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RE.SU M E.N 

Se recibieron en el Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales 

CI.S.E.T.) en un período aproxbnado de 8 meses 2,500 muestres con diagnóstico 

clínico de Dengue, provenientes de diferentes centros Regionales de Salud 

de la República Mexicana, los cuales fueron procesados p::r el rr,étodo de 

Inhibición de la Henaglut:ir.aci6n (IHA), rrostrando una amplia reac1:ividad cruz¿: 

da entre les serctiFOS de virus de Dengue, lo cual impedía la identif icución -

del serotip:¡ ir.[ ectante. 

Con el fin de establecer el serotipo causal de la enfermedad, el tipo de

respuesta serológica y obtener Worm3.ción sobri= la posible circulación de -

De.rigue ti¡:o 3, se seleccionaron de acueroo a las p:isibilidades del laboratorio 

30 ruesrras ( 28 p--1res y 2 mues-rras únicas) pare probarse por el método de 

Neutralización €!11 Placa., el cual fue previamente adaptado en lxrte llas de culti. 

vo celular y -¡:csteriormente en microplacas . 

• ~liz..a:·:d:i le·::. t--esul'tados de ambas pr...ieba.s y utilizando criterios ya es1:~ 

bleciCos, se logra.ron ider.tificar los serotir;;os infectantes, así corro el ti}X) 

de res~uesta serclógica. 

Así misrro ::;e ccrr,prob6 la r.ayor especificidad de la prueba de Heutreli::~ -

ci6n cw.~ada ccn la ;.ruet.a de IH!"\, para diferencia!" los serotipos de virus -

de Dengue. 

!jo :::.i:=: tiici.:..n::rci..I·-li ill1ticuei10::; cuntroa vir\ls de :Gengue t:if:O 3, -ugiriendo -

que no hay e.cti·.ii:!ár! :!e este serotip:>. 

Se observó la p:r~valencia de respuestas de tiFO secundario, indicando la 

¡:csibil.id3d de la pr€!se.ntación de la fonra. severa de la enfermedad en nuestro 

país (Dengue hemoro.'igico). 

De acuerrl...o a lo!: r-esultados obtenidos, los seroti;.os de virus del Dengue 

ascciados a casos clínicos son princi¡;almente Dengue 1 y Dengue 4. 
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I.- G E N E R A L I O A D E S 

Los Arbovirus son un grupo heterogeneo de agentes virales reunidos en una 

clasificación por ciertas características básicas epidemiológicas. En un 

principio, cualquier virus clasificado como Arbovirus debe mantenerse en la -

naturaleza principalmente por un ciclo continuo de transmisión biológica {rnu.!,

tiplicación y periódo de incubación extrínseco) , por un vector artrópodo 

un vertebrado, produciendo una vircmia que es infecciosa a otro vector artró~ 

do disponible después de su alimentación con sangre. (261 

Los mayores vectores incluyen: mosquitos, pulgas y garrapatas, la infeE_ -

ción del hombre no e:; csencüll paril el mantenimiento y diseminación de este -

g;:upo, por lo cual las enfennedades resultantes de este tipo de infeccione::; se 

consideran como zoonosis. (31] 

Además del método principal de transmisión por artrópodos, algunos agcE_ -

tes bien establecidos, entre los que figura el virus de la Encefalitis Equina 

de Vene::.:uela (EEV), se puede transmitir de vez en cuando sin la mediación de 

un artrópodo, a través dP,, secreciones faríngeas u otras secreciones y, la 

transmisión puede ser ocasionalmente por medios mecánicos en luqar le biológi._-

cos. 

La palabra l'\.rbovirus se formó por la unión de las dos primeras letras de 

las palabras inglesas ~thropod ~rne, es decir virus transmitidos por artróp~ 

dos. 

Los Arbovírus merecen atención especial porque algunos de ellos producen 

epidemias graves en el hombre y sus animales dcmiisticos; por ejemplo: Fiebre 

amarilla, Dengue, Enar.efalitis Equina {EE) de Venezuela, EE del Este, EE del -

Oeste, E. de San Luis, E. Japonesa B, Fiebre Hemorr.5.gica de Crimea etc. [4] 



iln110•:ta1ocJ.a que ha adquirido el Dengue a nivel epidemi_e

S_!-

HISTORIA 

Por cerca de dos siglos, el Dengue fue clasificado junto con gripe o -

diarrea, como incidente menor en la adaptación a la vida tropical. No se 

habia apreciado que desde los años cincuentas, los virus de Dengue han causado 

síndrome de shock, qut! ~t! presenta con dramática velocidad, ¡· que frecuent!:_ -

mente está complicado con hemorragia intestinal, seguida por la muerte. 

El término "Dengue", fue introducido a la literatura médica inglesa, de_:!

de las Indias Españolas Occidentales, durante la epidemia de 1827 - 1828 en el 

Caribe., de un.:i enfermedad exantemática con artrcllgia. Dengue, es el homónimo 

español para el Swahili "Ki denga pepo" (un repentino at.J.que parecido a un 

calambre, causado por un espíritu maligno). 

Durante la mayor parte del siglo XIX, los exantemas causados por alfavi-

rus y flavivirus fueron reportados indistinta.-nente, como "Fiebre de Dengue", -

contribuyendo a la noción de que el Dengue erd una enfermedad con pocas cons.!

cuencias cl1.nicas. 

El reconocimiento de la Fiebre Hcmorrágica de Dengue (DHF} y el Dengue -

con Síndrome de Shock (DSS) tuvo que esperar una evidencia r.ú::. rigurosa de la 

etiología viral por Dengue. Esta evidencia se presentó después de que el 

virus de Dengue fue adaptado a anirnalc5 de laboratorio en los años cuarenta -

(tipos 1 y 2) y on los cincuentas (tipos 3 y 4). [25] 

Aunque la fiebre de Dengue ha 5ido conocida corr.o una entidad clínica en 

las Américas, por alrededor de 200 años, la información de la distribución 
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precisa· de los serotipos de Dengue sólo ha estado dispanible a partir de las 

últimas tres décadas. 

r.a introducción del virus del Dengue en el Caribe y áreas adyacentes con 

resultados epidémicos ha estado ocurriendo con frecuencia variable desde por -

lo menos 1826. Por lo tanto, cuando el actual Dengue 1 apareció habiendo -

sido posiblemente importado de A.frica, es un testimonio epidemiológico similar 

a otros que han ocurrido muchas veces en el pasado. 

En el Caribe el virus de Dengue serotipo 2 fue el primero en aislarse en 

Trinidad en 1952 y el Dengue tipo 3 en Puerto Rico durante la epidemia de 1963 

1964. [401 

La introducción de una nueva cepa de Dengue en el Caribe con su subsecue!! 

te distribución epidémica no es un evento sin precedentes y fue predecible 

cuando se cont.cmplÓ en un contexto histórico. 

El Dengue ha sido rc.sponsahle de muchas epidemias desde 1827 a 1953. 

Estudios scrolóqicos confirmaron la presencia del virus en Panamá, Guyana, las 

islas del Caribe, Florida y Texas, de lo cual se puede inducir que el virus de 

Dengue puede ser endémico en la parte norte de América del Sur. El Den~e -

tipo 2 causó una epide;nia en Panruná de 1941 a 1942 y se obtuvo evidencia de -

q\le el Oenf:Jlle tipo l había estado presente en años anteriores. 

Epidemias cau!O<idas por Dengue tipo 3 aparecieron en el Caribe en 1963 .. 

En 1968, el Dengue tipo 2 se diseminó y estuvo asociado con Dengue tipo 3. 

[401 

Corno consecuencia aparente de unil epidemia en alquna!l islas del Caribe y 

los paises de Centi:o A.."1érica, el virus de Dengue se reintrodujo a nuestro país 

en diciembre de 197B d t.rJ.vé::; de J,, frontera Sureste. (561 

Acto seguido afect6 las costas de Chiapas, p!."incipaltlente l~s regiones -

por abajo de 1000 :ictros sobre el nivel del mar. 

Para principios Ce 1979 se encontré el ._.irus afectando la zona de Tonalá 

y Arriaga, llegando inclu5o a la zona del ltsmo principalmente Ixtepec y Sal,!_

na Cru~. En vez de propngarse por el litoral del Pacífico, rcrnonta hacia la 

parte central del ltsmo y llega a las costas del Golfo de México. 

Además de esta corriente principal, hubo un11 introducción del virus de -

Dengue a través de Belice y Quintana Roo, afectando Chetumal, Cancún, ~ucatán 

y parte de Campeche. 



En el mes de junio de 1981 se registraron casos de Dengue en la zona de -

Pinotepa Nacional. A partir de ahí se diseminó a algunas ciudades de Guerrero 

para lleqar a Acapulco durante la primera mitad de 1981, posteriomente hubo -

informes de la virosis en la parte sur de Sinaloa. (6, 561 Figura it L 

La distribución de Dengue en nuestro país fue favorecida por los movimiO;!!

tos migratorios desde América Central, y en los siquier.tes seis años la transmJ: 

siOn se diseminó en la mayoría de los estados del país aislándose en las dif!-

rentes epidemias los serotipos 1, 2 y 4. [50, 621 

Desde entonces, la enfermedad ha ido avanzando, afectando cada vez una ~

yor parte de las 32 entidades federativas en que se encuentra dividido el país .. 

A partir de la información obtenida en los registros del sistetnil de vig.!,-

lancia epidemiológica se observa cada vez mayor frecuencia el reporte de brotes 

de la enfermedad en localidades situadas por arriba de los 1,200 metros sobre -

ol nivel del mar. 

En 1984 se estudió un brote de Dengue causado por el virus tipo 4 en el 

estado de Yucatán. Se reportaron 5,48ó cal:lu::. <.:l:Lulvu~, de los cuales se cst!:,

diaron 538 paciences, de estos 200 fueron positivos a la infección por virus de 

Denquo, 131 fueron negativos, Hubieron 10 casos de enfermedad hemorrágica, 3 

de los cuales fueron confirmados como casos de Dengue. Cuatro de estos pacie~ 

tes fallecieron, y los seis rest.intes se recuperaron. Lo::> cu::i.tro casos fat!: -

les fueron mujeres, con eda.des de 8, 9, 19 y 37 afi.os. [8, ';), 32] 

Se h<m realizado estudios para determinar la prevalencia de anticuerpos -

contra virus de Dengue en la población de diversos estüdos, determin.:indo así. el 

riesgo potencial de infecciones secundarias. Cuadro ~ 1. 

Hasta 1986 se han logrado los aislamientos de lo::s serotipos 1, 2 y 4 en -

di"lersos estados de la RepÚblica Mexicana. Cuadro # ::. 

Entre éstos estados c.enemos: Sonora (Dengue 1), Nayarit (Dengue 1 y 4), "."". 

Jalisco (Dengue 1, 2 y 4}, Colima (Dengue 1 y 4), Hichoilcán (Dengue 1), Guerr.!:

ro (OIZ!ngue 1 y 2), Oaxaca (Dengue 1, 2 y 4), Nuevo León (Dengue 1 y 4), Trunaul!,. 

pas (Dengue 1 y 4}, Veracruz (Dengue 1 y 4), Tabasco (Dengue 4}, Hidalgo (De.!! -

gu~ 4), Puubla (Dengue 1 y 2), Morelos (Dengue 1, 2 y 4), i'ucatán (Dongue 1 y 

4) y QUintana Reo (Dengue 1). Figura D 2 
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~ DISTRIBUCiüN DE DEI1Gt:r. - l 

• EPIDEMIAS DE DENGUE - 1 

• DENGUE - l IMPORTADO 

~ CISTRIBUCION CE ~ ~ 

FIGURA # 1 INTRODUCCION DEL DE!IGUE A NUESTRO PA!S 

1977 1980 
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.ENTl.OAD · 
A Ñ . O'.. s J. 

1983 198 4 .1.98 5 ·19e·&' 
·.· ... 

AREA tlOATE 
··;( 

SONORA + + ... 
COAHUILA . ·I + •••• ¡•. < ' 
NVO. lEON ' ;+ . :· <¡.:. · .. 

ARE A DEL. PACIFICO I• 'e:'•' '_:,:•, . . 
SIN ALOA + . + 
NA"fARIT +. ·+ + 
JAUSCO + + + 

COLIMA + + + 
MICHOACAN + + + + 
C:tJERREPO + + + . 
OAXACA + + 
CHIAPAS + + + + 
AREA DEL GOL.FO 

TAMAUl.I PAS + + + + 
VER.A.CRUZ + + + + 
TABASCO 1 t • 
YUCAfAN + + 
AffEA CENTRO 

MORE LOS + + 
PUEBLA + + .¡. + 
S.l..P. + + + + 
HfDAl..GO + 
MEXICO + 

no tf!.'liÓ muutras 
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CUADRO·# -2. SEROTIPOS - DE VIRUS - DEL. DENGUE AISLADOS DE - e Asos 

AGUDOS MEXICO 1 982- 1 986 

'.' --- .t :.-•·- .. 
Ñ 

ENTIDAD 
1 9 e 2 1 9 e 3 i 9 e':, · 1.9 8 & 

COSTA DEL PACIFICO 

SONORA 

NA'r'ARIT --1·--.: _, ·-
JALISCO -_ ., 1-

COLIMA 1 

MICHOACAN 
_- - -·-

GUERRERO 

OAXACA 

COSTA DEL GOLFO 

NVO, LEON 

TAJ.1.AULI PAS 

11ERACRUZ 

TABASCO 

YUCATAN 

QUINTANA ROO 

ZONA CENTRAL 

PUEBLA -¡--1 

MOR EL.OS 2 • 

HIDALGO 4_ 

PJt0"'tJllCIONO:ORA .N.L .ZAlllATI!, INSTITUTO OE .SlLUllUOAD -y. IMl'f'lltllDlDU -TROPIUl;,EI, 



DE?IGUE: - 2 

DENGUE - 4 

FIGURA # 2 

- e -

SERDTIPOS DE VIRUS DE DENGUE AISLADOS DE 

CASOS AGUDOS. MEXICO 1982 - 1986 



EXiste en la actualidad evidencia de que el patrón epidemiolóqico ·de De,!!_

que está·cambiando en México. La situación endemo-epidémica que muestran a!,

qunas localidades en el país, l<J. circulación simultánea de tres serotipos dif!_ 

rentes, su amplia distribución qeoqráfica y la presencia de nuevos veCtores -

son factores a considerar para hacer un análisis global adecuado de la transm! 

s16n de la enfermedad. 

2,- CLASIFICACION, •. 

Los Arbovirus inicialmente se clasificaron siguiendo criterios ecológicos 

_Y biológicos que inclui:an circunstancias de aislamiento, relación antigénica -

con un miembro establecido, efecto eP animales de laboratorio y cultivo de t~

jidos y reducción de la infectividad con éter o desoxicolato de sodio. 

Los flavivirus fueron originalmente clasificados en un grupo (grupo B de 

los Arbovirus) por Casals y Brown, en base a las reacciones cruzadas en la -

prueba de inhibicién de la hemaglutinación. [26] 

Análisis antigénicos mostraron que el scrogrupo podía ser dividido en -

complejos o subgrupos, con los miembros más estrechamente relacionados. 

Posteriormente, los rlavivirus formaron un subgénero de la familia Toq,! -

viridae. Actualmente, el virus de Dengue se encuentra clasificado dentro de -

la familia Flaviviridac, género Flavivirus. Cuadro # 3. 

