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Dengue es el homon1mo caste]lano del vocab1o swah111 "dengua" para calambre
sdbito (7). : '

E1 dengue o fiebr
mosquitos particu
a]bogictusiid
de incubacién e
dias, lo-cual dep
y de su adapf

nos detectables
de 1a Hemagluti
Directa (ID)

Las pruebas a n

A e]’un1co laboratorxo de V1r010g1a en la Repu--
blica Mexicana que hace el diagnostico de\ dengue es el: Instituto de salud y Ene-
fermedades Tropicales (ISET) 10ca11zado en 1a ciudad de México Distrito Federal;



el diagndstico se basa“en dos pruebas: IH e ID, las cuales son las més ripidas -
cons1derando que, la pr1mera de estas tarda de 10 2 12 d1as para dar e] d1agnos- i

tacion de estos procedimientos: para“un diagnds tico mis, rapldo y-veraz: de] den--
gue. : o






RESENA HISTORICA DEL DENGUE.

Por mas de dos 5191os,>e1 dengue se v1ene presentando en climas cdlidos-en todo el
mundo, E1 dengue tlpo‘k"ue alslado durante la segunda guerra mundial en-el norte

: 1d31 y Hawaii, y éste sobrevivid por cerca “de
' 1era Aunque realmente se le did 1mportanc1a

Tonga. En el norte de Colombja, e] dengue t1po 2 también-causd un:-gran ataque de -
1971 - 1972, donde resultaron 450 ,000 casos reportados,

En Puerto Rico se observd 1a transmisidn del dengue en forma exporiddica, de 1970 a
1975 con transmisidn de los serotipos 2 y 3. En 1975 el dengue tipo 2 causé cerca
de 1,300 casos de los cuales 3 fueron considerados como sospechosos de FHD, y en -
1976 se notificaron 1382 casos (12). Posteriormente entre el 8 de Septiembre y: el
5 de Octubre de 1977 se presentd un incremento reportandose 5,085 casos en 72 de -
los 78 municipios que componen dicho pais (11).

En el afio de 1977 aparecit en Jamaica el dengue tipo 1, que en aquel t1empo resu1-
taron mis de 60,000 casos y afectf cerca del 10% de la pob\acion (12)\'

Ahora bién el primer brote SEFIO de dengue hemorragiceo y s1ndrome e choque'en el
hemis ferio occidental ocurrio en Cuba-en 1981, Durante esta extensa & dem1a que -



duré de Mayo a Octubre 344,203 Casos - fueron reportados la mayor parte de ellos --
dentro de un per1odo de tres meses R :

Hubo 116,143 persona hospital
la forma hemorrag

£l denguertipéi
1978; durante 1

1982 principiaron enT un- 2y Pe p‘pronto se mov1eron a traves de 1a ciu
dad hacia el oeste;dé;]é‘c' nde las princ1pa]es epidemias ocurr1eron por pr1-
mera vez en muchos afios. Se presume  por evidencias obtenidas por autondades 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‘dé;COrdo
ba Veracruz, las cuales se enviaron al laboratorio de San Juan de Puerto Rico para
aislar el virus haciendoles pruebas seroldgicas. De los cua]es 1 ; pac1en
tes (41%) fueron confirmados como dengue y siendo 7 de 105 casos “sero
tipo 1. E1 dato sugiere que e] serot1po 1. fué el predom1nant transmitido: enkVera-
cruz en 1982, ‘ o

E1 virus del dengue;?”
1984, En afios recient
ciada al dengue tip‘jf
do en casos esporadicos.
(13). i

islado~dufahtefbrotes—en Méx]cd éﬁ;1983-
e 1a actividad-del dengue ha-estado aso-
No obstante el tipo 2 continda siendo aisla-
éstos tipos han sido detectados en México-en 1984,

TTOdOSM



Durante una epidemia de dengue tipo 4 en México en 1984, fueron reportados 5,390 -
casos, incluyendo nueve casos de la forma hemorrég1ca de los cuales 4 tuv1eron --
una evolucidn fatal (13) ‘

Actualmente en el Inst1tut
trabajando muestra'”de
agudos y la :ituﬁ
favorables resu
medades (CDC) de Atlanta
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL DENGUE EN AMERICA DEL NORT
E--ISLAS DEL CARIBE.

