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RESUMEN

El Dengue es una enfermedad que cada vez infecta 8 mas personas y ocurre
en época de lluvia y después de ésta cuando los mosquitos del género Aedes
proliferan en éreas donde se encuentran depésitos de agua estancada. Se han
descrilo cuatro serotipos Den-1, Den-2, Den-3 y Den-4. Cada vez mas incrementa
el numero de casos de ésta enfermedad y ta severidad de los mismos, sobre todo
en areas rurales en donde los servicios médicos y de laboratorio escasean. Por
tal motivo se pretende introducir y aplicar una técnica rapida y eficiente que
apoye el diagnostico en el campo donde se encuentra el enfermo.

La Hemaglutinacién Pasiva es una técnica inmunolégica que se basa en la
utilizacion de eritrocitos como soporte para fijar proteinas ya sean antigenos o
anlicuerpos.. Los glébulos rojos de diversas especies han sido ampliamente
utilizados como soportes, ya que son faciles de oblener, de ser mantenidos en el
laboratorio y de estandarizarse. Utilizando sueros positivos y negativos
determinados por la técnica de ELISA (captura IgM) se realizé el ensayo de
hemaglutinacién pasiva en capilar obteniendo resultados en 30 minutos.

La Citometria de Flujo es una técnica que permite la medicion simultanea, en
una sola célula de varias caracteristicas: tamaro, granularidad vy fluorescencia.
Por lo que nos facilitd ia deteccion del virus adherido a |a superficie de los
globulos rojos de carnero y ganso separandolos de acuerdo a la intensidad de
fluorescencia utilizando su respectivo testigo.
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1. INTRODUCCION

El Dengue es un padecimiento infecciose viral agudo causado por el
denguevirus en cuaiquiera de sus serotipos {1,2,3 y 4} y transmitido por
mosquitos del género Aedes.

El Dengue es una enfermedad que infecta cada vez a méas personas, o
que ocurre sobre lodo en época de lluvias y después de éstas, cuando los
mosquitos Aedes aegypti proliferan en areas donde se encuentran depdsitos
de agua estancada,

Las manifestaciones clinicas de la infeccién de los virus del Dengue
son; fiebre elevada, cefaléa, dolor retroocular, malestar general, debilidad,
dolores musculares y articulares; en un porcentaje variable es acompafado
por un exantema maculopapular generalizado. Los sintomas y signos
adicionales incluyen {os, diarrea, nausea y vomito.

Para integrar el diagnostico de la Fiebre Hemorragica del Dengue
(FHD) se requiere, ademas de las manifestaciones clinicas ya mencionadas,
comprobar la disminucion de las ptaquetas (mencr a 100.000) y el aumento en
un 20 % & mas del hematocrito,

El Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiclogicos
(LN.D.R.E.) cuenta con procedimientos de diagnostico para ef Dengue por
medio de cuantificacién de anticuerpos de clase IgM en suero recolectado
entre el sexto y el vigésimo dia; en los primeros 5 dias del cuadro febril la
muestra que se toma, sirve para intentar el aislamiento del virus en cullivo de
tejido de mosquilo (Ces & TRA 254).

En México sélo habian circulado los serotipes Den-1, Den-2 y Den-4 lo
cual habia afectado a 29 localidades federstivas hasta agosto de 1995; y
Den-3 se introdujo al pais por el municipio de Suchiate, en el estado de
Chiapas, a principios de agosto de 1995,

El diagndstico de dengue se realiza por las técnicas de ELISA (SEnzyme
Linked Immunosorbent Assay), IHA (Inhibicién de la Hemaglutinacidn), Cuitivo
Celular e Inmunofluorescencia. Estas {écnicas se reproducen en laboratorios
con una infraestructura desarrollada, ya que requieren de un material costoso
como son: campana de flujo laminar, microscopio de luz ullravioleta, estufa,
lector de ELISA, reactivos, liempo y personal capacitado.



La Hemaglutinacién Pasiva es una técnica inmunoldgica que se basa en
la utilizacién de eritrocitos como soporte para fijar proteinas de los antigenos.

Los glébulos rojos, de diversas especies han sido ampliamente utilizados
como sopories, ya que son faciles de oblener y de ser mantenidos en el
laboratorio. A los eritrocitos frescos se les puede acoplar moléculas pequeiias.

La Citometria de Flujo es una técnica que permile la medicidn
simultdnea, en una sola célula de varias caracteristicas: tamafio, granularidad y
fluorescencia. E! citémetro de flujo analiza una poblacidén de células en un
tiempo muy corto de 1,000 a 10,000 células por segundo como promedio. Es un
proceso en el cual las mediciones son hechas cuando las particulas pasan en
linea, en una corriente liquida, a través de un rayo laser.

En el presente trabajo se pretende introducir y aplicar una técnica rapida
y eficiente que apoye el diagnostico de dengue a nivel de laboratorio y sobre
todo en el campo cuando se presente un brole epidémico en cierla parte del
pais. :



2. GENERALIDADES

2.1 HISTORIA

El término de dengue fue introducido del espafiol a la literatura médica
inglesa en los afios 1827-28 durante una epidemia en el Caribe, caracterizada
por exantema y artlagias. El cual es una traduccion del swahili: denga, dyenga o
ki denga pepo, que describe "un golpe s0bito causado por un espiritu maligno”.
El nombre de Knokkel-Kiitts dado en Indonesia en 1779, y el de break-bone
fever o dandy fever dado en Fitadelfia en 1780 fueron términos utilizados para
describir la enfermedad que ahora reconocemos como dengue,

La fiebre hemorragica de! dengue (FHD) y el sindrome de shock por
dengue (SSD) fueron identificados por primera ocasidén en Australia en 1897 y
en Grecia en 1928. El cuadro clinico fue reconocido y estudiado en Manila en
1954 y en Tailandia en 1958 (fiebre hemorrdgica del Tahi). El misterio
concerniente al agente causal fue resuelto cuando los serolipos 2, 3 y 4 del
dengue virus fueron aislados en Filipinas en 1956 y el serotipo 1 en Tailandia
en 1958. Entre 1953-1964 la FHD fue descrita en la India, Malasia, Filipinas,
Singapur, Tailandia y Vietnam. A partir de entonces existid un considerable
aumento en el reporte de casos principalmente en el sureste de Asia yenla
regién oeste del Pacifico.

Las primeras noticias de dengue en América son de 1635 cuando los
colonizadores franceses informaron de una extrafia dolencia que ilamaron
"coupe de barre”.

La primera descripcion clinica del dengue en el continente Americano
data de 1780, cuando ocurrid una gran epidemia en Filadelfia, Pensilvania,
Estados Unidos. (1) Se han descrito brotes de padecimienios similares al
dengue desde el siglo XVIII.

Entre 1826 y 1828 se describi6 una gran epidemia de algo semejanie ai
dengue, en el Sur de los Estados Unidos y en los paises del Caribe, adquiriendo
en este brote el nombre de dengue. {2)

Los estudios serolégicos en Panamé sugieren que el dengue tipo 2 fue el
responsable del brote de 1941- 1942 también estuvo presente el serolipo
dengue 3. (3)

En 1944-1945 Sabin y colaboradores, aislaron varias cepas de dengue
virus por inoculacién de suero infectante en voluntarios humanos durante la
guerra en el Pacifico Sur. Distinguieron dos serolipos diferentes (Hawaii y New
Guineg, ahora llamados Den-1 y Den-2). |



Estos fueron reconocidos con base en la susceptibilidad de voluntarios al
reto heterdlogo, después de la convalescencia de una infeccién natural por
denguevirus,

Posteriormente los virus Den-3 y Den-4 fueron identificados a partir de
cepas virales aisladas durante las epidemias de fiebre hemorragica en Filipinas.

