pH final* 

5 • 15 "' : , '':l~'·;::~;f3 : (mt; _. ·· 

::~····:. , !\~~i8,~\;(tr6 :•· 
6.4 32.0· 

6.6 45.0 
6.8 .. 55;0 
7.0 
7.2 
7.4 

64.0 
72.0 
79.0 
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78.0 
68,0 

55.0 
45.0 
36,0 
28.0 
21.0 



* El pH es el q_uese obtiene al mezclar volúmenes iguales de solución 
salina boratada pH 9.0 y de diluyente ajustador. 

pH 5.75 ~ 

I.19) 

I.20) 

30 dí as de preparada. 
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I.24) AlbGrnina bovina al 4% pH 9.0 

- BovalbGrnina (fraccion V) * 
- Solución salina boratada pH 9 .. 0 

(ajustar. ·a.· .. p~9'.o/c6ri.Na_Q~~~NJ ··!L;' 

4.00 g. 
90 rnl. 

',-:_ -, 

· ioo.ffi1 .. · .. 

~~ ~:;: ~:~.~·~a~~.1·~á~~~;n~0;"':f i}!:í,,~tt~g;:if '··· ···:· ... ·. ·-
¡ . 2s) A lbGrni na. b'.b~i~~·-.;~~-;o.4~":··e~-s~f:i~:·~;g•·;,;;"•····-

'.
0
:::. ::.~t:~~:t·E}t,,~i;z*y~~;it~r~2~~~m~:,:r" 1• 

~º~:: u~~~rr~~~.J1_~t~~1~~·!t~~,~~~rn9i24ict;+~,~#~;~~? ·_;.;·.·. -L·-:··· -.-•:.·.· 
* · Arrnour ___ P_h~¡:;n~-~~Üti~~]''"c~'.""Ót;:~~~'~f ~~·-na··iíarí _s_i Cio~~:~ tiiff 2tari as ;·ni i en--

tras·• q~~·~ol~st~~~ ha- h~bido·~~~-opl~m;·.::rJT -. -· '·. . ' ····' < 
I .26) Suspensiiiri"d~-~~()lfnu(~S%)'épara;l:~iég¡;:iuero5;-' e·<-- .!'LIL·.· 

Caolfo lavado con ácid~,estállé!ar a~~~icano.• 

~ ~:~~~:rb!~:::~::i~Hc~:~ .· .·. -,• \/:/\ 1~~ !~. 
La suspensión se prepararevol:ierl~~ mecánicamente de manera continua, ---­
durante unas 4 horas.para '1ogr~f- una'suspensión suave. como 'en el 'caolín -
comercial suele haber ag~egados, se ~costumbra filtrar la' solución por dos 
capas de gasa. La mezcla se/toriserva indefinidamente a 4ºC. Antes-de usarla 
se mezclará perfectalllellte',.ióiv~lv{~ridola o·•sacudiéndola··por-;Üri~s;minutos. 

Nota: Algunos lotes de caolin:no s~n satisfactorios. Sise observa que no -
elimina los inhibidores inespeC:ificos del suero, debe usarse otro lote de -
caol in. 

1.27) Antígenos: Dengue-1, Dengue-2,pengUe-3, Dengue-4 

Estos antfgenos no se consiguen comercialmente. Se preparan siguiendo la -­
técnica de extracci6n con suerosa-acetona de Clarke y Casals (2) y se inac­
tivan con betapropiolactona (BPL). Se pueden obtener cantidades limitadas -
de antígenos del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, Georgia ---
30333. 
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I.28) ~aración de los hematíes de ganso. 

Los animales no deben de ser sangrados más de una vez cada seis semanas. No 
deben usarse gansoshembras pues el ciclo del estro puede producir cambios 
en 1 os tí tul ()s hemagJ uti na.ntes . . ; <·< . LIX;: \ ' · 

~: ;:,::;,~:~~1!:t~t::::' :.~·:;, '.':,; . ;:~,~::;¡~~16I~t1~l~tlf l:'::·::j; 
calibre 2o;'Ta'jei'inga/se emplea é:argada'con·r.sin1·;~de''solJciór)'.de Alsever, 

por cada 8 :s.ml\ de sangre. < ; ;.;:' •. / •;~j(;.~ú~ 1~f•·.·· /''.;~;i ... 
Fi 1 trar ·1osh~l11aükt por:gasa ·estér.it;d~;2X2/púlgada;~f~' ~T;'.; '·"'.e··,·,.•· 
En un tubo d~ ~entrifu9'a' -con' fondo rédond~.· ~a~ir:;3~ ~~·ces 1'cí~.;·h~~~Ú~s con 
3 volumenes cie<.-ºG_v .. ·; · <>·' .... .. ·.·:· .. •·.·•··.· .. · ·• •Y' •' >, ... ; ····:,ji ''i::~.z~f;~··.: 

_ _ __ .. __ _ ,_:;., .--;;-,,-:;·-;:< --:- • <>.: '._:~;'.~;~. ~~'{··-\~~0\~~;.'~~:'.· ,,~·;::·-.'.o-;.c:.;;' ';-./;, ·:~'<'-(·· 'L, •-_,·c._" 

Egna·nudonl ºtus boa-.·.dl>,· •otoé.eo_·n. 'tr,r."Ptf····mu~.~.ª.:.·.··d;'cu·~ºr·~·a~-n~ ct'.~oe -.Yli5~J······mS.ª,.·~n~u.:,ª .•. ~~.9~:~~\n€é:·~~¡r,~l,¡;s~.~~~.~;Í~~f ~~~~tr_i f !! 
- - -- ~ : ~ :'.~-,~>,(~-,~~/:>?:.: -~~ :::·~,.->.· €: -;,~j ... _~ ~t·>Y:·:/,._-. 

Preparar susperlsi9n de)1e111atíes ,aí :ª~~;.'e_rt~~~~yfaoeJado;:,e~tI~i}iiap jfor 24 -
hs ·, antes .. ::·d-e 0 ... e·s .. ta:nd' a .. ·r·,·,z·a:.:r·l.·o''s::,··.:.~::..; /Lj ~., ,, .. , ·····~~··.~· ...•. l~';,::~ •. · · ·. r _ _ - - ·---'o·:~_.,'_'.-~--' :;:;;O._;;._.·:o~-

.. ·:~<: ':,',:~-~:;fj-.>- - . > "" ··-·. ~\.;;: --.- •._. ·,.,-., •• ,~ -·' --"·,,: 

Estandarizar los hematíes a:490 n~., de .. 1 ~a1.,:~aner'.a.\é\ue?cGa'ric!O;s1f di luyan en 
el ajustador de pH adecuado té~gan u~~\,dens.id~·d;Óptica:(óo)·'.dé ois' .. Gene--

:: 1 ~:~:~ t~~ª d:; ·~~d:ó~i~~¿4i~'.,,'I~s~\zi~~l~~¿~~~!~~it~~,ü¿~~:~~~.~~J ~:1{2f P l earr 
. ..:. '--~ ~~-"'"···--"""· · te), ~-~;i': :::'-' ~ C_~:;_-~~~d/ ,.:._:_:¿:__ :I;o_,__~~-/~!~-:·..:·;~ :-''."'.'.·.{~ ·.· 

vo1úmen final ·= .volumeri3ílicial)Foo'a&servacia'< '<·,,': · · 
' ---- ·:,_-,, ;'.-: >·<·_.·,:~-z~~- "'V.;j · · ..... "¡ bo fd"eSeaaii<~ -\?;/ ~;:~?:(;.~r~ '. ~~t-::_:_ <-?·:·, 
:~: _::~/~ :·>.·\>C{;~? ~:·,~::·: .. :·.:·~;;;.:,?~ .. , .. ,,.·. . ... _; . -""' 

.. :;>;.'- - ...... ~,:~::.. ;~~<~>~<-'.-: 

Medios paraZe1~erísá.Yoiie~p1acél;',~'k ;..c. .. ·"'" ;¿ <j ~,:. ,c;:'cL~ ,.e: 
• ,_ "" ··~-.;¡: '''.~';·.~-::~- ,._;;-_:·,;·_·,:~~,:~·,--::,-,_.- -·,, . .-~----_-,._..,..,: ~;:_:·.:·.· .• 

I .29) Primer paso:/ L\ :; '¿( h ' ':< ; • · 
'.· ',~·:,:- ·.':<~·:,:;~~:'.,;.~;;_/.> .>.--· ;,':; >'-" \::''-"ó ,;;,·-· 

.. ,<,·;(_~,r/...-·"'··, 

Porción·de),gá~.. , /// 

1. - Di feo ~9ilr,J>Ur.ir'i<:.a46- . , .... 
2.- Agua do~' Y.é¿es-desúíaaa , :' 

Porción. de nUtrientes; 
1.- Medio 199 (lO x) 
2.- suero fetal de boVinb;-
3.- Bicarbonato de sodio 7.5% 
4.- DEADE dextrán solución l:la1~!1c-ead~

0

de Hank's 
5.- Vitaminas (lOOX) 
6.- Aminoácidos esenciales (lOOX) 

7.- Penicilina (lOOX) 
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: ;·; ··>.;-~~-:'.:<, .. -~ ... ·'::":.:~·. 
1.D g, . 

···7"i.ó···~l~·· ... 

· ... -. lO;O.·inlr-

4.0 m.l. 
r;o inl: 
0.5 ml. 
o. 5 ml. 

O .1 ml. 
,· 



Del nutriente N2 3, solo se agrega la mitad de la cantidad indicada. 

I.30) Segundo paso: 

r . 29) y r . 30) Son p~'.ra pr;~~'~'a.~j)o~ '.'~1::";'',·:N}'"·::~'.,~ >: > > . ... . . . ... · 
r ndi caciones'párii~preparll·~~~;ed·i~i':{~·.;'.·;'".c_';' '.'~: ~ . . .......... ·• · 

•• < ' • ·, • .!j ·"' ; : ~· ;·1· ·.· ·~· 

se solidifique el agar. · 

una vez listo el medio se introduce en el frasco una jeringa Cornwall de --
5 ml., pues se agregan 4 ml. por botella de cultivo. 

El llenado debe ser rápido y uniforme, teniendo una superficie completamen­
te plana para colocar las botellas, el medio debe de ir sin burbujas. El -­
llenado de las botellas se hace por la parte lateral de las botellas y en -
fonna inclinada, se deben de acostar inmediatamente, las botellas de culti­
vo. 

Cuando se agrega el primer medio se deja solidificar y una vez solidificado 
se invierten las botellas incubandose 7 días a 37ºC. Cuando se agrega el -­
segundo medio, al solidificar el agar las botellas no se invierten, se man­
tienen en la misma posición (12). 

Notas: 
Los sueros bovinos.- a) Todos los sueros bovinos que se usan en medios de -
cultivo deben ser libres de microorg~nismos )virus, antes de usÚlos se --
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inactivan a temperatura de 56ºC. por 30 min. (se inactiv.an complemento,enzj_ 
mas y otras sustancias tóxicas), b) ELsuero fetal de bovino (SFB) es de -­
mejor calidad pues conti.ene pocas gamma globulinas;.pero es muy costoso (B). 