Apatzingdn 1982 @
Belice 1979 1B
Brasil 1952 A,@,+
Campeche 1979 A
Chiapas 1978 &
Colima 1934 &
Colombia 1971 @ 1982
Cuba 1981

Culiacdn 1982 @

E1 Salvador 1982 ‘
£.U.A. 1982 &8,
Guatemala 1982

Guerrero 19? ¢

Haiti 1982

Honduras 1982 &,@,+, 8
Huetamo 1982 @

Jamaica 1968 4,0, 1977 A
Larego 1982

Mérida 1984

Montemorelos 1980 A..,.
Nayarit 1984 4

Nuevo Ledn 1984 A
Oaxaca 1979 y 1984 4\
Panama 1941-42 @

Puerto Rico 1982 A, ®,
PuertoVallarta 1984 &,
Quintana Roo 1980 4@,
Rep. Nominicana 1982
Trinidad 1982 &,®,
Venezuela £

Veracruz 1932 &

vucatan 1980 &,0, 1

MAPA N2 1

£, DEL CENTRO, DEL SUR.



CARACTERISTICAS DEL-VIRUS DEL DENGUE.

E1 virus del dengue pertenece a la fam1l1a Togaviridae del: Grupo B (Flavivirus) de
los Arbovirus (6)'y comparte ntlg o5 con-1os virus de la Fiebre Amarilla y los -

Conflgurac1o duc
protelnas estructurales y.5 no Str0c;drale3‘ La 13:prbteinasleStruCtdkéjgs,ag,

- lLa pr1nc1pa] 0 mayor (E o V3). glucos1do, protetna de envoltura con PM de --
53,000 - 59,000 daltons. ,
- La media (CoV ), monoglucdsido de nucleocapside con PM de 13, 500 daltons.
- La menor ( M & Vl), monoglucésido de envoltura con PM de 5,700 da1to '
La proteina principal € § V3 contiene la mayoria de los antigenos (Ags. ) 0]
dos en las reacciones inmunoldgicas, y estd asociada ala henaglut1n1na y a:la acti
vidad neutralizante, la cual contiene por 1o menos 3 determinantes antlgen ”os. --
a) serotipo especifico, b) complejo (sub-grupo espeC1f1co) y c) flav1 grupo;react1
vo (14, 19).

E.- Susceptibilidad de animales: los ratones 1nocu]ados con suero humano que con--
tenga virus del dengue rara vez muestran signos de enferﬂmdad pero se han adap
tado varias cepas para que produzcan parélisis en los ratones lactantes inocu-

; .



tados (6). L , , v o
F.- Crecimiento en’ cé]u]aS° el virus del dengue se desarrol]a'en gran.escala en --

diversos cultivos. de ce]ulas, produc:endo cambios c1topat1cos d1f1c11es de ---
observar. E1 a1sl \"ar1o del virus det dengue i 3
cultivos de A roduc1endo poco 0 n1ngunr

_ or‘v1rus de1 dengu

‘requirie-
Una combina-~
de placa, y -




Ciclo Infectante.

Aedes —» lymano-—-v Aedes —¥ Humano
” »

A A
Aedes === Mono »~—=e» Aedes—— Mono

Caribe.

£n 1968;69 ocufﬁf'by?

en el Caribe, América: de] nort £
casos reportados {13).

El A. aegypti es un vector muy eficiente; uno infectado entre 100 es suf1c1ente -—-
para iniciar un brote epidémico 1mportante

El mosquito es antropofilo estricto y debido a su limitada capacidad de vuelo, ---
tanto horizontal como vertical, se han adaptado a vivir en dreas y resulta un mos-
quito doméstico. Las hembras mantienen el ciclo infectante y sus habitos de alimen
tacin son diurnos. (7).

ET A. aegypti necesita de temperaturas templadas o tibias y depsitos de agua 1im-
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, 1lantas desechadas que acumulan agua de 1luvia, son sufi
cientes para proveer el habitat adecuado para el desarrollo de los huevos (7).



E1 clima, Ta baja economia, la diferente susceptibilidad de varias cepas de A, ---
aegypti de diferentes areas geograficas y los factores socioldgicos pueden afectar
la probabilidad de contacto entre el hombre 'y el mosquito vector, 1a respuesta in-
munolégica a la infeccidn del dengue es otro“factor ep1dem1o1og1co cons1derable. -
una persona que es 1nfectada con c1erto serot1po es proteg1da por un}]“rgo t1empo

(12}.
FISIOPATOLOGIA.

u1ter1or 1nfecc1on P
nas. Posteriormente,

la presencia de Acs. neutra11zantes.lb" lgunos’ casos 1a infeccion secundaria no -
conduce el dengue hemorrdgico tales cond1ciones, son un intervalo mayor de 5 anos
entre los 2 episodios 1nfectantgs, una secuencia infectante que no termine en sero
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 hemorrdgico en -
el curso de una infeccidn pr1maria (7), Ver diagrama N2 1,

