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1. INTRODUCCION.

El Dengue es una de las enfermedades infecciosas de etiologia viral que por
sus caracterfsticas epidemiol6gicas y clinicas se ha convertido en una de las
principales enfermedades que afectan a un grdn nmero de personas
principalmente en las reglones tropicales donde el clima es propicio para el
desarrollo del vector, el mosquito dedias aegiplf,

En México el dengue presenta un patrén epidémico , caracterizado por su
presencia la mayor parte del ano en diferentes regiones del pafs, pero se presentan
brotes que llegan a afectar a una o varlas poblaciones de cadauna delas regionesen
donde el dengue es endémico, con manifestaciones clinicas clasicas (Dengue
clasico), o con las llamadas formas severas de la enfermedad (Fiebre hemorragica
del dengue y Dengue con sindrome de choque) siendo estas Gitimas las de mayor
tmportancia debido al dafo que llegan a sufrir 10s individuos a los cuales afecta.

La deteccion oportuna y ripido dlagnéstico de esta enfermedad en las
reglones afectadas por Dengue permitira establecer la estrategia que impida que el
brote llegue a afectar a otras poblaciones y ademas de que las reglones ya afectadas
cuenten con la ayuda necesarla que Impida que se presenten casos de
manifestaciones severas del Dengue.

Desde que el Dengue aparecié en México en 1978 solo el laboratorio de
Virologfa Diagnoéstica del Instituto Nacional de DiagnGstico y Referencia
Epidemiologicos (LN.D.RE) se encargaba del diagnéstico y estudio de esta
enfermedad a nivel naclonal siendo la técnica de Inhibicién de 1Ia
Hemaglutinacién (LH) la prueba de rutina para deteccién de casos dengue. Existen
otras téc?icas alternativas como son: la Inmunofluorescencia, la Fijacion de
complemento, la Neutralizaclon por reduccién ‘de placa; perola sensibilidad y
especificidad de estas técnicas esta por debajo de LH. 6 resultan ser demasiado
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costosas para ser implementadas en el laboratorio como, es el caso de la técnica de
radiolnmunoensayo.

EBn el presente trabajo se pretende encontrar una altemativa al diagnéstico de
dengue que como se menciono, la técnica de LH. es 1a técnica de rutina para este
Proposito, se busca que esta téchica nos proporcione en menor tiempo la obtencion
de resultados, sea de mayor sensibilidad y especificidad y ser implementada en la
mayor parte de los laboratorlos regionales del pafs que esten afectados por el
Dengue.

La técnica de ELISA  reclentemente desamrollada en el CD.C de San Juan,
Puerto Rico para la deteccltn de anticuerpos IgM especificos contra dengue (MAC-
ELISA), 1a convierten en una técnica, que por sus caracteristicas la hacen ser la
!écnira‘que pueda sustituir a LH. por lo cual se hara una comparacién de ambas
técnicas para determninar las ventajas que pueda ofrecer la técnica de (MAC-ELISA)
sobrelH.



2. GENERALIDADES

21 HISTORIA

Bl término dengue fue introducido del espafiol a la literatura médica inglesa
en los afios de 1827-28 durante una epidemia en el Caribe, caracterizada por
exantema y artralglas. Este término es una traducclon de un dialecto asiatico
swahlll: denga qienga o XY denga pepa que describe “un golpe stbito causado por
un espiritu maligno™. El nombre de Knokke/-Kirts dado en Indonesia en 1780 un
término  que antecedid a lo que ahora conocemos como dengue, nombre que se
aceptd oficialmente en 1869 por 1a “Royal College of Physicians” de Londres, {24)

La fiebre hemorréagica del dengue (FHD) y dengue con sindrome de
choque (DSS) fueron identificados por primera vez en Australla en 1827 y en
Grecia en 1928, Algunas de las epidemias mas grandes se desencadenaronen EUA
Australia, Greclay Japén las cuales se presentaron a partir de 1920, en ellas hubo un
gran nimero de individuos afectados . El cuadro clinico fue reconocido y estudiado
en Manila en 1954 y en Tailandia en 1958 (Flebre hemorragica del Thal). Entre
1953-1964 1a FHD fue descrita en la India, Malasta, Filipinas, Tailandia y Vietnam. A
partir de entonces existi6 un considerable aumento en el reporte de casos
principalmente en el sureste de Asia. ( 24)

El dengue en las Américas ha ido definlendo su identidad como "un
problema de salud plblica, su evolucién incierta dentro de la histora de. las
epidemias de la regi6n se inicla con la importacién tanto del vector como del
agertte, continuando con la lenta adaptacion de estos a las condiciones locales, en
forma paralela al desarrolio de las sociedades del ool;ltlnente. (a)
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Los primeros datos sobre la presencia del dengue en la Américas se
registraron en Filadelfia en 1790, posteriormente se report6 una epidemia en el
Carlbe 1827. Entre 1826 y 1828 se describe una gran epidemia, de algo
semejante al dengue en el sur de los Estados Unidos y en los pafses del Caribe,
adquiriendo en este brote el nombre con el cual es conocido hastala fecha (19) .

Reaparece postetiormente en Texas en 1881-1885, se reporta en Cuba y de nuevo
en Texas en 1897, Invadié Puerto Rico en 1915 y Jamaica en 1917 y se disemin6 en
todo el Caribe en 1922, Se desconoce el serotipo asociado alas primeras epidemias,
los estudios seroldgicos en Panama sugirieron que el dengue tipo 2 (DEN-2) fue el
responsable del brote de 1941-42, aunque también estuvo presente el serotipo 3
(DEN-3) posteriormente se aisl6 el serotipo 2 en Trinidad (1953 (2,321, 24 5 57)

PANORAMA_HISTORICO EN MEXICO
Durante los afios 50s se sabe que circul$ por los menos un serotipo en
México que dejé de hacerlo con el control del mosquito _Aedes gegipli en la
década delos 60, después de intensas campanas por erradicar al vector desde el aiio
de 1947, durante esos afios México se mantuvo libre de dengue. Posteriormente
se presenta una epidemia en la regitn del Caribe en 1963 producida por el serotipo
DEN-3. En 1977 se reportaron brotes asoclados a los serotipos DEN-2 y DEN-3, en
ese mismo ano se introduce el serotipo DEN-1 en toda la regién del Caribe, Sur y
Centro América, para invadir México en 1978 (74).
En el afio de 1978 el vector invade nuevamente a México, reportandose en
ese mismo afio los primeros  casas en el sureste de México marcando el comienzo
de Ia actividad de los flavivitus en nuestro pais. Desde entonces la enfermedad

presenta un patrén anual, con picos en los meses de lluvia, predominantemente
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asuciadus cunt jus seiuiipus DEN-1y DEN-4; la mmayuria de los Casos cursaron con

cuadiu de dengue dasico aln cuando se nolificaron muy pocos casos de

complicaciones hemorrsgicas (22).

De 1980 a 1982 »e reportaron biotes en 19 estados del pals, lograndose ese

Gltimo afto comprobar por aislamicnto fa circulacién del serotipo 1. Su posterior
clrculacion por ef territoric nacional ocasiond grandes epldemias de dengue clasico.
Ya en ¢l afio de 1783 sc encontraban afectados 23 cstados del pals lograndosc, aislar
por primicra ocasién los serctipos 1, 2 y' 4 que circulaban on regioncs con ecosistemas

iversos (htmeda,tropicat y de tipo desértico) y altitudes cada vez mayores (hasta
1800 mietros snm). De los 1,25020€ casos que se han reportado én cl continente
Americano de 1980 3 1988, los palses mis afectados por el dengue son Colombla
(77 %), Brasil (1729), Cuba (342 %), Puctto Rico (45 %) y México (2 %), la
amplia distribucién de serotipos a lo largo de los Gltimos 20 afios y ¢l amplio
mosalco de serotipos que han circulado han favorecido la presentacion y desarrollo

de cpidemias a lo largo dela histora (28,22).



2.2-CARACTERISTICAS DEL AGENTE.

2.2.1 CLASIFICACION

El virus del dengue y sus cuatro seroﬂpos,lque anteriormente fueran
clasificados en 1974 por el Intemational Committee on Taxonomy of Viruses dentro
del género flavivitus, familia Togavindae ademas de los géneros alfavirus,
Pestivirus, y Rubivirus y varlos miembros adicionales; recientemente ha sido
reclasificado junto con los otrus miembros de este género en la fmiia
Raviviridae  Para esta reclasificacién las principales razones que se adoptaron

fueron las siguientes. (78)

1.- En las células infectadas por flavivirus no se ha detectado RNAm subgendmico
de 265 que corresponde a la porcidn 3' del genoma que codifica para proteinas
estructurales(M) '

2.- En sistemas de traduccién libres de células el RNA de los flavivirus genera solo
proteinas estructurales, mientras que el RNA genémico de los alfavirus genera

proteinas no estructurales. (78)

3- El tamafio de los Flavivirus es de aproximadamente 45 nm y el de ios otros
géneros 50-70 nm. (78) ' )

Basados en estos criterios se cre6 la familia Flavivindae cuadro No 1. la
que incluye a mas de 60 virus y la cual fue aprobada por el ICTV en 1984, el prefijo
da la famdlia fue derivado de Aevur (amarillo) y refiere a la especie tipo, que es el
virus de la flebre amarilla ( 79)
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Cuodrs. 1 FICACION

FAMILIA: FLAYIVIRIDAE

GENERO: Flavivirus
Fiebre Amarilla Powassan
Alfuy Rio Bravo
Apoi Rocio
Vampiro Dakar Encefalitis de San Luis
DENGUE 1,2,3,4 Vampiro de Entebbe
Hheus Oeste del Nilo
Encefalitis Japonesa Zika

Infermedad del bosque Kyansanur  Uganda
Encefalitis del Valle de Murray Usutu

Fiebre Hemorragica de Omsk 44 Miembros mas

FUENTE: Westaway EO. Flaviviridee. intervirology 24: 183-192(1985)



El virus del dengue al ser igualmente un virus transmitido por artrépodos
pertenece al grupo de los Arbovirus (Subgrupo B) . El término arbovirus (del ingles
arthropod-bome viruses) agrupa a los agentes causales de algunas enfermedades
epldémicas y enzodticas més importantes de la patologfa infecciosa de orfgen viral,
(59).

Ademas de contar con morfologia y estructura gen6mica similares, todos
comparten determinantes antigénicos, 1o cual dificulta la identificacién de los
miembros de esta familia por las téenicas seroldgicas clasicas. (53)

La relacién de los denguevirus con otros flavivius fue demostrada
serolégicamente en 1950 por Sabin, quien reportd reaccién contra el virus del
dengue en individuos convalescientes de fiebre amarilla, de encefalitis japonesa y
de Infeccion por el virus del Oeste del Nilo. (31, 61)

2.2.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

El virus del dengue tene forma esférica, ademas de tenrer una
nucleocapside icosahédrica o isométrica de 30 nm de dlametro, el virién completo
mide aproximadamente 45-50 nm de didmefro. En forma similar a otros
flavivirus, los virones maduros consisten en un genoma de cadena sencilia de
RNA de polaridad positiva (con caracteristicas de RNA mensajerc), con un
coeficlente de sedimentacion de 42 S y con un peso molecular de 4 Kd. El RNA
viral contiene aproximadamente 11 Kb, con un "Cap” en la regién 5§ y
posiblemente no existe polladenilacién en el extremo 3’ . El RNA del virus del
dengue es infeccloso y puede ser traducido 47 vD el genoma viral codifica para
tres proteinas estructurales y para varlas proteinas no estructurales. (72,3 )

El vinds del dengue est4 constituido por tres proteinas estructurales. La proteina
de la nucleocapside V20 C, de 14 Kd, es un polipéptido bésico no glucosilado
-8-



asociado con el RNA viral, que da lugar a Ja nucleocépside, la cual esta rodeada por
una bicapa de lipidos con la cual interacciona una protefna glucosilada
transmembranal denominada V3 o E (53-59 Kd). En esta proteina V3/E residen las
principales actividades biol6gicas del virus como son: hemaglutinacién,
neutraiizacion, unién a receptores celulares, neurotropismo, etc (73,60,

Finalmente la protefna V1 o M (8 Kd) es un polipéptido no glucosilado,
la iocalizacion de esta proteina de membrana dentro del virién no es clara, pero se
postula que es una proteina integral de membrana que puede interaccionar con la
proteinaV3/E, ast como con el complejo RNA-proteina V2. se ha descrito una
proteina adicional denominada pre-M que se i:ﬁensa es el precursor glucosilado de
la proteina de membrana V1/M en la fig. 1 se representan la distribucion de los
componentes del virus, (63, 67 )

Se desconoce el nfimero exacto y la funclén de las proteinas no estructurales,
sin embargo, recientemente varios grupos de investigacion estan estudiando la
proteina NS (antigeno soluble fijador de complemento) y han demostrado que la
administracion pasiva de Anticuerpos Monoclonales (ACM) contra esta proteina
protege a ratones infectados con el virus del dengue 2. Esta proteina esta
glucosilada y se localiza en la membrana de las células infectadas, aunque tambien
hay una forma soluble que se secreta al medio de cultivo. El cuadro No.2 muestra
las principales protefnas estructurales y no estructurales de acuerdo a la
nomenclatura aceptada para las proteinas de ios flavivirus propuesta originalmente
por Rice y col. (R, 54, 55).

La envoltura membranal de 1os denguevirus y flavivirus en general deriva
de la célula hospedera de la cual emerge el virus, probablemente a partir de las
membranas intracellares del reticulo endoplasmico . Esta envoltura se fusiona con
las membranas de la célula hospedera durante la penetracion def virion,
problamente promovida por un dominio de la proteina V1.(?)

-9- .