El rojo n~utro::.f:~IJn ~C>lo~~nt~'\í\t~r2~1/~u~1~.¿i1;W'áiá~ja'6~uC:1éico. -

:::·:::,:.:J:;~i~í~~~~¡llf ¡~f~*~~¡~l~'¡*¡f~~*Wfi~!itll~'¡~::'~ 

¡(.~3;)~.:;::~f ii&~t~!~~~!!il~~~!t~1~~~1l~ll~r1l~riii~~:ifü::: ; -:· <:·. ):,~::~,, \-:;..::'.::_·{_~-·~·~-~:~-S~i:X.~.~\.).,· .. ':.~~.rt~~:~.:;~~;~lf7~ ::•· '..,,,_-_, :,/ . ..::~---~,--< · ~---··:'" ,-?::,'/ .,._, :!._-._----·.·:i:'_:--~··" :\·:; .: __ .; . 
, _: .·;:;:; t~'.~:>:'-; - . •'i.'.,~::·:::'.<-\"·;· /·-,,:~-~;j!\;_:··.· .: _,; . -- - ': -~';?.~'. -., "::[~_":-_:_·,~-- \,;::'.::~--::· 

Conjugado ~efl.a vivifu5;',:·iEl_i fl,avJvirUs·~:se{r:ecomi enda';diJÜi r-lófl:lOOen •las 

e( a
8

n) t.· ida de s--~~~-~-Y~~~;;f $~;~~it~¡¡~~¡;~~g-ii.~~%!~g~g~i~g~ªffR~;.~~~!,J.of ;.-ª-~~s. ---- -
- •- ·-, ,.Z',..:: ·;.'0:-º T :.~~::-": •• ·,. -, -1 : i:, >_; o;:~-~:\ '.e~ ~;'¡~\;.<:,;:'.;~·¿.,; :~.:-;:·:(_,/:-:. ':\ . - S,~:- :~;.'o<,·_,-. - .- ·;· -(· ,,·. > . 

Los reactiv¿s l' 4"xÍ• 7"·fa')Tl:il0-_; li;'i2 {i:::~_a.Y_ ..•.... fu.-.'~E.~.·.n;~~.º-}.~P.·-~t~.ih_ oa.•·.·~.~-~.-Y.a .-­
prepara do s>Pº r~;lrE~{1~A~~-~~~l~~X§'t~t¿;--1 ~,. '~ ;-!;~;¿~·{ /;( · ;. · ('P" · . · · · · 
cuadro N2 1 .·.·. REQUE~Í~{~~ib~·¡AÚ~J:orFERE~~Es;tf~fA~ cEl~l.A~ES · :· 

.', :';,' ,~:::~3;·--::. ·;Z-;'\,:· :'.: -e~-,•¡- 'i:J' > ".,~-,- ~'-'· '• . ' L ' "'-' :· ~'" ·~·"e/;·-~-;~¡'.~_.'.· -~ 

Riñón 
mono 

Mosquito 
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A) INOCULACION INTRACEREBRAL EN RATONES LACTANTES. 

Diferentes cepas de virus de dengue se adaptan a cerebro de ratón lactante (6). 

1. Primero se seleccionan rnuestras positivas(+) de.dengue, 1 as cu~l es fueron dia_g_ 
nosticadas por el ISÉl(lns.~ituto;d~Sal~dyEnfermedades Tr~picales) ... enculti­
vo celular de. TRA'poi-·rnmunoflu.ciresc.énC:ia·Difecta.:.': · , ;· '..>/~¡ff .. ¿. ~ .... 

2. 

,•;:.': ,,·,¡;;', 

~::::::,::;~'.. ~¡~~i~l~!~t~;{!f ~~~i~i~¡~~~¡f~~~~;~~Tif1'.~~:1,;~t~:~,: 
'· ::::::::::::::::~¡f ~~l~#~f 5~~j~~~~~i~~~~i~~~&.i:~~~~g';~}¿l~l~í;;~ 

Los ratones se .. · de•s~er~bran (de si nf~~·tand~ pr~vi ~men'te;e.l <Ír~él;~~~\:¡~~oi'a 1 ~~-~ 
cohol) con pinzas.d~ bi~tud ·estéri le¿; ;qui tcincio. Ü pieÍ. qü~.'iub~e·.1~·.c~beza, -

se introducen 1 as~pinzassacando)ilmas~ cefálic~ decacl~.~élt6nT9a~!3 niasas --

~:f!: ::ª:e s~a::if ~r!~;fau~.t~r~.~f~· •. ~~~~~~11~t~:9,M~d·~a~~f.;m¡~~i·~~n~á~;:~tZ~: 1 !:~ 
dengue, N2 de pa~e) yi~e 'man ti eni en r~fri geraci ón hasta s~ dsóf ,/: > • · 

4. Se procedec a.rE!aJj~ar,_llf1.~9~~d§ ¡¡ase iiioculando .. nuevamente a, 1rrator\esJactan­
tes con 1 a mezc 1 a el~ cada·'.cep~.- v ~·~rs~c;~·:¡'l-;-e~-te. -s-e-·r~pi t0e ~T~níism~"'pa~o~;:':.: 
hasta llegar a u11;quin~o pase: . · 

B) coMPARACION DE suscEPTIBILIDAD DEL VIRUS DEL DENGUE EN 3 DIFERENTES LINEAS cEÍ.u 
LARES: TRA, LLC-~~~·'r:vrno POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (Ac.))é\; .. ·.·· 

El tipo de cultivo. celular~usado para el cultivo vi.ral depe11~_e
0

de~l(s,~~stbf]i-
dad de las células a dicho virus en particular (6). . > 
Para la realización de·este 0 punto se siguió el siguientediagrama(_·é .. _ 
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B-1) 

1.1 

1.2 

l. 3 
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1.4 

1.5 

1.6 

B-2) 

2.1 

2.2 

2.3 

Esta cantidad se multiplica por la cantidad de ml. iniciales que se -­
tienen en suspensión = 60 ml. (e.e.) . . 
3.9 (millones/c;c,)oX60::,234.mi.1Tones C!e:céllJlas en 60 ml. 

~::: ~.ª;r~~~·c~!k~~~~~f.~.~~~t :l~~~0~r~oi7,clt;i~\~m~~'.1\'~n'.1~~es por cada 

Se van a pr~p?r~r .80 tÚbos·. : ~;,;;,:;:¡;·'·:~;:.•,; i/ .·· .?J. j:,,,,i}l'; 

::,::'R;:i~i~~~~~¡~~1~~1t tltf ~i~f~'J,~;,i~,~;;~~;~ ·"º ., · -
Una vez que se~_tiene el. vofome'! d~s~:~d;.P;her 3 ~1.'-cie,· ~~a:;~JJ~~~nsión de e~ 
lulasencad~··tubo.--- --· .--. ·:· ":.~.--· ___ ·- -

.-,_; ___ ~~:.:~~~~:~~ ~;~·' ;,:/~:_':._~~3·.~.-. · .... ··~ ·.;;- )::-"'.-~: --·, ' ,-·-'7:.',··-·· . . - ~' . . ;~-",-:·-,~':__:._: -~-~:>,,,_--. ·. 

:e 2~ ~ ~;rª2.:~,t~·º }q-~.·~tq~.j-s•J;;Q·;{;t91u~rE~ .• ~.:~n~¡1~:..~~.:Yt~ ~Üz:p5~:15J.Óh>bor Jzon tal 

Obser~ar·~;:;iin;~~t;·l:s :_c~~1:tivos. ·~ast~·~~e f~~e~~la~~~~~~~c:~: ••(¿ ~·4'días). 
Elaboraciórl.'de.tubo~<~oni~1ul-~s 1 V~R¿;>.:r ..... ~;,:;>• ·~:,,,;~~h > '.'.:·· 
se. se 1eJ~;~na~'.~:¿:~~iJf11~~r(4i··~fg~;d~

1

-fü~~~·~i~~~.~~;~lé~;'m'i'.~nt~) con cul ti-
vo de cé 1 ui a.~··.VERO~ ~'.i ;~~; AE i < ; :< ~ : ::;~. ; ,·· :1• .•• " ; ;• i 

: ""-~,~ , · -~_,, .~ ·.°".>:~-,,~:..;={ r:;, --·-" ~~.:~)~~~'.> -·-- ·:-.;.,_;::,_:_:,. -~-~-;X;:,~:_:2· __ :; -( . 

El íminarel ;m'edio de·creci~iento de las''. dos bbfélía's•:';'Us~1hd'ii.~íff'iujo 1 ami­
nar para e~i~t~~,C:~9t!~i~a~1~~}'\t;;.;~~~if~?::f@¡7C.:;,,;; · ~'.:;·;:' :-~b· ,, .··.,e 

Adicionar a cada .una ~~·.J~.s b6~:nas'7s~·~1·:··;d~:iWri~··i~;·~J';Ó~~;~~ 'tdp~ina al -

~~ 0:%3e~0v::::~~~~,·~;~;1~·(~~:1f Q~ts~~~h~~ª·~~~L~~~cn_·;i;r;¿}i~c(~ª ~e~ u 1 ar 

2.4 Eliminar la.tri~s{~~~~~r·~~ri'o ptr;~]~· lado opuesto .. ~·· la•. ca;a:'.de ~élulas. 

2 .5 Oejar a7tuar la~f~;IJ~ic~~Nt:~2~n~ res{dua 1 al tiempo necesarid para disgre-­
gar. las cÉliuYastéÍe1,f~ÍJ:jvo;ap.~oximadamente des· a 10 min.(la botella 
deberá:coloc'~·fse'.ho~i'~óriG1inente ~n la estufa). · 

, ,, '. ~·;~{,;."~'..',:;;:;··>.'~':>;·;::•¡ '°""'; .,_:,:/". 

bajartodasJ~séé~lÚ]a~'.c!éJa pared, hÓmogenizarpor pi¡ieteo suave. Agregar 
20 ml. más d~ lll~di~ N.ú~~C:adr1óte1 fo (tola r·30 mh} homogeni zar la sus­
pensión= ce 1 u'iar ~íir; pi pet~o=suave .• :;~ ~ ,c:'.~:_i' \\_..,.,. 

2. 7 Preparar .1 o~ tÜbo.s (}~ x iso m'.Oi;) conjapórÍ.de'rosca c;~ 2 mi. cada uno, -
de la suspensión celular; Teniendo;~~: C:Ge~ta que cada tubo debe.de tener 3 

millones de célula~'. .. · .:e:. '' 
2.B Incubar los tubos en posicióil lncl~na'd~ (~n un ángulo de aproximadamente --
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B-3) 

3.1 

B-4) 

4.1 

4.2 

4.3 

4.4 

B-5) 

4º) a 37ºC, hasta que el cultivo este confluente. 

Elaboración de tubos con células LLC-MK2. 

El procedimient?·~s. exactamente.igual a la preparación de tubos con células 

TRA. so 1? _ qu~ '..s~~; ?}.?~i~s.~2.·).i~;;céJ~~J~~~-·~n·.·u.n,.XRl.urn?:i de .Jil~di.o .• con .300, ooo -
cél ul as/ml . •y :se ~én.vasan en vol úmeries)lé,2 'ml ;.para 'cada tubo,\.: · 

cada l inea·••ce1$~¿-~~fü1'a:B'ii~~~~{~·~~;d~id~is!l~'.2[~\'¿a.·.~~{·~Ü~J~~·N2 ·1 .. 
'· '' -0i:·:~ c;::._:·t· -¡ • ' ~ __ .,,,,_- ;"é, •• ··:>e .-:".-.:. 1 

:::,:::~::wm~~~.it&~a~~~;~~~~~~~~~~~~¡~~~¡;i}~~~~~{~~~íB:I',,,,. 
LLC-MK

2 
y·TRA. '; 'lé' • • ··:····,··e ' " .· .. :.,.:e,_ :c;,7···~~··;;·•· u~.,, • 

::·:~:!~~~~~~i~tr {ii~~~t~m~11~~¡1~t~lt~;11;.::.:~; 
. -- ··.- '. -·-· , --- ., ,-,·-.·-->'i'' ' - - . 