E1 Dengue Hemorrdgico,- La variante clinica grave del dengue fué reconocida desde
1954 por pediatras filipinos,aE1 1nicjo;de 1a enfermedad es como en la forma clasi

10



ca del dengue, con fiebre muy elevada y que al remitir, el estado general de los -
nifios se agrava bruscamente. Los pac1entes prlmero 1nqu1etos, entran-en letargo, -
la perfus1on tisular per1fer1ca es muy def1c1ente hay taqu1card1a y despues h1p0-

I.- Es un cuadro de dengue con prué
11.- Hay sangrado espontaneo.
IT1.- Aparece el estado de choque con:
IV.- E1 colapso vascular es profuﬁ 0-sin pres1on ar

rr1a ,med1ble (7 20)
CUADROS CLINICOS.

La iniciacidn de l1a fiebre puede ser brusca, o bién pueden presentarse sintomas --

prodromicos tales como malestar, escalosfrios y dolor de cabeza. La temperatura se

normaliza 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 iniciacidn. Los ganglios linfd
ticos a menudo estdn aumentados de tamafio; se presenta regularmente leucopenia con

linfocitosis relativa, Especialmente en lactantes, el dengue primario puede apare-

cer como enfermedad febril leve que dura de 1 a 3 dias.

11



% VIRUS DEL DENGUE —

* acrecentamiento inmunoldy
** equimosis

 DIAGRAMA NS 1

CUADROS CLINICOS DEL DENGUE HEMORRAGICO Y CLASICO. <~



DIAGNOSTICO DE LABORATOIO

£ a1s]am1ento de] v1rus es d1f1c1] Hasta que sea comp]etamente va1orado el uso -
de los cultivos. devcelulas de. Aedes para el a1s]am1ent0‘pr1mar1o, se: pueden hacer
las 51gu1entes pr .

dias despues.,En todas
tulos més e]evadbs que

entes Acs.

13






14









MATERIAL BIQLOGICO.

1.~ Antigenos:. Dengue 1 Dengue -2, Dengue-3, Dengue-4 (de referencwa proporcxona--
dos por el centro de contro] de _enfermedades (CDC) de. Puerto RICO

) - -

3.-

4,-

5.~

6.~

7.~

8.- Ratones»b ;

9.~ Suero fetal

Matraces: Erlenmayer

Pipetas graduadas.

W W~ AW N
[

- SOLUCIONES.

1.- Acide bérico. :
2,- Albimina bovina al 0,4% y en so]uc1on salina boratada
3.- Bicarbonato de sodio al 7.5%.

4.- Caldo Triptosa Fosfato (TPB)

5.- Clorurc de sodio (NaCl) 1.5 W, RS o :
6.- DEADE dextrdn solucidn balanceada de Hank's.. . ..o ="
7.- Dextrosa-gelatina-veronal (DGV) e

8.- Fosfato de sodio dibdsico y monobdsico 2.0 M,

9.~ Solucidn Buffer de fosfatos pH 7,5 {PBS).

15



10,-
11.-
12.-
13.-

1.~
2.~

3.~
q.-

2.-
3.-
4.
5.~
6.-
7.—
8.- Estreptomicir
9.~ Penicilina“l

Nota: Todo el météribl s§7qtiljzé;é§téril.

Solucién salina boratada pH 9.0
Tripsina 1:250 "~ -

Verceno 0.05% - -
Vitaminas(100X).

(W-199)
Medio 199 (

Equipo de microtitul
a) Placas U
glutin:
en las prime

Jeringas de
Morteros.
Agar purificado
Azul de tri
Rojo neutro:

16






PREPARACION DE MEDIO ¥ REACTLyOS.

.1} Medio de crec1m1ento 199 a] 10% de Suero Feta] de Ternera




[.7) Tripsina - Verceno.

EDTA-Tripsin 0.25%
Mezclar 0;4 g‘~de~EDTA (verceno) en 330 m]

Tr1ps1na'0
NaHCO3 7 5

1.8)

nes.

1.9) PBS pH 7.5%
Disolver Na?_HPO4 ,:1 2 g. L
Disolver NaHPO, I =8

" en H20
desti]ada

Esterilizar en aut 1a

1.10)Medio de montaj '

Mezclar glicerol -
PBS

18



[.11) Medio de Mantenimiento 199 (sin glutamina).