Por medio da l.1:::; pruc.b.:is !;Crológic.:iz de inhibición de lit hemaglutinación, 

Fijación de Comple.'":lentc y Neutralización, se han clasificado estos virus en -

una serie de grupos antiqénicos y por medio de la utilización de anticuerpos -

monoclonales de origen humano o primate, ha sido posible identificar cuatro -

tipos distintos de vir~s del Dengue llamados convencionalmente 1, 2, J y 4. 

[42, 49] 

LJ. comparación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas estructur::, 

les e, M y E de Dengue 1, 2 y 4 ha revelado un alto grado de similitud entre -

ellas (60 - 73 i). Grandes regiones en la proteína E son homóloqas entre los 



- 10 -

. ·. . ·-~ 

:SUBGRüPO-:oi;- -~.zn-f~fmedad del Bosque de Kya:ianur, Fiebre Hemorrágica ~e Omsk; 

(12 VIRÚS)_ < -Encefalitis Central Europea, Powassan, Encefalitis Rusa de 

Primavera - Verano. 

'SUBgRupo· i.- Río Bravo, Murciélago de Dakar, Murciélago de Eritebbe,__Murcii 
(IJ VIRUS) lago de Bukalasa, Isla Car".!:~'· 

SUBGRUPO 3.- Modoc, .Jutiapa, Sal Vieja, San Perlita. 

5 VIRUS) 

SUBGRUPO 4 .- Encefalitis Japonesa, Encefalitis del ·valle_ Hur~ny, Encefa.~.l-

{13 VIRUS) tis de San Luis, Nilo Occidental, Roc!o, Kunju\·. 

SUBGRUPO s.- Meningo Enccfaliti de Israel, Ntaya, Tembusu, Bai;aza. 

(4 VIRUS) 

SUBGRUPO 6.- Banz.i, Uganda, BoubouL 

(4 VIRUS) 

SUBGRUPO 7 • - Dengue 1, Dengue 2, Dengue 3 y Oengue 4 • 

{4 VIRUS) 

SUBGRUPO B. - Sepik. 

(1 VIRUS) 

13 virus no muestran relación con los Flavivirus, reaccicnan sólo a niveles mar 
ginales y pueden o no ser colocados en un subgrupo; Fiebre JUnar:i lla, Aroa, etc: 
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seroti?>s de Dengue. 

Las secuencias de aminoácidos únicas para cada serotipo están presentes -

en la mitad de la proteína E donde la estructura sccun~ria y loS dominios 

hidrofÓbicos son predominantes. [18, SS] 

En general, los virus que tienen relaciones irununológicas demostrables -

por cualquiera de éstas pruebas, poseen constituyentes en común, y por lo ta11-

to pertenecen al mismo grupo. Dentro del mismo c¡rupo, los que muestran rel!!_

ción más íntima forman un subgrupo o c~mplejos. [ 23) 

3.- CARACTERISTICAS. 

a) PROPIEDADES FISICAS. 

Los Flavivirus, pequefioJ virus icosahédricos de 20 a 40 run de diámetro -

presentan envoltura de 1 ípidos esenciales. 

Tienen un genoma R!IA filamento único, con peso molecular de 4 millones de 

daltons, de aproxir.ladarn(!nte 11,000 nucleótidos y con polaridad positiva. 

En general, se inactivan fácilmente con el calor¡ su estabilid.:Jd aumenta

si se agrega suero nor.:ial a albúmina a la suspensión. A - 70ºC conservan su 

infectividad durante dño::J e indefinidamente por liofilización. Son sensibles 

a la acción de 1'1 luz, las radi'1cione5 :< y 1.:;.s ul traviolct:i. que los >iestruyen 

fácilmente, poseer. un -=oeficicnte de sedimentación entre 17 S y 218 s depe,!;_ -

diendo de la célula de origen. La densidad del 11irión determinada por gra --

diente de centrifugacié'.·n es de 1.22 a 1.24 g/cr..3 . -

Las partículas de los Flavivi::us contienen tres proteínas estructurales: 

una proteína mayor J.e: envoltura glico::;iL1d.::i. (E, fomalr:ier.te designada como \!3) 

de peso molecula.r .:iproxim.::i.do de 53,000, una proteí.na menor de envoltura no gl.!, 

cosilada (M o Vl) de peso molecular de 8, 700 y una proteí.na de nuclcocápside -

no glicosilada (C o V2) de peso molecular de 13,SOO. 
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La qlicosilación de la proteína E es vari.ible. y _Bpa~~Ót~~te ·no esenCial 

para el ensamble de los Flavivirus. 

La proteína E está expuesta sobre la superfic!Éf,_del virión y contiene .la 

mayoría de los antígenos involucrados en la reactividad ·1nmunolóqica.; Nueve .

proteínas intracelulares virus específicas no viriónicas han· sido descritas. 

Las funciones de las proteínas no viriónicas no están bien definidas. 

La composición de fosfolípidos de los Flavivirus refleja la célula de la

cual deriva. [4, 23, 41] 

b) PROPIEDADES QUIMICAS. 

Como resultado de la presencia de una envoltura lipídica éstos virus son 

altamente susceptibles a la inactivación con desoxicolato de sodio, éter et,!

lico, cloroformo, urca, aldehídos, lipasas, etc. La formalina y la beta-pr~

piolactona los inactivan dejando .intacta su capa.cidad antigénica, de donde se 

deriva que la cubierta de U.pidas se encuentra asociada a la infectividad. 

La envoltura soporta los determinante~ antigénicos específicos para el -

serotipo de virus de Dengue, para el subgrupo de Dengue y para el grupo de 

Fl.avivirus. 

El pH es un factor ..::r.í.tico, ol Óptir.'.o par:i los diferentes grupo9 oscila -

entre 6.0 - 7.0. (4, 11] 

e) PROPIEDADES BIOLOGICAS. 

El ensamble y maduración de los viriones puede ocurrir a través de proc!_

sos de condensación de vacuolas intracitoplasm.i'ticas. 

Las part!culas maduras dentro de las vacuolas, son liberadas extracelulaE_ 

mente por fusión con la membrana plasmática (pinocitosis reverl'.>a) o en células 

severamente dañadas por lisis de la membrana plasmática. 



Son capaces de multiplicarse en un artrópodo hematófago vector, que COlllÚ!!. 

ment:e es el mosquito~~- Los hospederos vertebra.dos naturales 

incluyen una qran variedad de animales domésticos y silvestres de varias es~

cies (aves, mamíferos y probablemente reptiles), el hombre es generalmente un 

hospedero accidental. [4,. 23) 

En el laboratorio se replican en ?l'".'.l~os (~ ~) , embrión de pollo 

y ratones lactante$, ad. como en cultivos celulares como son los derivados de 

células de mosquito (TP.A-294) [llJ, y Líneas establecidas: LLC-Mt:
2 

{continuas 

de riñón de mono ~), Vero (continuas de riñón de mono verde), HeLa (derJ:.

vadas de células cancerosas de cérvix), etc. 

4.- OISTRIBUCION. 

Con tal cantidad de mecanismos diferentes para lograr su supervívencia -

biológica, la adaptación ha de considerarse como proceso continuo, no sólo en 

tietnpo sino en relación a la distribución geográfica, diseminación, localiz_! ... 

ción, limitación, desplazamiento y eliminación. Esta diseminación mundial - ... 

hace í.rnposible separa:r: estrictamente las enfermedades tropicales de otras vir2 

sis transmitidas ¡:ior a.rtrópodos, 

La cUstríbucién del virus de Dengue para las Américas se muestra en la -

fiqura # 3. 

5.- EPlDEHtOLOGlA 

Las características epidemiológicas básicas son la transmisión activa por 

vectores artrópodos y su aznplia gama pato9énica que le permite infectar es~ -
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cies que pertenecen a varias clases: arácnidos, insectos, aves y mamíferos. 

Debido al vector implicado en el ciclo vital del virus del Dengue, hace -

suponer que la cadena de infección depende de un hospedero virémico, un vector 

hematófago y un hospedero susceptible, 

Los vertebrados infectados que no mueren, se recuperan rápidamente, elim! 

nan el virus y desarrollan inmunidad duradera contra la infección subsecuente. 

Por otro l~do, los artrópodos infectados pueden portar el virus toda la vida. 

Así el virus se mantiene en la naturaleza alternando entre hospederos vert~ -

brados e invertebrados. El hombre se puede infectar tangencialmente cuando 

invade el ciclo ecológico natural y es picado por un mosquito. f26, 43] 

En los climils tropic.iles o subtropicdles, donde los mosquitos y las 

garrapatas coexisten con las aves y los m,1míferos silvestres, el virus de De!!.

gue persiste indefinidamente es decir, es endi5mico y requiere sólo una fuente

cont!nua de vertebrados jóvenes susceptibles y una suficiente densidad de p~ -

blación de artrópodos para asegurar su sobrevivenc.ta. 

Sin mnbargo, la transmisión contínuu sP int.PrnimpP. ,=inuaJ n periódicamente 

por la baja temperatura del invierno en las zonas templadas, cuando los vectE_

res están inactivos y las estaciones sec.:ts prolongadas en las regiones tropic2_ 

le.;;. 

So han propuesto varias hipótesis para explic.:ic la ~::mbre·.rivencia del 

virus en períodos adversos y su reaparición cuando las condicionf..!s son favor~

bles: persistencia del virus en forma latente en los artrópodos vectores, i!!.-

fecciones crónicas recurren tes en hospedC!ros vertebrados que servirán como 

fuentea del virus y la reintroducc .. ón de virus en zonas templadas cada primav!_ 

ra por las aves migratorias. El mecanismo más verosímil en las zonas templ!

das es probablemente la infección de mamíferos hibcrnantes (murciélagos) y ree 

tiles. 

Se ha der.iostr.J.do que l¿i vircmia puede reaparecer cuando ce~a l.J hibern.!:_ -

ción varios meses después. Por otro lado, la sobrevivencia indefinida de los 

virus de Dengue, transmitidos por mosquitos, está asegurada por el pase tranE-

ovárico • [ 26] 

El vector pertenece al orden Díptera, familia Culicidae subgénero Steqo-

Pl!.!:.1 género ":l especie ~ ~. el cual es un mosquito predominantemente 
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domésticO-, de color obscuro. Es un mo3quito tropical y subtropic<ll, sus -

criaderos se limitan básicamente a depósitos artificiales de aguar se reprod.!:,

cen preferentemente dentro de los neumáticos, botellas, canales de techos, 1!!_

tas, floreros y casi cualquier objeto de manufactura humana que pueda retener

aqua Y no esté rodeado de tierra, en donde proliferan fácilmente alcanzando n!, 

veles de densidad elevados. [21] 

Aunque ~ ~ es considerado co.-no el transmisor irás común de De:!, -

guc, se han señalado a otras especies capaces de transmitir la infección tales 

como: Aedes albopictus, Aedes scutellaris, ~ ~· ~ ~ 

y Aedes polynesiensis. [26, 61] 

~ ~ es el vector más eficiente debido a su hábitat doméstico,

puede transmitir el Dengue después de un período de incubación de 0 a 10 días, 

durante los cuales el virus se multiplica en sus glándulas salivales. 

6.- CARACTERES CLINICOS. 

-_ :, ,'', ;. 

Los·v~~s·.-.d·~·;>~-~~~~;~·pro~~~~.-:!:1~ espe~~o d.e:enf~.rmedades_ en l~s humanos -
que v~n ~i~~de\a' ficllr~~J.nd1f~?:en~i~da> el-~índrome -de fiebre de ~engue, hasta 

la ~iebre -.hem~rrá~i.Ca 'de: ~e~gue -cÓ~ ·y sin shock~ 

a) FIEBRE DE DENGUE. 

El período de incubación oscila entre 2.5 y 15 dí.as, siendo como término

medio de 5 a 8 días. La enfermedad comienza por lo general, con un escal~ -

frío repentino, cefaLllgias, artralgian, mialgias que afectan principalmente -

los músculos del cuello y tórax, que ir.lpiden la libertad de movimiento, dol~ -

res que se localizan en el bulbo ocular y fiebre alt.:1. (3~ - 40°C). 

Figura # 4 
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En aruchos enfermos aparece una er\lpción de tipo eritema. Pasados 1 a 4 

d!as aparece la remisión. La temperatura desciende surgiendo una sudoración 

profusa. Después se desarrolla un sequndo acceso, qQe se caracteriza por -

otra elevación de la temperatura y manifestaciones de los síntomas princip_! -

les del primer ataque. En el cuerpo aparece una erupción maculo-papular o 

escarlatiniforme que desilparece a los 3 - 4 días como mínimo. La pro long_! -

ción total del curso de la enfermedad es de 4 a 5 d{as. 

En niños pequeños, la infección por Dengue generalmente no es reconocida. 

Sin embargo se acepta que algunas infecciones de Dengue son completamente in_! 

parentes. Esta es caracteriz.ada más comúnmente por enrojecimiento faríngeo, 

rinitis leve, tos y síntomas gastrointestinales ligeros, y se diaqnostica C2, 

me faringitis, influenza o infección del tracto respiratorio alto. 

b) FIEBRE ll.EMORRAGICA DE DENGUE (OHF). 

La enfermedad comienza comúnmente con un aumento repentino de la temper!_ 

tura, el cual es acompañado por rubor facial y otros s!ntomas constitucion_! -

les no espec!ficos tales como anorexia, vómito, dolores musculares y de cabeza. 

Es comGn el malestar epigástrico, sensibilidad en el margen costal derecho y 

dolor abdcminal generaliz.ado. La temperatura es característicamente alta Y-; 

se mantiene así., persistiendo durante 2 a7 días, para caer después a un nivel 

no:rmal o subnormal. 1\ veces la temperatura puede llegar a 40 - 41 ºC y puede 

haber convulsiones febriles. 

El fenémeno hcrnorr5.gico más común es la hemorragia en piel, prueba de -

torniqQete po!;itivn y sangrado en los sitio"' do vcr.cpur.tura, presentes en la 

mayoría de los caso::., 

Pueden verse pequeñas petequias dif1eminadas en extremidades, axilas, ca.:, 

ra y paladar durante la etapa febril temprana. Una erupción petequial: CO!!. -

fluente con áreas características redondeadas de piel normal, se observa en -

ld. canvalcscencia después de que la temperatura ha sido normal por dos o tres 

días. 
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También puede presentarse epistaxis, sangrado de encías y hemorragias -

gastrointestinales. 

El hígado es usualmente palpable en la fase febril. Su tamaño varía de

dos a cuatro centímetros sobre el margen costal. 

Los s!gnos clínicos y los síntomas descritos están acompañados por anorm!!. 

lidades de laboratorio que evolucionan característicamente. La trombocitop~

nia y hemoconcentración son descubrimientos constantes; una cuenta plaquetaria 

menor a 100, OOO/m:n
3 se observa frecuentemente entre el tercero y el octavo -

d!a. 

Otros hallaz.gos comunes san: hipoalbuminemia, hipoproteinemia, hiponatr.=

mia, transa.minasa., séricas y nitrógeno ureico elevados. 

La cuenta de glóbulos blancos es variable, dosdc. l.:i leucopenia hasta la -

leucocitosis moderada, Es común encontrar linfocitosis con leucocitos atíp!-

cos. 

Muchos pacientes tienen tiempos de protrombina y tiempos parciales de -

tromboplastina prolongados, con reducción de los niveles en suero do los fact2 

res II,V, VII, IX y XtI. Una disminución de los niveles de fibrinógeno está 

relacionada con la soveridad de la enfermedad. Figura # 5 

e) DENGUE COU SINDROME DE SHOCK (DSS). 