~:~d.~:·~~~~~~~1i~~~Ji~~~~¡ji~*ri~~,s~iJ1t~.'.:.s.:.:.; •. ~.~~¡~ ¡~~t~p{ii~":.ª· é~rre~ 
.,, :·::; .,,, <:· •-·. , ~'.-~·-',;:·. - • ;·-. -. ,-:·-,Lo:,'-•" - ,,' 

Pos teri ormen'te; se~ha'd{l ¡¡¡lectura •por'¡ I nmÚnofJuores~encia , !Íi recta. ~. . 
Los tubos d~pIW~d~s'se jncÚb~n ~oé1s;:'~;¡; y:.~ei;:l'oée~~<~;~'~¿~l ectura· de -­
I nmunofl uor~¿éeii'Cf {oi;ef fl:Si~{,',~H6,.i,:~:;:,·;~'.} , Xi;;f ,;· ;' , ·. ¡· ' ' 

:::::,:::~1~~~~irfü~~f ~in~~~¡f:~i~~it:i1t~f i~~~i~~;~;ii·::.:; _ 
Lectura.·.~ll~(~f·9_n2.fü.~~~~Ji~~ii~-~}.~/:=~··~~•>~,~.·~· ~ ·~·· ,.~~ 
Los antic~.~~p()~\(A2s;) (~~~~ral~eríte): o Tos antígenos (Ags.)pu¿den ser --­
"marcados'' pOf 1 a''conjúgaci6ncon un col orante ( fl uoresceiná) quefl uoresce 
con la ~xdtaciÓn'p()r una luz intensa o ultra violeta. . . .. 
Su sensibiJidacf(a) de esta pba. es baja; "baja" en el sentido de que la -­
prueba es'ñegativa si el suero está muy diluido, pero alta porque un corto 
número de células infectadas pueden ser fácilmente observadas. 

(a).- La sensibilidad de una prueba serológica se refiere a su habilidad -­
para descubrir pequeñas cantidades de Aes. 

Su especj~j~1~ª~ ( ~) es baja. 
(b) .- La especificidad de una prueba serológica se refiere a su habilidad -

para'hacer la distinción entre los serotipos, dentro de un grupo ---­
viral (3). 
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5.1 El día anterior de la prueba se marcan los portaobjetos {con teflón) ponieD. 
do el número de la prueba y el número de placa como se indica enseguida: 

5.2 
5,3 

5.4 

5.5 

Ac. 

Ac.F 
E-1 . 

1 (él) 

A B 

~ : ~J:Üi~,~~~t~~~f'.ri{~j·i:.;$'.~ ·<{;L.· · 
F = · Ánti~lierliii;··f ili6'r.·~~<:éótes; ; f. · > 
E ·E·· ·a· ·o";:.-~·ó,.-~_-.: .. ,----~ :~:~~\-~:~:x~::_~;, -;-~_-:,-'· -. -

' ª l :·•·!;~i~~~;rf hB~~f"c:~-ª·~;·~.1ª~ª~.·; )~_}, . 
~ ~ª ~:: i :i~~'. jf ;it~~f ·~6'f ~·~;~c1ª:1.YªcJó0iJ'~~··· •< i········ 

~ ------;<·: \:~::.5 .. ,, :"-:. .. ·:j _-:;· r,::. ~~?- {;.:'.·:· -. ·. __ -. 

a ) Pasar ~1· ~:~}~·A~ c~.~a)_~u~a,;'.'.~;:~~.~.t~J~~-4lf ~;~~t~.~Ü .·;j~\, ·.·- , ··•·, < , '• .•.... ·· ... 

b) Agregar 0~·15 ml.\•dei~Fipsinafal:0.25%:'a'",,lás·,·céJulªs,·~~ji!!ldóJa _actuár de 
30 ·a·. 60 • seguqdo's)/'~;;,~~;· ·---. ·. " ~¡;·t;;,·~: •. ;~•F · ' ·'"- :~:•:? y .•. ,· 

c) Colocar l.os tÜbos_a'.-37~c'f, observa~d{t'~·l ,.mj¿~b~~~'p;J i'.nverfido·-C' l.· des---
~.,. ,,..···>',~- :;·>.,,:_-- ,--~:i··~· ,,,, :';i~·_;:-:·<-:_{~--; ... :~<<: .,;..,." ::<;·~~~;;· - ,.~, __ 

di ~~:n~:li-·~.~l~r~wJ!~~~~t~~·~liw f~¡~~1t~1~tt~~s~~ª~;~1s\~af 63~ü~··I~~iº~·~····~·~--
• >·._'>'- 't -,· >.;>; :'::\::J.::/:·_-,.-<'·:'·>><·:',- "·¡' :~~ •.. , e • ~·· ,-.-.,.~~:-::.:,,.,::1".;:t ~ ~ ·v· .. •, .. >¡,; -~',\.:: -,, ":, 

e, ~:~.:~~~:.~ª~·:·1~'5~·.·i~b*;~·ª··¿qa~·-~e:~· :~ :1.·~º·p1:ü:;m·i~>i'.'~~¿~:~.,f;~;¡;. r.;•• ··· ·. 
f) Se saéan'de'Ía;'C:entrifuga'y se colocaff'.ell\tiaií'oide tí1el'C:i~'úse procede a -

l . ~ ., . . ~;¡ ~ 

descartar.~má's;o rríenosrl';.5~1.· de •.. med.i ()' écin ·pi peta• Pásteur'y se homogeni-
·: -~-< ,..-_:;,,< .. ::- ,,_..'.'.- ,._.: ._' ~·- · < , ·.;_ :"·· . ·!.~1.;r._~.:;;· _::_>.1:· ... ,,~'..,_::: \>::..;·· :.~,<- 1:.-:-::..':,:-'._: c·:"'_,;.,,,,;'.-:.<~-'",~"--,~~--··V\'/' .. .i:.:<-::-rF·- :. ·': -. : · ,_. -- · ,, 

zan .. · las·cé 1ül,as:JÍnáf,9: ~.e~~;~}~ve~:=~:,~~.· 2:~ ~;,:. •.;é·;.<;:~:~.;,i• .,.·,; _ , 
se tóma··un~··,;oi¿i6~ d~¿uspensión .decélu]as fse,depC>sÚan:.efl'lospozos de 
1 ámi nas con .t:E!hón, se l len~n·p.o;, c~~il~fi ciad de·~~ne~a\qÜ¿'cÚbr~>'e] pozo' 
sin ser demasiado .·para que s'eque pronto~lca'c'"gota'~~át~~~~~o; c;;3ü~~1i~; -en -

el flujo laminar. 

Una vez secas, se fijan en acetona .fría dentro del congelador por 10 min. a 
4ºC. 
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5. 6 Se sacan, dejando evaporar toda 1 a acetona. 

5.7 Las láminas de Ac. F. se colocan en una cámara de humedad y se les agrega -
una gota de conjugado c<~ntra Flavi_vir~s .1:100. 

Se i ncubanpO;mi n:.•a,,3/~c:.'~errj1ndo~l_él,c.á_mfra.jf¡·9.:jc~ <- - '•- ,.-. 

se sacan d~-l~/¿ámara'd~.tiu~e~ad:se\e~}u~9anLp~ra q'~itar\e_1:exceso -.del -con-

j ug a do··-• en_·¡~f :~f ;~ .i{·_5¡;'iS~{;')i;;~. -\.,-.i;·.::{-'.; ',; }:_·_;-¡éi·.~·-j ~;·-~Í·;~J·_··.j~;--,··--· : . ···,.:'i •- '.:~ .•. 
Se. montan J a.s'l ~~i~ascub~ie~dolas •con,cu,breobjetos',--._alLcual.~reviamente se 

;;:~tl~l¡~~i~~~~~lt~l~f l~ilf ~l!~i.~1i:::. --
Las ~-ue sN~{:i5~~i8 ViitV~'c¿~í'o·c~~~Jh~:v i~íLJf:g;~;qi~~m·~.e~¡·;~-¿~:.::~a fÓ~qUe se 

5.8 

5.9 

5.10 

5.11 

1 es a9re9a .o.s···ni1 ;•cie sFr,,}se'có~9~1 ~~ ~ =?otc/ +<··-· /<;·-:~ \ . 
Una vezhechaJalectura d~)is Jámi~ai, l~s n~gatjv~~ ie d~~~echan (8). 
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C) 

1.1 

OBSERVACION DEL EFECTO CITOPATICO EN LAS LINEAS CELULARES VERO Y LLC-MK2, 

EN EL MICROSCOPIO. 

La mayoría de los virüs,~pero' nó'tÓdos~ ~a'tan'a~lai/~é1t1aÚ~~/fá'qÚe se -­
mul tip] ÍCan; .Qe• ahí que··]aSCepaSTCe]U]are~'infetfaéla~/ti?a~"U¡]me~t~ de----
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D) !DENTIF!CACION DEL VIRUS POR LA PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION 

D-1) 

D-2) 

ill!l· 
Los Aes. inhiben la hemaglutinación yiral cubriendo. el virus .. 

. - . -, .- ••,- . - ' - : ' - .. _ ,- ~ - .-.-_, ., =-. --- -_ - "-~~· _·-. - -.-_-- '- - - -·-, 

La sens i bi·l'i a,~~···~e'i'f.~~;~~~~~~Tst~ª·}'.t,f·;~·:~U,/iiP~fif~~id~:~t.ªTb.i~ri ( 3 l. 
El dengue .. es un~e~fe;~~rle·adf~/la'~ue·s'e,~uede'de~o.dt~~ff;r~sp~esta de Aes. 

~::::::d:~~~i~t:f ~~J~¡~~~ili~~liJ,~l~if~~~~~i~~b~:; ft-

Tra tami entó del.· sUE!i-6 :]~·/,,··~~~~~.:'~¡t'~'[~1 ,':{ ,·' ··.~~'ff :"S;o;'J";~;"'' ····· ·· ,, · ·· · 

:::,~:::;:df ¡~~~!~n~li~~{~~~~~f ~t~~f f ¡~~i¡tl~~}~:;::'.:': 
:: ::::',~~¡ib,~~i1l~~~~~t~:1t~l,1i~~t~:f ~~rir~~~~i~¡:,:::::: : 
3 ratones ~ci~it~~~a''1~s.z(ci1~k después de inocÜl~dosJÍ~trapéritoneal 
0.04 ml)> ;;~x.·{ >Q~. ,. ' 1:> 

·.:.:,._;·, '< 

Extracción conicaolín>abso~ción con hematíes 

Utilizando;cinta~á~hés1ya, rotular tubos de 13 X 
Poner: •, .·• •)? ·· 
2.1 suero fon'\olll~~n). 
2 .2 sa 1 i na~'bo~~'tad'a ;~PH 9 ,o 

(las cantidades pueden ajustarse 
en 1 a prueba) 

2.4 Agitar vigorosamente la mezcl.a. 
2.5 Dejar 

Se pueden poner los tubos 
lando la operación. 

2.6 CentrifUgar a 2,500 r.p 

al cual también se 
2.8 Colocar la gradilla. con los 

enfriar to ta 1 mente, 
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D-3) 

3 .1 

3.2 

3.3 

2.9 Agregar a cada tubo una gota (0.1.ml .) de hematíes de ganso cc111pactados 

(lavudos previamente con tres cambios de. DGV) y mezclar bién. 

pH 

6,0 

6.2 
6,4 

6.6 

6.8 

7.0 
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3,4 

3.5 

3.6 

3.7 

3.8 

3.9 

3.10 

3.11 

X = Cavidad. 

* Recíproco de la dilución del antígeno. 