Medio 199.10.X....
NaHCOq 7.5%
Penicilina-Estreptomicina

<100 1.
oml

Agua desion

1.12)

1.13)

A)
1.14)

1.15)

- Dextrosa:== : oot
- Agua destiladac,b.ps T T T,

19



E1 veronal y la ge]atina se disuelven en 250 ml. de agua caliente. Esta so-
lucidn se comb

10 1bs. por. 1

- Na,HPO, (anhfdrido
- Agua destilada
1.18)

Estos diluyentes COnfienéniNaCI
nando distintas proporciones de
Na,HPO, 0.2 M, con NaCl, con Na

—- N oo,
PRI . e . Py e




* EY pH es el que se obtiene al_mezclar vo]ﬁmenes iguales de: solucién
salina boratada pH 9 0 y de d11uyente aJustador Las solucwnes de
' jas de 6.8 hacia

Fiﬁigerador

1.19) NaCl 0.15

1.20) NaCL 0.15

La -solucidn boratada no debe usarse"después de 30 dias de preparada.

21



1.24) Albimina bovina al 4% pH 9.0

- Bovalbimina (frahcibn V) * . 4.00 g.
- Solucion. sa11na boratada pH 9 07

caolin,

1.27) Antigenos: Dengue-1, Dengue?2{~ en éf3.'Dengue-4
Estos antfgenos no se consiguén,ddhércialmente. Se preparan siguiendo la --
técnica de extraccifn con sucrosa-acetona de Clarke y Casals (2} y se inac-
tivan con betapropiolactona {BPL). Se pueden obtener cantidades 1imitadas -
de antigenos del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, Georgia ---
30333. :

22



1.28) Preparacidn de 10s hemat1es de ganso.

Los animales: no deben de ‘ser sangrados mas de una vez cada se1s semanas No
deben usarse gansos hembras pues e1 c1c1o de1 estro puede produc1r cambios

Estandarizar los hematfe
el ajustador de pH adecuado
ralmente una di\dpjd ’
do 1ong1tud de :

V01Umen'f1na

Med1o 199.(10_x)
2.- Suero fetal de
3.- Bicarbonato de sod1o 7. 5% ; e
4,- DEADE dextrdn solucidn ba]anceada”de Hank s
5.- Vitaminas. (100X) ' S "
6.- Aminodcidos esenciales (IOOX)"

7.- Penicilina (100%)

23



1.30)

Del nutr1ente N° 3 so]o se agrega la m1tad de la cant1dad 1nd1cada

Segundo paso

Una vez hechos estos medios s
se so11d1f1que el agar

una vez listo el medio se 1ntroduce en 91 frasco una Jerxnga‘Cornwall'de~--
5 ml., pues se agregan 4 ml. por botella de cult1vo

E1 1lenado debe ser ripido y uniforme, teniendo una superficie completamen-

te plana para colocar las botellas, el medio debe de ir sin burbujas; El --
Venado de las botellas se hace por 1a parte lateral de las botellas y en -
forma 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 dias a 37°C., Cuando se agrega el --
segundo medio, al solidificar el agar las botellas no se invierten, se man-
tienen en 1a misma posicidn (12).

Notas: e e s *<;*«—¥u<~ri'~¥"

Los sueros bovinos.- a) Todos - 105 sueros bov1nos que s usan en medios de -
cultivo deben ser l1bres de microorganismos y virus, antes de usar]os se --

24



inactivan a temperatura de 56°C. por-30 min. {se inactivan. complemento,enzi
mas y otras sustanc1as tox1cas) ,b) E] suero feta] de»bov1no (SFB) es de --

inhiben’e
den, sin:embargo

(3).

cant1dade

Los reactiy

Derivad01

mono verde
Africano

Rifibn:de=
mono Rhnsus

Mosquito

25






A) INOCULACION INTRACEREBRAL EN RATONES LACTANTES

Diferentes cepas de v1rus de dengue se adaptan a cerebro de raton lactante (6)

1. Primero se se]eccionan uestras"l$ vac
nost1cadas por

vo ce1u1ar de

Las 23 cepas 0 m
Mexicana (Ja11

2. Se 1nocu1aronﬂ8‘

de indculo en el
pase). s

Después de 1a 1nocu1
minuciosidad; ob!

3.Alos 5 dlaS'después
dos congelandose

do por-el curs

do esto sé <7 :
dengue, N2

4. Se procede
tes con.la mezc]
hasta 11egar a u

26



B-1)
1.1

1.2

 Eliminar el medio
13-

Virus Natural * --ciociiiigp TubOS €ON ce--ece-=-=w AC. F

(suero del paciente) - inocular - 'células TRA : {+)
SRR . (ler. pase). .