En los casos severos, después de una fiebre de pocos d!as de duración, la 

condición J~l pJ.Ci~nto rcpcr.tin.:i...,.,cnte se deteriora .. Poco después de una di~-

minución de la temperatura del tercero al séptimo día de la enfermedad, hay -

s!gnos de fallas circulatorias1 la piel se torna fría, manchada y congestion~

da, frecuentemente se observa cianosis y el pulso es rápido, Sin cmbilrgo -

algunos pacientes parecen letárgicos, est5.n intranquilos y entonces rápidamo_!! 

te caen en estado crítico de shock. El dolor abdom.inal es frecuente poco -

antes del inicio del shock. 
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El, shock está caracterizado por un pulso rápido y débil con la disminución 

de la presi6n sanquínea (20 mmHq o menos} o hipotensión con frío y piel peqaj.2_

sa. Los pacientes en shock están en peligro de morir si no se les proporciona 

el tratamiento adecuado prontamente. Pueden pasar al estado de shcck profundo 

en donde la presión sanguínea y el pulso son prácticamente imperceptibles. La 

duración de shock es corta; los pacientes puden morir después de 12 a 24 horas 

o recuperarse rápidamente después de recibir la terapia anti-shock adecuada. 

En los casos de shock profundo pueden presentarse mayores complicaciones -

como acidosis metabólica y sangrado gastrointestinal, que indican un pronóstico 

pobre para la vida. La recuperación del apetito es un buen pronóstico. 

Durante la convillescencia es común observilr brildicardia o arri tr.ü.:i sinusal. 

La observación de que el shock ocurre principalmente durante una infección 

secundaria, sugiere un mecanismo inmunológico subyacente. Esta perpectiva 

está apoyada en el descubrimiento de que r.m el estado ugudo de la enfennedad, 

los niveles sanguíneos de Clq, C4, CS - ca y C3 proactivador se encuentran red~ 

cides, y los valores catabólicos de C3 están eleva.dos. En la mayoría de los -

casos, el complemento es activado por umbas vías, la cl5.sica y la alterna. 

En general, los pacientes con OHF pueden desarrollar shock hipovolémico -

debido a la pérdida de agua, electrolitos y proteínas plasmáticas hacia el esp.! 

cio extra.vascular. Figura # 5 

El espectro de DHF está clasificado de acuerdo a la severidad de la enfe!_

medad en cuatro grados: 

Grado I.-

Grado II.-

Fiebre acompañada por síntomas constituciona~es no ~s~~c!

ficos1 la única manifestación hemorrágica es. li pru~a' .. de 

torniquete positiva. 

Las manife~taciones de Grado I m&s .sangr~~ti::~~t;on't~~··:·.eri 
piel y/o otras hemorragias. 



Grado III.-

Grado ry~-

--- n ~-

Falla circulatoria manifestada por pulso rápido y débil, -

reducción de_ la presión sanguínea (20 mmHq o menos) o hi~ 

tensión, con la presencia de piel pegajosa e intranquilidad. 

Sho~k profundo con pulso y presión sanguínea no detectable., 

·La--·pre·aerici~~'de, tiombo.citopenia: con la concurrente hemoconcentraciótÍ dif~

renClaí:á :··er·oHF· -r,_ y·- II -de la fiebre clásica de Denijue. 

El :D~s ·se.· c~ri_Sidera a, partir del. Grado III. 

"_·[4;~ 22, '23, 2~, -~·~, 28,_ 41, _53,_"57, 61) 

7.- PATOGENESIS . 

. Poco se sabe acerca de la patogénesis de la fiebre producida por Dengue , 

ya ~~ la mortalidad es rara. 

Se sabe de manera general que el virus es transportado por el torrente sa!!. 

guineo a las célu.las, o a los tejidos por los que tiene tropismo. Después de 

invadir tales células el virus desaparece en una fase de eclipse durante la 

cual no es posible encontrarlo. 

Se ha observado que cuanto m5s breve es el período de incubación, más ag.!!

do es el comienzo y el curso clínico de la enfermedad, en cambio, una incubación 

prolongada es m5s insidiosa y a menudo más nociva. 

En la Figura # G ;,i:; muestxd un ~squema. gcne.r,J.1 pa.ra la <liseminación de los 

Flavivirus en el hospedero. 

Después de la inoculación en piel, el virus se replica en tejidos locales 

y ganglios linfáticos regionales. El virus es entonces llevado por vía liní!-

tica a la cavidad torácica y a torrente sanguíneo. Esta viremia primaria 
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activa tejidos extraneurales, los cuales en su oportunidad ,1.poyan u!la replic_! -

ci6n viral posterior y sirven como una fuente para liberar más virus ,1 circu1,!

ci6n. Les sitios extraneurales principales para la replicaciOn de los Flaviv! 

rUs incluyen tejido conectivo, músculo esquelético, miocardio, músculo liso, 

endotelio vascular, tejidos linforeticulares y glándulas endócrinas y exócrinas. 

El nivel de vircmia es 1r.odulado por el grada de tolerancia por macrótaqos, 

y es terminado por la aparición de anticuerpos, usualmente una semana después -

de la infección. 

Sin embargo, ocurren otros fenóme:nos aún inc.'Cplicables, como son: el mec.e_

nismo que lleva al desarrollo de la permeabilidad capilar con necrosis focal en 

muchos órganos, la extravasación de eritrocitos hacia distintos tejidos, como 

se observa frecuentemente en la fiebre hemorrágica. Para el momento en quu -

ésto se presenta, los títulos de anticuerpos circulantes suelen ser demaniado ,

altos, para que estos cambios se puedan atribuir directamente a la invasión, -

replicación o destrucción celular por los virus. 

La patogénesis, por lo tanto es muy variada, refleja no solo la naturaleza 

del vírus, aino la susceptibilidad tisu.lar y el estado orgánico y fisiológico -

del propio hospedero. [4, 23, 51] 

S.- INMUNOLOGIA. 

La inmunidad adquirida después de una sola infección por virus del Dengue

es probablemente vitalicia. AdemS:s, esta irununiUad se puede reforzar periódi

camente por ld infecciiJrl clínica y subcl!nica con viren diferentes del r.tismo -

grupo serolóqico. Por ejemplo, la infección repetida con uno o más Plavivirus 

(Dengue) amplia el espttctro de anticuerpos ncutrali:::antes contra otros (Fiebre 

Amarilla) 1 aunque en general la respuesta homóloga es mayor que la respuesta -

debida <'! unu reacción cruzada. La proporción de personas con anticuerpos 

contra f.:l virus endémico aumenta con la edad. (4) 



En- general, toda infecciiSn por virus de Dengue genera la producci6n de -

anticuerpos. Se consideran tres tipos diferentes de anticuerpos muy útiles -

para hacer el diagn6stico serológico. Cada uno tiene caracterítiscas propias 

en relaci6n al tiempo de aparición, tS:tulo máJcimo, declinación, persistencia y 

especificidad. En orden de aparici6n son: anticuerpos neutralizantcs, ant! -

cuerpos inhibidares de la hemaglutinaci6n y anticuerpos fijadores de compleme~ 

to. [4, 22] 

Los anticuerpo3 neutralizantes son los que generalmente aparecen primera 

y en cantidad suficiente para ser descubiertos y son los m.'.is específicos de -

tipo. Aumentan durante los primeros dS:as de la enfermedad, alcanzan un máx.!,

mo temprano y declinan lentamente y en baja proporción, el título se nivela en 

una meseta que dura muchos años o toda la vida. (22] 

Los anticuerpos que inhiben ld hcmaglutinaciún aparecen generalmente a.l 

mismo tiempo o inmediatamente después del desarrollo de los anticuerpos neutr1: 

lizantes. Alcanzan pront~ un titulo alto y después caen rápidamente. Esto!i 

anticuerpos tienen el espectro mSs amplio de reactlvidad para los virus rel~-

cionados antigénicamante con el virus de Dengue, de un complejo o grupo part.!_

cular. (22] 

Ins .:mticuerpos fijadores de complemento aparecen una se:nana después o -

~.;¡ al des3.rrollo de los anteriores para el virus de oengue. r\demás de su -

a1}arici6n tardía, su t!tulo rafü; alto es de corta tlurac¡_Ón, a menudo desaparece 

o bdja rápidamente a niveles escasa""'\ente demostrables dentro de pecas meses, 

un año o m&s, siguientes a la infección aguda por el virus. { 4, 17, 22] 

Las observaciones epidemioló.._,ic.is y sero16gicas en los cJsos de Dengue -

con s!ndromi? de shock, sugieren que ~sta enfurnndad suele estar asociada con -

una segunda infecci6n de Dengue, y qur. ocurre de ::oi:; mest)s a Co:l años después 

de una infección anterior can un serotipo diferente. 

Los cuatro scrotipos dU; vu:u5 Je, Dengue '::i<?r.'!!'1 dP.terminantes antigénicos 

an común, qua pueden producir ur::i reacción cruzada, pero esta reacción cru=ada 

no p1·oporciona protecci6n duradera a los serotipos hcterólogos, y en el mismo 

indiv1duo ocurren infecciones posteriores con tipo~ diferentes. 

Halstead ha postulado que el síndrome ¿..:!' :;hock represcn!:a un tipo de re_!

puest.1 de hipersensibilidad, es decir, la respuesta acelerada de anticuerpos -

durante la segunda infección que puede provocar la formación de complejos -



virus - anticuerpos, con la consecuente fijación de complemento que conduce a

la formación de un potente factor de permeabilidad CJa. 

Evidencias esperimentales sugieren que la activación del complemento es 

un factor determinante en el s!ndrome de shock. La enfermedad que afecta --

predominantemente a niños de 4 a 12 años de edad es endémica en áreas urbanas 

del sureste de Asia, frecuentemente en temporadas de lluvia. 

Se ha propuesto que pacientes reinfectados con un tipo de virus de Dengue 

diferente, desarrollan una respuesta anamnésica de anticuerpos que resulta en 

la formación de altas concentraciones de anticuerpos ilntivirales no protect.!_-

vos presentes tempranamente en el curso de la enfermedad. 

Estos anticuerpos, no obstante son capaces de reaccionar con el tipo het=. 

rólogo de virus, dando de ese modo un incremento en los complejos antígeno -

anticuerpo. 

La observación de bajas concentraciones en suero de C3 en shock por Dengue 

sugieren fuertemente la actl.vación del complemento por complejos inmunes. 

El mecanismo de activaci6n de C3 y CS involucra en cada instancia la dis2, 

c.iación de un fragmento de baJo peso molecular con potencial actividad produE.

tora de shock. Ambas anafilotoxinas (CJa y CSa) liberan histamina, increme.!!_

tando la permeabilidad vascular y producen vasodilatación. Además la activ~

ción del complemento puede afectar la activ.J.ción plaquetaria e iniciar la CO!:,

gulación sanguínea. [21, 25, 51, 57] 

Esta teoría no ha sido comprobada y existe la posibilidad de que el sí!!. -

drome de shock observado en los niños, ·así como algunos casos de fiebre heme,-

rr&gica en niño5 y adultos sea el resultado de la aparición de cepas extraord.!, 

nariamente virulentas (Hipótesis de Rosen). 

Ni la hipótesis de Halstead sobre la infección secundaria ni la de Rosen, 

basada en el papel de la virulencia de las cepas circulantes, pueden explicar 

individualmente todo!:> lo.s casos. 

Resulta evidente que el fenómeno es mucho más complejo y que no se rel..!-

ciona exclusivamente con factores del hospedero o del virus, sino que la 

acción del virus sobre el hospedara debe analizarse teniendo en cuenta los 

factores derivados de esta interacci6n. 

se ha elaborado una hipótesis unificadora integral y multifactorial que

puede aplicarse a diferentes situaciones. 



En ésta, se expresa que para que ocurra una epidemia de DHF/DSS es neces~

rio que se produzca la concurrencia de tres grupos de factores de riesgo: los

epidemiol6gicos, los individuales y los virales. Los factores epidemiológicos 

y virales son los que determinan la aparición de la enfermedad en forma epidém.!, 

ca. Los factores individuales predisponen a determinado grupo étnico, sexo o 

persona con enfermedad crónica a padecer con mayor frecuencia la enfermedad -

severa. La preexistencia de anticuerpos planteada por Halstead constituye el 

factor individual de riesgo de mayor importancia, aunque evidentemente no es el 

único. Figura # 7 [J, 301 

9.- INHUNOPATOGENESIS. 

Estudios patogénlcos en infecciones de Dengue en el hombre y en monos --

~, muestran que el virus de Dengue tiene una marcada predilección por tejf. 

do linfoide. El antígeno viral ha sido visualizado en macrófagos, histiocitos 

y c6lulas de Kupffer. Un reciente descrubi.:nicnto es que el virus puede recup!:._ 

rarse de leucocitos circulantes en sangre periférica, durante la fase aguda de 

DHF/CSS. Estas células han sido identificadas provisionalmente como monocitos. 

La posibilidad de que fagocitos mononuclcares puedan .s1'lr sitios princip~

les de infección por Dengue en el ht,,1nbre es i.mpc.rtantc en relación ,1 observaci2,. 

nes fundamentales en interilct:ion~!l virus del Dengue - monocitos . 

.Los •ti.rus de Dengue se replican fficilL'"d!nte en ;..-ultivos de monocitos hum~-

nos de sangre periférica, si el d:J0<1dnr es inmune a Dengue. (SI 

La replicación del virus también ocurre en cultivo de rnonocitos de pors~-

nas susceptibles, cuando se adicionan concentraciones subneutralizantes de --

anticuerpos contra Dengue al :nedio de cultivo. Sin anticuerpos los cultivos -

de suspensión de monocit:os de persona.s sur;coptibles !::on relativamente no perml:,

sivos a la infecci6n por este virun. 
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Este fenómeno de amplificación inmune requiere la unión de complejos IqG-

anti Dengue - virus de De.1gu~ a receptores celulares pa.:-a Fe. Esto media la -

interacción del c.:implejo inmune, dando como resultado la infecci6n del mcr.ocito. 

La amplificación inmune de la infec.::.í.6n por Dengue en cultivo de monocitos, 

~ vitre, se asemeja al fenómeno 2:E, ~- Monos infectados individualml!nte -

con virus de Dengue tipos 1, 3 ó 4 y re <idos de$pués con Dengue tipo 2, pcese~

tai-on niveles de virus circulantes tan altos como lo$ controles susceptibles -

infectados con la rnisma cepa y dosis de Dengue tipo 2. En otros experimentos, 

ani.ll'lales no inmunes, fueron inyectildos int.ravenosamente con pequc1ias cantidades 

de suero hwnano Dengue - iP.mune y después infectados con Dengue tipo 2. Es'tos 

anisnalos tuvieron en circul<!ción 51 veces rn5.s virus que los monos inyectados -

con suero normal. [251 

Para comprender cómo se produce el síndrome de shock en el hombre, puede -

ser importante estudiar la relación entre la infección ,]e fagocitos mononucle,!:

res y la generación de factores de permeabilidad vc1.scular, la activación del -

complemento y el sistema de coagulaci5n sanguínea. Es interesante conocer las 

propiedades biológicas de los fagocl.tos mononucleares humanos activados, incl~

yendo la liberación de enzimas que dividen C3, la liberación de trot:'.boplastina 

lcucoci"ta.ria y la generación de uno o más factores de permeabilid.:id vascular. 

Este fenómeno efl'.:lctor generado por est.e sistema celular puede apreciarse para -

todos los cumbias fisiológicos milyores en el síndrome de shock por Dengue. 