En el pasado fué un evento aislade, en los Ultimos afios se ha visto un
aumento paulatino en la frecuencia y nimero de casos reportados. (4)

De 1950 a 1960 se hicieron esfuerzos para eliminar al principal vector de
los virus del dengue vy la fiebre amarilla, el Aedes aeqypti fue erradicado de
México, Panama, Costa Rica, Colombia, Ecuador, Per, Bolivia, Paraguay,
Argentina, Chile, Uruguay, Brasil, las Istas Caimadn y las Bermudas.
Desafortunadamente, ésle logro no fue total por no haberse combatido el vector
en todo- el Continente Americano, teniendo como resultado repetidas
reinvasiones del mismo en dichos paises. (5)

En la década de los afios 70 se redujo el apoyo econdmico para la
vigilancia y su control, por lo que, a finales de la década, la mayoria de los
paises de la regidn se vieron reinfestados con Aedes aegypli . En 1977 el
serolipo 1 causd brotes extensos en el Caribe, especialmente en Jamaica. Se
extendid a América del Sur por Colombia y Venezuela. También a Honduras, El
Salvador, Guatemala y Belice, llegando a México a finales de 1978.

Para ios afios 1977-1980 se reportaron en América mas de 702,000
casos de dengue, predominantemente asociados al sarotipo 1.

En la década de los aftos 80, se describieron en los paises americanos
brotes explosivos. Ei serolipo 3 se ha introducido, por viajeros provenientes de
Asia, en numerosas ocasiones en la década de los afios 80. (6)

Un evento importante y el mas grave en la historia de la epidemioclogia
det dengue ocurrié en Cuba en 1981, con el serotipo 2.

El serotipo 4 comenzd a circular en América en 1981 proveniente de la
Polinesia Francesa, inicié su aclividad en forma de brotes extensos en e!
Caribe, er Centroamérica, posteriormente en México y Sudamérica, alcanzando
endemicidad en la regién.



En Centroamérica, en 1982-83, hubo algunos brotes en El Salvador
relacionados con el serotipo 4. Afectd a muchas islas en el Caribe en 1981-
1882, como Curazao, Dominica, Granada, Guadalupe, Haiti, Jamaica, con
cuadros benignos de la enfermedad. En Sudamérica, ha circulado en la regidn
norte en Colombia, Venezuela y Surinam, en donde también se reporta actividad
de los otros 3 serotipos.

En 1982, en Colombia se cosideré que un 10% de la poblacion fué
afectada por un padecimiento similar al dengue. En Nicaragua, en 1985, hubo
dos ondas epidémicas, una a principio del afo con circulacién exclusiva del
serotipo 1 y otra, a finales, cuando circularon simultdneamente los serotipos 1y
2 (7). Se reportaron alrededor de 17,500 casos con algunas muertes. En 1987
ocurrieron brotes asociados a tres serotipos, predominando el serotipo 4. Los
casos han sido de lipo benigno, aunque también se registraron casos de
dengue hemorragico y Dengue con Sindrome de Choque, especiaimente en los
anos 1986-1988.

En México los primeros casos con manifestaciones hemorragicas
ocurrieron en 1983, relacionados con epidemias por Den-i. En 1984, en Yucatan
un brote predominante por Den-4 donde ocurrieron 9 casos de dengue
hemorragico, de los cuales 4 fueron fatales. Asi, México pasé a ser un pais que
manifiesta epidemias cada afio, han circulado tres serotipos endémicamente y
han ocurrido casos esporadicos de dengue hemorragico.

En Puerto Rico la primera epidemia reportada ocurrié en 1915, después
otra en 1945 y otra mas en 1963. La cuarta epidemia por dengue ocurrié en el
ano de 1969 y desde entonces la transmision endémica ha persistido. Desde
1977 Puerto Rico ha manifestado 7 epidemias de dengue, causada por los
cuatro serolipos del virus y, a finales de 1985, circularen simulldneamente tres:
"~ Den-1, Den-2 y Den-4, coincidiendo con esta hiperendemicidad, es que ha
surgido la fiebre hemorragica {FDH) y el sindrome de shock del dengue (SSD).

Un caso de fiebre hemorragica y sindrome de shock del dengue implicéd
al mismo tiempo criterios de definicion de la Organizacion Mundia! de la Salud
(OMS) y fue causado por Den-1 y el otro (diagnosticado como purpura
trombocitopénica idiopatica) fue por Den-2.

En 1986 fueron reportados casos de dengue hemorragico, 29 de elios
llenaron los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud para la fiebre
hemorragica y el sindrome de choque del dengue. Los serotipos que causaron
la mayoria de los casos severos fueron el Den-4 y Den-2.



Este patron, de la fiebre hemorrdgica y el sindrome de choque del
dengue esporadico, continué ocurriendo durante 1987 y 1988 asociado con
pequefios broles. Casos confirmados de dengue aumentaron en forma
dramatica en 1986 y permanecieron elevados en 1987 y 1988.

En México, de 1983 a 1993, se han aislado 461 serotipos de los cuales el
56% son Den-1. Los serotipos Den-2 y Den-4 han side detectados en diferentes
afnos y en varios eslados (Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Morelos,
Campeche, Yucatan, Guerrero y Jalisco), donde se ha podido demostrar el
aumento en la tasa de incidencia adjudicable a la presencia de éstos serotipos.

(8)

El dengue en el Continente Americano tiene cada dia mds importancia,
por la constante amenaza de que se presenten epidemias de dengue
hemorragico, de la magnitud de la que se presentd en Cuba en 1981, en
Venezuela en 1989 y en Brasil en 1990-91.

El riesgo se mantiene latente al constatar que tres serotipos circulan en
la region, aungue el serolipo 3 no se habia detectado desde hace ya varios
anos. (9)

Otro factor que contribuye a que el dengue se conforme como un
problema emergente de salud publica es la reciente aparicion de! Aedes
albopictus en Brasil, Republica Dominicana y en dos estados de la frontera
nortede Méxice (Coahuila y Tamaulipas).



2.2 CARACTERISTICAS DEL AGENTE

2.2.1 CLASIFICACICN

Los fiavivirus se incluian, hasta hace poco tiempo, en la familia
Togaviridae, pero debide a las diferencias en cuanto a tamario, morfologia,
secuencia geneética y estratégia de replicacion, se ha hecho necesaria su
clasificacion como una familia independiente. (10 )

El virus del dengue vy sus cuatro serolipos, que antes fueron
clasificados, en 1974, por el "International Committee on Taxonomy of
Viruses” (ICTV) deniro del género flavivirus, Familia Togaviridae, ademds
de los géneros alfavirus, pestivirus, rubivirus y otros miembros adicionales;
recientemente han sido reclasificados, junto con los otras miembros de este
género, en la Familia Flaviviridae.

Para esta reclasificacion las principales razones que se adoptaron
fueron:;

a) En las células infectadas por flavivirus, no se ha detectado RNAm,
subgenomico de 26 S, que corresponde a la porcién 3’ del gendéma que
codifica para proteinas estruclurales.

b) En el sistema de traduccion libre de células el RNA de los flavivirus
genera solo proteinas estructurales, mientras que el RNA genémico de los
alfavirus genera proteinas no estructurales.

c) Et tamafio de los flavivirus es aproximadamente, 50 nm de diametro y el
de los otros géneros de la familia de los Flaviviridae es de 50-70 nm,

Basandose en éstos criterios se cred la familia Flaviviridae. Tabla
No.1 La que incluye a mas de 60 virus y fué aprobada por el ICTV en 1984,
el prefijo de la famifia se derivo de flavus (amaritlo) y se refiere a la especie
lipo, que es el virus de ia fiebre amarilla, ( 11)
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TABLA NO. 1

CLASIFICACION DEL GENERQ FLAVIVIRUS

FAMILIA: FLAVIVIRIDAE
GENERO : Flavivirus
Fiebre Amarilla
Alfuy
Apoi

Vampiro Dakar

Dengue 1,2,3,4

{lheus

Encefalitis Japonesa

Enfermedad del bosque Kyansanur
Encefalitis det Valle de Murray
Fiebre Hemorragica de Omsk

Powassan

Rio Bravo

Rocio

Encefalitis de San Luis
Vampiro de Entabbe
Oeste de Nilo

Zika

Uganda

Usutu

44 miembros mas.