,creci-;

Agregar;3im];;de mg {
homogenizando 1a susbéhs%
prepararse con 3 millones de células
a) En un tubo se c010¢5ﬁ' :

Imente -las células
ubo debe
cuenta celular:

é’disgrg

salina.
¢) Se agita y se cbich ,nddkel ---
cubreobjeto, ’

d) Se observa al' mi
# de células




Fsta cant1dad se mu]twphca por 1a cant1dad de ml. “iniciales que se --

1.4
1.5

1.6
8-2)
2.1

2.2

2.3

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8




4°) a 37°C, hasta que el cu]tivo este confluente.
B-3) E]aborac1on de tubos con ce]u]as LLC- MK2

8-4)

4.1

4.2

4.3
4.4

B-5)

numero de celu1as 1nfectadas pueden ser facilmente observadas

{(a).- La sens1b1lidad de una prueba seroldgica se refiere a su- hab111dad --
para descubr1r pequeﬁas cantidades de Acs.

Su,e§p¢c1fic1dadi(b) es baja.

(b).-'La 'specificidad de una prueba sero]og1ca se refiere a. su habilidad -
para hacer 1a dist1ncion entre 105 serotipos, dentro de: un grupo “----
viral (3) sl

29



5.1 E1 dia anterior de la prueba se marcan los portaobJetos (con teflon) ponien
do el numero de 1a prueba Yy el nimerg_ de placa como se indica ensegu1da

5.2
5.3

5.4

el fluao 1am1nar.

5.5 Una vez secas, se fiJan en acetona fr1a dentro de] congelador por 10 min, a

30



5.6 Se sacan, dejando evaporar toda la acetona.

5.7 Las lam1nas de Ac F se co]ocan en una camara de humedad y se ]es agrega -

5.8

5.9

Una‘véi:ﬁegh

3



€} OBSERVACION DEL EFECTO CITOPATICO EN LAS LINEAS CELULARES VERD Y LLC-MK,,
EN EL MICROSCOPIO. = ~

1.1

Sequido de

Anotandq’,']"og |

32



D)

D-1)

D-2)

IDENTIFICACION DEL VIRUS POR LA PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Los Acs. inhiben 1a hemaglutinacion viral cubriende

e.antigenos-

_enla prueba)
2.4 Agitar v1gorosamente la mezc]

al cual tamb1en se transf“
2.8 Colocar la grad111a.conflqs suer
enfriar totalmente,

33



2.9 Agregar a-cada tubo una gota {0.1.mi.) de hematies de ganso ccmpactados
(lavados previamente con tres cambios de DGV) y mezcl

bién..

ki



X = Cavidad.
* Rec1proco de 1a d11uc1on del ant1geno

3.4 ‘
3.5 0.C n ‘41f - ra‘”cav1dades -

3.6

3.7

3.8

3.9

e la prime-

3.10 Reg1strar 107 rerrltados en hojas

. Determ1nar el t1tu1o hemaglut1nante y el pH opt1mo de! ant1geno
E1 punto final (t1tu10 ‘de) antigeno) es la dilucidn mis alta que muestra --
hemaglutinacion completa. Para la prueba.IH se'diiuye el antigeno de manera
que contenga 4-8 unidades en 0.025 mi.
Si suponemos que el-titulo del antxgeno es 1 2560 entonces.

1:1280 = 2 unadades/O 05 m]
© 11640 =4
11320

8 unidades/0.025 ml.

35



Por lo tanto, se debe poner 1 parte de la dilucion 1:10 del antigeno + 31 -
partes de- dlluyente para- obtener una:dilucién-que contenga 4-unidades/0,025
mi; o 1 parte de ]a d1luc1on 1 10 de] ant1qeno + 15 _partes de diluyente ---
para 8 un1dades/0 025 ml

IMAGENEa_DEJHEMAGLUTINACION EN PLACAS DE MICROTITULO

1.- Cuando no hay hemag]ut1nac1on, 0 cuando hay inhibicidn de la hemag]uti-

nacion por anticuerpos homdlogos se produce la fmagen presentada en la
cavidad N° 1. En e]]a los hematies se han sedimentado en le fondo for--

mando un punto Esta 1magen se toma como e1 punto final de 1a t1tu1a---“ :
cidn de un suero_en la prueba de 1nh1b1c1on de hemaglut1nacion : '

4.2 _antfigel _ ,as*dﬂ?‘:?"P“

4,3
4.4

4.5

contra 4 ant1genos, seran necesarias 45p1acas.;La experiencia previa del

36



Laboratorio con sueros s1m11ares de d1agnost1co o de encuesta, To mismo
que el t1po de muestras y e]*propos1to de 1a prueba, 1nd1caran 51, Jos -