De los estímulos endógenos, se sabe que C3b, complejos inmunes y llnfoc.!_-

nas activan a los fagocitos mononucleares. [25] 

Una hipótesis para el shock prol!ucido por Dengue es, que la respuesta de 

elinti.nación dirigida contra los fagocitos mononucleares infectados e n Dengue, 

es el evento que ac'tiVd esas células. Como soporte de es'ta posibilidad, se --

sabe que la comp.:.tenci.i de la respuesta inmune está bajo control genético y 

nutricional. Con respecto a su habl.lidad para comhati:::- una enfermedad infes_-

ciosa, las mujeres son co:-:sideradas generalmente como inmunológicamente m.5.s -

competentes que los hombres, y los individuos bien nutridos más competentes -

inmunológicamente que los desnutridos. Se ha notado que el DHF/DSS ocurre más 

frecuentemente en mujeres que en hombres y en individuos bien nutridos que en -

desnutridos. [3, 16, 21, 25, 30] 



En base a los estudios precedentes cl!nicos y experimentales se ha desarr.2_ 

llado un modelo simple colecular y celular para el DHF/DSS. Fiqura # 8 

(A} MECANISMO AFERENTE: En presencia de anticuerpos a.-nplificadores --

(anticuerpos complejados can virus pero no inactivos) los complcJOS inmunes se 

unon a receptores Fe disparando la fagocitosis seguida por la replicación del -

~1irus. Debido a que los fagocitos rnononucleares pueden ser móviles, pueden -

diseminar la i.nfección, l!lÍ como también, pr0porciondr un sitio para la replic_! 

ción. el virus de Dengue se replica en médula ósea, hígado, b.izo, tejido li!!_

foide intestinal e histiocito~ en piel. Un principio central de la hipótesis 

de amp.lificaciún inmune es que los anticuerpos amplificadores regulan el número 

da células infectadas, a más células infect,1das 1 más severa es la enfermedad. 

(B) MECANISMO EFECTOR: Se cree que las mayores anormalidades patofisi~ 

Uigicas son causadas por factores liberados por fagor.itos mononucleares activ~·· 

do.:;, que están infectados con Dengue. 

tn la re:spueS't.d inmune, posiblemente los linfocitos T, puedan ser importa.E, 

L,, nutrición, el sexo y fdctores genéticos pueden ser importantes en la -

rnod.ulación individual de la infección a través de su efecto regulador en la 

función de lo::; linfocítos T y los fagocitos mononucleares. (251 

10.- DIAGNOSTICO. 

M CLINICO, 

El siquiente- criterio."ha.sÍ.do selEíc~.iolia'do Para .-~l -dia9nóstico_-_cl!nico de 

Dengue, y en un 90_\ de los. :Ca~~s, ri;in_f~~ci6~: ~~:_~~~e--~~:, ·~ido _c~n~i~ada 
por el laboratorio. 
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A, - HECl\llISMO AFERENTE: 
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1) Fiebre·.- xriic,io agudo, é1evada, c~nt!nUa. y_ .co~st~iite dé por lo 

menos 2 a 7 dtBs. 

2) 'Manff~sta~i~nes hemorrágicas:que:.incluyen por ·10 menos; ·prueba, de -~ 

pura,· ~~sis~· e~istaxis, __ t..:inq~ado de. e~c!aS ,:: h~teme~J..s· ~(o m~~!.-
na. 

4J 
shock. - ~ ·7":~1:t:~áJ~t·~i~i~~i~n~~&~bt~~1~i:~i:n f;;ci ~· -

~-~1e1: peqiljciS·~ :e ·i~~i~tad~ .. -. 

- B) - Ll\BORATORIO. 

El virus de Denque se puede aislar de muestras tomadas durante la fase -

aguda de la enfermedad. Estas muestras son inoculadas en un sistema hospedero 

el cual puede ser: animales de laboratorio (ratón lactante) o cultivos cclul::_

res, éstos son preferentemente usados en el Instituto de Salubridad y Enfcrn:ed~ 

de9 Tropicales (I.S.E.T.), en donde las muestras son inocul.:i.d:is en una lír.e..i. -

cel,ular derivada de c:Jlulils de mosquitos: TRA-284. 

En general diversas líneas celulares soportan la replicación del virus .!;l

~, dentro de las mi'is utilizadas par<i estudio~ de replicación de :irus de -

Dengue están: LLC-HK
2 

(cont.Í.nuas de riñón de raono ~), Vero (continuas -

de riñón de mono verde), OHK (cont!nuas de riilón de. hámst:er), PK (contí.nuas de 

riñ6n de cer.:lo), ileLa (de'!:"i'Jad.:is de dHulas car.ceros<is de cérvix), células de -

~ pseudoscutellaris, etc. 

La presenci.l da virus se identifica por la formación de placas, cambios -

citop.riticos, por inmunofluorescencia a visualización del antígeno con fluo~- -

cromo, o bien un ant!qeno marcado con una enzima. (1, 11, 12] 
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Los sistemas m.'.'is usados para la cuantificación del virus de Dengue son: 

los ensayos en placa empleando diversos cultivos celu'.ares y usando monocapas -

de agar, carboxi-metil-celulosa, tragacanto, etc. [11, 13, 24, 39, 44] 

En la mayoría de los sistemas las placas formadas por el virus se producen 

en forma r~lativamentc lent.J., que •1<J de cinco a siete días y frecuentemente no 

son acompañadas por muerte celular o cambios citopáticos visibles, por lo que -

se recurra a la tinción con colorante vitales, como por ejerr.plo el rojo neutro. 

El aislamiento de estos virus es difícil y no siempre se logra, por lo -

cual los métodos serolÓgicos san una herramienta muy útil para el diagnóstico. 

Entre tos métodos serológicos que pueden utilizarse están: 

a) Inhibición de la hemaglutinación (IHA). 

b) Fijación de complemento (FC}. 

c) Neutralización viral (Nt). 

d) C.J.pturt1. de IgM por el método de ELISA (en desarrollo). 

Debido a la mayor especificidad de lil neutralizaci.ón viral y a que puede

ser utilizada para ldentifl.car un aislamiento o para determinar el desarrollo 

de anticuerpos neutr.ilizantes en sueros pareados contra determinado serotipo -

de virus de Dengue, nuestro propósito es estar.darizarla en el laboratorio de -

Vir0lng!a del !SET, adaptdndola a cultivo celul·lr (LLC-fA.K
2

l y observando la di~ 

minución de la formación de placa3 cuando son ret.J.dos virus - sueros (anticue!. 

pos). E::>perandc.> que ésta técnica sea de gran apoyo al ldboratorio, pues en -

la m.J.yoría de lo::; cases no se logra el aislamiento viral, y en la prueba rie IHA 

se presenta un elevado cruce antiqénico entre los diferentes serotipos de virus 

dn Dengue. 

El didgnóstico etiológico de la infección se establece por el aislamiento 

del virus y la demostración de un aumento en el título de ant:icuerpas. 

11.- TRATAMIENTO. 

El tratamiento es enteramente sintomático, ya que no existe terapéutica -
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espec!fica. En términos generales el trat.lmiento es el siguiente: 

a) Reposición inmediata del plasma perdido (rehidratación). 

b) Reposición conttnua de plasma adicional p.ira mantener el volumen cii:c!:!.

lante. 

e) otros trastornos de los electrolitos y del meta~olismo pueden neces.itar 

corrección específica. 

d} Sedantes. 

e) Tratamiento con oxígeno. 

f) Transfusión de sangre. 

g) Vigilancia del tratamiento anti-- shock~ 

12.- PREVENCION Y"CONTROL. 

El control ideal 1e una enfermedad sería a través de la erradicad ~n del -

agente causal; sin embargo ésto es impráctico en el caso del Dengue debido a su 

asociación con los vertebrados silvef'':res para su persistencia endémica. Por 

l_o tanto, las medidas de control están dirigidas hacia la interrupción del 

ciclo epidémico: inmunización, erradicación del vector y reduccción del hosp~ 

dero vertebrado silvestre. 

La erradicación del vector o la reducción por debajo de la densidad de -

población .::r.íti~.:i c.:; lil rnc.jc:.r medida de :::ontrc.l con que se cuenta e:~ la actual.±, 

dad. Los lugares favoritos donde se desarrollan los mosquitos se--destruyeñ o 

se roc!an con insecticidas como el D.D.T. o Malatión. Esta técnica es muy 

efectiva en áreas urbanas y periurbanas, pero es impráctica y costosa en la se.!, 

va misma. 

Se recomienda que las personas susceptibles eviten las áreas infestadas -

por mosquitos, que usen repelentes, mosquiteros, ropa adecuada y protejan pue!_

tas y ventanas con tela de alambre. 



En general, la vacunación en masa con vacuna de virus vivo atenuado, que -

confiere años de inmunidad con una sola inoculación, es una medida efectiva de 

control. Pero para Dengue, no ha sido posible la producción de una vacuna, -

debido a las posibilidades existentes para la presentación de la forma severa -

de la enfermedad. 

El programa para la producción de una vacuna, se encuentra dirigido hacia 

la producción de vacunas de segunda generación, usando avances biotecnológicos

basados en la ingenierfo gen~tica y tecnología de hibridomas, La identific~ -

ción de epitopes críticos en las proteínas virales estructurales y nO estruct:::,

rales, puede usarse para estimular la protección contra el reto por virus. 

Esto se realiza por la caracterización antigénica de los virus de Dengue usando 

anticuerpos monoclonales y por la clonación y secuencia de genes virales rel!:_ -

vantes, poniendo particular atención en la proteína de envoltura (E), la cual -

es el blanco mayor de la respuesta inmune del hospedero. [4, 20, 25, 47, 61} 



OBJETIVOS 
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rr ... - OBJETIVOS 

1.- Determinación de los t!tulos de anticuerpos contra los serotipos 1, 

2 y 4 de virus de Dengue, en sueros provenientes de diferentes est!. 

dos de la RepÚblica Mexicana por la prueba de Inhibici6n de la 

hemaqlutinaci6n (IHA) • 

2 .- Adapta.ción de la prueba de Neutralizaci6n en_ plac-B. (NP-) en ·la l!n&a -
celular LLC-MK.

2
: 

a) A botella 

b) A mieroplaca. 

J.- Identificación del serotipo inf~ctante en muestras que presentan -

reacti•.ridad cruzada contra los diferentes serotipos de Dengue, 

mediante la prueba de Neutralización en Placa. 

4.- ::Valuecf.ón del tipo de respues"ta scrológica (primaria o secundaria) 

en sueros pareados, mediante la interpretación de los rosultadus -

obtonidos en l.l prueba cie IHA y NP. 

S.- Detectar la actividad de Dengue tipo 3, por medio de la determin_!-

clón de anticuerpos contra este sorotipo, en las muestras trabaj.! -

das por la técnica de NP. 



M A T E ~R I A L y M E T O D O 5 
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III.- M A T E-R 1 AL Y HE TODOS 

A. - MATERIAL BIOLCXiICO. 

1.- Sueros de pacientes con diagnóstico probable de Dengue, enviados por 

los Centros Regionales de Salud de diferentes Estados de la República Mexicana 

al Laboratorio de Virología del I.S.E.T., tomados en fase aguda y convalescie;!_-

te de la enfermedad. Tabla # 3 

2.- Ratones albinos suizos de 1 a 2 días de edad. 

3.- Antígeno para la prueba de Inhibición de la Hemaglutinación: Dengue 

(Den) - 1, Den - 2, Den - 3 y Den - 4., el.:iborados en el Laboratorio de Virol~-

g!a del I.S.E.T. (Apéndice I.O) 

4.- Antígenos de referencia para la prueba de Neutralización: Jen - 1 -

(Hawaii), Den - 2 (NG-C), Den - 3 (H - 87) y Den - 4 (H - 241), adaptados a 

cultivo celular (TRA - 284}. (Apéndice III) 

5.- Conjugados de isotiociu.nat.o de flucrescaina p:tr.l detección de los -

virus de Dengue, enviados por Centers for Oiseases Control (C,D.C.) de Atlant.i 

Gel, U.S.A. (Apéndice IV) 

6.- Anticuerpos monoclonales anti - Dengue tipo específicos. 

7.- CUltivo rle células TRA - 284. 

8.- Cultivo de células LLC - MK
2

. 



9.-; Suero fetal.'bovino, inactivado ·ª sé· ºC 'durante JO minU'!;OS. 

10.- Glébulos'-r~jos-de· ganso m3Ch0'. (los gansos son controlados en el bi~-

teri<:> del· I~S .• E.T.) •. ¡· , t.-.1 

11~ - Albúmina bÓvina fracción V. 

12~';..; Solución de .tripsina .al 0.25\ (Apéndice I.O) 

B.- MATERIAL DE IABORA'NP.IO. 

1.- PipetaS estérilés de 1, 2, 5 y 10 ml. 

2.- Vasos de precipitad!> de SO, 150 y 250 ml. 

3.- Matracas volumétricos de sao, 1000 y 2000 ml. 

4.- Matraces Erlenmeyer de 125 y 250 ml. 

s.- Mortero. 

6.- Jeringas de 10 ml y de insulina con agujas calibre 20, 21, 26 y 27. 

7 .- Equipo para microtitulación: 

a) PlacAa de po lie stireno fondo en U de 96 pozos. 

b} Micropipetas calibr.J.das de 25 'l 50 microlitros. 

e) Hicrodiluctorea de 25 y 50 microlitros. 

a.- Material para cultivo celular: 

a) Botella!:! para cultivo celular de 50 ml (25 cm2). 

b) Placas de poliestireno para cul.tivo celular de 24 pozos. 

e) 'l\lbOs con tapón de rosca ( 13 X 100) . 

9.- Frascos de varios tamai\os. 

10 .- Porta y cubreobjetos. 

11.- TU.bos d~ ansayo 13 X 100. 

12.- TUbos graduddas par.J. centrífuga. 

13.- Viales de poliestircno y/o vidrio de 2 y 5 ml. 

14. - Bulbo de goma y perilla de seguridad 

15.- Pinzas de disección 

16. - !-!cc:hero. 
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.-. -· . . 
l.- Mic~os66pio 6ptié:o, nó?-mai; ~ inVertido •. 

2.- · ~ Mi~r:~.s~opio .. :d~.- fiuore~~encia. 
J.- · Inc\ibadoras a 28, .34 y 37 ºC. ('nlELCO GCA, co. Modelo G) 

4.- __ Incubadora con atmósfera de co2 al 5\. (t.ab. Line Instruments, Inc. 

Modelo 417) 

S.- Balanza analítica {Mettler H 8) y granataria (OffAUS Harvard trip) 

6.- Centr!fuga refrigerada. (DAMON IEC, CO. DPR 6000) 

_ 7 .- Potenciómetro. (Beckman Zeromatic SS-3 Mod. 96) 

s.-· Refrigerador a 4 °c. (Lab. Line Instruments, Inc. Friqid .Cab) 

9.- Equipo do filtración Hillipore. 

10.- Conqeladores a - 20 y - 70 ºC. (RHEEM - REVCO - Ultra Low. Mod. ULT 

nas n- L - Kl 

11.- Vortex. (Vortex Genie 2, Sclentific tnd. Mod. G - 560)' 

12.- Agitador horizontal para microplacas. {Minishaker - Dinatech 'Products 

c.1t. 002-gGJ-0900) 

13.- Agitador mecánico para tubos. (Oinatech Products,I 

1·1.- Flujo laminar vertical. (VECO, SA. Mod. H) 

15.- Autoclave. (AMSCO S.A.) 

16.- Baño Maria o parrilla eléctrica (Corning hot plate). {Lab. Line -

Instruments, Inc.) 