El término de virus transmitidos por artropodos o arbovirus (del inglés
arthropod-borne virus) se acufd, en 1942, para referirse a los virus
animales cuyo ciclo de vida incluye un huésped artrépodo, en el gue se
multiplica antes de que el animal lo transmita a hospederos vertebrados. A
éste grupo pertenecen las diferentes familias: Togaviridae, Flaviviridae,

Bunyaviridae, Reoviridae y Rhabdoviridae. (12)



2.2.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
2.2.2.1 Propiedades Fisicoguimicas del Virion;

Los denguevirus tienen aproximadamente 45 nm de didmetro, su
genoma es de RNA de una cadena, rodeado por una nucleocépside
icosaédrica o isométrica de unos 30 nm de didmetro. La nucleocapside esta
cubierta por una envoltura lipidica. (11,13,14)

La densidad del viribn determinada por un gradiente de
centrifugacion es de 1.23 gicm’ utilizando oxido de deuterio en sacarosa y
un coeficiente de sedimentacion alrededor de Saow. (15)

Estos virus son susceptibles a la inactivacién con desoxicolato de
sodio, eter etilico, cloroformo, radiaciones gamma, luz ultravioleta,
desinfectantes incluyendo formaldehido al 3-8 %, con glutaraldehido al 2%,
con peroxido de hidrégeno del 2 al 3 %. (186)

La hidrélisis con B-propiclactona y la formalina los inactiva dejando
intacta su capacidad antigénica, de donde se deriva que la cubierta de
lipidos se encuentra asociada a la infectividad.

Los flavivirus también son inactivados répidamente a temperaturas
altas, utilizando una temperatura de 50°C su infectividad se pierde con el
50% en solo 10 minutos. En cambio a temperaturas bajas de 60 °C o mas
se conserva la infectividad del virus.

2.2,2 2 Propiedades Bioldgicas:

Ei ensamble y maduracién de los viriones puede ocurrir a través de
procesos de condensacion de vacuolas intracitoplasmaticas. Las particulas
maduras dentro de las vacuoclas, son liberadas extracelutarmente por fusion
con la membrana plasmatica o en células severamente dafadas pcr lisis de
la membrana plasmatica.

Los hospederos vertebrados naturales incluyen una gran variedad de
animales domeésticos y silvestres de varias especies {aves, mamiferos), el
hombre es un hospedero accidental, (17)
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Los virus se multiplican en artrbpodos  hematéfagos, que

comunmente son Jjos mosquitc Aedes aeqypli y Aedes albopictus
obteniéndose elevados indices de virus en elios.

En animales de laboratorio se replican en: monos { Macacus rhesus ),
embridn de pollo, ratén lactante y hamsters, observandose en ellos paralisis
y muerte. También se utilizan cultivos celulares como: las células de
mosquitc Cs3s (Aedes albopictus), TRA-284 (Toxorhynchites amboinensis),
AP-81 (Aedes pseudoscutellaris ), y las lineas estabiecidas LLC-MKz
(continuas de rifidn de mono rhesus), Vero {continuas de rifidon de mono
verde), Hela (células cancerosas de cérvix humano.(18)

Genoma Viral

El RNA del virus del dengue tiene un coeficiente de sedimentacién de 425,
peso molecular de 3.3 x 10° y con extremo 5 cubierto; es infeccioso, tiene
una polaridad positiva y puede ser traducido in vitro. Figura 1 (15)

El analisis de la secuencia del DNA¢ obtenide a partir del RNA
usando transcriptasa inversa, fue primero realizada para el virus de la fiebre
amarifia y, después, se ha usado para secuenciar el de ofros flavivirus:Den-
1, Den-2, Den-3 y Den-4; asi como la Encefalitis Japonesa, Encefalitis del
Oeste del Nilo y la Encefalitis de San Luis. (19)

Actualmente los flavivirus han  sido clonados y secuenciados,
surgiendo la posibilidad de obtener clonas de DNAc infecciosos y se ha
construido una del virus de la fiebre amarilla. La disponibilidad de clonas
infecciosas de flavivirus ha permitido explorar la funcién de fos genes virales
y desarrollar vacunas atenuadas mejores, a través de la mutagénesis
especifica de sitios genémicos. (20)
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Figura 1
Organizacién de! genoma y regiones del RNA que codifican proteinas del virus
del dengue
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Los tridngulos abiertos indican los probables sitios de fompimiento de ia enzima signalase

Los tridngulos negros sefalan el rompimiento posible de proteasas que atacan
después de dos amincacidos basices. El didmante muestra un sitio de hidrélisis a cargo de una
proteasa a(n no identificada.

Envoltura viral:

La envoltura membranal de los flavivirus deriva de Ia célula
hospedera de la cual emerge el virus. Esta envoltura se fusiona con la
membrana de la célula blanco durante la penetracién del virion, promovida
por un dominio presente en la proteina E. (21,22)

Proteinas estructurales:

La nomenclatura para las proteinas de los flavivirus fue propuesta
por Rice y Col. Tabla No. 2. El virion maduro contiene lres proteinas
estructurales: proteina C de la nucleocapside o core; proleina M asociada a
la membrana y proteina E de la envoltura. El virus intracelular inmaduro
tiene la proteina pri, a veces citada como pre(M), que es precursora de la
proteina M. Las proteinas virales derivan de un polipéptido precursor Gnico
0 poliproteina, (23,24)
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Tabla No., 2

Proteinas de los denguevirus y su funcién

NOMBRE GLICOSILACION kDa FUNCION

c ne 13.5 nucleocapside
Proteinas
Estructurales privi si 22 precursoa de la
proteina M
M no 8 proteina de fa
membrana
E si (1) 51-80 proteina de la
envoltura
NS1 si 48 iensamblaje
viral?
NS2a ne 20 Jprocesadcera de
laNS17?
NS2b no 4.5 desconocida
Proteinas No NS3 no 70 proteasa/¢, NTPP asa?
Estructurales desconocida
NSda no 16
desconocida
NS4b no 27

¢RNA polimerasa?
NS5 no 105

{1) La proteina E est4 glicosilada en los denguevirus, pero no en ¢l resto de los flavivirus,

Los genes que codifican estas proteinas estan en el extremo 5' del
genoma, comprenden un poco mas de un cuarto de la capacidad del RNA
viral y su orden es: C-prM (M)-E.
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La glicoproteina E (51-60 kDa) es el componente principal de la
envoltura y es un homotrimero. A esta molécula estan asociados los
dominios funcionales responsables de la neutralizacién del virus, de la
hemaglutinacion de eritrocitos de ganso, de la fusién celular y de la
interaccion con receptores especificos de la célula del hospedero.

Proteinas no estructurales:
Se han identificado siete proteinas no estructurales: NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5. La NS1 es la que puede tener mayor

importancia inmunoldgica puesto que las células infectadas que la
expresan se convierten en blanco para la cilolisis inmune. ({ 25,26,27)
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2.3. FISIOPATOLOGIA

Los eventos inmunolégicos son fundamentales para entender la
fisiopatologia de |a Fiebre Hemorragica del Dengue {FHD) y el Sindrome de
Shock de Dengue (SSD).

Los individuos infectados con un serotipo mantienen una prolongada
memoria inmunolégica para evitar ser infectados por serotipos homologos,
es decir por el mismo serolipo; asi mismo tienen un corto periédo de
proteccion cruzada contra los serotipos heterdlogos, después de que pasa
este pequerio periodo de tiempo, son completamente susceptibles a la
infeccién contra otros serotipos.

La infeccion primaria y secundaria pueden ser distinguidas por
respuestas serologicas caracteristicas. Los anticuerpos formados en las
infecciones primarias son en su mayor parte de la clase IgM y estan
dirigidos principalmente contra fos determinantes antigenicos  tipo
especificos del virus dengue. '

Las infecciones secundarias inducen anticuerpos IgG dirigidos contra
los anligenos del grupo flavivirus. Estos complejos formados por IgG1 e
IgG3 (subclases que mas se producen en las infecciones virales) participan
en la activacién del complemento por la via clasica, ademas facilita la
opsonizacion, uniéndose firmemente a los receptores del Fc de los
monocitos y macrofagos.