Suerot5
rSuero

4.6 er .0.05

0.025 mlg de bovalbumin

el nﬁmero.déﬁééadi' aporacin,
4,7 - Mientras sem rato ;aékegaf'a cada

una de las’ cav1dade 0.025 ml antigeno (dilufdo de manera que conten



4.8

4.9

ga 4 u 8 unidades por 0 029 ml ). Guardar el resto del ant1geno diluido -
en el refr1gerador :

Incubar de un d1a para otro

A 1a’maﬁgn
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Cuadro N2 4§

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

ANTIGENO -
Antigeno’

Anfigého\

Antigeno

Controies

f) Dejar a temperatura ambiente (22- 27°C);'ob5érVar,1a fonnatfén de hema-
glutinacién y determinar el pH opt1mo para- cada ant1geno

Para considerar la prueba satisfactoria, esta titulac1on debe mostrar

que el antigeno que se agregd a la prueba contiene 4 u 8 unidades por
0.025 ml. :

Las placas de la prueba (sueros con antigeno) se sacan del refrigerador, --
dejdndolas que 1leguen a la temperatura ambiente (22-27°C). La‘cantidad --
necesaria de cada solucién de pH (5 ml. por placa) se pone en un frascoy -
se le afladen los hematies de ganso suspendidos en el pH optimo para cada -
antigeno, antes de agregarlos a la placa. : '

a.1) Poner las placas en el vibrador a poca velocidad, g
b.1) Agregar a cada cavidad 0.05 ml. de la suspensidn de hematiés de ganso
en el ajustador de pH, B :
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c.1) Mezclar

d.1) Mantener-a temperatura amb1ente .y-observar.la apar1c10n de la hemaglu~
tinacidn. ’ o

Las 1nterpretac10nes
ratorios de San: Juan de

flavivirus, una positividad serologica no: puede. constituirﬁhuncakuna 1dent1

-



ficacion cierta del- virus infectante. £n todos los brotes es indispensable
aisler el (o los) v1rus 1nvolucrados para poder def1n1r espec1f1camente la
et1o]og1a 5

Las” respuestas de' nt1cuerpo

i.~ Negativa: Ausenc1a de n

2.- Positiva:
Respuesta pr1mar1a (1nfecc
a) Respuesta monot1p1ca”*

actdaTvrpor To tanto se consideran como n
puede faci11tar la 1nterpretac1on ya que

(<5



F)

F-1)

1.1

AMPLIFICACION DEL VIRUS POR.PASES  EN CELULAS LLC-MK?

EY virus 1n1c1a1 que es; pasado enrcelulas LLC MYé sqbre'médioé]iquigb:incrg

viral. Después de varios
cido virus que

botellas de cu]tivo de te31do‘d¢ 25 cm2 ; conten1endo‘15 a 20
millones: de célula: ]| uciones dec1ma1es del v1rus (10 a 10"6)

0.2 ml, de 12 muestra (cepa prob1ema. el virus ut11izado fué pasado 2 veceé
en ce1ulas LLC MKZ) se deja absorber en la monocapa de. ce1u1as por 1 a 2 --
horas a 37°C
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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 -
44°C (1.29) . ‘ ' ‘ ’

Se inc"ban?pb' 7 dfa i

En"un segundo_

ficado .

La cantidad irus 1 C dad rmadoras: de --
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A)

Inoculacion intracerebral en ratones lactantes

inoculados:.

Sintomas presentédoé enratones lactantes del ler. al 50. ‘bésé déspués de

a) Dificultad de movimientos (demasiado lentos)

b) e 1ba 1a imien eran en cir-

c
d)

e)

zvirusisolo:mata:a un-ra--

tén, exceﬁto.
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ADAPTACION DEL VIRUS A CEREBRG DE RATON LACTANTE
Cuadro N2 5

. Mortalidad en dias
mﬁ;sgia Origen Tipo ) 2 1N93de pase 2 ‘
Puerto . . S i {
2377 Vallarta  D-2 ;
2388 PV, 0 ol g
| w07 e 02 | |
2853 PV. D2
2408 PV, D]
2851 PV, L
2855 P.V.
2859 PV, D- , R o
2003 Mayarit b1 | 1 le | s
2995 _ MNayarit D1 - | o4 A
2099 Nayarit Dol B
3000 Nayarit D-1 | 15 | :
3002 Nayarit  D-1 ‘ '
3006 dayarit  D-1 21 R
3010 MNayarit D-1. oo fo oo g e e
3011 Nayarit  D-1 AR
2725  Colima  D-1 i
2752 Colima ___D-1
3682 Mérida  D-4 ,
3683 Mérida D4 | 13 |12,15
3684 Mérida___ 0-4 | . -
| 3207 Daxaca -1 | . B
3292 N. Ledn  D-1_
| 01 1| 1 2
o2 ov2 |7 lsasi |6 ' 1|
03 . 03 fooul 7 e | 6
0-4 D-4 14 g | 4{12, 15

Los cuadros vacios indican que no hubo mortalidad.
45



B) COMPARACION DE SUSCEPTIBILIDAD DEL VIRUS DEL DENGUE EN 3 DIFERENTES LINEAS CELULARES POR
INMUNOFLUQRESCENCIA DIRECTA.