Bicapa
Lipidica

RNA

45 -50 nm

FIG. 1 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PRINCIPALES
COMPONENTES Y PROTEINAS ESTRUCTURALES DE
LOS DENGUEVIRUS.



CUADRO NO. 2
PROTEINAS DE LOS DENGUEYIRUS Y SU FUNCION

135  Nucleocipside

PROTEINAS pM Si 22 Precursor delamembrana
estrucrrates | VI/M NO 8 Proteina dela membrana

V3/E S+ 51-60  Proteina de envaltura

NS1 Sl 48 sensamblafe viral?

NS2a NO 20 jprocesadorade NS1?
PROTEINAS NO NSD NO 145  desconocida
ESTRUCTURALES NS3 NO 70 proteasa/

NS4a NO 16  desconoclda

NS NO 2]  desconocida

NS5 NO 105 ;RNApolimerasa?

*La protefna E esti ghicosilada enlosd Tos demas flavi

FUENTE: Haxhal EA, TheDa'e!Vim Clm&cmb Rev. Vol,9No. 4!376-396(1990)
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PROPIEDADES BIOLOGICAS.

Los hospederos naturales de los denguevirus descritos hasta la actualidad
son los primates y los mosquitos, el hombre se considera un hospedero accidental,
experimentalmente, los chimpancés, y los Macacusmiesys. Los gibones desarrollan
viremias, infectan mosquitos y desamollan respuesta inmune sin tener
manifestaciones clinicas . En el laboratorio pueden replicarse en cultivos celulares,
embrién de pollo, ratén lactante, conejos, cobayos y monos ( Miczcus ticses) . Fl
virus del dengue se replica principaimente en células del sistema reticulo
endotelial (macréfagos). (16 , 64),

El antigeno viral se ha detectado en el cltoplasma de leucocitos
mononucleares de la plel, bazo, ganglios linfaticos, sinusoides hepaticos, alvedlos y
corteza timica , Este tropismo del virus del dengue por células del sistema fagocitico
ha sido demostrado en monos y en experimentos 77 v . La replicacion del
virus se incrementa progresivamente en el tejido linfoide y en leucocitos y llega a
su maximo cuando termina la fase de viremia, (16, 26)

Algunos serotipos del virus del dengue tienen marcado neurotropismo en
ratoh y presentan unha patologia similar a la de otros virus neurotrdpicos, el virus
DEN- 2 tiene neurotropismo en el ratdn lactante y es capaz de replicarse en
nettronas de raton en cultivo; sin embargo, las cepas salvajes de dengue requieren
frecuentemente de pases sucesivos en cerebro de ratén lactante antes de que se
manifieste una completa neurovirulencia ().

En infecctones por dengue en humanos se han informado una gran variedad
de sindromes neuroldgicos tales como encefalitis, polineuritis, sindrome de Reye,
ete. Sin embargo, no se ha demostrado claramente que el virus sea el responsable de
e50s sintomas (69).
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2,23 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS.

B virus del dengue antigénicamente comprende cuatro serotipos
denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4, los primeros aislamientos los
realizaron Sabin y Schlesinger en 1945, que disﬁhguleron dos serotipos diferentes
entonces llamados las cepas " Hawal * y " Muevia Guinea”, que posteriormente s
Hamarian DEN-1 y DEN-2, los serotipos DEN-3 y DEN-4 se encontraron de cepas
aisladas durante las epidemias de fiebre hemnorragica en las islas Fillpinas (3, 59).

En los denguevirus existe un complejo distintivo el cual fue identificado por
criterios clinicos, bicl6gicos e inmunol6gicos, 1os primeros reportes sugieren de
la existencla de determinantes antigénicos especificos del complejo, tambien se ha
demostrado la presencia de un determinante antigénico especifico del complejo en
la proteina no estructural NS1 (antigeno soluble fifador de complemento). Usando
un ensayo mejorado de neutralizacion por reduccion de placa se demostrs en
forma concluyente que los denguevirus y sus serotipos constituyen un complejo
Gnico de virus. Este trabajo fue ampliado por otras investigadores que com
anticuerpos monoclonales Identificaron especificamente un complejo de epftopos.
Puesta que Ja FHD y DSS han sido asociados tinicamente con reacciones inmunes
dentro del complejo dengue, estos determinantes antigénicos pueden jugar un
papel importante en la inmunopatologfa de la enfermedad. (17, 9, 9 , &)

Dentro de la estructura antigénica de los denguevirus resalta la protelna V3
o E de envoltura o transmembranal, en ella reside una estructura antigénica
compleja con los determinantes antigénicos del serotipo del complejo dengue y del

grupo flavivirus (3)
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2.2.4 AGENTE ETIOLOGICO

Después de la fiebre amarilla, el dengue fue Ja segunda enfermedad cuya
etiologia fué asociada con un agente filtrable y uliramicroscdpico, el, cual era
transmitido por un artrépoda. Los primeros investigadores sugirieron que era
transmitida por mosquitos, lo cual se demostrd hasta 1906, en ese afio
Bancroft publico 1a primer prueba de que el mosquito _Aegles gegrpi/ era el vector
de la enfermedad confirméndolo Cleland y Col. en 1919, (4, 14,5)

Durante Ja 2a. Guerra Mundial se hicleron notables estudios que
demostraron el tamafto tan pequefo del agente etiologico y otras propledades de
este incluyendo la existencia de diferentes serotipos, adaptacion del virus al ratén y
la subsigulente mutacién al punto de tratar de descubrr una vacuna. En 1944-
signos y 1945, Sabin y col afslaron por primera vez el virus en “voluntarios”
ihoculados con suero de pacientes, esto permiti6 disponer de cantidades adecuadas
de cepas de denguevirus para realizar trabajos de laboratorio, investigacion y de
estudios epidemiologicos. Usando suero infectante y la transmisitn por mosquitos
se pudieron determinar los sintomas y signos clinicos después de la infeccion
experimental, el tamafo de la particula viral, la sensibilidad de los virus a los
agentes desnaturalizantes, la susceptibilidad de animales a la infeccign, la
incluccién y duracién de fa inmunidad protectora después de la infeccién y la
interferencia por virus heterélogos. ( 4 99,6)

La gran etapa en la virologia del dengue comienza con el desarrolio del
modelo de Infeccién en el ratén lactante, Kimura y Hotta fueron los primeros en
reportar la adaptacion de las cepas de denguevirus en el ratén albino suizo. Sabin y
Schlesinger adaptaron la cepa w7 enratones de dos semanas de edad y
demostraron que las cepas adaptadas mantenian las mismas caracteristicas
serolégicas de las cepas silvestres del virus. Ambos invesﬁgador;es encontraron que
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algunos virus adaptados al ratén, estaban atenuados en cuanto a su capacidad para
enfermar a humanos . Meiklejohny Col. fueron los primeros en sugerir el uso de
ratones recién nacidos para el cultivo de los denguevirus (41, 4).

La adaptacion y propagacion de ambos tipos de virus (el silvestre y el
atenuado), a titulos muy altos en ratdn lactante dié como resultado el desarrollo de
antigeno para la hemagiutinacién y de fijacién de complemento, lo que aportd
grandes progresos en €l diagnoéstico, en la epidemiologia y en la prevendion del
dengue. (52)
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2.3 PATOGENESIS

2. 3. 1. ENFERMEDAD

El dengue es una enfermedad infecciosa epidémica, que es ocasionada por
un virus del mismo nombre y el cual comprende 4 serotipos los cuales han sido
denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4 descritos en la actualidad. Este virus
es transmitido al hombre por la picadura de un mosquito del género Aeges spn Bl
dengue ha sido conocido tamblen con otros nombres o sinonimias: Febre
Quebrantahuesos, Denguero, Flebre Polka, Flebre del 5° dia, Flebre del 7° dia, etc.
(5,2).

La enfermedad presenta diferentes tipos o formas, la forma primaria O
benigna del dengue conocida como “Fiebre clésica del dengue o dengue cldsico”; en
1a cual se ha observado que en niftos menores de un afio generalmente presentan
una enfermedad indiferenclada o una erupcién maculopapular. Los niftos mas
grandes y los adultos usualmente presentan una enfermedad caracterizada por
flebre, cefalea, mialglas, sintomas gastrointestinales, y frecuentemente erupcion
maculopapular ( 24).

En contraste a la forma clasica del dengue, existen las llamadas formas
secundarias ¢ severas de la enfermedad, la flebre hemorréagica del dengue (FHD),
que se caracteriza por anormalidad en la hemostasis y aumento en la permeabilidad
vasctilar, y de esta se desprende la segunda forma severa que conduce a un choque
hipovolémico, esta forma se conoce como dengue con sindrome de shock (DSS)). Bl
dengue puede iniclarse como una epidemia urbana explosiva en las estaciones
lluviosas Y afectar a un gran nGmero de individuos, dentro de los cuales se
encuentran a turistas y viajeros que visitan 4reas endémicas. El patron de
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transmision de la enfermedad es Irregular, aunque se ha observado una tendencla a
incrementarse blanualmente (1L,21,4).

En los titimos 20 anos el dengue se ha convertido a nivel mundial en una
de las enfermedades mas importantes del hombre, en virtud del namero de
individuos que ilega a afectar una vez que se ha introducido en una region dada
(21).

EACTORES DE RIESGO.

Existen una serie de factores secundarios que determinan que las epidemias
contintien ocurriendo a intervalos periodicos bianuales, abarcando extensiones
cada vez mayores. con un movimiento continua de los diferentes serolipos
reconocidos. Diferentes estudios realizados sugieren que algunas caracteristicas del
hospedero, del virus y factores epidemiologicos influyen en la severidad de la
enfermedad y sobre todo para que se manifiesten las formas severas, tales factores
son: I) Factores del hospedero, II) Factores virologicos, y D Factores
epidemiol6gicos (24).

Dentro de los factores del hospedero destaca: @) La edad, que es un factor
importante en la presentacién de la enfermedad, se ha observado que en la mayorfa
de los casos de FHD/DSS ha sido una enfermedad de nifos, estudios realizados
muestran que el 90% de los casos de FHD/DSS ocurre en los nifios mayores de 1
ano. Una prueba nos la da el brote ocurrido en Cuba que demostrd que la
distribucién de casos de FHD/ DSS indico que tamayoria ocurri6 en las edades de 3
a 11 anos, detectandose que nifos menores de un aho mostraron una respuesta
inmunolégica de tipo primario y nihos mayores mostraron respuesta de tipo
secundario. b) El sexo es otro factor, se ha observado que las mujeres tienen una
mayor tendencia a padecer la enfermedad. €) La presencia de anticuerpos pre-
existentes eh un individuo es otro factor, un estudio realizado ‘en Bangkok,
Tailandia mostrdé que madres que presentaban titulos dé anticuerpos neutralizantes
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de DEN-2 cotrelacionaba con la fecha de tnicio de la FHD en el nino, seobservéque
el 90% de fos casos de FHD/DSS ocuni6 en los nifios mayores de un afio y el 99%
de ellos tienen evidencia de una infeccion previa, se observ tambien que los ninos
menares de un afio con FHD/DSS con infecciones son hijos de madres ya fnmunes.

@ Algunns datas epidemioliigicos sugieren que 1a severidad de la enfermedad
tambien cstd relacionada con la raza, se obsesvd que 1a mayor incidencia de
FHD/DSS en personas blancas que en aquelias de raza negra, observada durante Ia
epidemia de dengue hemorragico en Cuba, suglere la posible participacion de
factores genéticos; sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito ninguna asociacion
de esta enfermedad con antigenos HLA.(9, 23 24, 66)

Los factores virales que constituyen un rlesgo para manifestar las formas
graves del dengue son: @ la varlacion en la vindlencla de las cepas viricas que
determinan la gravedad de la infeccion. B la distribucitn geogréfica endémica de
diferentes serotipos del dengue . (M51).

Los factores epidemioldgicos que son importantes para que se presente la
enfermedad, y se manifiesten las formas severas de esta son: a el lapso de tiempo
entre la infeccion primaria y la infeccién secundaria, el cual no debe de ser mayor
de 3 afios, se ha visto que cuando el lapso rebasa este limite las posibilidades de que
se presenten Jas formas severas disminuyen grandemente segGn ofros
estudios y observaciones hechas en la epldemia de Cuba . & Otro factor es Ia
secueticia entre los serotipos infectantes investigaciones realizadas muestran que
esta clebe de presentar al serotipo DEN-2 como causante de la infeccidn secundaria,
sea cual haya sido el serotipo infectante en la infeccion primatia (DEN-1,
DEN-3 o DEN-4). @ El problema de la eficiencla y la capacidad vectorial, en una

infeccion transmitida por arirépodos es otro factor epidemiol6gico importante, la
efciencia.ael vector es el de enfrentarse con pobiaciones de mosquitos y virus

genéticamente cambiantes y la capacidad vectorial es la relacidn del
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mosquito y el hombre para la transmision de la enfermedad, esto es preferencia por
el huésped humano, habitos de picadura, susceptibilidad del vector y del huésped,
densidad vectorial y longevidad del mosquito. (23, 24, 5)

La experiencia vivida en Cuba confirmé que el dengue tipo 1 (DEN-1) de 1977
y el dengue tipo 2 (DEN-2) de 1981 fueron responsables de un elevado namero de
enfermos que durante la epidemia de 1981 se concentrd en un periodo de
aproximadamente 4 afios lo que habla de una gran circulacién del virus , tambien
lo que demostrd que la poblacion tenia poca proteccin contra el virus lo que indico
que la existencia de hospederos susceptibles a la enfermedad es otro factor
epidemiologico importante.