Los complejos antigeno-anticuerpo que se forman durante una
infeccion secundaria facilitan fa infeccion de nuevas células mononucleares.
Los monocitos infectados se vuelven los blancos de los mecanismos
inmunes y al ser atacados liberan los mediadores quimicos que aumentan ia
permeabilidad capilar, activan al complemento, liberan tromboplastina y en
su conjunto provocan los cambios fisiopatoldgicos propios de la fiebre
hemorragica del dengue. Figura No. 2

Varios estudios han demostrado que la cantidad de dengue virus, la
cantidad de complejos inmunes, el consumo de complemento por la via
clasica y las disminuciones en la circulacién de C3°, C4~ y C5 estan en
relacidn con la severidad de la enfermedad. ( 28)
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FIGURA NO. 2 MECANISMO DE PATOGENICIDAD
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Descripcién de Ia figura No.2

A) En presencia de anticuerpos se unen los complejos inmunes (Anticuerpo-virus
que facilita la opsonizacién uniéndose firmemente z los receptores del Fe, posteriormente
a los fagocitos en donde existe replicacién viral. Ya que los fagocites menonucleares
Pueden ser méviles, distribuyen la infeccion y eligen un sitio apropiado para la replicacién.

B) El dengue virus crece en la médula dsea, higado, tejido linfoide, bazo y en los
histiocitos de Ia piet, La hipttesis que los anticuerpos reforzados regulan el namero de
células infectadas, a mayor nimero de células infectadas, mayor severidad en las
marifestaciones clinicas de la enfermedad.

C)Las principales anomalidades fisiopatolégicas son causadas por |a activacién de
los fagocilos mononucleares aclivados que son infectados con dengue. La respuesta

La célula blanco de los virus del dengue es el monocito o fagocito
mononuclear, en cuyo interior se produce la replicacién viral. En la Fiebre
Hemorragica del Dengue (FHD} se produce un fenémeno inmunopatoldgico
caracteristico. Este consiste en un aumento de la infeccién mediade o
favorecido por anticuerpos.

Si la persona que tiene anticuerpos no neutralizantes contra alguno
de los virus del dengue resulta infectada por un nuevo virus (de un serotipo
distinto al de ta infeccidn primaria} va a desarrollar una forma particular de
inmunocomplejos (virus dengue/inmunoglobulina G) que van a facilitar la
penetracion de aquél en el fagocito mononuciear a través del receptor Fc.
Esto va a resultar en una alta replicacion viral, elevada viremia y la agresion
del virus a muchas células del organismo.

Los factores relacionados con el virus podrian ser la capacidad de
una determinada cepa viral de replicarse en los fagocitos mononucleares o
de tener atributos antigénicos para optimizar la inmunoamplificacion como
antigenos de superficie o sitios para su fijacién y entrada al leucocito.

En la infeccién por virus del dengue se ha encentrado elevada
produccion de interleucina 2 e interferén gamma, lo que evidencia la
aclivacién de linfocitos T. La inmunopatologia de la Fiebre Hemorragica del
Dengue estd en gran medida relacionada con respuestas de células T. La
activacion de estos linfocitos ocurre en pacientes con dengue cldsico yen
aquellos con dengue hemorrégico, pero en estos ultimos los niveles de
activacién son muy superiores.
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Las infecciones primarias por virus dengue inducen linfocitos T
citotéxicos de memoria (CD4" y CD8"} especificos de serotipo y también de
reaccion cruzada entre serotipos.

En las infecciones secundarias por virus dengue de distinto serotipo
al que causo la infeccion primaria se produce una aclivacién de linfocitos
cilotoxicos CD4* CD8' o mas intensa y un nimero muy elevado de monocitos
infectados. Es probable que la activacién de monocitos y macrofagos en la
Fiebre Hemorragica del Dengue se deba a la accién del interferén gamma
liberado por los linfocitos T.

La rapida liberacion de citocinas y mediadores quimicos producidos
por la activacion de células T y por la activacién y/o lisis de los monocitos
infectados por el virus podria causar la extravasacion de liquidos vy las
hemorragias que ocurren en la Fiebre Hemorragica del Dengue. También se
activa el complemento con la correspondiente produccidn de anafilatoxinas
(que confribuyen al sindrome de fuga capilar) y su accién final de lisis de
celulas. Se han detectado particulas o antigenos virales en monocitos en
rindn, tejido cutaneo, higado, bazo, timo y pulmén, asi como infiltrados
mononucleares en las biopsias musculares de pacientes con mialgias
durante el dengue. Los diferentes estados de diferenciacién de una iinea de
células monociticas influyen en su susceptibilidad a la infeccion por virus
del dengue por lo que un posible mecanismo seria que los monocitos
infectados  participantes en la diapédesis, (por el aumenio de la
permeabilidad vascular) pudieran diferenciarse lo suficiente durante este
proceso como para liberar virus y citocinas en sitios localizados de los
vasos sanguineocs.

Las hemorragias en el dengue son un fendmeno: diapédesis,
trombocitopenia, alteracién en los mecanismos de la coagulacion y otros. La
trombocitopenia en particular, se acepta que los mecanismos que producen
se delerminan en el curso de infecciones virales y pueden ser
muiltifactoriales entre ellos: a) la penetracion del virus en las plaquelas o sus
precursores los megacariocitos, los cuales ofrecen un medio adecuado para
la replicacién, b) los virus pueden fijarse o adsorberse a las plaguetas
provocando su agregacion o degranulacién, lo cual puade cenducir a
trombosis intravascutar con disminucion. de plaquetas y factores de la
coagulacién y c)mecanismos de tipo inmunolégico, se han encontrado
inmunocomplejos antigeno denguefinmunoglobulina G en las plaguetas
hasla el 48% de los pacientes con fiebre hemorragica del Dengue.
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Un alto porcentaje de estas plaquetas sensibilizadas son destruidas
en el curso de una coagulacidon intravascular diseminada (CID), son
removidas por el sistema macréfago/fagocitico, o se produce su lisis por la
accion del complemento, tanto por activacion de su via cldsica como por la
alternativa.

La coagulacidn intravascular diseminada ha sido descrita en el
dengue hemorrégico y considerada como factor importante en la produccién
de sangrados. También se ha encontrado en pacientes con Fiebre
Hemorragica del Dengue anticuerpos de reaccidn cruzada contra el
plasminégeno que disminuyen el proceso de coagulacién, los cuales
podrian ser causa o contribuir a las hemorragias en las infecciones por
dengue: se trata de anticuerpos contra la glicoproteina E de la envoltura del
virus. (29)
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2.4 VECTORES

Se conocen varias especies de vectores de dengue virus distribuidas
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Todos los mosquitos
de la familia Culicidae, género Aedes, concretamente especies del
subgénero Stegomyia y del grupo S. scutellaris. La mayoria se distribuye en
Asia y Africa, pero dos se encuentran actualmente en el Continente

Americado, Aedes aeqgypti (Figura 3 )y Aedes albopictus. (30) (Figura 4)

-

Figura No.3 Hembra de Aedes aegypti

Figura No.4 Hembra de Aedes albopictus
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Estos mosquitos pasan por tres fases en su ciclo de vida: la etapa
acuatica, que consta de los estados de huevo, tarva y pupa y |a fase aérea
que corresponde al estado adulto que es el alado.

El _Aedes aegypti es una especie originaria de ia region etiope, que
se cree fue traida al Continente Americano tan pronto se iniciaron los viajes
europeos de exploracion y de conquisia. Esta especie se encuentra
distribuida en las areas tropicales y subtropicales del mundo, en general
dentro de las latitudes 35°N y 35°S. La distribucion estd limitada
altitudinalmente cerca de la linea ecuatorial puede encontrarse a gran altura,
por ejemplo en Colombia a 2,200m con una temperatura media de 17°C. En
zonas geograficas mas alejadas del Ecuador, es raro que la especie se
encuentre por encima de los 1,000 metros snm. (32)

En e! Continente Americano, Aedes aegypti y Aedes albopictus son
los vectores de los denguevirus. Son especies que se encuentra en zonas
suburbanas y rurales. Se cria en recipientes artificiales y naturales
localizades dentro o en los alrededores de las viviendas humanas, como son
barriles metélicos, cisternas, tambos, floreros, llanlas, latas, botes, cubetas,
agujeros en arboles o entre ias hojas de plantas tropicales. Los huevos son
depositados en areas himedas, sombreadas y en agua limpia aungue
también se desarrollan en agua sucia o contaminada. La precipitacion
pluvial mantiene los cuerpos de agua adecuados para su crianza, pero en
épocas de sequia o en areas con escasa precipitacién, el patrén conductual
humano de acumular agua para el consumo doméstico favorece la
proliferacién. Su ciclo de vida es alrededor de ocho semanas y al infectarse,
permanecen infectantes de por vida.