Agregar 0;1 íll\.:de 'dilución 1:10. del antígeno .a la primera cavidad. 
Agregar o. O?.mF d~ bcÍv~1bci~iriá;~i·'o·;43 ~n' SB á·t~déls, 1 as otras cavidades -

- ·- ,_ - -·- ':'J";;.~ :,,\á .. ::_~~ -~~,'.~;;:_ .! _., :_-,_ \--\::-ó;~-~:, :./_:"'· .. : de 1 a pi a·c·a_·:~:::¡-::·-:~ >;.::~:,; .';,:.:;;;: ;:;~~<;~ "- ,. _ .. ,.-._,>··,·-." ., -.. ,,:, • . : ·· - ---,·;·::·;:_ :·:>'.~;::, 
.·.·;¡ :·;;~:_,·:-,• ·.:;~-;·:,~;\~-> ... ''·'", ·./!;!~,< 

de 

.:~>-~ .. , 

;:¡:;:;::fü{~~~¡I~f ~~~11i~~!~¡~~t~~1f 5~ñ:J,I;~;~1;;,f;;) , 

;~:~~~t~~~~i~t~~~j{¡~~[~i]{~~l~i~f ~if~lf~}~t:~!~:~¡fü~ 
. ; .. .:.::) ·.; ~--?,.:-.:---; 

ra. 

Registrar lo~_:es:~i~~()S .~111lojas. 
Determinar el título hemaglutinaryte y el pH óptimo del antígeno. 
El punto final (título del antígeno) es la dilución más alta que muestra 
hemaglutinación completa. Para la prueba IH se diluye el antígeno de manera 
que contenga 4-8 unidades en 0.025 ml. 

Si suponemos que el título del antígeno es 1:2560, entonces: 

1:1280 = 2 unidades/0.05 ml. 

1:640 = 4unidades/Ó.05ml. 
1:320 ·~~8 unid.ades/0.05ml., ó 

· 4 imidad;~¡ci';o2s ~1. 
---,1_f160 :;,~~if»~~-ri:1·~:á~~-~~~/ó·-,t·as~-~:fu,-:-­

ª ullfci~d~s/cL02s m 1 .. 
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D-4) 

a l 

4.2 

4.3 

4.4 

4.5 

Por lo tanto, se debe poner 1 parte de la dilución 1:10 del antígeno + 31 -
partes de diluyente para obtener una dilución que contenga 4 unidades/0.025 
ml; o 1 parte de Ja dilución 1:10 del antígeno+ 15 partes de diluyente --­
para 8 unidades/0.025-ml. · 

IMAGENES D( HEMAGLUTINACION EN PLACAS DE MICROTITULO 

3 

1.- Cuando no hay hemaglutinación, o cuando hay inhibición de la hemagluti­
nación por anticuerpos homólogos se produce la imagen presentada en la 
cavidad N2 l. En ella los hematíes se han sedimentado en le fondo far-­
mando un punto.- Esta imagen se toma como el punto final de la titula--­
ción de un suero en la prueba de inhibición de hemaglutinación. 

2.- La hemaglütinación parcial da el aspectoHque sepresenta-en la}cavidild 
N2 2. se ve un anillo _de hematíes aglu-t:Tn~éló~~ al ~eci~ci~r~c!;--irn~cerÍ-tro de 

hematíes_ parcialmente sediinentéldo~; E~te· "posiFV<lcOría.pjl,1,o~·;,no~·s.e -­
toma como-punto final ni.en la hemaglutfnacióry'.~'::-'.;;·:. \ • ' 

3.-

::::~·::::;~:::,;~: ;:~:bE·.;~:1f ~{~~~:~~!1tlli~rtr~1~~}:~1:,: 
vi rus. ";\ ; . • -~• ,c;y ><' - -, -:,,,, -;;-.:_·- ;-::;'.'/-~---"·'· 

Prueba de .. i nhi bici ónde ··he~a'!Hu'ti*M~n~~:~;-~~,~~'.~/;cJ.~~~+<;t;~;;_f~;:;-_;~~·-L~( { ·.• 

- Los hematíes· deganso s~J;;-p~r¡~·lrví~p~~a·del.f :~J~~~~/:/.2 · 

-:.~ ':: to'!1.:~:r:~fü;::1~;·~·:.::1':~1 i~1tii11~M~~r¡2:; ,: : :::: '.--

: ;;;:;::~~~~~~r~;~1r~mfü;~~~f ~~~~!f~j~{~:~::;. 
- Marcar las~pl~cas con los ~úmeros d~ los· slJ~~Ós ~ ~i"ánÚg~~o. Lo .mejor -

es emplear una placa por antígen~:0 ash si.se ~an1~':r)~oba~ a-sueros ---­
contra 4 antígenos, serán necesarias 4 placas .cú experiencia. previa del 
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4,6 

4.7 

Labora torio con sueros similares de di agnóstico o de encuesta, lo mismo 
que el tipo de muestras y el propósito de la prueba, indicarán si, los -
sueros se deben probar en 4; 8 ó.12 diluciones contracada antígeno. Los 

- , ·~ •' ~· ' -·. ·- --. ., . - . . ' . . . - . . . -, 

1280 
)( 

)( 

X 

X 

X 
Y~"''."'C'"2•-··''~·· _, - X 

X 

:,:::~~:~~:~:~t!~rt~¡l!!~rr!~~tll![f !~it~~~f {:,::,:: 
0.025 ml. de· boval búlllina· ~v:o:4%~~n'SB.;cpH·9;0?C?n~u~"~nutor-.de .... 

~; o~~m:~~ 'd:~::~*~-~f~~ht3i~¡fa}~~l~-~~~~~fip~~i{fü?~~i~~:1!J~~b~::; ~~~ta 
- Mientras sema~tieh~~la' ;iaJf e~'.vibraci~n ~~~;e·~ ap~;ato, agregar a cada 

una de las cávidades0.025 ~J.-~e antfg~n~ (diluido de manera que cante_!! 
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4.8 

4.9 

ga 4 u 8 unidades por 0.025 ml.). Guardar el resto del antfgeno diluido -
en el refrigerador. 

- lncubur de un dfa para otro a4ºC. Las placas deún mismo antfgeno no se 

api 1 an .una~ 'sob.re~otras.:;•~.col.ocando/encj~aur.a:.p laca~ •.. vacfa .... ·••· ···.····~ ····• 

·.·: .. · 
~ ;·;:r; ;~~~N~;:, : ~·~:/}~;·e : ~, . 

b 
1 :::;,;~~4¡,i¡ª~~~¿~ll~f f l~::;;,~,!~~~~;~~;i;!;~" 

e) A parti'r.;de ;;~:J'~r~~~a~d~Jj·~¡~~.h~~~~%~~'..'{;~·:·~·~e-di{~cf1~e·~'.·el .·doble, 

empleancl~~u~r-~,l~~~~i:[~::~·.o~.~fa~·- .:.,s~:~· 't.· ·.:·:·.;· .. z,:· .:·::¿ .. 
d) Poner las plélca~·~n~.~.(!ibfa.~§f.'~. µo,~K?v~!dcidilé!. \ .'. .····· • · 

e) Añadir 0;05 ml.'. á~·he~aÚ~s 7ct~•ga~~~; dllllid~s ~~i~l pH.adecUado .··· 
Mezclar~· Disponer las placas sin apilar, córitr<Í1~nfondoblanco. 
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Cuadro N2 4 

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION. 

f) Dejar a temperatura ambiente (22-27ºC), observar. la formación de hema­
glutinación y determinar el pH óptimo para cadailritigeno. 

Para considerar la prueba satisfactoria, esta titulación debe mostrar 
que el antígeno que se agregó a la prueba contiene 4 u B unidades por 
0.025 ml. 

Las placas de la prueba (sueros con antígeno) se sacan del refrigerador, -­
dejándolas que lleguen a la temperatura ambiente (22-27ºC). La cantidad -­
necesaria de cada solución de pH (5 ml. por placa) se pone en un frasco y -

se le añaden los hematíes de ganso suspendidos en el pH óptimo para cada 
antígeno, antes de agregarlos a la placa. 

a.l) Poner las placas en el vibrador a poca velocidad. 
b.l) Agregar a cada cavidad 0.05 ml. de la suspensión de hematíes de ganso 

en el ajustador de pH. 
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c.1) Mezclar 

d.l) Mantener a temperatura ambiente y observar la aparición de la hemaglu-
ti nación. ·-···. -- -

e. l) Como el', áspecfode .,la hernatÍúti ncl~ión pul!~e c~mbiilr C;On él .tiempo; se 
deben señala~:~nl~ plac~· los puntos firÍale~?tan.·pronf:o'aparez¿an,. --

~:~c~:•·¡~dti~·¡~~~~¿r~·n~:J;:i~~~-et~l~f~;~~u-i!!·.·~j~~,~~1}~·~~~~~·j~~f ~::~º -
en las fié:ha~:ae1 ~Talloiátbf f&;·t '• 1'é;} r: ' '' ·1 ··;;·-~;;;~( ·" ~;~.:.. ' • '• • · 

;. :::,::,~~,1i~~~~~~t1íi;m~2~tt~f ¡ij~iiW]i:f :~;:~ 
casi completa.'.di!1~~-tie~~~lútlna.:.ci6r1~}. . ¡,,,;~}~í;..;i'o;:;~=~+; '· ó :: ' 

- -- •. -... • ,_ ., •. .. • . '° .·:;> ::· ! ~~ .-. r: ~ ::-:'.~_~: - . -
Cada pruebajni:l ~i r.Z.1osfs{g'J;'~'nte~~~~~tr61¡~:;7~;·'i:;2} ·:.,··· i :;····· .,. ••·•. ,. ~:::,_:~ ,··':_·:_--,-- ' 

a) Suero postfi,Y.~Lh:rifü?1§:~~~g;J,fqW~~~.rt~tft.itql~.ár~;.c~~Iif~ti9~_~&·. ·a;1u ido . -
.en serie· hastaeVpull~o·'fina1·:·h .... , ,.}·f~;r :}:· •.:·:'J •··.. . . . 

b) Un suero neg~fi~ojco~o¿iélci pa~a~c~<lt;a'ritt ge~o.; ji : .' ,,)···_·.,··· ... 

o) ~:;:::l,':~~i~::~~~{~}~fil~lj~·~!!~~f ,'.':')'~';~:'&;:;~\~'" 
d) Control .de he~atf;;,"s.ir{súero 'ni arÍtíg'éno;'~ar'.r~1~;cfar hemagluti na---

ción inesp.e~ífic~;!cl~.·;1~i·he~~;He~ic~H:.ei:c!11úye~.te:<·•·· .·<;:... .. . .. · . 

Los anti genos~que.se~ emp l eári~en.l atprueba;.deb~rl·-i ncl ui~'1os~ti~o~;·a~ d~ngue 
cuya ocurrencia es posible :E!n el área (eri ·t~.s ÁmériC~s DEN-1, DEN-2 .·· DEN-3, 
y DEN-4). ' ·+{ "- ··· · 

INTERPRETACION DE RESUL TADos:r(· .Ji' . ·.· . 

En el caso de pruebas de di~gnósticJ·, los'. sueros pareados• obtenidos con)4 a 
21 días de intervalo debenprobar~s·~;silllu1Úlleamen~e.:uria 'rnU~~tra rio es útil 
para el diagnóstico serológico: .L~~ ~~p~c{m~n;~·~btenid~s; ~~ra.nte la fase -
aguda pueden usarse para-.~f~Í~:~,-:~:·~lt·0:i:~ü§·T.: ... t •• -" .:>· ... ~~,>.:<..,,.· . .., .... , . 