Resumiendo cada uno de los factores de rlesgo Fig.2, se ha presentado la
hip6tesis integral sobre el desarrollo de FHD/DSS, que considera los factores de
riesgo del huésped, epidemiolégicos, asf como los virales, Varios paises de
América, incluyendo México estan expuestos a un alto riesgo debido a que retinen
cada uno de los factores antes mencionados y por lo tanto a sufrir la actividad de 1os
denguevirus y de podier presentar las formas severas de esta enfermedad. La forma
severa del dengue no tiene definido muy claramente su patogénesis; 1os principales
factores son el aumento en la permeabilidad vascular y 1a hemorragia, que es
consecuencia de la trombocitopenia que conduce a defectos de la coagulacién
activacion de la via intrinseca de la coagulacion, y esto aunado a tos factores de
riesgo que conducen a la presentacién de estas formas de la enfermedad, son
de trascendencia para que el dengue sea considerada como una de las enfermedades
con mayor relevancia en salid ptiblica. (9,4)
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2.3.2. MECANISMO DE TRANSMISION. (VECTORES)

Los denguevirus tienen bien definido su mecanismo de transmisitn, estos
virus son transmitidos al hambre mediante la picadura de un moasquito, ol cual
actia como vector. Este mosquito pertenece al género Aedies siendo la especle
Aedes gegypyy el mas coman de 1os vectores . El mosquito pica durante el dia y
puede trasmitir el virus inmediatamente o después de un perfodo de 8-10 dfas,
Hiempo durante el cual se multiplica dentro de las glandulas salivales volviendose
infectante capaz de transmitir la infeccion, este periodo se denomina: periodo de
incubacién extrinseco (PIE). Una vez infectado, el mosquito serd capaz de transmitir
'a infeccidn funcionando como vector el resto de ~su vida. (@, 7).

Por ofro lado el virus puede ser transmitido transovéaricamente por ciertas
especies de mosquitos Aedes;, este fendmeno puede permitir el mantenimiento
natural del virus y esto explica porque el virus se mantiene activo durante perfodos
largos interepidémicos . La transmisién epidémica de este virus es mas alta en éreas
donde abunda A gegip/. Reclentemente, 4. a/bopictus ha sido introducido al
continente americanoy se ha detectadoya en 15 estados de Estados Unidos (12, 8).

En condiclones favorables, el ciclo de vida de este mosquito sc pucde
completar en diez dias, el habitat de las larvas son los dep6sitos de agua tales como:
recipfentes de metal, bariles, cisternas, hoyos en los arboles y rocas, lantas de
automoviles, etcetera. Los mosquitos pican en silencio y preferentemente en los
tobillos, codos, parte posterior de las rodillas y del cuello. A _gegpy/ es un
mosquito doméstico , altamente antropofilico, preficre  depositar  sus
huevecillos en recipientes de color obscuro y didmetro ancho, especialmente en

1,
1

1 on dreas sombreadas. El ciclo bisico se desarrolla en el

que se 1
hombre y en el mosquito, la fuente de Infeccién para el mosquito es el hombre en el
perfodo virémico que puede durar de 5 a 6 dias. La ocurrencia de casos humanos
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libres de A_geQr ademas donde se encuentra A_JA0ATYY indicana que el
hombre pdria ser un huésped accidental de ese clclo, en el marco epidemioldgico
total, fa existencia de un ciclo selvatico entre monos y mosquitos tendria una
tmportanca signfficativa desde el punto de vista de satad phblica. (27,1)

2.3.3. PERIODO DE INCUBACION Y CUADRO CLINICO

El espectro clinico de esta enfermedad varia desde un cuadro febril (dengue
clasico o infeccidn primaria) hasta las formas severas que pueden manifestarse
como fiebre hemorragica por dengue (FHD) o como dengue con sindrome de
choque (D5S). El dengue clasico o infeccion primaria se caracteriza por tener un
periodo de incubacion de 3 3 14 dias El cuadro clinico se presenta bruscamente
como fiebre bifasica intermitente, escalofifos , cefalea, mialglas, artralgias, dolor
retro-orbital, exanterna maculo-papular en el tronco y extremidades, nausea y/o
vémito es transitorio y puede verse en las primeras 24 - 48 horas del inicio de la
fiebre, 1a fiebre persiste de 4-6 dias termminando en crisis, con sudaracion intensa, la
viremia generalmente coincide con la fiebre. La exploracion fisica del paciente
puede mostrar hepatomegalia moderada, bradicardia y linfadenopatfa. Los datos de
laboratorio son nomaales, excepto por una leucopenia moderada. La viremia
elevada puede durar de 3a 4 dias (52).

Las formas severas de 1a enfermadad (FHD/ DSS) se inician con un cuadro de
fiebre elevada que al remitir se asocia con agravamiento del estado general y
letargo, con taquicardia, hipotensién y disminucién en la perfusion tisutar
periférica, con manifestaciones hemorragicas que incluyen por los menos una
prueba de tormniquete positiva y cualquiera de los siguientes signos: petéquias,
plrpura, equimosis, epistaxis, hematemésis, gingivorragia o melena. En el 90 % de
los casos se presenta hepatomegalia y los exAmenes de laboratorio muestran un
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incremento en el hematocrita  (hemoconcentracion), leucocitosls moderada,
hipoalbuminemia, hipovolemia, disminucion del fibrindgeno, depresion de mas
del 50% de los niveles de Cyy del proactivador de C; y menos de 100000
plaquetas/ mm 3 (24). Las caracteristicas , 1a evolucidn de los signos y sintomas
son esquematizados enla figura no. 3.

De acuerdo a lo aaterior la organizacion mundial de la salud (OMS 1975),
usando datos dinicos de Tailandia se ha formulado una dasificacion de  fiebre

hemorragica del dengue en cuatro grados clinicos de gravedad (24):

GRADO I  Fiebre, sintomas constitucionales y prueba del torniquete positiva.

GRADO II  GradoImds hemorragia espontanea en la piel, las enclas, el tracto
gastrointestinal y otros lugares,
GRADO III  Grado IImas insuficiencla circulatotia y agitacion.

GRADO IV:  Shock profundo; prestdn arterial no detectable.

En todas 1a etapas hay trombocitopenlay hemoconcentracion. Los grados ITly TV se
Hlaman tambien sindrome de shock por dengue. 1a figura no 4. resume las
caracteristicas clinicas de las forrnas graves del dengue. ( 24)

Otros hallazgos de laboratorio son, elevacion de las transaminasas y
nitrégeno de uréa en la sangre, el tiempo de protrombina se encuentra prolongado
con disminucion en los factores II, V, Vi, IX y XII de la coagulacion. La disminucion
del complemento y la hipafibrinogenemia correlacionan can el inicio del shock y
con la severidad de la enfermedad, De estos hallazgos se puede definiv a la
FHD/DSS como un sindrome de aumento agudo de la permeabilidad vascular,
acompafiado por activacitn del sisterna del complemento y de la coagulacion (24).

Hay importantes diferencias clinicas entre la enfermedad observada en Asia
y la observada en las Américas. En el Asia, los casos de FDH/ DSS son compatibles
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con la definiciim de Ia OMS; la enfermedad hemaorragica caractenizada pow un
severo sangrado del tracto digestivo alto, también ha sido frecuente en la mayoria
de las epidemias de América, Este tipo de FDH fue descrita en Tahitf, y fue una
causa significativa de muerte en Indonesfa. Encontraste conlaclasica FDH/ DSS, se
caracteriz6 por un sangrado masivo del tracto gastrointestinal antes de que se
iniclara el chogue sin ninguna  evidencdda de hemoconcentracion, La
trombocitopenia y la coagulacion intravascular diseminada (CID) son hallazgos
frecuentes. Este tipo de enfermedad hemorragica probablemente tiene una
patogénesis diferente a la de la clasica FDH/DSS . Ademas con frecuencia es mas
difict de manejar y estd asoclada con una mortalidad alta. Este tipo de
enfermedad hemorragica que es completamente diferente a la clasica FDH/DSS, es
mds comin en América gue en Asia . (48 ,70)

Un ejemplo clasico o es la epidemia de FDIT/DSS cldsica ocwrrida en Cuba
por DEN-2 en 1981, en esta se encontraron también muchos casos con sangrado
gastrointestinal alto . Ademas de 13 casos mortales en nifios de los que se dispone
informacion clinica detallada, de los cuales 12 (92 %) presentaron "sangrado de tubo
digestivo alto” , se presentaron evidendas de hemoconcentracion sélo en seis
paclentes (%), o que sugfere que estos nifios habfan tenido una enfermedad
hemorragica simifar a la dlescrita en Indonesia . En la epidemia de 1984 por DEN-4,
en Mérida Yucatan, México, nueve casos (cuatro mortales), de enfermedad
hemorragica, fueron confirmados serolGgicamente o por aislamiento. (23, ¢ 1)

Se trat6 de cinco ninos y cuatro adultos, un caso fatal (defatos) tuvo una
historla  clinica compatible con la clasica FDH/DSS, con evidenclas de
hemoconcentracion, pero el curso clinico de los demds casos mortales, incluyendo
al nino antes mencionado se vieron complicados por un severo sangrado del

tracto gastrointestinal. (44)



En resumen, las infecciones severas o fatales por dengue parecen estar
aumentando en muchos paises de la region. En tanto que algunos de estas casas
han llenado el criterio de definicién de la OMS para la FHD/DSS, otros no. Estas
diferencias refuerzan la necesidad de que los clinicos de las Américas definan el
espectro clinico de la infeccidn por dengue en cada pals durante las epidemias

causadas por los diferentes serotipos y cepas del virus.( 28)

2.3.4. MECANISMO DE PATOGENICIDAD.

Los eventos Inmunologicos que ocurren en la infecclén  por los
denguevirus, son fundamentales para entender y comprender la fistopatologfa de
esta enfermedad y de las formas graves de esta (FHD/ DSS). (25)

Primeramente uno de estos eventos es la existencla de 4 serotipos de
dengitevirus (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN- 4) en la naturaleza relacionados
serol6gicamente y que penetran a sus huéspedes humanos parenteralmente. Los
individuos infectados con un serotipo mantienen una memora inmunolégica
prolongada, para evitar ser infectados por serotipos homélogos, asi mismo tienen
un periodo corto de proteccién cruzada contra serotipos heterdlogos, después de que
pasa este pequefo lapso de empo son completamente susceptibles a la infeccion
por otros serotipus (25).

La infeccion primaria y secundaria pueden ser distinguidas por respuestas
seroldgicas caracteristicas. Los anticuerpos formados en una infeccién primaria son
en su mayor parte de laclase IgM y estan dirigidos principalmente contra los
determinantes antigénicos tipo especificos del virus del dengue; las infecciones
secundarias inducen anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos del grupo

flavivirus o complejo o subcomplejo de los denguevirus ( 25).
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Después de la inoculacion en 1a plel, por el mosquito A _gegror/ , de un
serotipo particular del virus del dengue el virus Tlega a sus sitios de replicacion que
son primordialmente células del tejido linfoide ( Monocitos, macréfagos,
histiocitos y células de Kupffer) ().

Durante esta infecclén el huésped genera una respuesta inmune que
involuera la formacion de anticnerpos (Clase IgM), los anticuerpos generados
neutralizan los virus circulantes y los macréfagos infectados destruyen a los
virus intracelulares. La {nfecci6n primaria se resuelve en una semana y los
pacientes quedan inmunes contra cualquier infeccion de los 4 serotipos durante un
lapso de 3 a 6 semanas. Posterlormente 1a inmunidad residual es permanente solo
parael serotipo especifico (24,25,61).

Cuando ocurre una nueva Infeccion en este caso con un virus homélogo
(mismo seratipo) la memora {nmunoldgica del hospedero responde eliminando al
virus ¥ na se produce la enfermedad . En una infeccidén que se da cuando un
serotipo diferente al de la primera infecciém (virus heterdlogo) y en especial el
serotipo DEN-2, el cuadra clinico toma un curso diferente, desencadenando una
serle de eventos que terminan con la manifestacién de las formas severas
(FHD/DSS) de la enfermedad. (1)

Estos eventos son explicados por la teorfa propuesta por Halstead y sostiene
que la presencia previa de anticuerpos (infeccion primaria) contra un serotipo y la
siguiente reinfecciGn con un serotipo diferente (infeccién secundaria) dentro de un
tiempo determinado son condiciones para que se presenten las formas graves de {a
enfermadad. Halstead propuso que la patogénesis central del FHD/DSS radica
principaimente en que los anticuerpos (IgG) preformados no neutralizantes y
heterot{picos (Anticuerpos “Facililedores™ de la infeccidn) forman un complejo  Ac-
virus que facilita la opsonizacién uniéndose firmemente a los receptores Fc de los,
monocitos y macr&fagos, este concepto fue demostrado por Daughaday y Col. efllos
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proponen que existen dos mecanismos por el cual el virus puede infectar cultivos
de monocitos {) a traves de un receptor viral senstble a tripsina o if) a traves de un
receptor Fc que no es sensible al tratamiento con tripsina, sus resultados sugieren
que la entrada viral fue facllitada por fagucitosis de complejos inmunes via
receptores Fo. Ademds de que estos complejos inmunes facliitan la infeccién de
monocitos y macrdfagos, permiten una amplificacion progresiva de fa replicacion
viral en estas células . La evidencla /7 vio que sugiere la participacion de
Tos anticuerpas *Mactlitadares®en la enfermedad, es en estudios realizados en monos
en los cuales se observd que 1a viremia y la presencia del virus en los tejidos fueron
mas altas en los animales que tenfan anticuerpos preformados. Los monocitos
infectados se vuelven de esta manera los blancos de los mecanismos inmunes, esta
respuesta es probablemente mediada por cflulas T o células T citotoxicas, estos
monocitos al ser atacados liberan una serie de factores (Factor de permesbilidad vascdlar,

ctivadoras del ! 1o, y tromboplastina) Jos cuales tienen sus efectas sobsre la

permeabillidad vascular, consumo de fibrindgena  y activacion del  sistema del
complemento, esta cascada de eventos fisiopatdlogicos fncluyen pérdida de plasma,
hipotensitm y anomaifas en la coagulacion figurano. 5 (16, 24,26,28,25,59).