La hembra succiona la sangre del hombre y también de animales
domésticos. La distribucion real y actual del vector es muy dificil de conocer
ya que solo existe informacion para las grandes dreas urbanas porque las
encuestas entomoldgicas son escasas en las areas rurales. (33)

En México se ha encontrado practicamente en todos los estados, en
las regiones por abajo de los 1,200 metros de altura, con excepcion de Baja
California Norte, Tlaxcala y Distrito Federal, sin embargo ya se presenté en
dos localidades ubicadas a 1,630 metros en Morelos y a 1,700 metros en
Guerrero. Figura No.5
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Figura No, 5 Mapa de altitud mostrando 1a distribucién probable de! Aedes aegypti en
México. Las dreas blancas representan de cero a 1,000 m sobre el nivel del mar: las
punteadas de 1,000 a 2,000 m y las negras allitudes por encima de los 2,000 m.

El vector Aedes albopictus es un vector secundario a pesar de que
es mas susceptible a la infeccion orai y parenteral que Aedes aegqypti ; estd
mejor dotado para la fransmisién transovarica de los virus dengue. Es una
especie oriental, se ha encontrado en China, Japon y Asia; pero en los
ultimos anos ha aumentado su distribucidon geografica. En 1985 se detectéd
en Houston, Texas y en 1986 en el estado de $Sao Paulo, Brasil. Para e afio
de 1988 se encontrd larvas en la paoblacion fronteriza de Matamoros,
Tamaulipas. Para el afio de 1993 se encontraron en Santo Domingo y
posteriormente en tres comunidades del estado de Coahuila asi como en el
eslado de Tamaulipas en México. (32)

Aedes aeqypli adquiere la infeccidn al picar a un individuo enfermo
desde antes de la aparicidn de la fiebre y durante la etapa febril. Existe un
periédo minimo de 6 a 8 dias necesario para que el mosquito reproduzca al
virus en su tubo digestivo y se vuelva infectante y capaz de transmitir la
infeccion; este peridodo se denomina de incubacion extrinseca. Ur.a vez
infectado el mosquito serd capaz de transmitir la infeccidn y funcionar como
vector el resto de su vida.

Los factores gue influyen en el vector para transmitir la infeccién son:
la preferencia por un huésped humano, los habitos de picadura, las
variables del macrocambiente (temperalura, clima, precipitacibn pluvial,
humedad, vegetacién) la densidad vectorial (porcentaje de viviendas
positivas a larvas y recipiente) todas estas variables determinan la
prebabilidad y la intensidad de la fransmision.
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2.5 CARACTERES CLINICOS

Dengue:

Las caracteristicas clinicas de la fiebre del dengue dependen a
mentudo de la edad del paciente. Los lactantes y preescolares pueden sufrir
una enfermedad febril indiferenciada con erupcién maculopapular. Los nifios
mayores y los adultos pueden tener una enfermedad febril leve o bien la
clésica enfermedad incapacitante de inicio abrupto, fiebre alta, cefalea
intensa, dolor retroorbital, dolores musculares y articulares y erupcidn
cutdnea. Las hemorragias de la piel (con prueba del torniquete positiva,
petequias o ambas) no son raras. Es frecuente la leucopenia y en ocasiones
se observa frombocitopenia. La tasa de moralidad es sumamente baja.
Tabla No. 3

Muchas epidemias de fiebre de] dengue se asocian a complicaciones
hemorragicas tales como epistaxis, hemorragia gingival, hemorragia
gastrointestinal, hematuria e hipermenorrea.

Dada la variabilidad de as manifestaciones clinicas asociadas con la
infeccion por el virus del dengue, no es apropiado adoptar una definicidn
clinica detallada que especifique los grados de fiebre y el nimero de
criterios.

Debe recalcarse la confirmacion de laboratorio.

2.5.1 Clasificacion de casos

a) Probable: Enfermedad febril aguda con dos o méas de las
siguientes manifestaciones Figura No. 6:

Cefalea

Dalor retroorbital
Mialgias
Artralgias
Exantema

b} Confirmado: caso confirmado por el laboratorio.
¢) Notificable; todos los casos probables y confirmados deben

notificarse a las autoridades sanitarias locales y nacionales como casos de
dengue.
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TABLA No. 3 DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES MAS FRECUENTES DEL DENGUE,
DENGUE HEMORRAGICO Y OTRAS ENFERMEDADES

DENGUE

CLINICA:

* Figbre

* Cefalea

* Aftralgias

* Mialgias

* Dolor Retroorbital

* Malestar General

* Entema y/ 0 Exantema

* Duracién Promedio: 5-6 dias

L ABORATORIO:

* Leucopenia con predominio linfocitico
* Relacién Hto / Hb Normal ( 3.2)

DENGUE HEMORRAGICO
CLINICA:

* Ademads de lo anterior tiene que
cumplir los 4 criterios de dengue
Hemorragico o
1. Ficbre: aguda o reciente
2. Manifestaciones Hemormrégicas:

* Prueba de torniguete positiva
* Petequias
* Equimosis
* Gastrointestinal
* Vaginal
* Sitios de Venipuncién
3. Extravasacién de Ptasma:
Evidencia por hemoconcentracién
y/o deframes.
4. Plaquetopenia: menor de 100.000

LABORATORIO:
* Leucopenia con predominio linfocitico
* Hematocrito elevado: mas de) 20%
de lo nomal ¢ relacién Hio. Hb ma-
mayora 3.2,
* Trombocitopenia <100.000
* Rx. Ecosonograma: evidencia de
derames

DENGUE CON MANIFESTACIONES
HEMORRAGICAS

CLINICA:

* Lo anterior Més:

* Manifestaciones Hemorragicas leves:
* (Prueba de Lazo positiva, Petequias,
* Epistaxis)

* Ausencia de Derrames

* Buena Evolucitn

LABORATORIO:

* Leucopenia con predominio linfocitico
* Trombocilopenia Ocasiona! menor 100.000)
* Relacidn Hio / Hb Normal {3.2)

SINDROME DE SHOCK POR
DENGUE
CLINICA:

* Lo anterior més:

* Signos de Insuficiencia Circulaloria:

- Piet Fria y Himeda

- Palidez

- Hipotensién

- Aproximacién de T.A sistélica y
diastélica, .

- Taquicardia

- Llenado capilar lento

- Muy mai estado general.

LABORATORIO

* Leucopenia con predominio linfocitico
* Hemalocrilo elevado: mas del 20%
de [o normal o relacién Hto./Hb
Mayora 3.2

* Trombocitopenia

* PTT alargado
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CONTINUACION DE LA TABLA NO.3 DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES
MAS FRECUENTES DEL DENGUE, DENGUE HEMORRAGICO Y OTRAS

ENFERMEDADES
SARAMPION

CLINICA:

* Fiebre alta de 3 dias de duracidn
*TJos

* Conjuntivitis

* Manchas de Koplick

* Erupcion méculo papular a partir’

de! tercer dia de la fiebre, que
respecta palmas y plantas.
* Aprox. 14 dias de evolucidn

COMPLICACIONES
* Otitis

* Neumonia

* Diarrea

* Encefalitis

LABORATORIO
* Leucopenia

MENINGOCOCCEMIA

CLINICA:

* Fiebre alta.

* Malestar General

* Exantema a las 24 horas

aparece

* Brote petequial. Equimosis

* Aspecto séptico o de schock

* Evolucién Répida: a la mejoria
¢ a la muerte

S1 HAY MENINGITIS:

* mitabilidad

* Cefalea

* Rigidez de Nuca

* Vémitos

* Convulsiones

LABORATORIO:

* Leucocitosis con predominio de
segmentado

* Hematocrito normal

* Plaquetopenia

* PT alargado

* GRAM de LCR o Hemocultivo
{Diplococos GRAM negativo)
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RUBEOLA

CLINICA:

* Fabricula o fiebre no muy elevada
* Exantema al segundo o tercer dia
de ia fiebre.

* Artralgias

* Linfadenopatias Relroauriculares,
Occipitales y Cervicales.

* Aprox. 3- 5 dias de evolucién.

* Poco toque del aspecto general.

COMPLICACIONES
« Malformaciones congénitas.