-~,¡:'.~,_;:~,~,~~~~~.-;~~-~.~~~,_~~~;~~-:_··:~;;"':l~~-'.o·~:L~·~jL~~~·~~~~~l~.· ,~-
Las interpretaciones sigÍlientes se basa~ en .• la'expe~iencÍa°de'•Í?s .. labo­

ratorios de San Juan.de Puert~~Ricciccon~suerÓ~"'de~ár~as en'·dond~ no había­
actividad de otros·-flavi.~ir~s{oeb;dóa'c1a~c;ecic6iorie~ c;uladas:eritre·. los -
flavivirus, una positividad serológica no pued,e constituir nunca una ident.i 
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ficación cierta del virus infectante. En todos los brotes es indispensable 
a is 1 ar e 1 (o 1 os) vi rus i nvo 1 ucrados para poder definir especí fi e amente 1 a 
etiología. 

Las respuestas de anti cuerpris'~s~~cl~;~tstinto' G~ci·:.!.':: ;;_;, •'·' 
i. .. Negativa: Ausencia de áii1:;~2e~pds' det~~tables:~~.i~.~biFfillJ~stril~. 

:, ... :.,, -',.. - .. , ~:.?~..:;------ ''.-~~',:.: ., .. -.. ' ;.,~ - : . .-::--·. ·. -. ., 
2.- Positiva: ... , ,. --' - ~- . ; . . •"' . .' ,·· ,.-.-'", ·'' ,.;,:--., .',_'.~; ,,·. ~' ;.ec\. 

( tnr~éctÓri~~6t~a1•)ti .• :.·~ 2:.fr·i:;:·:f :'.. .. : ·· 

b) Respuesta amplia a> los fla~ivfrus::.Calllbtcdcü~drüp)E!:ó_.mayc)r·en:.el ti 
tu lo de antt cuerpcí;(·¡;¡¡·ra más'ij¡t;unTtT~i~~~7¡¡~~G~~··;~p-ira2 .J¡,';J"~·~ás -
de lo$ otros flavivirus~ Ningún tÚ~l() . .)1:320:~ .. :\;: :.~< 

- -_, --~~~:'~'º .,_:·:_. ---~-~,.:e>- '. _·; __ --=~-~:_.--.~~--= ~-- ·tt~·~::,_. '..: ·· . ·-
Res pues ta secundaria . _ .. <.> <:, ;,;. 
a) ~aso de infecc·ión actual: Cambio cuádruple omaYor·~fllos títulos de 

especímeniis pareados, pt.ra dos o más tipos de dengue, o p11ra uno o -
r.:ás flavivirus. ·.·•- ' .·¡_ < 

T~tulos.2= 1':640. 
. ,. '· -·"·· 

b) :.:aso no ·necesariamente. de' infec~i 6n ictuál:. E~ l~~~'.'s~eros pareados -
.anti cuerpospara'dengue y· parados) más de los <ltros\fla.vivi rus. -­
Títulos de ~'l:640',: al menos en Ulla mUéstra/;pero'.sin'.cambiO cuádr~ 

----'-=-¿-~"·,-_'.o_:__co:~~------=_:- ~ :_-o.>J-~:=;~;_~:.;~C,,~~:%=~~~_,g~~~O°'~- 0--='.-'~-'-~- --

ple: 

c) Titulris estables: Los títulos de 1:20 a 1:320 p~~~.~~'5···a~tfgenos de 
uno o más flavivirus, sin aumento cuádruple, sU~ie~iitnfe~ció~ en -
alguna época anterior, pero no necesariamente dÜ~a~te~·~r·:·e.pi~odio -­
actual; por lo tanto se consideran como ne?át;v;os~gu~~·¡¡frueba de FC 
puede facilitar la interpretación ya quea:vE!¿~i3~~~kt~~un'aumento 
de valor diagnóstico o títulos~ 1:640 l~s·:¿Ú·~,-~~Vi'Mi;~'á'~i~·f~cción 
actual. 

;; .-: - r~~--~.-:;_'.;~;:_1n:t!_,:::;;:··:t;?~.,~- ;_. - · :, --

. - -_ -.~i: ~-:~~--=,,,o_/_i~~i~:~~~,~~~~~;~:,~~~:;;_¿_~:~~4:~~;__,_~-;~~-_:__:2" ~~-;·~ '_'. -- . 
3.- lnconcluyente: Cambio de 1:10 a 1:20 pára uno'o más/a'ntígenos'de dengue. 

En este caso es aconsejable ped;r'btra~uestrac'onv~1Jciéi{te~tardía. La 
prueba de FC puede •ayudar a la:int~rp'l'etacióir'y~: ~ué~~.v~cfr~uestra un 
aumento de valor diagnóstico de f: 8 a 1:16 (2) 
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[J AMPL!FICAC!ON DEL VIRUS POR PASES EN CELULAS LLC-MK2• 

El virus inicial que es pasado_ en células LLC-Ml:2 sobre medfol'íquido incr~ 
menta el nú:nero. de virus aislado que posteriormente.es detectado por el prQ. 
cedimiento de ensayo dé°plaC:él. (12);' ............... :. /:' 

.. , , - ·}·:-:¿> '.~).~) :·:;._::.~~,: -· - ~---<·:;.: ::··_,,·:>- '. 

Anlpl i ficación de' l •;.v···,'r·u· "s ·.· ·· .·. ·· • !' ·· ··· <~ '2 .. ;:(~{ .Ú:;F ~ ; · :; _ _;_; ~I~ ·,",-,_;;:: .- .. -~ ,~_ .. _:- -
1. - Se el aborántu~o.s'_~()?:t~lulas ~~f3t.1~i·i;,,~;::?~~-; ;:,;~)~r:.f .~;\:e· .. :, : 
2. - Una vez .. fonnad,a la'mollocapa-~ónfl ~erite'.,cle.Ai:has:~céJu]a~'.;se'de,j¿¡ absor­

ber 1 a mues t~~-~;i9'i'¡,~i''(í~5~2tcepa's~'p'r?~1~iil~i'i/ó:2';~¡ -~{c'p;;~:;f;a:;2 ... horas 
a 37

ºC. , .. :>.:').::: ·:.-;•·; ........ ,. ...... ,. "' ·.... ... :;:·:;. ·. :~·····w••·• '""····;--> ·-- .,,-·-,:-,-. ~' ~ ·- --.. ~ ._.,, ... , .. -··:¡-··':o·,;;, i·:~;f{\~:.,:'>-{ :·:;:·-'·<·--··· 

-~ 1-y~.~~::.-,.- .. ~-~::,-:7~~-.. ~0:;::~~:7~ :::~';:~_:t;,::~.~.~~p:.~~~~;t~:->}~~~~~~~.--~;~~~· ~~ -·-~ ;;_:::~~'.,"-:.,;, ,_-:,._;- :~:~::--~ .):.:/,f -~'_,~ _, .. : - ' 
3. - se· adiciona M~199 con 23' de ·sfTi?ilOO.U/m}".'.7de/jíenici 1 iña\y:'lOO mcg/ml. 

de estrep.'\ó~~n-;¡~··:~;"'"f''•"""f'':;\·:~F•.,;¡;;;;'~*?-';~~~~?'·~" ~'r:~~:t'"7o';1''~·~c:··••••·•······ 
._ _- _ . . __ '.,~~·-e-~'. '.,'._, '':"~l.:,~· , ·,, -. -:._ ·;~·~,:, </; '·. ;-;. ~O:- '·'· ·-.\:º-~~-:.~-;· ;;• '(-'-,·. __ -~''..- 'é - - .-. -

•1.- Se incuban a }7ºC, i ncl i néldos";}'., ~·,:~ •. :~é::~:.k··¿: '.0j~•. ... .. ..,,, ··· · ·~c._< 
5.- Al cabo ·de·7· .• díás.se cóngelaniy;·~~~conQelaÚ, a· .. .'.'7,ó¿t;:.Sllspendi~~dose. en 

e1 r.iismo medio~··ae· ést~c.mismo~s~{~ueive?cr';ntí~uYá~.·en úna~liuevam~noca­
ra de células, según tantasV~c¡sse~~·necesár'iOs 10Spa.sespara:1a far 

=·' -<'•' .... - •. ' · ••. ·- .. _. ,.· .-'·. ' - ··-' -· ·'. ·' - ' ' -

mación de placas. Y se éonserv~n a:-!oºé hasta 'que son/utilizados para 
el ensayo de placa en frasco'~'!viales.(12¡':~ · '·. ·•• · ;e:~'{< 

. - --:. ·~ - -:-:,.-:.~·_:__,,:, •"·y,,,.--· " 

n ArsLA'mNro E rnoENnFrcAcrori DÉl'vIRu5.ot:coENGuE PoR.ENsÁvo oE ilúC:ii. rn · 

F-1) 

::L::::; :::-::. amp 1; '"'" t• oiido ,~;¡ ~1 \;'f ;)i ¡p¡,~~•i<~,~;~¡~~~ is is 

de placa; se inoculan ~ccpas,~in~ivi cttiales~d~ cél ~Jasl lilJªsp~d ·¿1i,;',~.i luc'iones 
adecuadas de vi rus y, desp~ésid~ la)bs~~ci~n?~6;'·r~~Úb';e~tts·,co.~:ffi,ed1~ ·:::: 
que contiene agar o carbcixime.ti\ celulosapara;preveniJ':la ~iseíni naCión• --­
vira 1. Después de varios.días·'ias c~lill~slhicialm~rjt~;i~,f~~i·ada~han•produ 

,.·' .,... .. - . - .· . ._ ... ·.,·. -.. ,,...,,.,· .. ,_. ·:··:·.;,' .. ,.;.·.,, ·--.:._~'-- .. ,, .. ·,, ... ,·. -
cido virus quese~disemina sólo a las·•éélulas.ciréunvecinas;iproduéiendo··-­
una pequeña zona de in.fécción ,opÍaca. BaJ~tEri~diciO'nes'colltrolacl~s. una -­
placa sola, pu~de ~.riginarse.de.,una sola'par.tf~úla viral inféctante, denomJ. 
nandose un.idad formadora de plac¡(UFP.) t6SJ)'''• · . . 
Método de Ensayo"de Placa. 

Se realizaen.botellasdecultivo detejidode 25 cm2., conteniendoJS a 20 
millones de ~-él~Ía·~.se.ha~~~diÍucion~sdedmalesdel virus·(10- 1 a io~ 6 ). 

; ' · ... - --.- -_· --·· _-- ·-· ' 

1.1 0.2 ml. de la muestra (cepa problema. el virus utilizado fUé cpasado 2 veces 
en células LLC~MK2 ) se deja absorber en la monocapa de células por l a 2 -­
horas a 37ºC. 
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1.2 

1.3 

1.4 

1.5 

Se agregan 7 ml. de medio enriquecido conteniendo 1% de agar purificado a -
44ºC (l.29). 

Se incuban por 7 días a. 3.7ºC. 

En un seg~Ma,·p~s_o-~~n~C1·~-~e::~e·'~oj~_C:;ón's.ilü nail~nJ~íír~-~~~tl(de ~gár ·. pur_i_ 
ficado y ii75oo 'C!ero5ó'iíeütt'o'ésta55e·tiil.erl(L·Jól:~ .. ;> (.> 

:: ::::J1,'f "1f t~;,r~~~f,~f f f ~í~~f~~~~~~*N~~1!f~¡~f Y~::~t:f ::, :_ 
placas (uFP).pb~Mi1i'1~jf~·~fyr.y_r'<!é''··~······· i,; ... ,. __ 

~:· -:/_ : .. '.~2'.:· <,< ~:-;. ··-. '< - • '.-:' - _; _ ... ~- - -

'~s;·(r ·····. , . , .. 
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A) Inoculación intracerebral en ratones lactantes 

Síntomas presentados en ratones lactantes del ler. al 5o. pase después de 
inoculados: 

a) Dificultad ~de movi~ientos· (demasiado 

b) Poca sens{bil.lda"d''.fs:e.,;l~~ JíiC:abél 

culo con dif"i~~l,~~~:1;',,;~:'~~,;; ?f'¡S! 
c) Caminaban·•ládea·dos'.<':::••' ·;;r-· 
d) Enterraba~frf:~~J~~~;¡i~1\i·;· ·• ..•.... ·· 

' . ·é~>~~~-~o-;:· ::·);. ;: ,•l;'-,. ;~- ' :."::: / • • 

e) Temblor .de:ext~emidadeséfriferióres y superiores;> 

f) Producción __ ~{§~'fli·~J;s~~·;~;J é) ? < ,;e··. 
" .. - ,, . ',J.,;.,·:_=.·~··_;. . ·- ~":·~:~~p ::_ 

: -~'? ,"--: -~.'-_! - . 