Observaciones hechas en el Jaboratorio y estudios realizadas han mastrado
que la cantidad de denguevirus, la cantidad de complejos fnmunes, e] consumo de
complemento por la va clasica y las disminudiones en la crculacion de G, Cg, y
G estan en relacidn directa con Ja severidad de la enfermedad. (24)
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2 4.- PDIAGNOSTICO.
2.4.1 DIAGNOSTICO CLINICO DIFERENCIAL.

El cnteno dimeo gue toman 1os médicos en Tos centros de saltid durante los
brotes de dengue es muy riguroso, consiste en Ja selecciém de aquellas pacientes que
presenten la siguiente sintomatologia: fiebre de por lo menos 385° Cde 1 a 5dfas de
duracitn y uno o mas sintomas o sehales "no especificos” tales como dolor detras de
los ojos, nualgia, dolor de las coyunturas, vomito y erupcion ().

Durante los periodos interepidémicos la enfermedad de dengue aparece
usualmente en una forma leve y muchas veces encubierta por otras infecciones
wvirales, por lo tanto los médicos pueden ver con poaca frecuencia, pacientes con
sintomas de dengue clasico. Por lo tanto para obtener muestras de pacientes puede
ser necesano que el criterio clinico para la seleccion de pacientes serd simplemente:
fiebre de por to menos 385 *C de 1 a 5 dias de duracién y la evaluacion del médico de
un sindrome viral incluyendo a pacientes con sintomas de las vias respiratonias sl
fuese necesario. Estitdios clinicos anteriores han mostrado que los pacientes con
dengue pueden quejarse de males respiratorios tales como tos, garganta inflamada y
rints. Asf mismo cualquier paciente con sintomas hemorragicos o encefaliticos en
quienes se sospeche una enfermedad viraL La informacién que acompafe la
muestra tomada del paciente debera ser tan detallada como sea posible y deberd
inchur temperatura, presion arterial y pulso, cuando realmente se cree que el
paciente tienie dengue entonces se debera incluir hematocrito, prueba de tomiquete y
cuenta de plaquetas. Se considera que esta informacién es la mas importante para los

pacientes con dengue especiaimente aquellus que estén muy enfermos. (%)
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2.4.2 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

La confiabilidad de Jos resultados de fas pruebas de laboratorio dependen en
gran parte del cuidado y juicio con que se tamen, se manipulen y se remitan las
muestras para su diagnéstico. Con las debidas precaudiones de asepsia, se {tamaran 10
ml de sangre total. Los recipientes en que se recoja, y a los que se transfiers, no deben
tener substancias quimicas, aditivos ni preservativos, Todas las muestras,
debidamente rotuladas y especificadas, se enviardn y almacenardn en condiciones
adecuadas de refrigeracion para los futuros estudios de dengue. (82)

2.4.2.a METODOS DE AISLAMIENTO

Los especimenes para aislamiento de virus deben tomarse durante los 5
primeros dias de la enfermedad. Los tubos de sangre se ponen en refrigeracion lo
mds pronto posible después de obteneria. Para lograr 6ptimas condiciones de
aislamniento, el suero debe ser separado del codgulo al siguiente dia de la toma, el
suero se guarda en recipientes esténies lienados a 2/3 de su capacidad y se congelan
entre -20°C y -70°C(5s2).

El virus del dengue es capaz de replicarse en cultivos de células de mamiferos
v de mosquitos . Actualmente existen varfas lineas celulares derivadas de
mosquitos, las cuales tienen una mayor sensibilidad para replicar al virus y se
emplean como técnicas de diagndstico para aislar e identificar a los diferentes
serutipos, el efecto citopético va desde severo hasta inaparente, dependienda de la
linea celulary de la cepa de virus usada, las células se hacen refractiles, redondeadas
y se fusionan. (45, 7).



1as células de mamiferos que mas se han utilizado para propagar a los denguevirus

incluven (&8:

a) LLC-MK Obtenida dﬁ 1itém de mono verde
b) VERO “ ‘
© BHK-21 Obtenida de rition de hamster lactante

d) FRhL  Obtemida de pulmdn fetal de mono rhesus

u “

Las fineas celulares de mosquitoson aftamente susceptibles a Ta infeccion por

denguevitus (52):

a) C6/360btenida del mosquito Aedks a/bopicius

b) LSTM-AP61 Obtenida del mosquito A pseadoscutellans

©) TRA-171y TRA-284SFG, obtenidas del mosquitos 7avwfmfmtes

ambornensis
El método mas sensible de aislamiento reportado es la inoculcidn

intratoracica de mosquitos de las especies 77 amboimensis © A aggypli con este
método los mosquitos san moculadoes con material conteniendo virus e incubados
por 14 dias a 30°C. Los antigenos de dengue son detectados en mosquitos infectados
mediante anticuerpos de referencia en pruebas de fijacion de complemento o

inmunaoffuorescencia {38)



24.2.b METODOS SEROLOGICOS.

El diagn6stico serolbgico en los denguevirus es complicado por la existencia
de reactividad cruzada con los deferminantes antigénicos que comparten Jos 4
serotipos de los denguevirus y miembros de la familia avrigidee , atin después de
una exposiciom sendlla, el suero de un padiente en estado convalesciente
usualmente conticne anticuerpos con reactividad cruzada detectable . Exdsten varfas
téenicas que permiten la determinacion de anticuerpos antidengue, en gran parte el
diagnaéstica seraldgico continua realizandose con pruebas tradicionales como son :
La Fijaciébn de Complemsito (FC), Neutralizacién por reduccién de placa
(FPHNKP), Inhibicién de Ja hemaglutinacién (TH ), y mas recientemente Ja técnica de
ELISA y otras que sc discuten mas adelante. (6)

la prueba de PNRT es la establecida, aceptada, estandarizada y se basa en un
sistema un tanto insensible de ensayo en placa con células de mamifero bajo una
capa de agar es una técnica miuy especifica y seb ha empleado como prueba
confimatoria ( 32).

La prueba de FC es de gran utilidad cuando se trata de identificar anticuerpos
produddos  en infeccidn redente , no sirve como prueba confirmatora por Jas
reacciones cuzadas entre los mlembros de la familia Asvizndae  (N).
Inhibiclén du laHexaglutinacion,

Desde 1a aparicién de las infecciones, en Mé&xco en e afio de 1978 por
denguevirus el diagnOstico serologico casi se ha limitado a una tecnica serolgica
que por su sencilles, especificidad y sensibilidad ha sido utilizada como técnica de
mayor empleo en el diagnastico del dengue. Estatecnica es la Inhibicion dela
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hemaglutmacion (1H) desarrollada por Clarke y Casals en 1958 , aprovechando la
capacidad de algunos virus de agiutinar giébulos rojos devarias especies animales
(hemaglutinacién wiral), estos al reccionar con sus anticuerpos homologos, se
bloquéa la capacidad hemaglutinante viral, este es el principio de la técnica de IH.
Los anticuerpos IH aparecen en el curso de la primera semana de la aparicion de los
sintomas; alcanzan sus titulos maximos en las siguientes 4 a 8 semanas y bajan
paulatinamete a lo largo de los ahos, persistiendo a niveles detectables hasta por 50
anos (M), en el caso de los denguevirus estos tienen solo la capacidad de aglutinar
glébulos rojos de ganso, ademas de que esta hemaglutinacién es dependiente del pH
stendo el rango de 60 a 70 . Esta técnica tiene la desventaja de que puede presentar
reacadn cruzada con miembros de la famitia de los denguevirus, ademas de que
solo tienen valor diagndstico cuando se analizan mwuestras pareadas de suero, una
muestra tomada en fase aguda y una segunda muestra tomada en fase
convalesciente 12 a 16 dias después de [a 1a nuestra . Los sueros antes de usarios se
deben adsorber con kaolin y ernitrocitos de ganso para eliminar hemaglutininas
mespecificas. La técnica de [H es ideal para conducir progmmas de investigacion
epidemiolGgica encaminados a determinar §a circulacitn de arbovirus en una region
(13,24, %)

En anos recientes el mayor avance alcanzado en el diagndstico seroldgico del
dengue es el desarrollo de ia técruca de ELISA en sus dos modalidades de captura de
IgMy de IgG, el uso general de esta técnica proporciona nueva informacion para la
comprension de la dindmica de la respuesta inmune, la que una vez conocida
origma Ja necesidad de una modificacin en la estrategia de vigilancia del dengue
(8).



La técnica de ELISA para captura de anticuerpos IgM (MAC-ELISA)
desarroltacia por varios investigadores en ot Center for Disease  Control de San
Juan Puerto Rico CD.C. posce cicrtas caracteristicas que la hacen ser en el futuro la
teenica de elecci6n para el diagnéstico del dengue, una de las caraclerfsticas mas
Gtiles de este método es el de proveer un diagndstico rapldo con una sola muestra
colectada en fase aguda. Estudios realizados por Innis y col, revelaron que entre 6 'y
10 dias después de haberse iniclado la enfermedad, mas del 90 % de los especimenes
tomados en fase aguda fucron positivos. Con especimenes colectados en fase
convalescicnte 1a posttividad de IgM se ha reportado en €198 % delos casos (%),

La técnica de ELISA-IgM s muy Ghl para realizar investigaciones
postepidémica, sin cmbargo sc sabe que 1a IgM anti-dengue desaparece alrededor de
los 2 meses  en muchos pacientes después de 1a infeccitn , por 1o tanto los
especimemes de convalecicntes deberan ser colectados antes de quela lgM Tlegue a
niveles no detectables(15) '

La determinacion de IgM es extremadamente Giit como indicador para
diagnéstico temprano del dengue. La prueba de ELISA-IgM ha sido utilizada por
varios investigadores para distinguir entre los titulos de IgM donde co-circulan los
virus de 1a encefalitls joponesa y dengue, en esas &reas donde ciratan dichos vins
estos autores reportaron una reaceiGn crucada después de la infeccién por dengue
de tal mancra qué se debe tener cuidado al interpretar los resultado de IgM-ELISA
para dengue en donde sc sepa que haya circulacién de virus miembros de 1a familia
Favivirdac . ($2)



24.2.c OTROS METODOS DIAGNOSTICOS.

Una serie de métodos complementarios para el diagn6stico de infecciones por
dengue han sido desarrollados, en estos métodos se pone de manifiesto el amplio
avance en el campo de la investigacién virologica ya que Tos métodos que aqui se
mencionan han sido desarrollados y se emplean principalmente para la

investigacion virologica mas que en sf que para el diagndstico.

El reciente desarrollo de las técnicas de PCR (Reaccitn En Cadena de
la Polimerass), es claramente uno de los prlndbal&s avances técnicos en el
diagndstico de las enfermedades virales, la habilidad para amplificar millones de
veces una minima cantidad de dcido nucléico proveé a la técnica de un poder
extraordinario, Actualmente el PCR ha sido t luado en varios

laboratorios para el diagndstico del dengue. Puesto que 1a secuencia de bases de los 4
serotipos es conocida pronto se podra disponer de los prmers ﬁpoapedﬁco;
Actualmente ya ha sido desamollada una técnica que combina PCR y la
identificacién de virus por hibridacién usando sondas no radiomarcadas (n).

Los antigenos de dengue han sido detectados mediante la  inoculacion de
células de mosquito con  anticuerpos de referencia en ensayos de
Inmunofiuorescencia (LP), la técnica ha sido introducida en muchos pafses y ha
contnibuido grandemente a mejorar la vigilancia global del dengue. (3§)

Para la deteccion del virus de la fiebre amariila se desarroll6 la técnica de
Raciommunoensayo  en fase sohda (RIA) que actualmente se emplea en la
investigacion y deteccién de los denguevirus. La prueba emplea un anticuerpo
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monoddonal reactivo al grupo flavivirus pegado a una petla de poliestireno como
soporle y una sonda radiomarcada lipo-especifico en un RIA simultaneo lipo
sandwicl, 1a sensibilidad del ensayo para virus propagados en cullivo celular fue de
2 log, 10 dosis infectante de mosquito/ 100 il y la reactividad cruzada con flavivirus
fue buena. El uso de sondas radiomarcadas imita grandemente 1a aplicacion de esta
técnica en la mayorfa de los laburatorios (%)

Eslos son algunos de los métodos empleados en la actualidad para la
investigacion y diagnhostico de infecciones por dengue ; sin embargo se estdn
hnplementado nuevas técnicas que pennitan en el futuro un diagndstico rapido, y
confiable .




2.5.- EFIDEMIO) CQ| OL.

2.5.1 SITUACION PRESENTE EN MEXICO

Los primeros casos de dengue diagnosticados y reportados en México
aparecieron a finales de 1978 en Ja frontera sur con Guatemala, en Tapachula
Chiapas. La primera impresion diagngstica que se tuvo en los 38 casos fue rubéola.
Con el dragnastico de dengue se lanzé una campata de alerta en Ja region sur del
pais y para 1979 el nimero de casos sospechosos de dengue aument6 a 6,187,
Rapidamente se disenund a 9 estados Chiapas ,Oaxaca, Veracruz, Yucatan y
Qumtana Roo fueron Jos mas afectados, Ya que en 15 estados reportaron
transtiusitn de dengue a largo del ano, Un total de 51,406 casos se reportt en la costa
del Golfoy la frontera noreste ()

En 1981, la inadencia fue de 17046 casos y la transmision se detects en los
estados de fa costa del Pacffico, siendoidentificado el padecimiento hasta el estado de
Sinaloa. En 1982 la enfermedad se reconocid en 19 estados y se reportaron 32,640
casos en la costa del Golfo y el Pacifico hasta Baja California Sur. En 1983 nuevas
regiones en el norte y practicamemte toda Ja costa del Facifico detectaron la
transrmsién de la infeccion con 19028 casos reportados. Hacia el interior del
terntono el dengue solo se habia identificado en zonas aisladas, pero durante este
ano la transmisiSn se extendid amphamente en las areas del interior. Durante los
anos de 1984 v 1985 el dengue se identificd en 25 estados con 27,645 y 13688 casos
respectivamente (85). En 1965 se realiz6 una encuesta seroldgica en Yucatan, donde
Se encontrd seroprevalenca de anticuerpos de 725 % que indict lo diseminado e
mtensivo de la transmision de la infeccitn en dicha entidad (#h).