LABORATORIO
* Leucopenia
* Trombocitopenia

EXANTEMA SUBITO
CLINICA:
* Fiebre elevada (40 - 41° C)
* No son raras las convulsiones
* Al 3-5 dia cede la fiebre y

una erupcién maculopapular
eritematosa de 1 a 2 dias de
evolucion.

*Aprox, 3-5 dias de evolucién

* Es mas frecuente en nifios de
alrededor de un aiio de edad.

COMPLICACIONES:
* Convulsiones en algunos casos
{_LABORATORIO:

* No hay Leucopenia ni Tromboci-
topenia.
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CONTINUACION DE LA TABLA NO.3 DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES MAS
FRECUENTES DEL DENGUE, DENGUE HEMORRAGICO Y OTRAS

ENFERMEDADES

FIEBRE HEMORRAGICA
VENEZOLANA
(O DE GUANARITO)

CLINICA:

* Faringitis / Odinofagia

*Tos

* Neumonia

* Vémitos

* Diarrea

* Deshidratacién

* Manifestaciones Hemorragicas
de cualquier tipo.

* Alopecia Residual

* Alta letalidad (30-40%)

* Fiebre

* Malestar General

* Postracion

* Somnolencia

* Cefalea

* Mialgias

* Artralgias

* Conjuntivitis

LABORATORIO:

* Leucopenia
* Trombocitopenia

MALARIA

CLINICA:

* Fiebre Alta intermitente
* Escalofrios

* Sudoracién Profusa

* Mialgias

* Cefalea

* Astenia

* Manifestaciones Gastrointestinates

LABORATORIO:

* Muestra Hematica para:
Gota Gruesa
Extendido

* Sin Linfocitosis
* Eosinofilia

ELABORADO POR: Epidemiologla Regional del Estado Aragua
Dra, Iris Villalobos de Chacén Maracay, Venezuela (36)
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Criterios de laboratorio para la confirmacion: aislamiento del virus
dengue a partir de muesiras de suero o de autopsia, o demostracion de un
aumento cuddruplo ¢ mayor en los titulos de anticuerpos de IgG o IgM
contra uno o varios antigencs del virus del dengue en muesliras séricas
pareadas, o demostracidn del antigeno del virus del dengue en muestras de
tejido obtenidas durante la aulopsia o en muestras séricas mediante
inmunofluorescencia o deteccion de acido nucleico viral.

Definicién de caso de fiebre hemorragica del dengue (FHD) Figura
No. 7

Todos los siguientes criterios deben estar presentes:

1.-Fiebre o antecedente reciente de fiebre
2.-Manifestacidn hemorragica, evidencia por al menos una de las
siguientes:

a)Prueba del torniquete positivo

b)}Petequias, equimosis ¢ parpura.

c)Sangramientos en [as mucosas, tracto gastrointestinal, sitio de
inyeccion u otra.

3.-Trombocitopenia (100 000 x mm® o menos)

4 -Extravasacion de plasma debida al aumento de la permeabilidad
vascular manifestada por al menos une de los siguientes elementos:

ajHematocrito menor al 20% peor encima del promedio para esa edad
y peblacién. :
b)Disminucién del 20% del hematocrite después del tratamiento.
c)Signos asociados a la extravasacion de plasma:
derrame pleural, ascitis o hipoproteinemia. (34,35)

2..5.2 Definicién de caso clinico de sindrome de shock de dengue
(SSD)

Los cuatro criterios antes expuestos mas la evidencia de falla
circulatoria manifestada por puiso répido y débil, estrechamiento de la
presion del pulso (tension arterial diferencial de 20 mmHg o menos) o
hipotensién arterial segun los criterios para la edad, asi como extremidades
frias y confusién mental.
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253 Casos notificables de FHD o SSD: deben cumplirse los
anteriores criterios y ademds uno de los siguientes:

1.-Evidencia virclogica o serolégica de infeccion aguda por dengue

2.-Antecedente de exposicion a esta infeccion por estar o haber
estado recientemente en drea endémica o epidémica de dengue
reconociendo que durante una epidemia o una endemia con niveles
importantes de transmision sea improbable que muchos cascs tengan
confirmacion de laboratorio. (29)

2.5.4 Clasificacién de la gravedad del dengue hemorragico

La gravedad del Dengue Hemorragico (DH) se clasifica en cuatro
grados;

s

Grado | : Fiebre acompafada de sintomas generales no especificos;
la tnica manifestaciéon hemorragica es una prueba del torni-
quete positiva.

Grado il : Hemorragia espontanea, ademas de las manifestaciones
de los pacientes de Grado |, generalmente en forma de

DENGUE hemorragia cutéanea, de otra localizacion, o ambas.
HEMDRRAGICO

Grado Il :Insuficiencia circulatoria, que se manifiesta por pulso rapido
y débit, tension diferencial disminuida (20 mmHg o menos) o

SINDROME DE hipotensidn, con piel fria y himeda y agitacion.
SHOCK

LGrado IV : Chogue profundo con presion arterial y pulso imperceptibles

N
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2.6 DIAGNOSTICO

En las infecciones primarias, el individuo afectado carece de
anticuerpos especificos los cuales aparecen y aumentan paulatinamente en
el curso de las primeras tres semanas de iniciado el cuadro febril.

Estos anticuerpos pueden detectarse por las técnicas de inhibicion
de la hemaglutinacion (IH), de fijacion del complemento (FC), de
neutralizacién por reduccién de placa y por ELISA, para delerminar
anticuerpos de la clase 1gM muy al inicio de la enfermedad o de IgG a partir
de las dos primeras semanas de iniciado el cuadro.(37,38)

2.6.1 Métodos Seroldgicos:

La neutralizacién viral se define como la pérdida de la infectividad
debida a la reaccion del virus con su anticuerpo especifico. La formacién
de anticuerpos humorales contra ciertos virus es el resultado de un
contacto con el virus por infeccion natural o inmunizacion.

Para realizar la prueba de neuiralizacién, se colocan juntos virus y suero
bajo condiciones apropiadas se incuban y se inoculan a un sistema
susceptible, en el cual la presencia det virus puede ser detectado. (39)

2.6.1.1 Hemaglutinacién e Inhibicién de la Hemaglutinacidn:

Ciertos virus aglutinan fos glébulos rojos. La hemaglutinacién (HA) es
la unién de los eritrocitos producida por el virus o por alguna estructura del
mismo. El resultado visible de la HA viral es un patrén formado en el fondo
de! pozo por los eritrocitos unidos por la hemaglutinina viral.

En ja hemaglutinacion directa, el virus actda directamente sobre los
eritrocitos y esta propiedad puede ser inhibida por anticuerpos especificos
al virus. En el caso de los arbovirus la propia parlicula viral es la
hemaglutinina no existiendo enzima destructora del receplor.

Los anticuerpos de los diferentes arbovirus poseen una amplia
reactividad de grupc por lo que la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacién (IH) se utiliza para clasificar a los mismos en grupos
antigénicos. (40,41,42)



2.6.1.2 Método de ELISA de Captura de IgM:

En la infeccion primaria por cualquier virus del complejo Dengue se
produce una respuesta de anticuerpos de la clase IgM, los cuales aparecen
en niveles detectables una vez finalizada |a fiebre y la viremia, por lo que se
recomienda que las muestras utilizadas para la determinacion de este
anticuerpo sean extraidas después del quinto dia de establecimiento de la
enfermedad.

Ei inmuncensayo enzimético sobre fase sdlida (ELISA) ha sido
utilizado como métode para el diagndstico serolégico en numerosas
enfermedades virales. Uno de los métodos aplicados es el de captura de
oM, utilizado para demostrar infecciones actuales o recientes. Para ello se
emplea Inmuneglobulinas anti-IgM humanas las cuales se fijan a la placa.

La deteccion de anticuerpos igM al virus dengue resulta de extrema
utifidad tanto en el diagnostico de casos clinicamente sospechosos como en
los sistemas de vigilancia epidemiologica para esta enfermedad. (42,43)

2.6.2 Métodos de Aislamiento:

El diagnéstico del dengue se puede hacer mediante el aislamiento
viral. Los individuos infectados desarrollan una viremia suficiente para
poder capturar al virus al inocular suero colectado en los primeros 5 dias de
iniciada la enfermedad, en las células susceptibles a la infeccién por
denguevirus. (42,43)

2.6.2.1 Cultivo Celular:

Se han utilizado diferentes sistemas celulares de mamiferos entre los
que se encuentran las lineas celulares: Vero (rifion de mono verde), BHK-21
(rifidn de hamsters), LLCMK-2 (rifidén de mono rhesus).