Nota: ·pi. ·~.,,~;.~' /,e:·'. ' ',,,~<: ' 

En el siguient~cúad~BJ;J¡'~s'en.t§ciós;~1~~~P~~es'e1 vt;Gss:~1~·~ata·a 
tón, excepto ~~.~l ;:Jef~~ p~si;~ep~:Ni~JOlO tjue ~~ta'.a~:cÍo~ ratones.• 

____ ,. ·;;"~(;..,}-::=-·:= .. -.:;,;-:e _ ____ -'-· ~· ,~~::.'·-~---:--· '.:. '=~·-J_:o_, ""'-:<:_! _ 
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ADAPTACION DEL VIRUS A CEREBRO DE RATDN LACTANTE 

Cuadro N2 5 

Mortalidad en días 

2 J 4 

N2 de 
muestra Origen Tipo 

N.2 de oase 
5 

P~r~ 1 
2377 Vallarta D-2 ! 
2388 P. V. D-2 1 J 

.--M~¡-----P~~---.. 0-2 .• _--- . ·---. ·----~>---- --
,__;353---·--¡;~v~-~=z-__ ---· - ---_--'---_--¡-___ _· _____ __. 

J 1 
____ 24_08 P. V. 0-L - ·---t---+------11 

2851 P.V. -·- o-i 

2855 P.V. 
.. .. .• . 1 . • ... ··.· 
0-1 _ . . __ -. ! --~---:,_-_·_: _ _,_ __ _ 

Nayarit 0-1 ____ ---~-J ___ 8_ 5 

2859 P.V. 

·.. . 1 . . 1 ' 

,___f9._9_5___ Nayarit 0-1 · --· ·- ____ ¡ ·· 1 ---;'----+------1 

~--29~L-. Nayari_t __ _Q_:_l _· ---. _.- -----~---+--------~-...... :: __ __. 
JODO Nayarit _ 0-1 15 1 ~-----;!-__ __...._ __ __. 

,___]_9_91____ Nayarit 0-1 1 \ 

,__l.006 __ íl~.i.L__O-l _______ 21 __ -------+----~'¡ ---+----a 
¡ 

,_._JQlO Nayarit ___ O_:_l ________ 5 __ 4_-------1----...-1 __ __ 

3011 Nayarit 0-1 
! 
1 ___1Z25 Colima 0-1 

-~27~5~2 --~C~o~l i~ma_ _____ ~O_-~l ____ , _________ ,_ ___ , ___ J __ _ 
3682 Mérida 0-4 ¡ i 

>-------~-----------------1----+----l---l----+----I 

~~_8_J ___ M-'--é-'--r1-'--·d_a ____ o-_4 __ -'-I 13 ! 12, 1? i 
- ---~: ---- ,1 11 

~§84 __ Méridª ____ 0:_4___ -~ ~ _ 

~!!~~----~-~~:~- :~: _______ ., ___ ~ ___ J 1 

' . 1 1 
.__º::-_! ·- - --- ---- -~'.':_l___ - ------~---!~_.! 1 21 

,___ 0-2_ . ___ -·-· .. Q_-2. ______ ~. 9 ---~ 5, 15 __ ¡ _______ ¡ _____ 6 ___ ; __ 2_ 
,___Jl.:L .. O~J ___ 10, 11 _ '. _ 7 __ 6 i' 6 -¡ -----

0-4 0-4 14 ¡' 1 12, 15 ' 8 
1 1 

Los cuadros vacios indican que no hubo mortalidad. 
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B) COMPARACION DE SUSCEPTIBILIDAD DEL vrnur, DEL DENGUE EN 3 DIFERENTES LINEAS CELULARES POR 

Cuadro N2 6 

NUMERO DE 
MUESTRA ORIGEN 

DIA DE TOMA 
DE MUESTRA 

• ; células abundantes en todo el campo. 

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA. 

AISLAMIENTO DEL VIRUS DEL DENGUE 

1 
1 

! 
1 

1 
TIPO 



C) OBSERVACION DEL EFECTO ClTOPATICO EN LAS LINEAS CELULARES VERO Y LLC-MK2 
Cuadro N2 7 

N2 de 
Muestra 

l-----------=E:...cFE::..::C-"TO"---r-C I:...:.T-'-OP-'-A"-TI'-'C-'--0------·- ___ _ 
1 _LL_C_-M_K~2_P~2'------• 

incubación en días. 

10 15 10 15 
____ 2~J7 ___ ____ "!_ ________ _ll ______ Ji_ ___ ..,_ __ N __ 

___ ?_=!füL_ ____ rt -------t' __ _N___._ ____ N _____ 

1
, ___ .N- ___ _ 

.__j~Q7_ _________ N___ --· N __ N__ ______ ,_.lL_ ___ _ 

~~_8_5L ____ , ____ rj________ N N _________ ___N___ __ _ 

2408 N N -- _N ____ ,__ _ _,_,__ N __ _ 

1851 _ ECP r-- N -ª-- N_____ ' 
2855 _ N --+--N- ___ N __ lL __ _ 

2859 N ;-!- N __ li___ N __ 

=--i::~ ______ ~~--t-- ~CP _ ~-;----.---~ ___ _ 

=1It=~~~~~e:==;=~ =+----~ --i=--±-==--= 

=¡~L_. _-- -1-~~=-~-t=t-._--__ ,·_· ----~-;~----
__ 30_!_1__ ____ ECP 1 N N __¡__-'N"-----• 

2725 N _ 1 N __ N ___ [ __ N ___ _ 

~-~li-- - ::: 1 ::: - : ~ Lj.;__ ___ _ 
3684 N 1 ECP N --+-1 ----'N"--------

.___---'3=-207 _ti_ __ _!_ ECP -j N . M ___ _ 

.____~?92 ECL___; ECP .-- _JL--== -~._,,N.__·-__ _ 

._____,D,_-L ____ N ____ i ECP ECL_ L_~C'l"D=------
__ fi,,.2_ ____ JL------L--1L--+=N--- _;__N-------
~.Jl:L-- ~- N 1 N -\---L __ J. ____ N __ _ 

D-4 · _N_ _____ : N J_-~---- -·- ~ __ N ________ _ 
36% ECP ¡ 36% I 4% ECP : 4% ECP 

N = Células nonnales 
ECP = Efecto citopático (células redondas, enjutamiento de células, células 

alargadas, células muertas). 
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D) Identificación del virus del dengue por la prueba de !H. 

- Todas las cepas dieron resultados negativos (-) 
Solo los·controles (+) dieron IH. 

E) Amplificaciónd~l\ir~{p~r·p~ses;en~c~1t1'~~ ~L¿MK~ . •···•i' .. 

~ ~: :: ~ . frs:cz~~~~1~~~;'1·]~¡'.ió·';·23~gj,;~i~,~~;·:~§s's·;';·;h;i2 . Jao6T;~o10; 2 7 2s . -
.···ibs2{r3'.~8~)~.,36a~~i''i~:¡{. ~;i , .. :;.; ·,~.,;;1;,;· ·-,: •. ·-;.'.'-~,; ~i¿·: ... · 

- Pase 3 ·.ias cepas::.:2377•h2407;·:24oa;~2as1,'~2as9;·.2993/299s'/2999; ;3011, 
··.·3533~:,J?a72~.f.3292T?;~.?·;··· ·· :·:·~~.·······~:-· >i,:t · ::·:·~;:·: :J';. · 

El pase i.ndi ca :¿u:~'fai~-v~-b~~{f~~Í'on' ~:~1~~~ l'.~:¡/~~~·~;s'i~·~ ;1'~~;;~¡;'uix~·y ; 
F) A is 1 ami en to ·e i d~n~~j~~~2i6n;,' d~1/Jf;~i.deh\1~J~~~· ~~r%~:J~;YJ!d~'-'p1 ic:~ en -

:: ':: ::,~~~:?*¡1it¡i~:~~1~z1~;11''~f ,'if aj~¿té•i,~{r~;~~f~~~ f ~lfcc,:~,, 
(ampl i fi cacióndelcvi rus};'perodió result~dos·neg.~~ivos~\ó•;;' >.· .. ·· 

En el 22 pa~e:(Pfff~';6:_fe~:~ú~d;~i/~o's:if~~~r·.;·? '• 

Te ni en do en:º·.CU~·~·~.~··;·:_q·ue~~y;/ :-,;~·· , :)::~<<· .. ~, ·.:_-_ ,:_·- .. g:{,','::;_,:E:.';.·:;:: :,::.::·-.-->~ ·· · 

-',''--~'-~'!lf ~i%~l~;i ;;::s'!'f ~~1~~F' ---
.. '' ~ ,:·· - \-" :.-... ".: ·:_. 

·.· Pla~as' ur 
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Caracteristicas del desarrollo de placas 

3292 

2388 

'2684 
1 
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Con respecto a los resultados obtenidos en la adaptación del virus a cere 
bro de ratón lactante se observa la mortalidad en diferentes días y en dj_ 
ferente pase ta 1 vez; se d_E!ba ¡¡ que sori di fere~t~s: ti ~~s de dengu~ ( 1, 2 y 
4) pero, aún s>iendo-del'mismo tipo:no'rñúeren},efinfsnfo:d1a()'sin1plemente 
no llegan,~nlor,it;;·!'i·;,:;',:,;-,, ,/ , , .. ,._ '-,:·_- •• _,é_;···•>,;<i-.';~;\/ -- · 

-}~~,.;¡;A~ ~:~~ .-::'f' "·~e-'.'°.:' {;.:·::::L:~~L~~ J;,;:(~'.'.~~~:>.~: \~·i:-~·¡ ~;~~~-: 
';\•¿; - . ~-. 

'-'~;:;s ,;,<!yd, 
;' ~: ':. 

2o. pase 

3er. pase.::• Er17esfe\pas'e'Jos ~afon~~:present~n signos '.de.~nfermedadpéro 

:;,~·~:::/ ,;.· " 

~o. y so. pase.-Ccís .ratcínésX1fr~ientan•,1 igerainente.signOs;de -~~fei'medad. 
· .. ,; -, ,_ , :-¡2:~\~~l~2-: ,:~,: 'J,: ~-; ·. «.:·;:·--.,--~:·;~~:f>:- ~:,~;;:-:,~-3-r-;g7:-·-C':~~;~~~;··0:~/\:~;);:·'~h~·~:,;-,~~::;-:::--:.:.-:~~~~r/~<:-.r:-::r.-):t\ :·:-- "=-:-- · · -

::, ~:,:::0i~-:~;ti~¡;~~:~~:Mºl;:;~~f tlil[¡:f t~l~~,~¡tt1j~~;i1f t;s~· 1 
puede deberse a: di fer.entes ·•factores ·como,~"1o''5o'n7Tél dfa"ciétoma demue.stra 
(período de incubación) él cual pued~ \lari~rt1<>.'.2~afdepende como cita --­
Benenson (1) de la cantidad de vit'us'que's?-ha~;inoculad6cai organismo;al -
manejo de -la rnuestra que debe·est.fr:reffJ9~fa<la:~1~7cuaClo-menéion-an~Fenner 
y White (3) y también puede ser a qu~ s'.ori'lci~(dif~rente área geográfica, --­
pero esto quedó fuera de mi alcarice%ii~tói:s:~pu~den tomar en cuenta para --

,, ' - . ' . (',' ' .,_ ~····,, '.:: -
estudios posteriores. '.i,_::~;". ;;-y:(i'. 