Durante 1986 se realtz6 una encuesta seroepidemiol6gica en 86 localidades del

pais y en la poblacion menor de 25 afios. Los resultados serolégicos muestran un
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ampho espectro de prevalencias de anticuerpos a los virus del dengue con un rango
de 0% hasta un 838% en ciertas localidades. Dicho estudio demostr6 1o amplié de la
distnbucién de fa inteccién en el pafs y ia intensidad en cuanto a ia transmisién en
aiertas regiones cel pafs (20). '

La incidencra de dengue a lo largo de Ja década de los &0's ha ido en descenso
con discretos aumentos blanuales. La distribucion de 1a enfermedad en fa poblacién
tiene un predominio en el grupo de adultos jévenes, aquf debe tomarse en cuenta
que el padecimiento en la poblacion pediatrica es facilmente confundible con otras
enfermedades propias de la infancia. Este patr6n tambien responde al efecto de que
los adultas han estado mas afios expuestas al riesgo y la probabilidad de enfermarse
es mayor que en la poblacién infantil (39).

De los 227229 casos  de dengue reportados de 1973 hasta enero de 1990, el
86% de los casos fueron reportados por 13 entidades federativas: Veracruz (29,715),
Guemnrero (23816), Oaxaca (17568), Chiapas (16,468), Yucatan (15558), Tamaulipas
(14927, Coahula (14697), Nuevo Le6n (12,720), Jalisco (11,472), Sinaloa (11,402),
Nayant, (10.555), Puebla (8, 881), y Michoacan (8,807). (3)

Ei dengue es una enfermedad epidémica con ciertas determinantes
climatologicas, la biologia del vector se encuentra muy asociadia a la temperaturay la
precipiacion pluvial, de ahi que existe en México un patrdn de estacionalidad bien
delinutacdio con los picos de transmision de dengue durante los meses de agosto 'y
septiembre(®)

La defmicién del panorama servligico de dengue en nuesro pais es muy
pobre. La vigilancia serol6gica tiene diversas limitantes, la infraestructura de
laboratorios para el diagnostico de dengue se limita al Nacional de Referencia en e}
INDRE.



Se han detectado solo tres serotipos en el territorio, solo dos de ellos han sido
responsables de varias epidemias y brotes. Hasta ahora s6lo Chiapas, Yucatén,
Tabasco, Guemero, Oaxaca, Veracruz, Jalisco, Nayarit y Sinaloa tienen
aislamientos de dos o mas serotipos y sol6 en estos estados se reconoce el riesgo
de dengue hemorrgico. El tener una vigilanda servligica intensiva permitira
lograr conocer la distribucibn geogrdfica de serotipos e identificar la proporcion de
infecciones secundanas para poder definr Jas reas de mayur riesgo. (22)
PREVENCION.

La prevencitn de brotes en estas areas endémicas esta basado en el control a
largo plaza por medidas antmosquito. Actualmemte se  llevan a cabo
mvestigaciones para el desarrollo de una vacuna tetravalente en contra de Jos 4
serotipos de dengue, la nmunizacion contra el virus del dengue sin una completa
proteccin contra los 4 serotipos podria sensibilizar a los individuos a padecer
FHD\DSS. La seleccién de mutantes virales por pases sucesivas en cultivo de
células permite la selecci6n de vacunas atenuadas (29).

Uno de los problemas para la generacién de vacunas contra el v.irus del
dengue es la generaci6n de anticuerpos contra el virus que puedien fadlitar la
replicacion del mismo, a pesar de que varios grupos de investigacion estan
trabajando en la generacién de vacunas atenuadas contra los 4 serotipos de este
virus, los candidalos a vacuna que han sido ensayados hasta la fecha en humanos se
asocian en mayor © menor grado con sintomas clinicos adversos y/o una
incompleta respuesra inmune protectora.Actualmente se estd analizando la
posibihdad de utilizar como vacunas a las protefnas no estructurales. Asf por
ejemplo se tiene que la transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales contra la

proteina no estructural NS-1 del virus de DEN-2 o 1a inmunizaci6n activa con esta

proteina en ratones Yy monos ha resultado en una resistencia al reto con el virus

completo (2, 62)
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A pesar de los esfuerzos que se estan haciendo en la generaci6n de vacunas
atenuadas de dengue, es claro que a la fecha no existen vacunas inocuas,
suficientemente efectivas v capaces de inducir proteccién, se buscan altemativas que
permitan resolver el problema como es los estudios de clonacion del genoma del

virus. (¥)
2.5.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

La mayor circulacion del virus del dengue Fig 6 comesponde alserotipo DEN-
1; el DEN-2 ha estado imitado a algunas localidades de 5 estados de la repGblica y el
seroﬁpo DEN-4, de circulacion mas anmplia que el serotipo DEN-2 se report6 hasta
1990 ya en varios estados de la repablica mexicana principalmente en los estados del
centro y sur del pafs.

2.5.3. MEDIDAS DE CONTROL.

Para el contrul de broles se fienen que Tlevar a cabo principalmente dos
actividades en forma simultanea: a) control del mosquito y b) tratamiento de
pacientes en hosputales ().

Las medidas de control no se imitan al vector y tratamiento de pacientes un
programa bésico de control incluye Ia vigilancia de FHD mediante fas siguientes
actividades(®) :

L- VIGILANCIA DE LA FIEBRE

Con el fin de determinar la presencia de una epidemia de una enfermedad
febril, el “programa de vigilancia de fiebre” deberd mantenerse como un programa
que debe incluir: A) la vigilancia de casos de fiebre, o B) un estudio etioldgico de
fiebre de origen desconocido. (@)
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IL- VIGILANCIA DEL VECTOR

A lo largo del pais deberad establecerse la presencia, la densidad, y la
prevalencia estacional del vector Adevbs gegupt/ y su susceptibilidad a los
insecticidas(4)

IL- VIGILANCIA VIROLOGICA.

El monitoreo de la infecaidn del virus de dengue y Ja ocumrencia de los
serotipos en 4reas endémicas debera ser instituido tan pronto como sea posible. Ala
fecha de micio la wiroldgica consistira en obtener reportes de aislamiento de virus de

pacientes y de mosquitos en el laboratorio de arbovirus.(®)

V- VIGILANCIA SEROLOGICA.

La wigilancia serol6gica puede ser usada para detectar infecciones
asintométicas asi como la presencia de diferentes serotipos de dengue, son
comunidades en riesgo de brotes de FHD si otros serotipos de dengue fueran
mtroducidos.( @)



2. 6. TRATAMIENTO

En la pimoinfeccitn no existe la necesidad de un tratamiento especifico, la
enfermedad es autohmitada. En los adultos la convalescencia es prolongada, hay
estado depresivo o postraadén que no ameritan mas que reposo y  manejo
smtomatico. La aspinna esta contramndicada por Ja posibitidad de agravar la
tendencia a fas manifestaciones hemorréagicas. (12)

E! findamento terapéutico principal en Jos casos de FHD/DSS, es la rapida
reposicidn de liquidos intravasculares mediante la aplicaci6n intravenosa. Los

siguientes puntos hacen posible estimar que suplementos se requeriran. (72)

En las peores situaciones documentadas (Cuba 1981) la prevalencia de
pacientes gravemente enfermos que requerfan de hospitalizacién, fue de 1 caso por
100 personas, 10s casos hospitalizados usualmente requieren terapia intravenosa con
solucitn saline, atrededor del 20 % de todos 10s casos hospitalizados requeriran
expansores de volimen intravascular como son el Qentrén 40, albamina, o
plasma. Alrededor del 10 % de todos 10s casos hospitalizados requeriran sangre, y
delencion de la coagulopatia de consumo mediante la administracién de heparina
y mejoramiento de la hematosis (0nigeno). ()

Basandose cn estos datos los requerimicntos para poblaciones de 10,000
habitantes (100 casos de FHD) sc necesitan de 200 a 300 litros de solucién salina, para
20 casos dc FHD con hipovolemia se necesitan 20 litros de expansores del volmen.
Para 10 casos de FHD con hemorrégia serdn necesarios por lo menos 10 unidades de
sangre. La oportunidad de un tratamlento exitoso del dengue hemorrégico, es el de
alertar tempranemente su emergencla. La exploracion fisica, el curso clinico bifasico
y la hemoconcentracién son Gtiles para establecer un diagnéstico precoz e iniciar un
tratamicnto correctivo del estado de choquey dela coagulopatfa. @2



3. OBJETIVOS



OBJETIVOS:

1.- Realizar las técnicas de MAC-ELISA e Inhibicién de la
Hemaglutinadén en un laboratorio de arbovirus en México para el
diagnosticode infecciones causadas por denguevirus.

2.- Comparar las técnicas de MAC-ELISA y de Inhibicién de la
Hemaglutinacién para establecer las ventajas de MAC-ELISA sobre LH.
en el diagnéstico de infecciones por dengue.

3- Determinar laimportancia de la deteccién de anticuerpos IgM en
infecclones causadas por denguevirus.

4.- Detectar cuales fueron los grupos de edad. y Estados de la Repfiblica
Mexicana que fueran afectados en 1990, determinando los meses en que se
presentan las infecciones par denguevirus en base a la determinadian de
los niveles de anticuerpas lgM y anticuerpaos 1.H.



4 MATERIAL
Y
METODOS



MATERIAL.

a) Material Biolégico

1.- Sueros de pacientes con diagnéstico probable de dengue enviados por los
Centros Regionales de Salad Pablica de Ja Reptblica Mexicana al laboratorio
de virologfa del LN.D.RE. (229 sueros pareados)

2- Antigenos de dengue utilizados en la prueba de inhibicitn de la
hemaglutinacién: DEN-1, DEN-2, DEN-4 y Encefalitis Equina de Venezuela
elaborados en el laboratorio de virologfa del LN.D.RE.

3- Antigenos de dengue utilizados enla técnica de MAC-ELISA: DEN-1,
DEN-2, DEN-3y DEN-4, preparados en los laboratorios del C.D.C. de San juan,
Puerto Rico.

4- Glébulos rojos de ganso macho, los gansos son mantenidos en el bioterio
del INDRE

5- Anticuerpo Anti-IgM humano (4} catalogo No. 01-10-03 Lab. Kirkgoard
D.Perry Laboratories Inc.

6- Anticuerpo monoclonal anti-flavivirus 6B6C-1 conjugado con enzima
peroxidasa.

7- Albumina Bovina Fraccion V

8- Suero Normal Humano al 15%.
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b) MATERIAL DE LABORATORIO.

1.- Pipetas estériles de 1,2, 5,y 10 ml

2.- Vasos de precipitado de 50, 150, 250, 500 y 1000 ml

3- Matraces volumétricas de 100, 250, 500, 1000 y 2000 mi
4- Matraces erlenmeyer de 125 y 250 m}

5- Equipo de Microlilulacion:

- Microplacas de poliestireno de 96 pozos fondo “U” Immulon 11
- Fipetas callbradas de 50 y 100 u!

- Microdilutores de 25,50 y 100 i

6-Tubos de ensaye 13 x 100

7.- Tubos graduados para centrifuga

8- Viales de poliestireno de 2y 5 ml

9.- Bulbo de goma y perilla de seguridad

10.- Pipetas calibradas de 1,510,100 y 500 pl

11.- Caja htmeda

12- Lavador de placas manual

c) APARATOS
1~ Balanza analitca (Mettler H 8) y Granataria (OHAUS Harvard trip)
2- Centiffuga refrigerada (DAMON IEC, CO. DPR 6000)
3 Potenciémetro (Beckman Zeromatic 55-3 Mod. 96)
4- Refrigerador a 4°C. ( Lab. Line Instruments, Inc. Frigid Cab)
5- Congeladores a -20 y -70 °C (RHEEM-REVCO- Ultra Low Mod. ULT 1185
B-L-K) .
6- Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Ind. MOd. G -560)
7- Agitador horizontal para microplacas, ( Minishaker - Dinatechh Products
Cat. 002-963-0900) .
8- Agitador mecanico para tubos. (Dinatech Products)
9- Autoclave, (AMSCO SA)
10- Lectarde Flacas de ELISA con impresora (BEHRING EL311)
11.- Impresora delector de ELISA (STAR DGT MATRIX PRINTER SG-10)
12- Estufaa37°C .
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d) REACTIVOSY SOLUCIONES
(Ver preparacién Apéndice)

1.- Dextrosa- Gelatina-Veronal (DGV)

2.- Solucion de Alsever’s

3- Cloruro de sodio 085 % y 15 M

4.- Fosfato de sodio dibasico20 M

5.- Fosfato de sodiomonobésico 20 M

6.- Acido Borio 05 M

7.~ Solucién de borato pH=9

8. Borato salino - AlbGmina bovina 04 % (BABS)

9.- Suspension de Kaolin al 25% (Lavado &cido)

10.- Solucién Amortiguadora de Carbonato pH=9.6

11.- Amortiguador de Fosfato ( PBS- ELISA)

12- Leche al 05y 1 % en PBS-ELISA

13.- Sustrato: Solucion A (22-azino-di-(3-etil-benzotiazolina sulfonato)
Solucion B (11,G)
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METODOLOGIA

PRUEBA DE_ELISA- -

FUNDAMENTO: La prucba se fundamenta en la utilizacién de un anticuerpo  anti-
1gM humano purificado, que se fija a los pozos de una placa de poliestireno.
Posterlormente se agregan los sueros problemas, se incuban y se elimina el exceso de
reactivos por lavados, las reacclones Ag (IgM humanas del suero) -Ac (Anti-IgM)
que hayan ocurrido no son eliminadas por el lavado y quedan fijas en el pozo.
Cuando se anade antigenos de Dengue, ocurrird una segunda reaccién Ag-Ac entre
tas 1gM especifica anti-dengue formando otro complejo , el antigeno que queda en
exceso es eliminado por lavados, cuando se afiade un reactivo capaz de unirse al
antigeno reaccionante ( Anticuerpo antli-flavivirus) que previamente ha sido
conjugado con una enzima (peroxidasa), este se fija al complejo IgM-Ag, La reaccion
se revela finalmente con un sustrato de la enzima, que al ser transformado forma
un producto colorido, este color puede evaluarse a simple vista o ser cuantificado
por medio de un espectrofotémetro ( FIG. No.7)

TECNICA DE MAC-ELISA

1.- Senstbilizacién de Microplacas
a) Diluir anti-IgM humano 1:200 con buffer de carbonatos (pH 9.6)
b) Colocar en los 60 pozos centrales 100 |/ pozo (100 pl= 0.1 mb)
¢) Guardar las microplacas en caja himeda a 4°C durante toda la noche.