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de lineas de
mosquitos que han resultado ser mucho mas sensibles a la infeccién por el
virus en comparacién con los sistemas anteriores. Dentro de las més
utilizadas se encuentran las células: Cess (Aedes albopictus), AP-61 (Aedes
pseudoscutellaris) y TRA-284 (Toxorhichites amboinensis). La elevada
sensibilidad de estos sistemas, ha permitido alcanzar un alte indice de
aislamiento.
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Para el aislamiento de! virus cada muestra sérica se inocula en una
monocapa de tejido celular de la linea Ceas o TRA. Los cultivos se incuban
a 28C° durante 8 6 10 dias dependiendo de la linea y pasando este tiempo
son desprendidas las monocapas.

2.6.2.2 Inmuncfluorescencia Directa e Indirecta:

En la técnica de inmunofiuorescencia Directa (IFD) las moléculas
proteicas de los anticuerpos se unen al marcador fluorescente (fluorocromo)
por medio de firmes enlaces quimicos que no alieran esencialmente la
actividad inmunoldgica de estos anticuerpos, manteniendo integramente su
capacidad de unirse a los antigenos homélogos.

Una porcién de células de cada cultivo se coloca en un portacbjeto,
son fijadas y posteriormente tefidas con anticuerpos monoclonales para el
grupo flavivirus, marcado con fluoresceina. (42,44)

El método indireclo el anticuerpo primario (no marcado) se afade
sobre la muestra y el anticuerpo secundario {marcado) se combina con el
complejo Ag-Ac primario. Si la fluorescencia es especifica, se puede
identificar el antigeno cuando se conoce el anticuerpo primario o viceversa.
(45) :

De las muestras positivas se preparan otras léminas las que son
tefiidas con anticuerpo monoclonal y posteriormente un  anticuerpo
fluoresceinado para identificacion del serotipo.

2.6.3 Otros métodos de diagnéstica:

PCR:

El método de amplificacion méas utilizado actualmente es el que utiliza
la reacciéon en cadena de ia polimerasa o PCR. Esta metodologia, conocida
como PCR por sus siglas en inglés (polymerase chain reaction), permite la
rapida amplificacién de malerial genético para su posterior andlisis. (46)

La PCR se utiliza para amplificar un segmento de DNA que se
encuentra flangueado por dos regiones de secuencia conocida. La técnica
estd basada en el hecho de que las enzimas que realizan la sintesis de
DNA requieren la presencia de un iniciador o " primer ¥ para copiar la
cadena que les sirve de molde y en que la capacidad de! DNA de formar
hibridos es dependiente de |a temperatura: a altas temperaturas el DNA se "
desnaluraliza” permaneciendo en la forma de cadena sencilla y al bajar la
lemperatura puede reasociarse formando hibridos.
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En la PCR, a la DNA polimerasa se le suministran oligonucleétidos
complementarios a las regiones que flaquean el fragmento que se desea
amplificar y entonces, en ciclos sucesivos de sintesis, la polimerasa
solamente podra replicar ta regidn flanqueada por los oligonucledtidos que
van a servir como iniciadores de |a polimerizacion.

El proceso es controlado mediante la temperatura: primero se
calienta la muestra hasla alcanzar una temperalura, generalmente 94°C,
gue desnaturalice al DNA separando todas las cadenas; luego se permite el
enfriamiento de la muestra hasta que los iniciadores se asocien con las
secuencias que flaquean la region que se desea ampiificar, generalmente
entre 45 y 55 °C; finalmente se lleva la muestra a temperatura que permita
la sintesis del DNA. Se utiliza para la sintesis una polimerasa termoestable
(procedente de Thermus aquaticus o0 Taq polimerasa); esto tiene dos
ventajas: por un fado las temperaturas de desnaturalizacion del DNA no
inactivan a la enzima; y por el otro su elevada temperatura éptima de
sintesis (72 °C) reduce la posibilidad de que los iniciadores formen hibridos
débiles con otras regiones del DNA, lo que podrian dar lugar a eventos de
amplificacién inespecifica.

El proceso se repite y en cada nuevo ciclo las cadenas sintetizadas
en el ciclo anterior sirven de molde para la sintesis de nuevas cadenas
obteniéndose un crecimiento exponencial en el nimero de cadenas
presentes en condiciones ideales partiendo de una sola copia de DNA

podrian obtenerse alrededor de 1,000,000,000 de copias en treinta ciclos de
sintesis.

Para seleccionar las secuencias de los iniciadores se ulilizan los
mismos criterios que para elegir Ja secuencia de la sonda en un
procedimiento de hibridacién directa, esto es, que sean secuencias
especificas de la especie que se guiere diagnosticar o del gene que se
guiere identificar.

La técnica de PCR ha tenido un impacto muy grande en el
diagndstico porque tiene una gran sensibilidad (puede detectar la presencia
de hasta dos a tres copias de la secuencia buscada) y especificidad (si se
escogen adecuadamente los iniciadores puede reconocer género especie y
variedad); ademas de que nos permile tener los resultados en unas cuantas
horas. (47,48,49,50)
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2.7 VACUNAS

Desafortunadamente no se cuenta con una vacuna especifica que
proteja contra la infeccion por denguevirus. Un primer enfoque para obtener
una vacuna protectora es identificar una cepa inocua de reaccién cruzada.

Una segunda opcidn son las vacunas inactivadas, las cuates no han
podido desarroltarse debido a problemas en lograr la multiplicacién eficiente
de los virus en cuitivos celulares certificados.

La tercera posibilidad son las vacunas con virus atenuados, sin
embargo las cepas de este tipo -obtenidas en los dltimos 15 afos,
frecuentemente han resullado excesivamente atenuadas, o al contrario no
atenuadas.

En 1987 Angsubhakorn y col. hicieron un estudio de neurovirulencia
del Den-1 en dos espacies de monos del viejo mundo, Macaca mulatta
{mono rhesus) y Macaca fascicularis {cinomélogo o mono verde africano).
Un virus silvestre Den-1 y su carrespondiente cepa vacunal fueron
inoculados por via intratalamica, intramuscular e intraespinal en ambas
especies.

E! resultado fue que hubo neurovirulencia, la respuesta de
anticuerpos a los virus paterno y vacunal fue ligeramente menor en los
rhesus que en los cinomédlogos.

Una buena vacuna contra el dengue es que produzca niveles bajos
de viremia en los vacunados y que no pase a mosquitos vectores naturales
que pudieran alimentarse en estos sujetcs, con la subsecuente transmision
a atros individuos de una cepa que posiblemente pudiera haber revertido a
su estado silvestre.

Bancroft y colaboradores ensayaron la posibilidad de infectar
mosquilos Aedes aegypti a partir de voluntarios que habian recibido
experimentalmente una vacuna atenuada de Den-2. Unicamente dos de 114
mosquitos que tomaron sangre virémica se infectaron con ef virus vacunal,
La cepa recuperada de los mosquitos y de la sangure de los voluntarios
retuvieron sus caracteristicas fenotipicas. Este experimento demostré que el
vector puede infectarse naturalmente con virus vacunal y que retiene in vitro
sus caracteristicas. (44,51)

En 1982 Miller y Beaty ensayaron una vacuna atenuada de Den-2
obltenida a parlir de PR-1568. Ambas cepas se compararon en su capacidad
para infectar mosquitos y transmitirse.
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E! virus vacunal fue menos eficiente para infectar mosquitos, en lanto
que el 14% transmitieron el virus. El virus vacunal permanecio sensible a la
temperatura de 39°C después de infactar por via oral y replicarse en Aedes
aegypti,