U.- SOLUCIONES Y REACTIVOS. 

cver pr;Paració!l "en ei Apénciice ·I.0} 

1. - Dextrosa - Gelatina - Veronal (DGV). 

2.- Solución de Alsever•s. 
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3.-. Cloruro. de sodio 0.85\ y 1.5 M. 

4.- FoSfato de sodio dibásico 2.0 M. 

·" 5;- FÓsfato de sodio monobásico 2.0 M. 

6.- Acido bórico 0.5 M. 

7. - Solución de borato pH = 9. 

a.- Borato salino - Albúmina bovina 0.4\ (BABS). 

9.- Suspensión de kaolín al 25\ (lavado ácido). 

10.- Medio 199 en solución salina balanceada de Hank's co~· .rojo de fenal. 

11.- Solución de penicilina y estreptomicina a una concentr~'cióii: final de 

100 UI y 100 mcg/ml respectivamente. 

12.- PBS 1 pH = 7.5. 

13 .- Agar purificado Di feo. 

14.- Medio 199 en solución sillina de Hank 1 !3 sin bic~rbo·n~to: Y .sin rojo de 

fenal (10 X). 

15.- Bicarbonato de sodio al 7.5\. 

!6.- DE!LE - dcxtrfin 2't en solución salina de· Hank's~· 

17.- Vitaminas en medio basal Eaqle (100 X). 

10.- Aminoácidos en medio basal Eagle {100 X). 

19.- Sacarosa. 

20.- Acetona. 

21.- Tris - hidroximetil aminometano. 

22.- Beta - propiolactona. 

23.- Alcohol al 70\. 

24.- Buffer de PBS - Glicerind. 

25. - Rojo neutro l: 300, solución estéril. 
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METODOLOGIA 

PRUEBA DE INHIBICION DE- LA. HEMAGLUTI.NACION. 

L~ -~~~lu_ti~aci~n viral es el agrupamiento o unión de glóbulos rojos deb}_ 

do -ª~ virus o a algunas propiedades específicas del virus. Los glóbulos rojos 

tienen algunos sitios receptores los cuales tienen afinidad por el antígeno vi
ral. El antígeno viral hemaglutinante o hemaglutinina actua como un puente 

entre los sitios receptores de los eritrocitos, ocasionando de este modo la -

hemaglutinación. 

La hemaglutinación es inhibida por anticuerpos específicos. La prueba de 

inhibición de la hemaglutinación es usada para identificar, demostrar inmunidad 

y para estudiar relaciones antiqénicas entre virus. (4, 221 

A.- P-reparación de glóbulos rojos de ganso; 

l.- Sangrar aséptica.mente al ganso de la vena del ala.- usando una jerinqa--

con aguja del número 20, conteniendo 1.5 ml de so!ución de Alsever 1 s por cada -

8.5 ml de sangre. 

2.- Filtrar en gasa estéril para eliminar la presencia de co&gulos. 

3. - La sangre se lava tres veces en DGV. 

4.- Se coloca en un tubo de centrífuga y se centrifuga a 1,500 rpm dura.!! 

te 15 minutos. 

5.- Se prepara una suspensión de glóbulos rojos al 8\. 

6.- A partir de esta suspen5ión, se prepara otra suspensión de qlóbulos 

rojos 1:24 usando co~o diluyente los PBS's de p!l's diferentes {6.0, 6.2, 6.4, -

6.6 y 6.9). 



e.-
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Extr~~cic5~r.a· e~-~~- ~a~·lfn -~\~~·~óÍ:r;:i6n·: con. glábulos rojo~ de ganso. 

L- ··se::eúq,:¡;_tan-~~-\~s' d~~-~nsayo (13 x 100) y se adiciona: 

y~-:-. __ --"}<· -
_s~e~o a proba?- •••••••••••••••••••• 0.1 ml 

_. 8'?~4to ·-.s~1ino pH• 9 ................ o. 4 ml 

: Kao-11'.n ··al 25\ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • o. S ml 

se "mezclan y se agitan durante 30 minutos en un agitador mec~nico --

horizontal. 

2:- centrifugar a 2,500 rpm durante JO minutos. 

3~- _Decantar el sobrenadante y adicionar una gota {aproximadamente O.lml) 

del paquete celular de glóbulos rojos de ganso, mezclar. 

4.- Se colocan los tubos 20 mi.nutos a 4 11C, con agitación ocasional. 

s.- Centrifugar a 1,500 rpm durante 10 minutos en una centrífuga refrig!_ 

rada· a 4 ºC. 

6.- Decantar el sobrenadante. El sobrenadante es una dilución 1:10 del 

suero original. 

c.- Tit1:1laciÓ!1 del ant~geno: 

1.- Se prepara una dilución del ant!geno 1:10 en BABS, pH = 9 (mantener

en baño· do hielo}. 

2 .- Realizar diluciones dobles del antígeno en. placas de microtitulación 

probando diferentes pll's. Ver figura # 9 

Adicionar 0.1 ml de la dilución dol antígeno 1:10 al primer pozo; -

'.!el segundo pozo en adelante agregar o.OS ml de BABS. - Utilizando microdiluCt~ 

res de, o.os ml hacer las diluciones, pasando del primer pozo al segundo y a tr!?_ 

vés de todos los pozos restantes. Descartar los o.os ml del último pozo. 

3.- Agitar la placa. 

4.- Preparar los gl6bulos rojos de ganso en los diferentes pH's (suspe_!!.-

sión 1:24) y adicionar O.OS ml a cada pozo. 
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5.- 59 agita la placa y se incuba a temperatura ambiente (22 - 27 ºC) -

sin mover, durante 30 minutos. 

6.- Determinar el título de hemaqlutinación y el pH 6ptimo. Para la -

prueba de inhibición de la hemalutinación se prepara la dilución del antígeno -

que contenga de 4 a 8 unidades hemaglutinantes {UHA) /0.025 ml. 

UHA • La ~s alta dilución de antígeno que muestra una hemaglutinación -

completa. 

o.- Titulación de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinaciéin: 

1. - Marcar las placas con el número de suero y el ant!geno a probar. 

Ver figura # 10 

2.- Colocar O.OS m1 del suero tratado en el primer y Gltimo pozo. del 

sequndo pozo al último agregar 0.025 ml de BABS. Realizar las diluciones ut.!,-

zando microdiluctores de 0.025 ml. 

3.- Adicionar a cada pozo 0.025 ml de antígeno (dilu!do lo necesario -

para contener de 4 a 8 UHA/0.025 ml}, agitar la placa en un agitador mecánico -

para microplacas. 

4.- Cubrir la placa e incubar a 4 ºC toda la noche. 

s.- Al día siguiente, se colican las placas a temperatura ambiente y se 

prepara la suspensión de glóbulos rojos 1:24 en el pH óptima; se agrega O.OS ml 

de esta suspensión a cada pozo. El pH óptimo es aquel en el cual se presenta 

la máxima hemaglutinación. 

6.- Se agita la placa y se incuba a temperatura ambiente de JO a 45 min. 

7.- Leer el título de inhibición de la her.iaglutin~ción. 

El título se tiene en la miis alta dilución de suero que no presenta 

hemaqlutinación (inhibición complet.a de la hemaglutinación). 

Deben mentarse los siguientes controles: 

a) Retrotitulación del antígeno. 

b) Suero homólogo positivo para cada antígeno (control positivo). 
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e).- c~ñtrol~ de ~lóbulOa· ~ojos -,~e :qaii~o p~a ·cada-suero. 

d) .- Controi de· 9lób~ios i~jo~-.·.~ -g.·~s?, _·sin suer~ y. ~in ant!genó. 

PRUEBA DE NEUTRALIZACION EN MICRO PLACA. 

FUNDAMENTO 

La neutralizaci6n viral se define como la p~rdida de la infectividad debi

da a la reacción del virus con su anticuerpo espec!fico. La formación de ant! 

cuerpos humorales contra ciertos virus es el resultado de un contacto con el -

virus por infccci6n naturi.l.l o inmunización. 

Para realizar la prueba de neutralización, se colocan juntos virus y suero 

bajo condiciones apropiadas, se incuban y se inoculan a un sistema susceptible, 

en el cual la presencia del virus puede ser detectada. La presencia del virus 

sin neutralizar se puede demostrar por efecto citopático, formación de placas e 

inhibici6n metabólica en cultivo de tejidos. 

La prueba de neutralización puede usarse para identificar un virus aisladC'J 

o para medir la respue!;ta de anticuerpos de un individuo a un virus. {4, 22] 

I.- Estandarización del virus. 

A.- Identificación de los serotipos (4) de virus del Dengue por ~a pru!. 

ba de anticuerpos fluorescentes. Ver Apéndice IV. 

e. - Formación de placas virales en botella: 

1.- Preparar diluciones del virus a probar, de 10-l a 10-6 en medio de -

mantenimiento r realizar todas las diluciones en baño de hielo. 
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2.•, Inocular 0.2 ml de cada dilución de virus a una monocape confluente 

de cC'1Ulas LtC - MK
2 

cultivadas en una botella de ::!5 cm2 (hacerlo por triplic~
dó). 

_3.- -IncUbar a 34 - 35°C durante una hora para permitir l.:i adsorción del 

i.zl'.6cui0. Rediscribuir el inóculo a intervalos de 15 a 20 minutos. 

4 .'- Agregar 7 ml de la primera capa de agar. (Apéndice I. I) 

5.- Invertir las botellas e incubar a 34ºC durante 7 días. 

6.- _Teñir la monocapa con 4 ml de la segunda capa de agar conteniendo --

roj~ neutro. (Apéndice I. I. ) Esperar a que solidifique y proteger las bot~-

llaS d~ la luz. Incubar a 34ºC durante 90 minutos en posición normal, inve,E-

tfr ·e incubar a temperatura ambiente durante toda la noche. El tiempo neces!

riQ pata observar las placas claras, depende del tipo y cepa de Dengue. 

7 .- - contar las placas y calcular las unidades formadoras de plilca (Uf'P) / 

mililitro de acuerdo a la siquiente f5rrnula: 

'_UPP-• # de placas contadas X dil!ci6n X vol. ldel inóculo 

c.- Formaci6n de placas viral "S en microplaca: 

1. - Se parte de una monocapa confluente de células LLC - MK~ cultivadas 

en una microplaca de poliestire:no (24 pozos). (Apéndice II) 

2.- Decantar el medio de las placas por inversión, sobre un recipiente-

estéril. Reali:z.at la!:i diluciones del virus usadas en plaqueo en botella. 

3.- Inocular 0.05 tnl de cada dilución de virus por triplicado. 

4.- Per:;iitir la adsorción del inóculo durante 1 hr a 34 - 35°C con agit!!_ 

ci6n cada 15 min. 

s.- Agregar 0.5 ml de la pr.ietera capa de ag.:ir y esperar a que solidif_!.-

que. 

6.- Incubar en posición invertida a 34 - 35ºC en una incubadora con 

atmósfera húmeda y S\ de co
2 

de 4 a 7 días. 
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7.- Teñir con 0.5 ml de la .:;cgunda clpa de agar, espe::-a.r a que solidifi-

que e incubar en esta posición 90 minutos a 34 - 35"C. 

8.- Incubar en posición invertida toda la noche. 

9.- Contar·el número de placas y calcular .~~s UFP/ml. 

II~- Determinación de anticuerpos neutralizantes en microp1.3:Ca, 

L- Filtrar los sueros a probar. 

2.- Inactivar a 56ºC durante 30 min. 

3.- Diluir los sueros en medio de mantenimiento. Las diluciones prob!_-

das .són: 1110, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y 1;640. 

4;- Mezclar 0.4 ml de cada dilución de suero con Q.4 ml de la dilución -

del virus estandariz.ildo, e incubar a temperatura ambiente durante 30_ min. 

5.- Inocular 0.05 :nl de la mezcla virus - suero a cada pozo con cree.!_ 

miento celular confluente {hacerlo por triplicado}. 

6.- Incub.J.r una :i.ora a 34 - JSªC en atmósfera de co
2 

al 5\. Agitar --

cada 15 rnin. 

7 .- Ag::eg11r 8. 5 ml de la primera capa de agar / esperar que solidifique 1:: 

incubar er. posición invertida durant-~ 5 días. Esta incubaciór. se re~iliza en -

incubadora con at:nósfor-l de co
2 

(5\). 

8. - Teilir c<Jn O. 5 L'll de la segunda capa de agar / ~spcra.r que solidifique 

e incubar 90 IT'!.nutos a 34 - JSªC, invertir las placas e incubarlas a temperat!!_

ra ambiente teda la noche. 

9~- Cont.Jr l.ls ¡;ilJ.cas y dstermj..nar el ~!tulo del suero (dUuciOn en doE_

de se presente el soi de: reducción del número de placas formadas}. 
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En un pedodo de ocho meses se recibieron aproximadamente 2, 500 muestras -

para el diagnóstico de Denq\le, de las cuales fueron seleccionadas 30 muestras -

(28 muestras pareadas y 2 muestras únicas) para montarse por la prueba de 

Heutralización. 

La técnica de inhibición de la hemaglutinación es la más utilizada, el -

antígeno para ésta prueba obtenido por la inoculación en cerebro de ratón la=-

tante da títulos elevados. La tabla número 1 nos muestra la titulación de -

nuestro antígeno. Como se observa, para Den-1 se obtienen los mayores títulos 

de hemaglutinación entre pH 1 s de 6.0 a 6.4; para Den-2 los títulos de máxima -

hemaqlutinación estSn en el rango de pH 1 s 6.4 a 6,8 y para Den-4 entre 6.6 y 

6.8. 

La especificidad de estos antígenos se prob6 retándolos con sueros homól~

qos estándar, los resultados se muestran en la tabla # 2. El antígeno de E.ne!, 

falitis Equina de Venezuela se utilizó como control de grupo, ya que éste es un 

Alfavirus, no hay reactividad cruzada y los títulos observados son menores de 

1:10. 

Para el diagnóstico de una infección por virus del Dengue, es importante -

considerar los síntomas del paciente, los cuales llegan a ser clásicos. En la 

tabla # 3 se encuentran relacionadas las muestras seleccionadas. Los síntomas 

característicos son: fiebre, cefalpa, dolor retroocular, mialgias, artralgias 

y algunos casos con exantema. La diarrea suele ser un síntoma que llega a --

presentarse en los p<..1.cientes que desarrollan la forma severa de la er.fer.nedad. 

En la tablil. '* 4 se reúnen los resultados obtenidos por la prueba de inh_!:.b±_ 

ción de la hemaglutinación, así como lo~ días en que fueron tomadas las mue.:!. -

tras y los resultados de aislamiento (este se realiz.:i. r:-uw.ndo la mU1.: dtra es -

tomada durante los 5 primeros días de la enfermedad). La mayarfa de las mue~

tras presentan u..o:iplia reaccHin cruz.:id.:i. entre lo~ scroti¡:cc de Dengue, pc!'o - · 

para la Encefalitis Equina de Vcnczuel<t no hay título de anticuerpos detect:abl~ 

(menor de l: 10). 

La tabla ~ 5 resume las características del desarrollo de placas de los -

virus de Dengue en células LLC - MK
2 

creciendo en botellas para cultivo celular. 

Como se observa el tiempo de desarrollo de placas fue el mismo para los cuatro 

serotipos (ocho a nueve días) 'l la dilución utilizada fue baja (l0-
1
). 
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El desarrollo de placas por virus del oenque en microplacas se n1ue~tra en 

la tabla 1 6. La formación de placas por virus del "lengue tipo 4 en micropl_!

ca; requiere de mayor tiempo de incubación y su difunetro es mayor que el de los 

otros serotipos. 