2.- Prevencién de Reaccién no especifica.
a) Lavar microplacas 5 veces con PBS-ELISA.
b) Colocar solucion de bloqueo (Leche al 0.5% en PBS 300 pi/pozo.)
¢) Incubar a temperatura de sala por 15-30 min.
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3.- Reaccidn con muestra de suero.
a) Lavar 5 veces con PBS.
b) Diluir las muestras 1:20 o 1:40 con leche al 0.5% en PBS-ELISA
¢) Colocar las muestras (Incluso controles positivo y negativo)
50/ pazo.
d) Incubar las microplacas a 37°C por 2 horas, en caja himeda,

4.- Reaccién con antigeno.
a) Lavar 5 veces las placas con PBS.
b) Diluir los antigenos (16 UHA/ 50 pl) con suero normal humano se puede
preparar una mezcla de 4 antigenos (DEN 1234)
¢) Colocar 50 pl de antigeno/pozo.
d) Incubar a temperatura de 37°C por 2 horas en caja himeda,

5.- Reaccidn con Conjugado.
a) Lavarlas placas 5 veces con PBS.
b) Diluir el conjugado 1: 5000 (Anticuerpo humano antiflavivirus conjugado
con enzima peroxidasa) usando Suero Normal Humano (SNH) al 15 % como
diluente
c)colocar25 pl/ pozo
d) Incubar por 1 hora a 37°C usar caja hameda

6.- Reacci6n con Sustrato,

a) Lavar 5veces con PBS

b) Mezclar igual cantidad de solucidn A y solucién B, colocar 100 w/pozo

¢) Incubar 30 min a 37°C

d) Incubar 2 horas mas a temperatura de sala

7- Leer enlector de ELISA a 410nm o en forma visual escoger pozos
positivos aquelios que presenten color Azul-Verdoso,
Valores de Densidad Optica (D.O) s 0050 se consideran negativos
Valores de Densidad Optica (D.0) > 0.050 se consideran positivos
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Deben Montarse los siguientes contralos:

a) Suero control Pusitivo: Suero positivo alto
Suero positivo medio
Suero positivo bajo

b) Suero control Negativo *

¢) Control de pozo solocon Antigeno + sustrato*

d) Caontrol de pozo solo con Antl-IgM  + sustrato ®

e) Control de pozo para cada sucno problema 1 sustrata®
f) Control de pozo solo con sustrato

* Enestos contrales no debera haber desanrollo de color
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1- AntligM adsorbida & 1a placa

2.- Bloqueo deslitios inespetificos con solucdén de leche al

[~ 3.~ Adiclén del suero problema
\VRERS SR AN St

4.- Adicldn del antigeno de referencia

™ 5. Adiciéndel enticuerpos enti-favivirus humeno
jugsdo con e enzime peroxid

4

6.~ Adicién del sustrato de ls enzima,




PRUEB,

FUNDAMENTO: La hemaguitinacion viral es el agrupamiento de globulos rojos
con virus debido a algunas propiedades especificas del viruis como son
hemaglutinacién, neurotropismo, unién a receptores. Los glébulos rojos tienen
algunos sitios receptores los cuales tienen afinidad por el antigeno viral, el antigeno
viral hemaglutinante o hemaglutinina actua como un puente entre los sitios
receptores de los eritrocitos, ocasionando de este la hemagiutinacion( 19

La hemaglutinacion es tnhibida por anticuerpos especificos. La prueba de
Inhibicidn de la hemaglutinacion es usada para identificar, demostrar inmunidad y
para estudiar reacciones antigénicas entre virus, (19)

A) Preparacién de glébulos rojos de gansa.

1.- Sangrar asépticamente al ganso de la vena del ala usando una

Jeringa con aguja del ntmero 20, conteniendo 1.5 ml de solucion de
Alsever’s por cada 85 ml de sangre.

2.- Filtrar en gasa estéril para eliminar la presencia de coagulos.

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

4 Se coloca en un tubo de centrifuga y se centrifuga a 1500 rpm

durante 15 minutos.

5.- Se prepara una suspenstdn de glbbulos rojos al 8%

6.- A partir de esta suspension, se prepara otra de glébulos rojos 1: 24
usando como diluyente los PRS's de pH's diferentes (6.0, 62, 64, 6.6, 68, 7.0).
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B} Tratamiento de sueros:

Extraccitn con kaolin y adsorcién con globulos rojos de ganso,
1.- Se etiquetan tubos de ensayo (13 x 100) y se adicionan:

Suero a probar—....—..— 02 ml
Borato salino pH=9......... 08 mi

Kaolin al 25% e 1.0 ml
Se mezclan y se agitan durante 30 minutos en un agitador mecanico
horizontal.

2- Centrifugar a 2500 rpm durante 30 minutos

3 Decantar el sobrenadante y adicionar una gota (0.1 ml aproximadamente)
del paquete celular de gi6bulos rojos de ganso, mezclar.

4~ Se colocan los tubos 20 minutos a 4°C, con agitacién ocasional.

5.- Centrifugar a 1500 rpm dlurante 10 minutos en una centrifuga refrigerada
aq'C

6.- Decantar el sobrenadante. El sobrenadante es una dilucién 1:10 del suero
original,

C) Titulacién del antigeno: (H.A.)

1.- Se prepara una diluci6én del antigeno 1:10 en BABS, pH=9 (Mantener en
bano de hielo).
2- Realizar diluciones dobles del antigeno en placas de microtitulacién
probando diferentes pH's. Ver Fig 8
Adicionar 0.1 ml (100 pl) de fa dilucién del antigeno 1:10 al primer
pozo; del segundo pozo en adelante agregar 005 mil (50 i) de BABS,
Utilizando microdilutores de 50 ul hacer las diluciones, pasando detl primer
pozo al segundo y a través de todos los pozos restantes. Descartar los 50 pl del
Gltimo pozo.
3. Agitar la placa.
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4. Preparar los globulos rojos de ganso en los diferentes pH's (suspension
1:24) y adicionar 50 pl a cada pozo.
5.- Se agita la placa y se incuba a temperatura ambiente (22-27°C) sin mover,
durante 30 minutos.
6.- Determinar ol Htulo de hemaglutinacion y el pH optimo. Fara la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion se prepara la dilucion del antigeno que
contenga de 4 a 8 unidades hemaglutinantes (UHA)/0.025 ml.

1 UHA = La més alta dilucion del antigeno que muestra una
hemaglutinacion completa,
7- Interpretacion: PATRONES DE HEMAGLUTINACION

1- Marcarlas placas con el nimero de suero y el antigeno a probar. Ver Fig 9.
2- Colocar 0.05 ml (50 ) del suero tratado en el pﬂmer y tiltimo pozo, del
segundo pozo al taltimo agregar 0.025 ml (25 pl ) de BABS. Realizar las
diluciones utilizando microdilutores de 25 pl.
3.- Adicionar a cada pozo 25 pl de antigeno (diluido lo necesario para contener
de 4 a 8 UHA/25 ), agjtar la placa en un agitador mecanico horizontal para
microplacas.
4- Cubrir la placa e incubar a 4°C toda la noche.
5. Al dia siguiente, se colocan las placas a temperatura amblente y se prepara
la suspension de glébulos rojos de ganso 1:24 en el pH Optimo; se agrega 0.05
m1 (501} de esta suspension a cada pozo. El pH éptimo es aquel en el cual se
presenta la m&xdma hemaglutinacién.
6- Se agitala placa y se incuba a temperatura ambiente de 30 a 45 min.
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7- Leer el titulo de Inhibicton de la hemaglutinacion.

El titulo se tlene en la mas alta dilucion de suero que no presenta
hemaglutinacion (inhibicién completa de la hemaglutinacion),

8- Patronas de Homaglutinacién:

Deben montarse los siguientes controles:

a) Retrotitulacién del antigeno

b) Suero homologo positivo para cada antigeno (control positivo).
¢) Control de giébulos rojos de ganso para cada suero.

d} Control de glébulos rojos de ganso, sin suero y sin antigeno.

9- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LH.

I- Muestra Negattva: No hay anticuerpos detectables.
II-  Muestra Positiva:

a) Respuesta Primaria (Infeccion reclente): . Camblo en cuatro veces 6
maés en el titulo de anticuerpos en el suero de fase convalesciente
con respecto alsuero de fase aguda, con respuesta monotipica a un
solo serotipo de dengue.



b) Respuesta Secundaria (Infeccidn reciente): Cambio en cuatro veces
6mas en el titulo de muestras pareadas a dos ¢ mas serotipos de
dengue, titulos mayores o iguales a 1: 640

) Respuesta Secundaria ( Infeccion pasada): Titulos estables en en
sueras pareados, de 1: 20 a 1:320 sin incremento de 4 veces para
uno o varios antigenos de dengue considera negativo.

d) No concluyentes: cambios enlos titulosde 1:10a 1: 20 parauno 6

més antigenos de dengue , se requiere de otra muestra posterior a la
tormadla en fase convalesclente




5. RESULTADOS



Se recibleron en el laboraturio de virolugla diagnéstica del EN.D.RE.
aproximadamente 2800 muestras para diagndstico de dengue, durante el perfodode
enero a diclembre de 1990, de estas muestras se tomaron aquellas que presentaban
buen estado ( No hemolisados, no contaminados, suficiente volumen), ademas dc
que estuvieran acompanadas de su historia clinfca respectiva, detallando en ella los
principales datos de las muestras ( Procedencia, sintomas y signos clinicos
compatibles con dengue o flebre hemorragica de dengue, edad, fecha de Inicio de la
enfermedad y fecha de {oma de Ja muestra). e estas muestras se seleccionaron
solo 229 sueros pareados (sueros en fase aguda y sueros en fase convalesciente
tomados con 15 a 20 dias después del Inicio de la sintomatologla, aunque se
presentaron casos en los que hubo sueros hasta con 40 dias de evolucién, dando un
total de 458 sueros), para ser procesadas por las técnicas de MAC- ELISA y de
inhibicion de la hemaglutinacion esto en base a las posibilidades de material, equipo
y react{vos del laboratorio.

La tabla No. 1 muestra los resultados obtenidos por MAC-ELISA y su
positividad encontrada en base a los dlas de evolucitn clinica del paciente, l.-; figura
No10representa 1a positividad enconirada en 286 suems colectadns con 2 a 42 dias
de evoluclén clinfca detectados por la técnica de MAC-ELISA para diagnéstico de
dengu‘e, ademds de mostrar la variadén de esta positividad en base al tiempo de
evolucién de la enfermedad.

La tabla No. 2 muestra los resultados obtenidos por las téenicas de MAC-
ELISA e L.H. en 229 casos y la frecuencia en los titulos de an(lcuerpm; IgM detecladas

por ELISA en comparacitn con los titulas de anticuerpos LH.
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1a tabla No. 3 muestra Jos resultados obtenidos por las técnicas de
MAGELISA e L H. y 1a distribucion de seropositividad y seronegatividad de acuerdo a
grupos deedad.

La tabla No. 4 reune los resultados obtenidos por 1a técnicas de MAC-ELISAy
de Inhibicion de la Hemaglutinacién (LH) y las frecuencias de seropositividad y
seronegatividad, ademas de la distribucion de estos resultados en 13 estados de la
Reptblica Mexicana que remitieron muestras para diagnéstico de dengue en 1990 al
faboratorio de virologla del INDRE.

La Tabla No. § reporta los resultados que se obtuvieron por 1as técnicas de
MAC-ELISA e LH y 1a frecuencia de seropositividad y seronegatividad de acuerdo al
mes de inicio, 1a figura No.11 nos muestra la positividad encontrada por ambas
técnicas y las frecuencias que se obtuvieron segGn el mes de presentacién de la
enfermedad.