Cuadro N 6 AISLAMIENTO DEL VIRUS DEL DENGUE

o IDENTIFICACION POR I.D. ...
TRA Py | VERO Py L LLC-MKp Pp |

" _INCUBACION ENDIAS _ |
TIPO e 15 R -

INUMERO DE DIA DE TOMA
MUESTRA ORIGEN DE MUESTRA

DENGUE CONTROL (+)

o
1
ot
¢
+

'
RN SN DU —
B

|
| !
CONTROL (-) R I R
2733 |PUERTO VALLARTA| 5. i . D-2 A e
(2388 | P i e T e R .
2407 PV L N0 HAY DATO. .\ . D2 . A ST S A
2853 | e | nomarpato . o2 |4 T
~ |.2408 PV. .___i_ NG HAY DATO. | _  D-1 o SR AR SO e
T1e8s1 P.V. ____!| NOHAY DATO i __ D-1_ LIRS RN e SRS
285, __ | _P.N.. | NOHAY DATO _ | __D-1__ R S +)
2859 PV. . UNOHAY.DATO | Dl |+ o5
12993 NAYARIT R 4 _D-1 St st
2995 NAYARIT | 31T b1 oy T PR
2999 NAYARIT [T T TR o T MR SN dopE e
3000 NAVARIT Ca ey e e Tribo roto
3002 NAYARIT _ 4 D1 4 e
13006 NAYARIT | 2 D1 o+ Lt o
3010 ~ NAYARIT NO HAY DATO.. | _ . D1 B RS
3011 NAYARIT .| NO HAY.DATO. | ___ D-1 T o
2725 | couma NO HAY DATO_ | _. D=l _ v
2752 COLIMA 6 D1 _ I __“f_w
3682 .~ MERIDA 3 B R
3683 MERIDA. 2 . .. D-4_ + oS R B SRy S
3684 MERIDA . e _.D-4 . + Tubo roto e —
3207 OAXACA 5 b1 ) + - - k - I D
3292 NUEVO LEON 4 B D-1 * ¢ LY+ - * o+

* = células abundantes en todo el campo.



0BSERVACION DEL EFECTO CITOPATICO EN LAS LINEAS CELULARES VERO Y LLC-MK2

Cuadro N¢ 7
EFECTO CITOPATICO
NS de VERD Py | LLC-MK, Py
Muestra incubacion en dias.
10 15 10 15
2377 N N N N
2368 N N N N
2407 N N N N
2853 N N T S
2408 N N N N
2851 ECP N N N
2855 N N N N
2859 N N N N
| 2993 ECP ECP N N
L2995} N N N_ N
[ 2999 ECP ECP N N

3000 N N N N

3002 ECP . ECP N LN
3006 ECP ! N N N
3010 N ! N N N
3011 ECP N N LN
2725 N N N LN
2152 ECP - N N TN
3682 N ECP N ; N
3683 ECP ECP N [N
3684 N ECP N LN
3207 N i ECP N N
3292 ECP ECP N N

36% ECP

N = Células normales
ECP = Efecto citopitico (células redondas, enjutamiento de células, células
alargadas, células muertas).
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D)

F)

Identificacion del virus del denque por la prueba de IH.
- Taodas las "cepa‘é"die'r()n r"és’ulytaidyo'skhégativros“ (<)
Solo los-controles (+) dieron IH. = . -

Aislamiento e ident
células LLC<MK, "

48



Caracteristicas del desarrollo de piacas de virus de dengue en
C L células LLC-MK, ey

- Tamafio de -

- Morfold§1a G

- Tiempd

£1 sigui

Ne. de
Muestra

D-1 tipo.

3292

2388 .

2684

49






- Con respecto-a los resul tados obtenidos .en.la adaptacmn del vnrus a cere
bro de: ratén 1actante se observa la morta] dad en d1f‘ re
ferente pase : pos

do. 5. p

De acuerdo

puede 'debe}rys/
(pem’odo d

y péquéﬁaé e



En los cultivos celulares de VERO y LLC-MK, P1

- Da 0% de positividadka_iqs»lo y 15 dfas de ip;ubacién'

Estas observac1on

Linea celul

Tiempo de 1ncub i6n:10. d1as

- En todas 1as cepas (+) se observaron bastantes ce1u1as (un pr
15 a 20 células por pozo).