Los c:.:.stintos serotipos de virus de Dengue presentan diferencias en las -

caracter!ticas morfológicas de las placas formadas, que pueden servir para su 

identificación. Estas características se resuman en la tabla fl: 7. 

Debido a que los resultados de IHA no fueron concluyentes en cuanto a ser.2. 

tipo infectante y tipo de infección, se probaron los sueros por Neutralización 

en microplaca¡ los resultados obtenidos se encuentran en la tabla # 8. Se 

reportan los resultados de muestras tanto de fase aguda como de convalesciente. 



' TlUlUi ' l TITULACION DEL ANTIGENO ESTANDAR 

ANTI GENO·. - - pJt,:. DILUCJOHES DEI. ANTJGENO 

l~LO 1120 1:40 liBO l:lóO 1:320 1:640 111280 112560 

+ + 

+ 

+ + + 

-+ • Hema~lutinaci6n total, 

+/- • Hemaqlutinaci6n parcial, 

O • Formac16n de botón 
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Tl\BLI\ f 2 RESULTADOS POR IHA PARA OBSER'-AR LA ESPECIFICIDAD 

DE ANTIGENOS CONTRA SUEROS HOMOLOGOS ESTANCAR. 

·-ANTIGENO ANTISUEROS ESTANCAR 

Den-2 Den-4 E E V 

20 40 • 10 

liQ 40 < 10 

20 < 10 

< 10 • 10 

El t!tulo se expresa como el recíproco de la dilución de suero que 

presenta una inhibici6n de la. hemaglutinación completa. 



S/H-Fem. 

S/H-Fem. 

COAHUILA S/H-Fem. 

COAHUILA S/H-Mas. 

COAHUILA S/11-Mas. 

COAHUILA S/ll-Mas. 

COAHUILA S/11-Fem. 

COLIMA 15-Fem. 

COLIMA 24-Mas. 

10 COLIMA 46-Mas. 

11 JALISCO 47-Fem. 

12 JALISCO 16-Mas. 

13 JALISCO 63-Mas. 

14 JALISCO 13-Fem. 

15 MICHOl\CAN 25-Fem. 

16 S.L.P. 36-Fem. 

17 S.L.P. 45-Mas. 

18 S.L.P. 45-Fem. 

19 S.L.P. 40-Fem. 

20 SINl\LOI\ 24-l'em. 

21 SIN/\ LO/\ 22-Fem. 

22 SIHALOA 23-Fcm. 

23 SINllT.01\ 12-Fem. 

24 SINl\LOll 11-Fem. 

25 SINALOI\ 12-Fem. 

26 SINl\LOA 12-Fem. 

27 TABASCO 45-Fem. 

28 TABASCO S/ll-Mas. 

29 TABASCO 26-Fem. 

30 VEMCHUZ 19-Fem. 

S/ll = Sin historia clínica. 

Fem. 

Mas. 

Fem~nino 

Masculino 

F = Fiebre. 

D.R.O. 

+ ·+ 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + + 

ASIN~'OMATICO 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + ·+ 

+ + 

+ + 

+ + 

+ ·+ 

+ + 

D.R.O~ = Dolor retroocular. 

M / A • Mialgias y Artralgi~s 

C. Cefalea. 

E. E:x:m1tem.J. 



TABLA t 4 RESULTADOS DE LA TITULACION' DE ANTICUERPOS 
--_POR -r.;.. ~PRUEBA DE~ IHA ;--o- -

1 de 9Ullllt'O o!a• dupull• ,\NTJ:ClENOS 
del inlcio de 

-. la enfoimeditd Don-1 Don-2 Den-4 !! E V ,\1Dltu:tiento 

1• S/11 1260 'º 40 < 10 

,. S/11 1280 20 < 10 

160 320 uso < 10 .... 
15 > 1..'AO 1280 UIJIJ < 10 

40 < 10 ll~q. 

17 > l:<RO l:!tiO ló:EIO < 10 

'º 'º < 10 lleq. 

17 l2BO 1280 1200 < lO 

1280 12ll0 12130 < 10 NR 

20 1280 1280 1290 < 10 

1280 1280 1280 < 10 lleg. 

1280 l2tJO 12/JO < 10 

10 < 10 < 10 <I 10 111:9. 

16 160 160 < 10 

10 < 10 < 10 < 10 ?foq. 

14 10 < 10 < 10 < 10 

10 < 10 < 10 < 10 Ntt'J. 
10 

15 160 >1280 3:'0 < lO 

2(/ )20 < 10 
11 

15 IGO >1230 < 10 

10 10 < 10 
12 

17 'º < 10 

10 < 10 < 10 < 10 r:uq, 
13 

320 160 12110 < 10 

10 < 10 < 10 < 10 Den-1 
14 

17 < 10 

40 ªº >1280 < 10 r/11<¡. 

15 
14 160 ªº >1260 < 10 

< 10 < 10 < 10 < 10 llR 
16 21 20 < 10 

< 10 < 10 < 10 
17 

15 320 < 10 "' 10 < 10 

< 10 < 10 < 10 < 10 Naq. 

" 17 160 ªº < " 

< 10 < 10 < 10 
19 

16 160 40 < 19 

640 320 >1260 "' 10 '" 20 
20 > 1260 ;.1260 ;.12BO < 10 

15 > 1280 +;40 ;.1290 

21 
2l > 1290 :.110J < 10 

21 > 1200 :.1200 ;,128.') < 10 

" 
> 1280 ;.1200 < 10 !IR 1 

~-,-l~~-,-1-,-"°~-.1-,-,,~-.,-,-,,-~-.~10~~~----¡ 

> 1280 >l~!JO >1.:!nO •: 10 
24 

!ley. l 
17 > 2200 :.1200 ;i.12ao < 10 

> 1200 640 ;i.1260 < 10 

lB >l2AO :>12&0 :-l;Bo < 10 

:. i::ao 6~0 :.l.:!i'.i'J < io 

1109. 

" 17 "º >l~fQ < 10 

< 10 < 10 < 10 Ocn-4 

" " 00 3:0 160 <10 

< 10 < 10 < 10 ~ 10 Ofln-4 

" 15 

< iO ..: JO < 10 < 10 lh:g. 
10 

10 -: !O ~ lWO <to 

5/ll '" Sin hiaturJ.1 cl!ni<:.~. 

rm .. N':l i .. lliz,1,fo, 

• " Mu..:str•lll CiniC<t!i, 



!rnB[A ' 5 CARl\CTERISTICAS DEL DESARROLLO DE PLACAS DE VIRUS DE DENGUE EN 

CELULAS LLC - MK 2 EN BOTELLA. 

SEROTIPO 
. 

CEPA TIEMPO DILUCION U10CULO DE PLACAS DIAMETRO LOO. UF~/ml 

(días) (ml) ex l (mm) 

Hawaii 8-9 10-l 0.3 153 2 - 3 3.58 

NG-C 8-9 10-l 0.3 161 3 - 4 3.60 

11-87 8-9 10-1 0.3 200 2 - J J.69 

11-241 8-9 10-1 0.3 118 2 - J J.46 

* • Promedio de placas formadas en 7 experimentos. 
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TABIA I 6 

SEROTIPO 

CARACTERISTICAS DEL DE:SAl!ROLLO DE PLACAS DE VIRUS DE DENGUE EN 

CELULAS LLC - MK 2 EN MICROPLACA. 

. 
CEPA DILUCION INOCULO DE PLACAS DIAMETRO LOG. UFP/ml 

(ml) ¡ x > (mm) 

HAWAII o.os 16 2 - 4 l.SO 

NG -:e, 5 - 6 o.as 16 2 - l J.SO 

5 -"6 ia·1 o.os 24 2 - 3 3.68 

H - 241 6 - 7 10·1 o.ns 12 3 - 4 3.38 

* 1:11- Promedio de placas formad11s en 13 experimentos. 

- Sf -
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Tl\BIA f 7 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS CE LAS PLACAS 

FORMADAS POR LOS VIRUS DEL DENGUE 

SEROTIPO (CEPA) 

Den-1 (HAWAII) 

-.Den-2 ~(NG ~ C) 

(H - 87) 

Oen-.4 (ff - 241) 

CAR"CTERISTICAS 

Placas ovales, bien delimitadas, con un tamaño -

aproximado de 2 a 3 mm. F&cilmente contables, 

Al microscopio se puede observar: r"?stos celul!!..

res, células muertas (sin teñir), alqunas cólulas 

vivas con cierto qrado de ECP (de tipo sinciciat). 

Placas pequeñas (2 a 3 mm), troy bien delineadas, 

qeneralJl'lent:e redondas. F5cil.inente contables. Al 

microscopio se puede observar: re!itos celulares, 

cólulao completas sin teñir (nuertas) y células 

vivas con cierto grado de efecto citop.!l:tico. 

Placas redondas con bordes irregulares, muy abu!!,

dantes, f;!cilt:1ente contables, con un diámetro -

aproximado de Jmm. Al microscopio se observa: 

células r.iucrtas y restos celulares. Las cé'ulas 

teñidas muestran escaso ECP. 

Placas amorfas, generalmente estrelladas, de ~

yor tamaño que l<ls producidas por los otros ser~ 

tipos, su di5rnetro var!a entre 3 y 4 ir.m. Son -

f~cilmcnte contables. Al microscopio se observan 

acúmulos da células muertas, existen pocos restos 

celulares, predominando células muertas completas. 

El ECP observado es m!nimo. 



··•·RESULTADOS DE LA TITULACION DE ANTICUERPOS 

EN MICRÓPLACA 

10 / 20 20 / 40 

/ 80 . 40 / 80 640/640 

/ 80 10 ¡· 10 . 640/640 

10 / 10 10 / 10 10 / 40 

/·10 10 / 10 10 / 10 10 / 20 

/ 40 10 /640 10 / 20 10 / 40 

20 / 40 10 / 40 10 / 10 80 /640 

10 / 80 10 / 10 10 / 10 10 / 20 

40 /160 10 / 40 10 / 20 20 /640 

14 10 /160 10 / 10 10 / 10 10 / 20 

15 20 / 40 20 / 20 10 / 20 640/6•10 

16 10 / 80 10 / 20 10 / 10 10 / 20 

17 10 /160 10 / 10 10 / 10 10 / 10 

18 10 / 80 10 / 20 10 / 10 10 / 20 

19 10 / 80 10 / 10 10 / 10 10 / 20 

20 160/160 40 /160 20 / 20 640/640 

21 160/320 20 / 20 20 / 20 160/640 

22 80 /lGO 20 / 40 1 o / 10 80 /640 

23 80 /640 40 / 40 10 / 10 160/640 

24 80 /160 20 / 20 10 / 20 80 /320 

25 40 /160 10 / 10 10 / 10 80 /320 

26 40 /160 20 / 40 10 / 10 80 /640 

27 40 /160 10 / 20 10 / 20 40 /640 

28 10 / 20 10 / 20 10 / 20 10 /320 

29 10 / !JO 10 / 40 10 / 10 10 /640 

30 10 / 10 10 / 10 10 / 10 10 /320 

Muestra fase aguda/Muestra fase convalesciente. 

El título se reporta como el recíproco de la dilución que causa el SO\ 

de reducción en la formación de placas. 
"' (1) 



DISCUSION 
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La titulación del ant!geno es necesaria para poder establecer los pH 1 s 

óptimos de homaglutinaci6n de los diferentes serotipos de virus del Oenque. 

Corro se puede observar los rangos de pH son restringidos y caracter!sticos 

para cada serotipo. 

El antígeno de Dengue - 3 no se obtuvo, debido a que no se contaba con -

semilla para la inoculación de ratones lactantes. 

Comprobnmos la especificidad de nuestros antígenos al retarlos con sueros 

homólogos; el mayor título se obtuvo entre antígenos y anticuerpos correspo!! -

dientes, pero se puede observar que hay cierta reactividad cruzada entre los -

diforentes serotipos, también nos damos cuenta como con el antígeno de EEV 

hay reactividad pues este pertenece a otro grupo, lo cual nos comprueba las -

relaciones antigénicas entre los miembros del mismo grupo. (Tabla # 2} 

El número de muestras se seleccionó de acuerdo a las posibilidades de tr~

bajo en el laboratorio, así como: a) no mostraba títulos de IRA concluyentes, 

b) no se habfa logrado el aislamiento <lel virus y e) presentaban condiciones 

adecuadas para trabajarse (cantidad, ap.ariencia y esterilidad). 

El aislamv.:-nto en pacientes que presentan síntornns compatibles con la --

enfermedad debe intentarse en los primeros días de la enfcrmedild, también se -

realiza la determina.ción de anticuerpos en las muestras tanto de fase aguda -

como de convalesciente. 

Los Flavivirus poseen antígenos que reaccionan en un gran n~ero de pru~ -

bas serológicas, dentro de las cuales se encuentr.;in IHA, Fijación .de cornpleme~

to, NP.utrali::.acién viral, Inmunofluorescencia, Radioinmunccn.sayo y ELISA. 

En general, l.l Ill.l\, 13 Ir.munofluoresccncia y los I1m1unu1..:n.s>J.'/:)S pJ.ra IgG -

muestran extensa rea.ct.ivid<1.d cr"..l=:ad.:t, ::':ie~t.r,"l~ que la prueb..l de Fij<ll.:ión de Co:!! 

plemento es esp~cífica, pero la prueba de Heutraliz.:ición es ln más específica. 

1221 

En la prueba de IHA las dos prir.i.cras muestrus presentan una respuesta rnon~ 

típica para Dengue - 1, es decir, el título elevado de anticuerpos es para un 

solo serotipo {111 1 por ser muestras únicas no es posible concluir si se trata 

de una infccci 6n reciente o anterior. Esto refleja la importancia del envío -

temprano de las muestras, acompañadas de historia cl!.nica, junto con la muestra 

de fase convalescicnt.e. Para diagnóstico, los sueros pareados colectados por 

lo menos de 14 - 21 días, deben probarse sirnult5.neamente. Las muestras únicas 
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no son útiles para el serodlaqn6stico • 

.' -- ; ; ~. 

Para iIÍterpretar los resultados obtenidoS ·por. la pru«iba de ·IHA nos basamos 

en ·los siquiantes criterios: 

I.- Muestra Neqativa: No hay anticuerpos detectables. 

II.- Positiva: 

1.- Respuesta Primaria: (infección reciente) 

a) Respuesta monot!pica: Cambio de cuatro veces o más en el título de-

anticuerpos a un solo serotipo de Dengue, con cambio mínimo A otros antígenos -

de Dengue u otros Flavivirus. 

b) Respuesta amplia a Flavivirus: Cambio de cuatro veces o in.is en el -

t!tulo de anticuerpos a m.:ís de un solo serotipo de Dengue, y a uno o más de -

otros Flavivirus t títulos no mayores de 1: 320. 

2.- Respuesta Secundaria: 

a) Infección reciente: Cambio de cuatro veces o mlis en el título de --

anticuerpos en muestras paread.is a. dos o miis serotipos de Dengue y a uno o m5.s 

Flavivirus; títulos mayores o iguales a 1:640. 

b) Infección no necesariamente actual: Anticuerpos para Dengue y dos o 

mtís de otros Flavivirus en muestras de suero paret:idas con títulos mayores o -

iguales a 1:640 en por lo menos una muestra, sin cambio de cuatro veces. 