La tabla No. 6 muestra las principales ventajas observadas de MAC-
ELISA sabrela prueba de LH.
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TABLA No. 1|
POSITIVIDAD ENCONTHADA [N 286 SULROS COLLCIADOS CON 2 a 42 DIAS
DE EVOLUCION CLIRICA ESTUDIADOS POR MAC-ELISA. MEXICO 1990

DIAS NO.CASOS * NoCASOS  %POSITIVIDAD
DEVOLUCION POSITIVOS
2 20 [} 20
6 S7 Fi| 36
] 2 2 90.6
10 51 46 90.1
14 2 b3l 80.7
18 30 27 %
22 pa| 19 90.4
26 16 u 875
30 12 10 83.3
2 6 5 833
k! | 5 4 80
36 0 0 0
38 6 3 S0
40 0 0 0
42 4 1 5
286 204

* Sueros de fase aguda y fase convalesciente
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TABLA No 2
COMPARACION ENTRE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS IgM Y ANTICUERPOS 1. H,
EN 229 CASOS ESTUDIADOS EN 1990

No. CASOS TITULO DE Ac |LH. TITULODE Ac IH, TITULO DE
ts MUECSTRA 2a, MUESTRA Ac. IgH (D.0) -

3 <0 . <10 0.00%

2 <10 <10 0.005

4 <10 <10 0.009

S <10 <10 0.012

2 <0 <10 0.018

VALORES S <10 <10 0.02
BAKS 4 <10 <10 0.023
2 <10 1] 0.027

2 <10 <10 0.031

2 <10 <10 0.033

1 40 . 320 0.038

! 80 640 . 0.041

4 <10 <10 0.046

2 <10 <10 0050

S <10 <10 0.057

3 <10 <10 0.063

1 <10 <10 0.069

4 <10 <10 0.073

3 <10 <10 0.081

4 10 Q0 0.085

3 <10 <10 0.088

S <10 <10 0093

2 <10 <10 0.098

3 <10 X <10 0.101

1 <10 <30 0.104

] <10 10 0.118

2 <10 10 0.125

4 <10 10 0.139

3 10 40 0a7

2 <10 10 0.201

3 <10 10 0.23%

VALORES 1 10 00 0.257
MEDIOS 3 <10 10 0281
i 0 40 0.290

S 10 160 0.301

4. <10 10 0319

2 40 160 0322

5 10 60 : 0.341



TABLA No 2 Continuacttn
COMPARACION ENTRE LOS NIYELES DE ANTICUERPOS IgH Y ANTICULRPOS J.H.

EN 229 CAS0S ESTUDIADOS EN 1990

2 10 160 0.380

VALORES \ 10 10 0.395
MEDVOS a 40 160 0.401
Cantismmnciin 2 10 80 0.489
6 40 160 0.493

3 10 320 0.501

2 10 40 0.506

3 10 160 0511

2 “0 640 0541

2 10 640 0549

1 160 640 0631

3 80 2640 0675

3 160 640 0.693

1 10 320 0.750

2 10. 160 0.812

) 10 640 0.849

VALORES 2 4 1640 0971
ALTOS 3 10 640 0.987
1 10 320 0.995

' 40 2640 1,086

2 10 640 1121

1 0 640 1124

2 80 ’640 1,208

1 10 320 1217

3 10 1640 1340

2 10 640° 1525

2 40 »640 1614

1 10 80 1691

3 3] 640 1.895

2 10 040 1099

2 40 640 1.90%

' «10 160 1.941

3 10 2640 2.003

1 10 640 2019

* 5E TRABAJOCON LA 28 MUESTRA EN MAC-ELISA DEBIDO A GUE EL PORCENTAGE DE POSITIVIDAD

AUMENTA EN ESTAS 1TUESTRAS POR LA TECNICA DE 1MAC-ELISA



TABLA No. 2 Conlinuacion
Muertroz que mentuvieron el mismo tituloen is 1ey 2a muestrapor | H.

y @@ fueron neaativas por MAC-ELISA

No. CASOS  TITULO DE Ac 1.H. TITULODE Ac LH, TITULO DE
1s MUESTRA 28, NUESTRA Ac. igh (p.0.) »
3 10 10 0.001
H 0 10 0.018
1 40 © 0.009
2 10 10 0.009
1 160 160 0.009
2 10 10 0.021
| 60 80 0.021
H . 40 40 0.021
2 10 10 0.041
2 20 20 0.041
' 0 0 0.041
I 80 60 0.001
1 40 40 0.002
| &0 80 0.027
3 a0 40 0.027
| 10 0 - 0.030
2 4 40 0038
1 40 40 0.018
4 80 60 0.018
t 160 160 0016
1 40 0 0.031
\ 10 10 0.046
2 10 10 0.023
' 40 40 0023

JOTAL 229

* St TRABAJOCOH LA Za MUESTRA ER MAC-ELISA DEEIDO A QUE EL PORCENTAGE DE POSITIVIDAD
AUMENTA EN ESTAS MUESTRAS FOR LA TECNICA DE MAC-ELISA



TABLA NO. 3
CAS0S CONFIRMADOS DE DENGUE POR LAS TECNICAS DE
HMAC-ELISA Y/0 DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION
EN 156" CASOS, POR GRUPO DE EDAD. MEXICO 1990

GRUPOS DE _ Nu,CASOS TH ¥ MAC-ELISAV
EDAD(ahos) ESTUDIADOS NEGATIVOSs . POSITIVOS _ NEGATIVOSb _ POSITIVOS
1-10 21 10 11 6 15
11-20 33 157 18 12 21
21-30 30 17 (12) 13 13 17
3140 28 8 - 20 5 23
41-50 29 19 10 17 12
51-60 7 1 6 2 © 5
61-76 8 5@ 3 5 3
TOTALES -. 156 75 _(28) 81 60 © 96

a Titulos negatives <10 en 8y 28 muestra
) Sueros que mantuvieron en su 28 musstra el mismo titulo de Ta 1a, infeccién pesaday que fueron
detectados como negativos por Mac-EL1ISA,
b 1gM-ELISA negativos aquellas muestras que mostraron con una D.0. < 0.050
' Setrsbejaron muestras pareadas
¥  Setrebajaron muestras tnices.
* 156 de 229 cesos totales presenteron el dato de edad en su historia clinica, todas son muestras|
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tabla No. 4,
RESULTADOS OBTENIDOS POR LAS TECNICAS DE MAC - ELISA E
INHIBICIOR DE LA HEMAGLUYINACION €N 229% CASOS PARA DIAGNOSTICO
DL DENGUE EN 13 ESTADOS Dt LA REPUBLICA MEXICANA. MEXICO 1990

ESTADOS No.CASOS TH{ MAC-ELISAY
ESTUDIADOS NEGATIVOS o POSITIVOS _ NEGATIVOSb__POSHIVOS
COLIMA 2 0 2 0
NAYARIT 4 1 3 0 4
JALISCO 21 15(5) 6 6 15
MICHOACAN 6 4 2 2 4
VERACRUZ 28 10 18 8 20
TABASCO 5 2 3 3 2
QROO 1 0 1 0 1
SONORA 7 1 6 1 6
NUEVOLEON 33 1@ 22 6 27
TAMAULIPAS 50 27 9) 23 19 31
SLP 14 3 1 2 12
FUEBLA 50 40 (21) 10 2 18
EDOMEXICO 8 0 8 1 7
TOTALES 229 114 (A1) 115 80 149

a Titulos negativos <10en fay 2a muestra
( ) Sueros que mantuvieron en su 2a muestra el mismo titulo de 1a 1a, infeccidn pasads y que fueron
deteclados como negativos por Mac-ELISA.
b 1gM-ELISA negativos squellas muesires que mosireron con uns D.0. 5 0.050
' Setrabajaron muesiras pareadas
¥ -Se trabajoron muestr ss Unfcss .
* 229 SUEROS PAREADOS ( 12y 28 Muestras)



1a8LA No-5
NHUMERO DE CASOS POSITIVOS ENCONTRADOS POR LAS TECNICAS DE
--HAC- ELISA Y DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION EN 164"
CASOS DE ACUERDO AL HES DE INICIO, MLXICO 1990

MES No.CASOS ‘ LHY "7 MACTELISAY
ESTUDIADOS NEGATIVOS o POSITIVOS NEGATIVOS b FOSITIVOS

ENERO 32 23 (16) 9 20 12
FEBRERO 17 11 @3) 6 11 6
MARZO 3 1 2 0 3
ABRIL 3 (1) 0 3 0
MAYO 3 3 0 0 3
JUNIO 0 ] 0 0 0
Jullo 10 6(2) 4 1 9
AGOSTO 12 6 6 4 8
SEPTIEMBRE 35 154) 20 8 27
OCTUBRE 28 16 (5) 12 7 21 -
NOVIEMBRE 21 7 (3) 14 2 19
DICIEMBRE 0 0 0 0 0
TOTALES 164 91 (34 73 56 108

a Titulosmegativos <10enla y 2a muestia
() Suasos quamantuvieson e su.2s muestza elmismo tifulo de Ia 1u, infeccién pasaday que fuaton
detectados comonegativos por Mac-ELISA,
b IgM-ELISAnega tivos aquellasmusstzas que mostrazen conwria D.0. 0,050
+ Setrabajaron muestias pareadas
¥ Setiabajsxmmuestrasinicas, .
* 164 de 229 casos totales presentarzon o} dato demes deinicio en suhistoria clinica todas sonmuestias pareada:



TABLA No. 6
COMPARACION DE LAS TECNICAS DE MAC-ELISA e
INHIBICION DE LAHEMAGLUTINACION

MACELIS

Tiempao de duracién y abtencitn de
resulladas 6a 7 hrs

Se requiere de 1 muestra

No requiere de tratamiento previo del suero
se utiliza sugro completo

Se pueden trabajarhasta 60 muestras por
Pplacay hasta 500 muestras por semana

No requiere de el manteniento de animales
de granja

Bl suero se maneja con una sola dilucién

Tiempo para oblener resuttados 2 dias

Se requiere de 2 muestras:
Muestrafase aguda
Muestra fase convalesciente

Requiere de una extraccién previa con kaofin
y absorcién con gl6bulos rojos de ganso para
extraer inhibidores inespecficos de aglutinacién

se trabajan solo 10 muestras por placa
maximo hasta 200 por semana

reqquiere el mantenimiento de animales de
granja ( gansos)

se requiere de mayor nGmero de diluciones
mayor gastode reactivos.
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6 DISCUSION



Con la finalidad de encontrar una altemativa al diagnostico serologico de
infecciones causadas por el virus del dengue en México, el presente trabajo fué un
estudio comparativo entre las técnicas de ELISA en su modalidad de captura de IgM
(MAC-ELISA), y la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion (LH) la cual es la
técnica de rutina para diagntstlco serolégico de dengue, y que se viene realizando en
el laboratario de Virologfa Diagnostica det LN.D.RE, que es el centro de referencia
en el pafs para la investigacion epidemiolégica y diagnostico de dengue en México.

En la primera fase del estudio se selecciond una poblacion de 229 sueros
pareados (456 sueros en total), provenientes de los centros de salid de diferentes
estados de la Republica Mexicana, gue en el ano de 1990 remitieron estas muestras
al IN.D.RE. para su diagnostico y confirmacién de dengue.

La técnica de MAC-ELISA nos di6 1a ventaja de que con una sola muestra se
pudo confirmar el diagndstico, sfendo esto una gran ventaja sobre LH. con esto los
laboratorios de referencia tendrian una gran ayuda, ya que se tiene la experiencia en
el LNDRE. de que en muchos casos una segunda muestra no es enviada al
laboratorio, o que es tomada con mas de 2 semanas después del inicdo de la
enfenmedad, cuando el nivel de anticuerpos LH. probablemente ha decrecido
dandonos resultados falsos negativos. Se hizo necesario determinar cual es el
momento adecuado para la toma de 1a muestra para su uso por MAC-ELISA, la tabla
No. 1" nos muestra que de 286 sueros {considerando dentro de estos sueros de fase
aguda y sueros de fase convalesciente), se determiné que la positividad de estos
sueros se eleva hasta un 90 % a partir del 8° dfa de evolucion manteniendose con
poca variacion hasta el dia 26 en que los niveles emplezan a declinar en la Fig Na
10 se muestra de manera gréfica el comportamiento de estos resultados y cualfué la
positividad por MAC-ELISA en base a los dfas de evolucién clinicade la



enfermedad, estudios realizados por Innis y col.(¥) indican que del 6° al 10°
diaenel 90 % de los casos aparecieron IgM detectables por ELISA, de tal modo se
determind qué a partir del 8° dia es el idéneo para la toma de la muestra. En el caso
de muestras tomadas con menos de 8 dias de evolucion clinica, estas pueden ser
utilizadas para tratar de lograr el aislamiento del virus por alguno de los métodos ya
mencionados en las generalidades, estas muestras no son de utilidad para un
diagnéstica seroligico porta Lecnica de MAC BLISA, debido a que comi I muestran
nuestros resultados el porcentaje de positividad es muy bajo en esos dias dandonos
posibles resultados negativos, al igual las muestras tomadas despues dcl dia 26 de
evolucién clinica no son fitiles para el diagnodstico de dengue por MAC-ELISA.

En la tabla No. 2 se muestran las frecuencias de titulos obtenidos por MAC-
ELISA (D.O) en comparacién con los titulos obtenidos por LH. en 229 casos
estudiados en 1990, los resultados son consistentes con la observacion de que los
anticuerpos IgM detectados por ELISA aparecen en paralelo con los antfcuerpos ILH.
ademis se observa que valores bajos, medios y altos  son similares en ambas
técnicas aunque no necesariamente esto quiera decir que por cjemplo un valor de
densidad &ptica de 0.500 correspanda o se asocie exactamente a un valor de 1:160 de

- LH. tal como se observa en nuestros resuitados. Observamos qué en titulos de LH.
en los que no hay varfacién en fa 1a y 2a muestra, aunque detectamos anticuerpos
presentes por la técnica de LH. la técnica de MAC-ELISA no detecto estos, dando
valores de Densidad éptica negativos ( < 0.050), podemos discutir esto a que los
anticuerpos detectados por LH. son de una infeccion primaria pasada, posiblemente
deisotipo IgG no detectable por MAC-ELISA.