- En las cepas No. 2407, 2851, 2853, 29993, 2995 y. 300
1as redondas con pequefias prolongaciones en forma: de

En las demds cepas se gbservan en forma a1sladafo"n ar
dad y mds grandes que en las otras 2 l\neas (TRA -y.VERD)

- Da un 52.6% de positividad

Linea celular LLC-MK2 P2 ,

Tiempo de incubacidn 15 d1as , e .
- Se observaron celulas pequenas y redondas con*bastante f1uorescenc1a.
- Da un 54.6% de positivxdad (solo de 12 cepas)
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Algunas lecturas varian a los 10 y 15 dias de 1ncubac16n esto se debe a que
el pH del medio camb1a. Fenner y Wh1te (3) menc1onan que e] pH opt1mo es de
6.0 a 7.0 y también- se i
esto se puede poner_un

es al 20.16{35F
hacer 1a'1ectuf

TRA, en cambi
hasta un segu

E1 denguel’e

£l dengue 2:e
cion,

E1 dengue 4-¢
cion, De es,a
y Adelberg (

LLC- MKZ ya que en'esta:u1t1ma 1inea solo pr"
A los 10 d1as de 1ncubac1on se produce el Ec' - obse
113 dias de incu

y a enveJecer

La d1ferencia de
Tos 10 d1as dg i

"sobrev1- '
vieran o
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Lo mismo pasa en Dengue 1 control (+) Se puede decir que el pH del medio -
influye para. determ1nar e] ECP que.provoca: el virus, ademis de que el tiem-

po necesar1o para que los cambios c1topat1cos com1encen a. man1festarse de-- :
penderd, en ¢ ' s ha -

placas (UFP/h] ya ue estas eran incontables,

La medida. derlas placas es aproximada, pues no se pud1eron medir:con exacti

tud pero de acu erdo a 10 mencionado por Pan American Healthk rgahization .-

(12) los serotlpos 1y 3 del virus del dengue comunmente producen pequefias

placas { 1-2-mm, ) claras con pequefias variaciones de medida y en el seroti
53




po 2 se PFOdUcen placas de 1 - 4 mn.  Algunas cepas tipo 1 producen placas
de 6 - 8 mm. : RO S , :

Las placas se‘observaron mego '(separadas ¥ b1en formados los. ha]os‘b]ancos)
en las d11uc1ones -6 : 0 B

Pan Amerlcap,
des ventajas

La atencién po
resultados mds

Repiblica Mex1cana es por ]o tanto que se deben de 1levar a cabo med1das'5_

preventivas 'y de- control

Kumate (7) menciona que las campafias deben concentrarse en la temporada ---
fresca de las zonas endémicas cuando la poblacidn del vector estd en el pun
to minimo. E1 agregado de insecticidas contra formas adultas como el —mea-
Malathidn, por aspersidn derea, es muy costoso y no-estd asequible a la --
economia de los paises tropicales que sufrenla endemia.

Se debe notificar a las autoridades de salud, hacer encuestas en la 1oca11-

dad, dar educac1on al pub]1co_sobre medidas personales de protecclon, tener.

medidas en caso de ep1dem1as ‘veref1car el cump]imiento de los acuerdos --

internacionales: dest1nad0 ‘évitar la: propagac1on'de' rme :

SONas, Monos-y: mosqu1tos de su: rasIado'por arco,

transporte terrestre, desde‘la zonas_donde existe un “epidem1a (7).
54~




Las medidas de control deben ser 1levadas a cabo en consideracién no solo -
de tos 1nd1v1duos y-de-las comumdades sino tamb1en por-la perd1da econom1-
ca resultante de la: enfermedad pr1nc1pa1mente durante las ep1dem1as de_ -
dengue claswo -qu fecta -princi Imente a mayor [ : i

55






Con los resultadosobtenidos en la adaptacién del virus en cerebro de --
raton lactante se concluye que:. diferentes cepas.de virus del dengue se
pueden adaptar a estos ya que. presentan s1gnos de enfermedad Yy 11egan a

corroborar

ndstico’

1deht1ficac1on del virus del dengue.

51 pase pre11m1na ,(o pases) meJora la habilidad para detectar e1 virus
del dengue en e1 ensayo de placa por un aumento en la concentrac1on del
virus, e

56



12.~ E1 virus del dengue se adapta a cultivo:celular ya que produce placas -
sobre agar en la linea ce}u]ar LLC MK2 :

14.-

15.-

16.-

dg‘placaﬁ
co e identi
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