3.- Títulos estables: Títulos de 1:20 a 1 :320 para uno o más Flaviv,!.-

rus sin inr:rern~nt0 d'! -:u~tro vec~;, 1uc r,ugi".'r;~ infcc<::ién de alguna vez en ~1 --

pasado pero no necesar1:uncnte actuül y se considera negativa. 

La prueba de Fijación de Complemento puede ayudar a la interpretaci6n, un 

incremento de cuatro veces o tí.tules mayores o iguales de 1:64 indican infe.=_--

ción actual. 

III.- No Concluyentes: 

Cambios en el título de l: 10 a l :20 para uno o más antígenos de Dengue. 

Se requiere una muestra posterior a la temu.da en convalecencia. [11] 

De acuerdo a los parámetros anteriores, en el cuadro # 4 se resumen las -

interpretaciones para los resultados obtenidos en la prueba de IHA. 
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DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA 

INTERPRETACION 

. ~espuesta monot!pica para Dengue tipo 1, infección reciente. 

Respuesta monotípica para Dengue tipo l, infección 1·eciente. 

Respuesta secundaria, infoccién recien~e, serotipo l?). 

Respuesta secundaria, infección reciente, ::;erotipc f?). 

Respuesta secundaria, infecci6n reciente, 9erotipo (7). 

Pespuesta secundaria, infecci6n no necesari.:l!!:ente actual. 

Respuesta secundaria, infección no neccsariamenee :J.c~u::.l. 

P.espuesta primaria de amplio espectro, ~rnrotipo (7). 

Negativa. 

Respuesta primaria para Dengue 1 y 4, y secundaria para 

Dengue tiPo 2, serotipo infectante (?). 

Respuesta primaria para Dengue 1 y 2, secundaria par¡; Dengue 

4, serotipo infectante (?). 

Respuesta primaria de amplio espectro, serotipo infectante -

Dengue 1 {aislamiento) . 

Respuesta primaria para Dengue 1 y 2 1 !iecundaria para Dengue 

4, serotipo infectante (7). 

Respuesta primaria para Dengue 1 y 4, serotipo infectante -

Dengue 1 (aisl.arnier.to) • 

Respucst.a primaria para. Oengul;! 1, infecci6n actual Dengue 4. 

Respuesta primaria monotípica para Dengue 1. 

Respuesta prit:iaria rnonotípica para Dengue l. 

Respuesta prir.\aria de amplio espectro. 

Respue!>ta primaria monot!pica para Dengue 1. 

Respuesta secundaria, infección actual. 

Respuesta secundaria, infecci6n actual. 

Respuesta secundari.:i., infección actual. 

Respuesta secundaria, infección actual. 
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de MUestra INTERPRETACION 

24 Respuesta secundaria, infección actual. 

25 Respuesta secundaria, infecci6n actual. 

26 Respuesta secundaria, infección actual. 

:n Respuesta secundaria para Dengue 1 y 4. 

28 Respuesta primaria de amplio espectro, serotipo infectante -

Dengue ~ (aislamiento). 

30 

Respuesta primaria. para Dengue 1 y 2, secundaria para Dengue 

4, infección reciente, serotipo infectante Dengue 4 (aisl,!- -

miento). 

Respuesta secundaria, infección reciente, serotipO-infectante 

Denque 4. 
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Con solo la prueba de !HA, hasta el momento la identificación del serotipo 

infectante no se ha logrado establecer debido a la gran reactividad cruzada que 

existe entre los virus del Dengue. 

Para poder determinar la identidad del virus infectante, se procedió a -

efectuar la prueba de Neutralización en placa, la cual presenta mayores vent!-

jas como son: un alto grado de especif'cidad y confiabilidad, adem.lis de la -

capacidad de detectar cepas variantes de virus, basada en la diferente :norfol~

q!.a de las placas, sensibilidad a la temperatura u otrag características de -

crecimiento. [21 

La prueba de Neutr.:iliz.aci6n mide sol.amente la reacción entre los determina~ 

tes antigénicos en la superficie del virión y los anticuerpos correspondientes. 

Para los Flavivirus la reacción involucra solamente la proteína V J o E. {18, 

32, 391 

Los procedimientos que no dependen de la infectividad viral, tales como -

Fijaci6n de Complemento, Inmunofluorescencia y Radioinmunoprecipitacián detC!E_-

tan reacciones que involucran varios ant!genos protéicos estructurales y no -

estructurales, 'l sus anticuerpos correspondientes. ( 39 J 

Para estandarizar la prueba de Neutralización fué necesario en primer l~-

gar determinar las características de desarrollo de placas por virus del Dengue 

en célulaG LLC - HK
2

, tanto en botellit como en rnicroplaca. La dilución de -

virus utilizada fue baja debido a una descompostura en las unidades de congel~

miento. 

La estandarización de la formación de placas utilizando microplacas fue -

necesaria defido J. la gran cuntid<ld de material requerido para el desarrolla de 

la prueba en botella. 

Como puede observarse, existe correlación entre la formación de placas -

tanto en botella como en rnicroplaca, las variaciones observadas se deben a la 

superficie disponible para la replicación viral (botella .= 25 cm 2; pozo de mi-

cropl.aca = 2 cm2
). Oepcr.dicnda rtel virus en cuestión, el máximo número de ;1~ 

cas que pueden cont.i.~se con seguridad en pozos, promedian alrededor de 15 a JO. 

(11, 12, 13, 24, 37, 39] 

Los distintos serotipos de virus del Dengue presentan diferencias en las -

c.iractcr.1'..sticas morfológicas de lus placas formadas, que pueden servir para 

identificaci6n. (Tabla ff 7) (2, 19, 31, 33, 34, 44, 46] 
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De acuerdo a los resultados de la Tabla lf 8, podemos establecer las siguie_!l 

tes interpretaciones para cada uno de los sueros trabajados por la prueba de -

Neutrnlizac:i6n. 

CUl\000 # 5 

• dé ia Muestra 

1 
. 2 e 

8 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

19 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS PARA LA PRUEBA 

DE NEUTRALIZACI01' EN PLACA 

INTERPRETACION 

Respuesta monotípica para Dengue - l. 

Respuesta monotípica para Dengue - l. 

Dengue - 1, Respuesta secundaria.. 

Dengue - 1, Respuesta secundaria. 

Dengue - 1, Respuesta secundaria. 

Dengue 1 y/o 4, 'Respuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respu!?sta secundari.1. 

Dengue - 1, Respuesta primaria. 

Negativo. 

Dengue - 2, Rt..spuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - 1, Respue~ta primaria. 

Denque - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - l, Respuesta primaria. 

Den que - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - l, Respuesta monot!pica primaria. 

Dengue - 1, Respuesta ~onotípica primaria. 

Dengue - 1, Respuosta monotípica primaria. 

Dengue - 1, Respuesta r:ianotípica prim.:iria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

Dengue - 4, Respuesta secundaria. 
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Clll\Dro i 5 Cmtinuacifn. 

1 de la Muestra INTERPRETACION 

25 Denque - 4, Respuesta secundaria. 

26 cenque - 4, Respuesta secundaria. 

27 Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

28 Oenque - 4, Respuesta prim3ria. 

29 Dengue - 4, Respuesta secundaria. 

JO Denque - 4, Respuesta secundaria. 

La prueba de Neutralización result6 ser más específica que la prueba de-

IW\. La combinación de éstas dos pruebas serológicas nos permite detectar el 

tipo do respuesta irununo y llegar a la identificación del serotipo de virus del 

Dengue infectan te, cuando por ais !amiento no se ha podido determinar. 



e O~N e L ~º s I o N E s 



VI.- e o N e L u s I o N E s 

l.- Por razones relacionadas al número y a la especificidad de los 

ant!qenos involucrados en cad"" procedimiento de prueba, la prueba -

de Neutralización en Microplaca resultó ser más específica y confi.:, 

ble que la prueba de Inhibición de la Hemaglutinación. 

2.- La prueba de Neutralización en Microplaca da resultados reproduci -

blos y puede establecerse como prueba de rutina en los laboratorios 

de diagnóstico virológico. 

3. - Experimentalmente no se comprobÓ la actividad actual de Dengue - 3 

en las muestras trabajadas. 

4.- El predominio de respuestas secundarias en las muestras trabajadas

es indicativo de que es posible el desarrollo de la forma severa de 

la enfermedad en éstas personas y posiblemente en un gran número de 

personas en nuestro país. 

S.- Los serot!pos de virus del Dengue que predominaron fueron Dengtte -

tipo 1 y Dengue tipo 4. 



A P E N O I C E 5 



- 67 -

VIZ.-

APENO Ir.E 

I.O PREPARACION CE MATERIAL BIOLOGICO 

PREPAAACION DEL ANTIGENO DE DENGUE PARA LA PRUEBA DE 

INHIBICION DE LA HF.MAGLUTINACION POR LA TECNICA DE SACAROSA/ACETONA 

A. Cerebros de ratones infectados: 

1.- Se inoculan ratones lactantes (de 1 d 2 d!as de edad) por v!a intr~

cerebral con 0.02 ml de una suspensión de cerebros de ratones infectados. 

Esta suspensi6n es una diluci6n 10-2 ó 10-J preparada en PBS pH"' 7.4 adicionada 

con 10\ de suero fetal normal de ternera o conejo. 

2.- Se exruunan dos veces diariamente a los ratones inoculados en busca 

de signos de enfermodad compatibles con Dengue y haya algunos moribundos, ente!! 

ces se sacrifican. 

3.- Los ratones se desinfectan con alcohol 1\J 70~ y se d('jan ·ccar. Se 

extraen los cerebros asépticarnentc y se colocan en un recipiente en baño de 

hielo seco con alcohol, para que se congolen r5pidazr.ente. 

4.- Los cerebros de ratón congelados pueden guardarse a -70f;IC hasta el 

d!a de preparación del antígeno. 

s.- De manera similar se obtienen cerebros de ratones normales de la -

misma edad. 
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B. Preparaci6n del antígeno: 

El ant!qeno se prepara en un gabinete de seguridad con presión negativa. 

1.- se toma y se anota el peso combinado del recipiente y los cerebros-

que contiene. 

2.- Se dejan descongelar un poco los cerebros, lo suficiente para poder

pasarlos a un homoqeneizador hermético, previamente enfriado. 

3.- se pesa nuevamente el recipiente en donde se guardaban los cerebros 

y por diferencia se calcula el peso de éstos. 

4.- se agregan 4 volúmenes de solución acuosa de sacarosa al 8.5\. Se-

homogeneizan los cerebros con tres ciclos de un minuto permitiendo que el mat!

rial sedimente entre ciclo y ciclo. 

s.- se agrega el homogeneizado cerebral a 20 volúmenes de acetona fría, 

en proporción de 9 ml del primero para 180 ml del segw1do. se ponen los lBOml 

de acetona en frascos de centrifugación de 250 ml, colocados en un baño de hi~

lo picado. con una jeringa de 10 ml provista Ce una aguja calibre 18, se va -

agregando lentamente el homogenei:z:3do a la acetona, la cual se mantiene en ag!_

taci6n. 

6.- Mantener los frascos en refrigeración durante una hora. 

7.- Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. 

B.- Aspirar el sobrcnadante a un frasco lle succión cor. solución de hi~

clorito. Como medida de precaución se debe instalar otro frasco de succión -

provisto de algodón, entre el primero y la bomba de vacío. Agregar 180 ml de 

acetona fría a cada botella. Romper y pulverizar el sedimento con un émbolo -

de teflón. 

9.- Mantener les frascos en frío durante dos hor:i.s y media. 

10.- Centrifugar d 1500 rp:n dur::intc 5 rninu':O!'; a 4°C. 

11.- Utilizando la bomba de vncío, pasar la acetona sobrenildante a un -

recipiente con hipoclorito. Agregando pequeños volúmenes de acetona fresca 

fría se van reuniendo todos los sedimentos en un solo frasco de centifugación -

de 250 ml. 

12.- centrifugar a 1500 rpm, durante 5 minutos a 4°C. 

13.- Se succiona nuevamente la acetona a un recipiente con hipoclorito. 
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14.- Añadir perlas de vidrio al sedimento y distribuirlo en una capa f.!_

na .!obre el interior del frasco por medio de una rotación horizontal lenta. 

15.- Desecar el sedimento utilizando la bomba de vacío. El frasco se 

coloca en un baño de hielo picado. Por lo general el proceso de desecación --

dura aproximadamente una hora. 

16, - cuando el antígeno está perfectamente seco se aplican unas pinzas -

homeostáticas . .11 tubo de go:na que va al frasco del antígeno y se desconecta la 

bomba. s~ coloca en un frasco una solución salina boratada pH = 1) estéril en 

cantidad iguü.l al 40\ riel volu..'Tler:: original del homogeneizado cerebral. Al c~

tremo del tubo de goma se coloca una pipeta cuya punta se sumerge dentro de la 

solución sa.lilH, t::i cual se transfiere al frasco del antígeno a.briendo las piE_

zas homeostáticu.s. Se quíta el tapón y se reemplaza con otro sin orificío, -

que se asegura bien con cinta adhesiva. Agítar el frasco vigorosamente por -

unos cuantos minutos y dejarlo hasta el día siguiente a 4°C, par.J que se reh.!_-

drate ccmpletamente. 

17. - Al día siguiente centrifugar la suspensión a 10 ,000 rpm durante 60 

minutos a 4°C. 

18.- Se rctir-1 el sobrenadante, se mide y se le agrega tris lM Cprepar~-

do en 0.85\ de NaCl), en cantidad adecuada para una concentración final de O.lM 

del tris. El antígeno se prueba por Hernaglutinación y Fijación de complemento. 

Si las pruebas son satisfactorias se procede a inactivarlo. 

19.- Se prepara la beta - propiolactona al U en solución salina borat.:,-

da pH = 9 y se agrega al antígeno para obtener una concentración final de 0.1\. 

sacudir bien y dejar a 4°C durante 4 días, agitando dos veces diarias para me~

clar. 

NOTA: La dcetona se descontamina agregándole más hipoclorito y. dejándola 

en reposo durant~ 48 hr.s antes de desecharla. 

Tripsina, solución stock al loi. 

Tripsina cruda (1:300) .•••.....••..••••••••••••••••••••• lo~o·.g 

PBS libre de Mg 2+ y ca
2+ ••••••• , •••••••••••••••••• •••••. 100 inl 

Mezclar por agitación 10 minutos a 4°C. Centrifugar la. ~0.lución;·~~rante-
una hora a 10,000 g. Esterilizar por filtración. Separar y- congelar.· en :_ __ 

al!cuotas a - 20ºC, 
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I. I PREJ?AAACION DE SOLUCIONE:S 

1.- Acido B6ri~o. 

Acido b6rico •••••••••••••••••••• : ••• ; • • • • • • • • • • • 30.92 q 

Aqua destilada caliente •. -.••• ~ •••••• ~:~-'.~,~-·.::-.·.--~·~:-::-160 mi'--

Aqua destilada cbp •••••• ••••••• -•••••• ·~i.·~>-~···-~.:~ ·1000 ml 

2.- Acido cítrico - dextrosa (ACD). 

Citrato s6dico ...•••••••••••••••• -

Dextrosa ••••••••••••.•••••••••••••••••••••• ·.;. ;·.-.:·. · -11.0 _,: 9 

Agua des ti lada cbp. • .......... •• • • • • •. • .. • · •• • ~·-~~~ .. · ~-·.> ~9!l--_~i· : 
.Esterilizar en autoclave a 10 lbs de presióri -dµ-i~~~-10· uiin. 

J.- AlbúrnJ.na bovina 4\ (frac.::ión V) (BABS). 