- En la comparaciónde susc;ptibiÚc!~H\'c!~1''.~iru.s en las diferentes lineas -
ce 1 ul ares se observara~; ;iife~e~t~~·J~~fi~~i o~es en 1 a 1 ectura de I nmuno-- -

'< .. ~~.".::.,,-·,,~:;,:._, ~--.. -k:,\·t,..i"~'"' ~:;.·.>·,.,.·,,~, '!;~-' ,. ' ' 

fluorescencia Directa:''/ >:;;-( ;-

~~e:~~ t: :º; ~~[~~:-j ~~·~o_··J~~;W·t#r~~~~;s~e) ~:~. -
- Da un 100~ d_e~posittÚctadi observandcise.celulas casi redondas (granulosas) 

y pequeñas. 
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En los cultivos celulares de VERO y LLC-MK2 P1 

- Da 0% de positividad a.los 10 yl5 días de incubación. 

Estas observaciones eúfüdea-cuerdo (loque'niencfonan Jawetz,. Melnick y -
Adel berg ( 6) que >el aislamiento ~rima ria de.]' vi r~~d~ldengue ha .sido repo!_ 

::~~i~~ª~:0m:~-~.~.~i~1;~~:;3t~~;r€~~~;;~}?~~~:~~~1~i-~;;;~;~~-ii~·i~~¿;&ª.;i~~;~~. · 
Línea celular v~~o::~~~·::,~?:J~f~;~;~n •.::.· ;V··,' ·-·:.~:~.-2?;;-.:- ;},:~~ 
Tiempo de incúba_cióni·Í~~día·~·.·:.·g;:.~ ··' ·_L'•:c ;,~: .•.. ;.:'.• .. •·.·.¿_ .. •.•.·•.·.·.\ .. -.•.. •,i.•.•' •• '.:

1.>·2
·••• 

., • ,_',,, :•." <~'>- ~.;:.:;•i,~;,o',::/,> • . , 

: ::·:::;:~l.t.•~.::.:.P .. [.:\_.".:¡.• .. i.·•.•.•.¡.f.~.~·~·~.;_º_i*.; ..•. ~.;.J.~i~f ~&~i~i~~!~~t~~!r)f :·•.'.r···~~·T~,,,-
- - - - ~-·-······ ' . . ' ' . ".'' - ' -- .. · ... ·--.· .• ~.·· '.· .. · . ~,.,- .~ -·--> ::_~-!:·_::·~ -.,.- . ;r:·.-,· ·'' _- -

Línea celuli1{1/~R~f Pt~-·'¡AJB'.·~-~?--~~--·;H;'\ :[:> .. '- -·~7·.:: .. _ ··. ·· · 
:"':~~~0~~'.:7~2~-~~~' ~~-:.-~¿,-~~~~t.:iBlf:f ;,~~~}~::·~~~-/:" ~ . :~,,.::~:~ < ::.,eco: e-; -·.;o-ce _:.''i é~,.~~:~'.~.'.).~' _:;.··'..::.~_,:~-/,~.-~.,;·o:~-~·~: ·:- ---­

Tiempo de inC:~oaci.~11 .• 15 .diaD;;/ ; > : >.C .... 

- Las cél ufa~=~:~:~~~~~eir~~~rJro~~~·;:iJla~a,·~9rupid~i en-~ar-el)i.,en raci-
mos en mayól)j~opqrdón:.;,;;·;c,;:->•· 

·, ··;"" ~. .··,,;:-,·~~-'.,; '..~· .!;: ._,, 

- Da un 72.5%;<le'.pi~;W~i:<i~d.:> 
·.,,: 

Línea ce 1 ul ár LLC~MK¿•;pl ){ · 

Tienpo de incubaé:ióll'Jo días. 

- En todas las cepas (+) se observaron bastantes células (un promedio de --
15 a 20 células por pozo). 

- En 1 as cepas rlo. 2407, 2851, 2853, 29993, 2995 y 3000 séco~leJv~rorí cél u-
1 as redondas con pequeñas prolongaciones en forma de cu~fribs;if{··> 

En las demás cepas se observan en fonna aislada o en pal'~s'j>e~~iyor cantj_ 
dad y más grandes que en 1 as otras 2 lineas (TRA y VERCJ){• . 

- Da un 52.6% de positividad 

Lfnea celular LLC~MK2 P2 

Tiempo de incubación 15 días. 

- Se observaron células pequeñas fredcírídas C:oh" bás tan te· f1 tiores'cencia. 
- Da un 54.6% de positividad (sólo del2 cepas). 
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Algunas lecturas varian a los 10 y 15 días de incubación esto se debe a que 
el pH del medio cambia, Fenner y White (3) mencionan que el pH óptimo es de 
6. O a 7. O y también se.· puede.deber a que.Jos_tubos"son_dupl icados ,_de todo 
esto se puede poner Un término medio de p~riodo g~;incubación entre los 10 

y 12 días para que las c~luJéls;~brnlie~an.y;~l;_~;,frus•sec,rl1Ü.ltfpliqtÍe favora-­
bl emente y puedan. dar. résultéldosjcé~teY.C!s;/estó~es,úJiJ_ pá.fa dar ün buen -­
diagnóstico. Fenner. y Whi te(J)"m7n¿i6~a'nstj~~-i1Jsjt~cnids ·d~jnmunofluore~ 

~:n~:~ ~:q~~:~e: s ~:m:~ i:: d¡dGf~:~~~-\K~·t~.t~:1:/~o'.fü rb'Úiy/~er~ona l ex peri men t2_ 

····•· • ..• .. ·:·• "'•:YE .. "f'};tWti~Yl ·<.'. / .· · 
El día de elección de t~ma;d~·muestr(pa~~tquése':dé,'u.nresultado certero -

:::::, :~: ;:;;i,;:~~~¡~f ~tl~f~í~~~~~lif !~f ~~f ¡;~:·b:: '.:;:.: 1,,1 ,_ 
El vi rus . del d-~~g~~g(fi"~~~~"r;~;~T'.i!4tf~~;i~á~-~~~'ci'tt1Wf~tf1r~nkeci~~ l Úl ar 
TRA. en cámbio'."e5",'~ífs'2e~ti bl el~ ffás"~_fíri~~sfrt$1~Ja;:~~s.c~YKR0/~~~¡_~~~1<¿ pero --
ha.s ta un seg1f~d~·¡;ª5~~~-z :'._ :?}::- _2;:~ >;'~'. ; ; <\ \l~:-:-~·c /;:¡: 2r¡· 

e
Enl dLeLcng-MueK

2
1. ··~sJ~~:~~'~f~-~g}":i~e"c~~é,1~1:~s·fr~;zi,~···~I~~t!f -~}:t~J~~~il~f~g~~·ión ._que 

;_ .. _._' -'~ ::.-~~~.~'.! . ':·.".J /,-' .. -.·'.;: ._,_:, .. -. ~~>· -
,_ ', ·. --'. '.'. :; ',;· :,:,'· ~ .. · ,' :. :\:::,;·.':; ----

El dengue. 2 .. esmás'Ji~-X~i~J~·-~nl.~c_-~k2 ·áue ~ll~IJÉR~('a\1~~,;fa-'ciía{·~~-i~cuba-

:~ ':;"'"'. , •f ~,¡J~¡~~b,}~~;,,;·· ·~' ., · ttc-~•;:.;:~r~~t~I~,]lf ~·¿;! ~,,,,_ 
ción. De est{i11ane~a··se '7stá-de·acuerdo·con. lo que menciqniln'Jaweti,·Melnick 
y Adelberg (6).qu~·el\tipÓde cultivo celular usadop~r'á.e].-cu1Jfv~ viral -
depende de la se11sibifid~d de las células a di6ng·~;µlís·ei{pa~ti'~~lar; 

- De acuerd;a1Eifi°;~1,_ vfrus del •·denglie pr()d~~éñiáPEc:~;~~WviRo'·Clúe' el 

LLC-MK2 ya que en ésta última línea sólo p~oduce,~CP én el. dengue tipo l. 
A los 10 días de incubación se produce el ECP antes no< sé observa. La --­
observación del ECP se debe de hacer enun término'd~;io.a 13 días de inc~ 
bación, pues a los 15 días empiezan a despr:end~µ~el~°scélulas del tubo -

' -:-.;._.· -- . 
y a envejecer. · •,; >> ·· 

La diferencia de le,cturas en VERO en las. cep~s· 2~~1;°_.~006, 3011 y 2752 a 
los 10 díasde, incubadónesque si hay ECP y a;losl5 días nolo hay, esto 
puede deberse a-quefostubos de ésta últi~a ledúra~efan'd~pliáéfoscy se -
les agregó más medio para neutralizarelp_Hy_c,on estolas células sobrevi­
vieran. 
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Lo mismo pasa en Dengue 1 control (+). Se puede decir que el pH del medio -
influye para determinar el ECP que provoca el virus, además de que el -tiem­
po necesario para que loscambios cHopáticos comiencen a manifestarse de-­
penderá, en, ciertaJormá. del ~úméro ,de viriones que haya contenido>la '--­
muestra. pero p~;; nclpaJmente ~e· 1;~; veloci d~d. de crecimi ent~~cl~l; virus en --­
cuestión -1~cual?Iambi-én-~.~ríciOna;fenllerj(JS.~f'· -_·::)i ;;•,;· ;~/>'. '.}\¡. 

No se puede .• co~Jar~"?~1p~r~~lltÚ~-c!~'EcP 0~~e·p~óJ6:c~TefcSNf1{·~~-,_j1~ ·dos -­
lecturas, ya'q1Je·riiise.tr¿t~n;de .. 1os''mism~s.:,t'Jtúi;\•t;J· L;;~·. :~'l .-... ;:•·· · 

:::::; ,~.:h; :: ,;:¡ ,fü.:::fü~lj~;f~i~m¡~~~~~J~t~í~;{~~f~~¡r~;: ~: : 
que provoca e1•··_v.irútenya:5;~~~cf~I~B-\%~·,x. ,_.::n .":,·;0 2:.L:"~'.--3.·ir:;·:,_".-

. :~:::::~~::~~{J~~~1~m~~~i~t~~~~~~1ii~;~~:::: 
fué muy poca la. cánticlad d~viru's~{iririéúl¿do:~1 'org~nismo'J~--é~toé/;.fo);;:._ 
cua 1 cita_ Be~~~;~~ ~~(-i )·;~~:i~;.;,~;fik;~ . ..: -º~:' ~-:~,'.--.~~~-~·~~~ ~;:>;;~,--~,.,_-_ · ~~-·~~~}?~-- .. ) .. ~: :->·,,!.~;~;~· ~~·~·.::·~>-·:: "L~ :: __ ,.-· 

·7· '._,-..... _-> c,;¡~~::1·-~~:~~.. ,_~;;;~~~¿;.~ -- : ·,:<>_-.-. . '.~;-.'._~~-: -~:··,-.·'.:_-;~J.:-:,;/~-i>),~~-;: -~-~:~/·-';-. ·-
Aunque sabemos. que.··después del~ :infección los anticÚérpos•i''~h,fo;'t6~io~'de 
hemagl uti nación. ~pare~en dE!l1tro de' los primeros 7día.s ·a: paWif'dE!'·i1ai~'i:-­
ciación de ia enfermedad comci ]Ó menC:i~nan J~W~tz, Mel~i-cl<.iAd-elb~rg>(6). 