Debido a que el nmero de sueros trabajados es limitante para cada caso
(Grupo de edad, mes de inicio, estado de la Reptblica) se opté por hablar de
frecuencia de positividad que para este estudio nos di6 una mejor perspectiva y mas
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real de lo que sucede con la enfermedad del dengue en México, no se manejo el
porcentaje de positividad ya que los resultados que se hubiesen obtenido en este
trabajo contrastarian con los resultados que emite la Direccién General de
Epldemiologia (D.G.E} hasta el afo de 1990, dando un panorama falso de lo que
sucede con esta enfermedad en nuestro pals. Sugerimos en este trabajo Ia
fmportancia de selecclonar, bajo criterlos epidemioldgicos establecidos, un niimero
de muestras adecuado y de este modo manejar los porcentajes de positividad y
negatividad que indicarfan el comportamiento y diseminacién de la enfermedad a
nivel nacional.

Al determinar la distribucién de nuestros resultados obtenidos por MAC-
ELISA e LH. de acuerdo a Grupo de edad, Mes de aparicién de la enfermedad y
Entidad federativa, detectamos que al comparar estos resultados se observiqueenct
caso de grupo de edad Tabla No. 3 MAC-ELISA detect6 un mayor nimero de casos
positivos 96/156 (61.5% mientras que LH. detecté 85/156 (59.9%) observamos
que los grupos mas afectados son el grupo de 11 a 20 anos y de 21 a 30 afos, lo que
indicé que en 1990 estos grupos de edad son los de mayor riesgo a infecciones por
dengue.

En el caso de los estados de la Repablica Méxicana, TablaNo. 4 los resultados
obtenidus pur MAC-ELISA indicarun que 149 de 229 casos resultaron positivos
(65.05%) mientras que por LH. solo detect6 115 de 229 casos positivos (50.2%),
stendo los estados de Jalisco, Nuevo Le6n, Veracruz, Tamaulipas y Puebla los mas
afectados en 1990, pero sin descartar que los 7 estados restantes puedan estar en
rlesgo de presentar mayor nimero de casos positivos y ademas se hace necesario que
eh es0s estados se tenga una mayor vigilancla de la enfennédad para evitar el riesgo
de brotes de las formas graves.
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La tabla No. 5 muestra que los meses de Enero, Septiembre, Octubre y
Noviembre son los meses en los que se detectd un mayor namero de casos positivos
siendo meses en los que debido a Ja epoca del afio, el clima se hace propicio para el
desarrollo del mosquite  Aedles denor y por lo cual  se debe tener mayor
vigilancia y control de esta enfermedad, por MAC-ELISA se determinaron 108 de 164
casos(65.85%) mientras que por LH. solo 73 de 164 (44.5%, 1a Fig. No.11 nos
representa graficamente estos resuitados mostrandonos el comportamiento de la
enfermedad durante el afio de 1990.

Basados en reportes y datos emitidos por la DGE. hasta enero de 199t,
nuestros resultacdios obtenidos por ambas técnicas indican el comportamiento real de
la enfermedad en cada caso.(80)

Los resultados obtenidos muestran una mayor seropositividad obtenida por
MAC:-FLISA , en comparacion con la obtenida por LH. esto naos indica que MAC-
ELISA resultd ser mas sensible que LH. ; existe la critica hecha con respecto a la
sensibilidad de MAC-ELISA en el sentido de que no es comparable con la
sensibilidad de 1.H. por el hecho de que MAC-ELISA determina solo 1gM mientras
que LH. tanto 1gM como IgG, pero basandonos en conclusiones y - estudios hechos
por Ditmar (18), que indican que MAC-ELISA resuité més sensible que LH. ya que
solo un tftulo de 1:10 resulté positive por LH. mientras que por ELISA di¢ valores
positivos hasta una dilucién de 1:200 con ese mismo suero. En nuestro estudio
hubo sueros que en la dilucién 1:10 resultaron ser negativos por LH. mientras que
por MAC-ELISA mostraron ser positivos a la dilucion 1: 40. El % de positividad de
MAC-ELISA e LH. no se pudo determinar ya qué no se contd con los datos que nos
dijeran el namero de verdaderos positivos, verdaderos negativos, faisos positivos, y
falsos negativos ya que para ello necesitamos que mediante un ailasmienro viral de
cada muestra, nos indicara los parametros antes mencionados, para determinar el %
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de Senslbilidad y Especificidad de ambas técnicas.  La razon de no contar con estos
datos es que en el laboratorio de virologia no se realiza la técnica de aislamiento
viral como rutina en los sueros enviados. Solo un nmero de pequefio de muestras
de nuestra poblacién de sueros (68 sueros ) se obtuvo alslamiento viral.

En nuestro trabajo se presentaron 2 casos en los que muestras positivas a LH.
fueron negativas e MAC-ELISA esto se debe a que estos sueros presentan infecciones
secundlarias (anticuerpos de tsotipo IgG) que no son detectadlos por MAC-ELISA. De
igual manera hubos casos en los que muestras positivas a MAC-ELISA fueron
negatlvas a LH. aunque con valores de densidad 6ptica no mayores de 0.100 MAC-
ELISA detectd anticuerpos IgM presentes en esos sueros, estos resultados nos indican
una mayor sensibilidad de MAC-ELISA sobre LH.

Se realizaron ambas técnicas, en base a la metodologia planteada para cada
una de ellas, se conté con la infraestructura necesaria en el laboratorio de arbovirus
del LN.D.RE. para la realizacion de la técnica de MAC-ELISA, posteriormente se
determinaron las ventajas de MAC-ELISA sobre LH. tabla No.6, laimportancia de
MAC-ELISA no radicé no solo en la parte técnica de la misma, se determiné que la
deteccién de anticuerpos IgM a partir de una muestra sérica nos praveé dela
siguiente informacién, al ser producidos primeramente los anticuerpos IgM aunque
de poca duracion dan una evidencia serolégica temprana de una infeccion en
curso, adicionalmente de que los anticuerpos IgM muestran poca reactividad
cruzada con otros serotipos (1425) ; la confirmaclon reciente es necesaria no salo para
fines epidemiolégicos sino para casos de emergencia, vigilancia , control y
prevencion de posibles infecciones secundarias que desencadenen manifestaciones
hemorragicas {Formas graves del dengue).
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La definicién del panorama serologico de dengue en nuesti pais es muy
pobre la vigilancia serolGgica tiene diversas limitantes, la infraestructura de
laboratorios para el diagnostico de dengue se limita al Nacional Referencia en el
LN.DRE. el sistema de toma y envio seguiran siendo insuperables mientras exista
la centralizacion del dlagnéstico en la Ciudad de México donde el problema de
dengue no existe. Nuestro trabajo nos da la pauta ha pensar que la técnica de MAC-
ELISA es una opcion a decentralizar el diagndstico y una de varias soluciones a los
problemas antes planteados.

Una parte fundamental de este estudio radica tambien en que es importante
el comparar los respectivos avances, limitaciones y peligros con los métodus
convencionales para una mejor interpretacién de los resultados. Por otro lado
muchos centros de investigacion, como el laboratorlo de Virologfa DiagnGstica del
LN.D.RE. los cuales trabajan en la obtencién de los reactivos utilizados en la técnica
de ELISA hacen pensar que en el futuro la técnica sera mas barata y por consiguiente
mas accesible a los laboratorios de diagnéstico clinico en los diferentes centros

regionales de salad del pafs.
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7. CONCLUSIONES
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1.~ Se realiz6 1a técnica de MAC-ELISA conjuntamente con la prucha de Inhibicion
de la Hemaglutinacion en el laboratorio de Arbovirus del LNDRE. determinanda

que es posible implementar la téenica de MAC-ELISA como prueba de rutina para ¢l
diagnostico de infecciones por el virus del Dengue en México,
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2.- Se compararon las técnicas de MAC-ELISA e Inhibicién de 1a Hemaglutinacién
(LH.) utilizadas en el diagnostico de infecclones por vinus del Dengue, podemos
concluir que 1a principal utilidad de la pruebia de MAC-ELISA sobre L1 resulté por
su mayor sensibilidad, debldo a su facil desarollo permitié un mayor nimero de
valoraciones, el diagnéstico se logré con una muestra y no requiere de un
tratamiento previo del suero.

3.- Podemos concluir que la importancia en la determinacién de anticuerpos IgM
especificos anti-dengue detectados por MAC-ELISA, est4 en que es una prueba que
sirva como una medida de prevencion y control de infecciones secundarias en zonas
afectadas por denguevirus, se determind qué la fecha de toma de la muestra para
MAC-ELISA debe ser del 8° dia y hasta el dia 26° de evolucién clinica de la
enfermedad, para obtener una mayor conflabilidad en los resultados.

4.- En base a una frecuencla de positividad se determinaron los niveles de
anticuerpos IgM anti-dengue detectados por la prueba de ELISA y anticuerpos
detectados por 1LH. de acuerdo al grupo de Edad, Estados dela Reptiblica y Mes de
aparicidn de la enfermedad durante el afio de 1990, encontranclose que en ese afo,
los grupos de 11 a 20y 21 a 30 anos fueron los mas afectados, los estados de Jalisco,
Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas y Puebla fueron los que tuvieron mayor fndice
de seropositividad, y slendo los meses de enero, septiembre, octubre, y noviembre
donde hubo mayor nimero de casos positivos, )



8. APENDICE



APENDICE

EP, I SOLU NES
1- Addo Bérico.
Acido borco— . 3092 g
Agua destilada Caliente 700 m!
Agua destilada  cbp. 1000 mi

2. Albtimina bovina® 4% (fraccién V) BABS

Albfimina bovina . 40g

Borato salino pH= 9 . 100mi
Esterflizar por filtracién

3- Solucitn de Alsever's

Dextrosa_ . 205
Cloura  de sodioe.— 42g
Addo dtfico 0S5g
Citrato de sodio . 80g
Agua destilada— 1000 m!

Esterilizar en autoclave a 10 Ibs de presién duranter 10 min.
4- Boratosalino pH=9

Coruro de sodio 15 Mo 83 mi
Acido bbrieco 05 M— . 100 m1
Hidrénddo de sodio 10 N Uml
Aguadestilada ¢cbp — 1000 mi



5- Clorwrodesodio 15 M

Cloruro de sodio 8768 g
Agua bidestilada 1000 m}

7- Dexdrosa-Gelatina-Veronal  (DGV)

Barbital (veronal) o 058g
Gelatina ~— — 060 g
Barbital sédicoc. o~ e . 038g
Cloruro de calcio anhidro o 002g
Sulfato de magnesio 012g
Corvrodesodio — 85g
Dextrasa — 100g
Agua destiladacbp —_—— 1000 m!

El barbital y la gelatina son disueltos en 250 m! de agua caliente. Esterilizar
por autoclave a 10 Ibs de presién durante 10 min.

8- Fosfato de sodio dibdsico 20M

Fosfato desodio dibasico anhidro 3% g
Agua destilada 1000 m!

9.- Fosfato de sodio monobdsico 20 M

Fosfato de sodio monabisico 76 g
Agua destitada__ . 1000ml



10- Fosfato de sodlo monobisico 02 M- Cloruro de sodio 015 M

Clorwro de sodio 15 M— 100 mi
Fosfato de sodio monobasico 20 M— 100 mi
Agua destilada. 800 mi

11.- Fosfato de sodio dibasica 02 M- cloruro de sodio 0.15 M

Qorvro de sodio 15 M——— 100 m!
Fosfato de sodio dibssico 20 Mewme 100 m!
Agua destilad 800 m!

13- Tabla de valaresde pH (Buffers para la prueba de IHA)

NagHPO4 02 M-NaCl 0.15M NeH PO 02M-NaCl 0.15M H
125 ml 875 m! 60
20 m 780 mi 62
320 m! 680 ml 64
450 m! 580 m! 65
550 ml 450 m! 68

640 ml 360 mi 70

El pH es obtenido por mezclas de voltimnes iguales de borato satino pH= 9 y el
buffer elegido
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14- Kaofin al 25%
Kaofin, favado 4cido
Borato salino pH = 9
Mantener en agitacién durante 30 min

15- Buffer de Carbonatos.

Sotucién A: Bicarbonato de sodio 10 M
Solucién B:  Carbonato de sodio 10 M

Agregar 453 ml de sol. A con 182 ml de soludén B,
Afadir agua destilada cb.p. 1000 m!

Ajustar pH a2 96
16- Amortiguador de fosfatos (PBS) de ELISA.

NaQl .+ "8 g
Ka 02 g
NayHPO . . 09lg
KH,yPO,. 014 g
Agua destilada._ 1000 mi

17- Leche para bloqec 05 %

%g
100 mi

84 g /1000 ml agua
100g/ 1000 m! agua

Leche sin grasa, deshidratada (Camation)—_ & 8

Amortiguadar PBS-ELISA.

O

~83-

1000 m!



18- Suero Normal Humano (SNH).

0) Obtener suetn de personas (suero negativo 2 Dengue) se ponen 10 ml en un
vasa de precipttado de 2000 m} »

b) Anadir 500 ml de acetona y agltar por 15 minutos a temperaturo amblente

€) Inclinar el vaso y dejario asf hasta el otro dia.

d) Se farma un precipitado en el vaso, retirar el sobrenadante (Acetona) con una
bombadevada '

@) Agitar y esparcir el precipitado (de proteinas) en las paredes del vaso y dejar
secar a 37*Chasta el otro dia.

1) Disolver el precipitado con 20 mi de PBS agitando por 2 horas a temperatura
ambiente. Se considera este producto 100 % de SNH

g) Guardarlo en viales (2-3 mi/vial) a -20 *C.
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