Albúmina bovina ••••••••••••••• •••••••••••••••••• 4.0·g .· 

Barato salino pH "" 9 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 100 ml 

Esterili::ar por filtración. 

4.- Alsever's 

Dextrosa . • • . • • • • .•• • • • • • ••••.••• •••••••• •••••••• 20.5 g 

Cloruro de sodio • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 4. 2 g 

Acid0 c!trico • • • ••••••• •• ••• •• • • • • ••••• •• •• ••••• O.SS g 

Citrato de sodio ••••• : • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • 8 .O g 

Agua destilada 1000 tr.l 

Esterilizar en autoclave a 10 lbs de presión durante 10 min. 

5. - Antibióticos. 

Penicilina G sódica 10, 000, 000 U •.•••.•••..• , , . . 10 frascos 

sulfato de estreptomicina 5 fJ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 10 frascos 

se disuelve cada frasco por separado en 10 ml de agua estéril, 

se mezcl.:i.n todos en un matraz en cir.diciones de esterilidad, se 

afora a 1000 ml. se distribuye en alícuotas de 10 ml y se co~ 

serva en congelación. 
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6.- Bicarbonato de sodio al 7.5\ 

Bicarbonato de sodio • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •.• • • • • • 7. 5 g 

Agua bidestilada ••••••••••••••••••••••••.••• -•• ;~. 100 ml 

Esterilizar pc;r filtración. 

7 .- Borato salino pH = 9 

Cloruro de sodio 1. 5 M 80 ml 

Acido bárico 0.5 M •••••••••••·····•·:-"~,~ ••• · .... ·.~. 100 ml 

Hidróxido de sodio 1.0 N •••••••••••• ~ ... -;.~.:-..:. "-'24 rü 
' -~ .•· • : : :O" 

Aqua destilada cbp ••••••••• -•••• _ .. ;·;:.:~~,~-·~-~:~-·.:.~'"· 1000 ml 

S.- Cloruro de sodio 0.85\ 

Cloruro de sodio 

Agua bidestilada 

9.- Cloruro de sodio LS H 

Cloruro de sodio 

Agua bide stilada 

lo.- DE.A.E - dextrán 2\ 

DEJ\E - dextrdn •••••••••••••••••• 

Agua bidestilada , .................... . 

11. - Dextrosa - Gelatina - Vr '!:'anal (OGV) 

Barbital (veronal) ............................ ~ ••• 0.58 9 

Gelatina •••••••••••.•••••••••••••••••••••• ~-~-~-.--.~-~ --o.60 g 

Barbital sódico • • • • • • • • • • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.38 g 

Cloruro de calcio anhidro • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • ... • 0.02 q 

Sulfato de magnesio • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.12 g 

Cloruro de sodio . . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 8 .S g 

Dextrosa ••.• , • • • . • ••• •• •• • • • •• •• • • • • ••• • • • ••• •••• 10.0 g 

Agua destilada cbp ••• , • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1000 ml 

El barbital y la gelatina son disueltos en 250 ml de agua 

caliente. Esterilizar por autoclave a 10 lbs do presi6n durante 

10 minutos. 
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12.- Fosfato de sodio dibásico 2 .O M 

Fosfato de sodio dibásico (anhidro) 283.96 g 

Agua destilada • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •. -1000: ml 

13.- !osfato de sodio monobásico 2.0 H 

Fosfato de sodio monobásico . ••• • • • • • • • • • • • • • • • • 276.02 g 

Agua destilada ••••••••••• , ••• , •••••••••• , • • • • • • 1000 tnl 

14 .- Fosfato de sodio monobásico 0.2 H - Clo1:ui-o'·de sodio 0.15 M 

Cloruro de sodio 1. 5 H • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 100 ml 

Fosfato de sodio monobásíco 2.0 H ••••• , •• • • • • • • 100 ml 

Agua destilada ••••••••••••• , •••••••••••••••••• , 800 ml 

15.- Fosfato de sodio dibásico 0.2 M - Cloruro de sodio 0.15 H 

Cloruro de sodio 1. 5 H • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 100 ml 

Fosfato de sodio dibd.sico 2.0 M .. • • • • .. • .. • • • .. 100 ml 

Agua destilada •••• , • • • • • • • • • • • • .. • • • • • • • • • • • • • • • 800 ml 

16.- Tabla de valores de pH (Buffers para la prueba de IHA) 

Na
2
HP0

4 
0.2 M - NaH

2
Po

4 
0.2 M -

pH 
NaCl 0.15 M NaCl 0.15 M 

12.s ml 87 .5 ml 6.o 

22.0 m1 78.0 ml 6.2 

32.0 ml 68.0 ml 6.4 

45.0 ml 55.0 ml 6.6 

55.0 ml 45.0 m1 6.8 

64.0 ml 36.o ml 7.0 

El pH es obtenido por mezcla de volúmenes iguales de borato salino 

pH = 9 y el buffer elegido. 



- 73 -

17.- L - qlutamina 3\ 

L - glutamina ••••••••••••••··•·•·········•···~••••~• 3!0.g 

Agua bidestilada •••••••••••••• ~ ••••• 

Esterilizar por filtraciGn. 

18.-

HEPES ••••••••••• • •••• • 

Agua bidestilada •••• : •••• 

Ajustar el pH 

19.- Kaol!n al 25\ 

l<aol!n, lavado .'icido 

Borato salino pH = 9 

Mantener en agitaci6n durante Jo min. 

20.- PBS, libre de Mg 2+ y ca 2+, pH = 7.5 

cloruro de sodio ••••••••••••••••••••••• -· ••••• .• :~ ';-;-~·;'.: ~·;_o .·g_ • 

Cloruro de potasio .•••••.••••••••••••••••• • ~{':-~i:\::~-~--C~--· :Ó~? .ri 
Fosfato de sodio dibásico ••••••••••• -••• ~~-. ~-_.;-.::.:~-~ --.·:~<"·>.. ·Q-:91-·,g.· -
Fosfato de potasio monobásico • ••• ••••••• · •• ~-:<~-.:.:_-;~-~}.-- ~ 0~12··( 

:_.,· , .. ;·;,_'. 

Agua bidestilada ..••••.•• •••••••••••••••···./.·:~~·~-:-... , 1000.ml 

Esterilizar por autoclave a 15 lbs d~ante 15·:~~~::·_:, 

21.- Rojo neutro 1:300 

RoJo neutro • • •• • • • •• • . • • • •• • • • •• • • • •• • • • •• • ••• •••••• 1.0 g 

Agua bidestilada • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • .. • • • • • • • • • • • • • • • 300 rttl 

Esterilizar por autoclave a 15 lfs durante 15 min. 

22.- Medio de crecimiento para células LLC - MK
2 

Medio 199 10 X en solución salina de Hank 1s 100 ml 

Penicilina / estreptomicina 100 X • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 15 ml 

Bicarbonato de sodio 4. 4 \ •••••.••••.•••.•••••••• o... ZS ml 

Glutamina 3t. . • • • • . • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • 10 ml 

HEPES ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• ; •••• , • • 10 ml 
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suero fetal bJvino (inactivado a 56ºC 30 min) • • • • • • • 80 ml 

Agua destilada y des ionizada cbp. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1000 ml 

Se mezclan primerar.iente el medio 199 y los antibióticos, po.!,

teriormente se diluye hasta 500 ml y se continúa mezclando los 

dem~s reactivos. Se realiza en condiciones de esterilidad. 

23.- Medio de mantenimiento para células LLC - MK
2 

Medio 199 lOX en soluci6n salina de Hank 1 s • • • • • • • • • • 100 ml 

Penicilina / Estreptomicina (lOOX) • • • • • • • • • • • • • • • • • • 15 ml 

Bicarbonato de sodio 4. 4 \ • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • SO ml 

HEPES • • • • • ••• ••• • • • • • • • • • • • • • • • ••• •• •• • • ••• • • • • ••• •• 10 ml 

Agua destilada y des ionizada cbp. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1000 ml 

24.- Primera capa de agar. 

a) Porción de agar: 

Agar Difco purificado 1.0 g 

Agua bidestilada • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 74. O m.1 

b) Porción de nutrientes: 

Medio 199 en solución salina de Hank' s sin bicarbonato 

de sodio y sin rojo de fr-nol {10 X} • • • • • • • • • • • • • • • .. 10.0 ml 

Suero fetal bovino (inactivado} • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • 10.0 ml 

Bicarbonato de sodio 7.5\ • . •••••••• ••••••• ••••••••• 4.0 ml 

CEA.E - dextr5.n 2\ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1.0 ml 

Vitaminas en medio basal Eagle (100 X) . •• • • • • ••••.•• 0.5 ml 

Amino.:icidcs en medio ba::rn.l Eaglc (100 X) • , • • • • • • • • • • o.s ml 

Penicilina / Estreptomicina •.••..•••.•••• , • • • • • • • • • • O. l ml 

Se esteriliza la porción de agar en autoclave a 15 lb de 

presión d1.1rante 15 rnin. Se mezclan los ingredientes de la 

porci6n de nutrientes en el orden descrito, evitando la 

formación de precipitadoa. Se combinan la porción de agar 

con la porción de nutrientes a 44ºC. 
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25.- Segunda capa de agar. 

Agar Difco purificado 1.0 q. 

Cloruro de sodio O.SS\ • • • • • .. •• •••• ••• •••••••• 96.0 ml 

Esterilizar en autoclave a 15 lbs de presión durante 

15 min. 

Dejar enfriar (aproximadamente a 44°C) y adicionar en 

condiciones de esterilidad 4 ml de una solución stock 

estéril de rojo neutro 1: 300. 
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.APENDICE.II 

PROPAGACION DE CELULAS LLC: - • Mx2 A MICROPLACA 

1.- ··De una bo'tell~,d~:2s c'm2 de'superficie con un~ monocapa confluente -

de- cé~~la.s:}~-~-~, .íiX~,- s~·~;8~1J.~~·-.el .pas~-- a -microplacas comenzando por remover el 

medio de -'cultivo •. -:·· 

2. - se lava : la monocapa con PBS pH ... 7 . S. 

3,- Se tripsiniza la rnonocapa (con 1.5 ml de tripsina al 0.25'). 

4.- Se resuspenden las células con 5 ml de medio, se centrifugan y se 

prepara -una suspensión de 240, 000 células/mi, 

S.- Se agrega a cada uno de los pozos de la m.icroplaca un mililitro de -

ésta suspensión. 

6.- Después da 48 horas de incubación a 36 - J7"C en una incubadora de 

atm6sfera húmeda con S\ de co
2

, se obtiene una monocapa uniforme. 

Estas microplacas son utilizadas en la prueba de Neutral.iz:ación. 
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APENDIC!!! III 

ADAPTACION Y PROPAGACION DE LOS VIRUS DEL Dl!!NGtlE EN CULTIVO CELULAR 

1.- se inoculan células TRA - 284 con 0.25 ml de muestra (suero estéril 

~ virus a propagar) , 

2 .- Se montan tubos eontroles: 

a) Positivos: se inocula un tubo con cualquier serotipo de virus del -

Dengue. 

b} Negativos: se incuba un tubo de cultivo celular sin inocular. 

J.- Se incuban los tubo.:; .l 23QC dur:~tc 10 días.* Se revisan diariame!!_ 

te en busca de que no ex:ista contaminación. Las células no deben despegarse, 

si esto sucede se diluye el suero de la muestra a probar, 

4.- Después de 10 días se realiza el siguiente procedimiento: 

Los tubos se agitan vigorosamente y se centrifugan a 4ºC a 1, 500 rpm 

durante 10 minutos. 

5. - Se descarta aproximadamente 1 ml de cada tubo con una pipeta pasteur, 

6.- se resuspende y se procede a montar laminillas para inmunofluoresce!: 

cia directa e indirecta. 

El virus de Dengue provoca efecto citopático en ciertas l:í'.noas celul!!,

res, como son las derivadas de mosquito (AP - 61, TAA - 284). El efecto cit~

pático es de tipo sincicial el cual puede ser visto después del 4º día de ino~ 

lación. 

** La contaminaci6n bacteriana. puede ser elinin,,da de las muestras por -

dilución en l ó 2 ml de medio y filtrado a través de una membrana de 0.22. Las 

membranas se tratan con SFT 10\ en PBS pH • 7 .2 para prevenir la pérdid.l de -

virus. 
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APENOICE IV 

PRUeBA. DE . INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

se· parte de una muestra que ha sido previamente inoculada en mosquito, 

rató~_lactante o· en cultivo celular. Apéndice III 

se procede a montar las laminillas de acuerdo a los siguientes esquemas. 

A B 

1-1 
000000 

1-2 000000 
000000 000000 

e 
FA ID 

1.- En los tres primeros pozos de la laminilla FA (posición A) se monta. 

un control positivo <virus de Dengue prototipo), en los tres siguientes po..:os -

(posición B) se monta un contrvl negativo, el cual se prepara con el cultivo -

celular no infectado. En los pozos restantes (C y O) se montan las muestras -

problema. Todas las muestras se colocan por capilaridad. Simultf-iearnente se 

monta una l.:i.r..inllL: .. dt> .1.ci~ntitJ.cacJ.Ón (ID} i:in donde la muestra problet:'la se col~ 

ca en todos los pozos. 

2. - se dejan secar al aire o en el flujo laminar (aproximadamente 30 m.!_-

nutos). Posteriormente la laminilla de identificación se guarda en refriger~-

ción. A la laminilla FI\. se le continúu. el siguiente procedimiento: 

3.- se fija con acetona a 4°C durante 10 minutos. 

4. - se deja secar al u.ire. 

S.- Se u.grega el conjugado fluoresceina - anti-Plavivirus a cada pozo y 

se incuba a 37ºC en cámara húmeda. 
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TESIS 
DE U 

6.- Se lava ·con PBS pH • 7 .5 dw:ante 10 minutos con agitación suave y 

conátanté. 
7 .- Se monta. la laminilla para realizar la lectura (solución de PBS - -

glicerina 10\) • 

INMUNOFLUORllSCENCIA INDIRECTA 

Se seleccionan las muestras positivas, se sacan de refrigeración las lam.!_

nillas de identificación y se colocan a temperatura ambiente. 

l.- so preparan los anticuerpos monoclonales, cada anticuerpo se diluye 

1:10 on PBS pH = 7.5 excepto los anticuerpos para Flaviviru!J, los cuales son d!_ 

luídos 1:100, y se agrega una gota a cada WlO de los pozos como se muestra en -

la siguiente fiqura: 

QG)G)G)G)Q 
000000 

1. - Anticuerpos contra Flavivi::us 

2 .- Control Negativo 

3. - Anticuerpos contra Dengue - 1 

4. - Anticuerpos contra Dengue - 2 

S.- Anticuerpos contra Dengue - 3 

6. - Anticuerpos contra Dengue - 4 

2. - Se incuba a 37°C durante 30 minutos en cámara hú:neda. 

3.- Se lavd con agitación suave dur'1ntc 10 cin. 

4.- Se agrega el conjugado fluoresceina - anti-IgG humana (dilu!do pr.! -

viamente 1:60). 

S.- Se lava durante 10 minutos con agitación. 

6.- Se incubd a 37°C durante JO minutos en cámara húmeda. 

7 .- Se monta y se rcali::a la lectura. 
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INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

a) POSITIVO: Fluorescencia en citoplasma con el área nuclear obscura 

en las células de la preparaci6n. 

b) ,NEGATIVO: Ausencia de fluorescencia específica en las células. 

e} NO ESPECIFICI\: Artefactos fluorescentes en todo el campo. 
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