-::,::. ·::':r;'i:¡¡;,:im~fo.~::;::~ ::,:~;l~¡'}~~t~~~i~~~~~~~-
se contami naron,• .• __ pero ya·nofué'nec~sario':rea Hzar',1osj·ofr~s~p~s~s/tcni en 

~~~~; ,~~~~fü;:~t~¡~~~1f ~~l:~~¡~~~~f ¡i11~:~~~~~~f ;~~:;:r 
detectado por:eLE!nsayó''dE! placa. · ·- < '.:\ .. / · 

S61o se realizó e]plaqlleo de una cepa de cada tipo (1, 2'V'i)~~ái un -~­
Dengue tipo Ii (cbnt~C>1 + ) , pues no se contaba con el material; ~Jfiii iente. 

" - . - •. l • __ , -··· " . ' ' :·~,\<.•;\.---"-'·:· • 

- En el ensayo'.d~·'píac'ii'no fué posible obtener las unidadé.s io'hnúC>~~s de -
placas (UFP/rnl)}~·que éstas eran incontables. 

""-=--'"=""-=-'-"-'--- --

La medida de faspJacas es aproximada, pues no se pudieron medir con exactj_ 
tud pero de acuérdo a .lo mencionado por Pan American HealthOrganization -­
(12) los serotipos 1 y 3 del virus del dengue comunmente próducen'pequeñas 
placas ( 1-2 rrm. ) claras con pequeñas variaciones de medidá y en el serotj_ 
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po 2 se producen placas de 1 - 4 ~n. Algunas cepas tipo 1 producen placas 
de 6 - 8 mm. 

Las placas se observaron mejor(s~paradasy bfénformados los halosblancos) 

:: ,::, .::: ":::"t1,:1~t)f ,:1~··~i~1~~ im:~f~-m1 .. !{~~i1~:ft1:::;; ,, _ 
contar las placa~ s~ .. deb~'.~'di}~i:~E~~~.·'.~1;·tjr.u.s:f~·~.~C ·:;;~~·J::A: 2: :; :_;_·.··.•·• . 
Pan American .He~'1\h'O}d~~T~~t{~riU12i'··~e~¿'io.nh.qJ~l~{t~~~¡¡Eii~1>:~)?H~¿e·gra~­
des ventajas como l°'.;s'cin';'lJh altci"gradó de~especif j C:tgac!J"'.confia.~za:más .• la 
capacidad de dét~c~i6n·:cté'variánt~s del viru~~dife~e~ci~~ió'ri.cie' 1 riirirfología -
en las placas yse·~~itíi]icÍaC!\i'.cierta temperái:lJra:1 'P.ei~:;1~'.·~ijn'C'i~ái'désl/en 
taja de es ta tª~ni~~·'son 'los requerimi entós -para el cu'idad6~~~1':cú]Üv~ dr 

las células fa.cJ~n)áS un'.tiempo mínimo de 2 .se¡nan~s ~argiaJ<l~h~ificación -
de 1 vi rus con lo ~~~l -~~ ~s tá de acuerdo. ·-.· e:: · )_ ~ · 

=-- - --~~,~~"'--i~"-~- ,- ~':~~~f~::-~~-~~::;-).-~:~);~;~: ,:~<~~.~·-~\~:.:~;--_ ':· -;~- ' 
El aislamiento de los virus en los cultivos celulare's':c).1él detección de --­

anticuerpos ·.espetfficos·,en e1···suero _.rara ve~tP;ºP~~cio~a~~ria respuesta defi 
ni ti va en n\eno~\ªe ~ij~ 'semarí~;_:Y ~ua_riclo_e~q}f.~iP~~s_t(\llEl_ga,~)U~de qué no_ 
tenga más que urf:va 1 ()¡. acaclémi co para 'e1icioétoF 6: para e 1 paciente, . aunque 
sea muy útil pa~a'efr~pide~iólog(),,.- :_,,, ::. 'T· :\ '; · : ,"< '.\ · . 

:::::~:::::::¡~tt1!~~i~i~~f t1~~~f ~¡~~~:¡~1~1~~~!~1~s;;~:~~Jt\:; 
La enfermedad es ~~~~uma''in\~orta~ci'~ 0.Ya ~~e ha\.invacl~~~tagrall párt~·de ·1 a 
República Mexicana, es por lo tanto que se deben de llevar a cabo medidas -
preventivas y de·contror;-·-c~_.::c. -- ·· -····· --­

Kumate (7) menciona que las campañas deben concentrarse en la temporada 
fresca de las zonas endémicas cuando la población del vector está en el pun 
to mínimo. El agregado de insecticidas contra fonnas adultas como el ----­
Malathión, por aspersión áerea, es muy costoso y no·está asequible a la --
economía de los paises tropicales que sufrcnla endemia. 

Se debe notificar a las autoridades de salud, hacer encuestas en la locali­
dad, dar educación al públ ic.<> sobre medidas personales de p~q~E!cción, tener 
medidas en caso de epidemias y vereficar el cumplimiento de los acuerdos -­
internacionales destinados a.evitar la propagación de lá enfermedad por.per: 
sanas, monos.y· mosquitos y·d~ su;traslado.•por ba;co; ayi~n·o medios··de ---­
transporte terrestre, desd~ · 1 ás .. zona·s· donde ~Xi ste u ria epide~i a. ( 7) , 
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Las medidas de control deben ser llevadas a cabo en consideración no solo -
de los individuos y de las comunidades sino también por la pérdida económi­
ca resultante de_ la enfermedad, principalmente.durante_la.s epidemias de ---
dengue clásico que afecta 15 años, 
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1.- Con los resultadosobtenidos en la adaptación del virus en cerebro de -­
ratón lactante se concluye que: diferentes cepas de virus del dengue se 
pueden adaptar a éstos ya que presentan signos de enfermedad y llegan a 
producirles .parál is i. s '. . . . -

2.- Las cepas tienen éJiferent~?t6n;po~t~~ientb~ú~, ~i~n<lci'd~l·mismo•tipo de 
dengue. .·:<:;;y e;: ;X> ~-.: " ~·;-2~:;;! •¿;; ;':\<>-·· 33>~ ·- "L( . 

3. - El vi rus cii1;:'ci~~9J~ ~;·;~;á-~i;~~ttibi~~~~l1~
1

:];~~~;é2~fJ1'~~·i~Á';(100%) en 

4 .- :p~ :: ,::~;¡~~~~i~I~~~~i~J~;i¡,f tt¡~~f i;~ii(i~~¡if~~~í,,,,.,, 
2

• -····-·., .•.••.. ,, .. : :C:,;:?:.:,; •<:"':·''" -.,.,-;ó,•t:,; , .. , ..... ''"'" ;·;:._.:" 
; ~'\Z,'/:~: '" 1,~:::y:;~·-~.:> ·.,::_ ,.,:_ ~~::-~ ·;:;."~-·.'e;,,~- ' ;e·-'.:,~- -, .. -- ,. ~:;;:>~~~~}-'.:'.~- ;,';" ~'"{~ ·> 

5. - La primeracliri~~;,~~fé_1~J¿l~t}f~;i~~~~~1:-~~11'{~~~§;!cHª9~'65\if~---d~Ü'd~ngue -
es TRA, ,.en~.~~~~x~~·F~i~:?t~f~-º./§~!.r~i:E~-~¿~~~:1Fi~r~_-h'F~-;;MR2;0y~~6;~1~'.~~uer-
do a o bs erv_ac i o n~s (en/ el),mfcrós~~pi o tde~-.i.nmúnófl uoresc_e.ncia :seyen::~~ :: 

mucho mej2~·¿wi~~·g~;~~~sét~~"ic~~xgr,i~~¡~¡¡~~~·~~~i<ii~,deJj_~~ª,gt'.~~t~~i-c.e!!· 

:::::~~:~i?i~;,t~J.~ii~~~Jif !~§iil!íl~l,~i~~.)-'._J0 __ ,'_·.•; __ :.~.·-~_i.;_;,11~~¡¡~fü~'.'. 
·,000.•-~~-:'.;·,,~o;,'=_-"~~:-;::"0~'='._;=,~'.,~~ ~'o.o;::;, -,oo~-::'~co·-;:-;~ > ='~'.:'-:C~-~- .{ ~' "-~i'.~:)..'.~:C;'-~-': -¡---:_•'.'.,- _ '._ .,_; '. i> _;;=-4-~-; 

6. - El vi rus proc!ÜC:e'•fcp rl1á~;~~r~ad'o>~~\íKs'.~é1'ui~sVERQ\(~á~'.~e-nsi~les)' 

que en •• 1 a s;hfas;~@~'~1s;'·'.,·2~,.·{;~~~t;)·i¡.~;~,~(.t~·0·f~;/~~~i~J~j'~~:~@;·j·~;~f ~~:~.~-·~·:;~:•. ;, •·. 
7 .- La observación>deLECP 'es>(üna/ayuda ~importanteO:párace]: diagnóstico vi-

:~::~ ~·~:sc~:f ~f~~~~~:,ii~,:~~~~l~1~;r};1~v\~~5~;~~~Tuf~~i~(~f~t~?~'.mE~sfr~·~-
-:~_\··.~:.. ~- ·:,·-- ··-r.-ó:.',, ,,,,-::_,.,~ .... ~·-: --.. -.. ·:-;:¡--~~"-'~~>et·' ,,. >;·' >>'.':'.:,¡: _ __::.~·-::··· 

ª · - ~: :~u:~c:~rM_~·~tl~!~t~i!g~~~f ~¡D:.f~J~~~~f~~~!·s;l~·tt~c~l~ ~~;~!~~~:· -:-
causa-hema9'iüti~-ci~~,~~:(~_~t"'";''F+*+"==;· - ·- . · ·- 7~·---·~··.-.·-·=c--·c_ "'~·-~··.· -. 

·-.".,:P ,,-,;'.'.'.f'.," .-,;·;"<, ·: 

9.- La amplificaci6n'•del=títulodel virus del dengue por el método de pases 

10. - :; ::::;:~it¡~~~~~~;~~i~;::::. ""'' "' gran éxito tanto para el 
aislamient~ co~o ~a~~>l~'identificación del virus del dengue . 

.:: 1.' : ~ . -- ' " 

11.- El pase prelimiñáf'(o pases) mejora la habilidad para detectar el virus 
del dengue en el ensayo de placa por un aumento en la concentración del 
virus. 
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12.- El virus del dengue se adapta a cultivo celular ya que produce placas -
sobre agar en la línea celular LLC-MK2. 

13.- La prueba de ensayo de placa.puede ser empleada para una· precisa identj_ 
ficación del virus .~islado_; y'asi:,servir,para. estudios e'piderniológicos 

que 1 o . requiera n:•_·~._-,_;::.j;·.~·Ió.:~:;~~;;~~~¡;_~•-,t;~~<.· ~:';~'.ii~-~~i~iú:·;:·:·~~-:·_~-:>-·; ·. ···•·;··· 
14.- Para fines de _Salud·Rubl ica;se.requ1ere•.Un rap1do y prec1so·_d1agnost1co 

vi ro 1 ógi co.'.deP,~~~n~j.éJ:!1~·0i~~:;·~~;t~~-;fl~+.JG0~---;~·t:;;;f ~-~-f---~\:;;:·:·;'._'.~-- _· 1~~~x~:,;•.· .... · 
15. - Las pruebas rut1~a.i:1as:mas·,ut,1 l1z~das y_cer~etas•• ga,rafelfd1agn~st1co 

dneª 1c ,. d
0
_ enn.-~u~ts~~~}'.!~~t·J¿~1'tr~_r.~'~,~~~~~l~~~~f ;t~;~.$-~r-nLl;?J.~],.~r-~~~~;].a,~,~~Tff 1u f l 
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