Tren y colaboradores han trabajado en empidemiologia molecular de
los denguevirus. El mapeo y andlisis computarizado de cligonuclaedtidos del
RNA genémico de cientos de serotipos, han sefialado que los patrones de
cada serotipo son distinlives, reproducibles ¥ que son mapeos similares a
genomas virales de un solo serotipo, aislado en una epidemia en una regidn
geogréafica en particular. Gracias a estos estudios, se sabe que con la
introduccién del genotipe Jamaica en Puerto Rico en 1986 hay ya dos
variantes Den-2 en América. Hasla ahora se conocen 15 variantes
genotipicas del Den-2, siete del Den-1 ¥ cinco del Den-3,

El conocimiento de las secuencias de los genes virales, deben
ayudar a establecer las bases genélicas de los serotipos de denguevirus y
establecer las diferencias entre flavivirus virulentos y atenuados, lo cual
sera la base de la preparacidn de vacunas. La clonacion y secuenciacion de
la cepar Jamaica del Den-2 determing que su RNA contiene un marcador de
lectura de 10.2 kilobases. Estos estudios se conlinuaron en la aplicacion de
la ingenieria genética para obtener una vacunacién recombinante en la cual
la secuencia codificadora de las proteinas estrucluraies del Den-2 Jamaica
se coloco en el virus de la vaccinia. Los cultivos celulares infectados con
este recombinante solo expresaron la proteina E y al inocularse en ratones
o hamsters no produjeron anticuerpos detectables, pero al retarse con el
virus Den-2 hubo una respuesta secundaria al virus, significando que si
habian sido sensibilizados con e! recombinante.

35



2.8 EPIDEMIOLOGIA

Panorama epidemioldgico del Dengue y Dengue Hemorrdgico en México.
A finales de la Segunda Guerra Mundial los gobiernos de las naciones
americanas acordaron, a través de la Organizacién Panamericana de la Salud,
emprender una campafa sanitaria dirigida a erradicar del continente |a fiebre
amarilla. Gracias a esta campafia se logré la eliminacién en casi todo el
continente del_Aedes aegypti, vector de dicho padecimiento y del dengue; en
1963 se declaro a México nacidén libre de dicho insecto. Sin embargo, cuatro
anos mas tarde se volvié a detectar la presencia del vector.

En 1978 se presentd un brote de dengue clasico causado por el
denguevirus-1 en la ciudad de Tapachuia, Chiapas y poco tiempo después el
padecimiento se habia diseminado a todo el territorio nacional. Desde ese afo y
hasta el momento, 29 entidades federativas han reportado la ocurrencia de
casos.

El padecimiento se ha presentado ininterrumpidamente desde 1978 hasta
la fecha, en 1980 se presentd el mayor nimero de casos (514086), la tendencia
ha sido a la disminucién. Figura No. 8 Por lo que toca al dengue hemorragico
(DH}, el primer caso se presentd en 1984 en el estado de Yucatan. Durante el
decenio 1984-1993 ocurrieron 26 casos, confirmados y compatibles, de dengue
hemorrégico. En el afio de 1994 se presentaron 30 (7 defunciones, tasa de
letalidad de 23.3%) hasta la semana 47 de 1995 han ocurrido 266 casos (161
confirmados, 105 en esiudio, 2t defunciones, tasa de letalidad de 7.89%)
Figura No.9

En 1997 doce estados han reportado la ocurrencia de casos de dengue
hemorragico y en diez de ellos se han presentado defunciones. Los estodos con
la mayor tasa de letalidad son Guerrero, Qaxaca y Veracruz.

El patrén de comportamiento de los casos indica un incremento durante
los meses de octubre, noviembre y diciembre para 1994; en relacién con 1995
el aumento inicia desde el mes de agosto aun cuando han ocurrido casos a lo
largo de todo este afio. En 1996 se registraron 4,512 casos de Dengue Clasico.
En 1997 se lienen registrados 22,934 casos de Dengue Clasico. Tabla No. 4
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FIGURA NO. 8 CAS0S DE DENGUE CLASICO. MEXICO,

150+

200+

FIGURA NO. 9 CASOS DE DENGUE HEMORRAGICO. MEXICO, 1978-1995

1978-1995

1978-1984

1994

1993
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2.8.1 Vigilancia epidemiolégi¢a del dengue en México:

Los serotipos Den-1, Den-2 y Den-4 del denguevirus han circulado
ampliamente en nuestro pais desde principios de los afios ochenta; el
serotipo Den-3 no habia estado presente en Méxice durante los ditimos 30 a
40 afios, hasta su reciente aislamiento en septiembre de 1885 en los
estados de Chiapas (Tapachula y Suchiapa) y San Luis Potosi (Ebano) y en
octubre del mismo afio en Veracruz {Jalapa) y en Tamaulipas. En 1996 se
presentd en Qaxaca, Colima, Chiapas, Veracruz, Tabasco y Tamaulipas. En
1997 se localiza el serotipo Den-3 en Baja California Sur, Campeche,
Coahuila, Chiapas, Durango, Guerrero, Hidalgo,Jalisco, Nayarit, Morelos,
Oaxaca, Sonora, Tamaulipas, Veracuz y Yucaian.

La distrubucion geografica del padecimiento nos muestra que éste
predomina en areas costeras, hacia la zona meridional del pais, donde las
condiciones ecoldgicas son favorables para la transmision. La infeccion
produce inmunidad permanente para el serotipo causal y'cruzada por
algunas semanas para los otros serotipos; la inmunidad de grupo,
paraddjicamente, es un factor importante de riesgo ante la introduccion de
un nuevo serotipo, come el Den-3 en nuestro pais, que se ha asociado a
epidemias de dengue hemorragico en el continente.

No se conoce con exactitud |2 distribucién y densidad de las distintas
especies en el pais, por lo que una de las prioridades del sistema de
vigilancia es desarrollar mecanismos para conocer dichos aspectos, en
paicular porque estas especies han modificado su habitat, al adaptarse
con mas frecuencia a altitudes mayores a 1200 msnm, y posiblemente a
otras condiciones ecoldgicas, como se pudo demostrar en Taxco, Guerrero
y Orizaba, Veracruz, donde se han documentado brotes de dengue clasico.

Dentro de los faclores asociados a la presentacidn de formas
hemorragicas, destaca el antecedente de una infeccidn por denguevirus, en
especial si fue entre cinco y 10 afos antes; asimismo, es importante la
secuencia de los serotipos infectantes y la presencia de anticuerpos
neutralizanles. Hasta el momento no se dispone de una vacuna efectiva ni
de tratamiento especifico para la enfermedad.

Dado el espectro y la fisiopatologia de la enfermedad, el dengue
clasico puede ser confundido con diversas infecciones virales
(principalmente influenza y exantematicas) o bacterianas. El dengue
hemorragico / dengue con sindrome de shock debe diferenciarse de sepsis,
meningococemia, cuadros de abdomen agudo, purpura trombocitopénica,
hipermenorrea, metrorragia, fiebre tifoidea, cuadros clinicos de choque sin
causa aparente, cirrosis hepatica, neumonia, edema agudo pulmonar,
cuadros infecciosos febriles o exantematicos graves, asi como neurologicos.
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Los sistemas de vigilancia epidemiolégica en salud publica tienen
como objetivo determinar la frecuencia y distribucion de la enfermedad en la
poblacién, conocer su magnitud e impacto, y establecer los grupos y areas
en mayor riesgo, con el fin de orientar las acciones de prevencion y control.

El sistema nacional de vigilancia epidemiolégica de dengue ha sido
disefiado con el propdsito de homogeneizar los procedimientos para la
obtencion, procesamiento y andlisis de informacién sobre los factores de
riesgo de la enfermedad. El producto del sistema proporciona informacion
sobre los aspectos clinicos, la frecuencia y distribucién deil vector, los
serolipos virales circulantes y la magnitud de los diferentes factores de
riesgo para la enfermedad. (56)

La vigilancia epidemioldgica del dengue, desde el punto de vista
clinico, se basa en la utilizacion de las definiciones operacionales de caso,
con el propdsito de sistemalizar y unificar los procedimientos diagnosticos
para la deteccién, notificacion, estudio, seguimiento y clasificacidn de
casos. (53,54,55,56)
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2.9 CONTROL

El propésito de un programa de control de dengue mediante la
prevencion se basa en el supuesto de que si se eliminan o reducen los
ambientes propicios para la proliferacién de larvas en el medio doméstico,
se aminorara la densidad de hembras vectores a un nivel por debajo del
cual no puede ocurrir la transmisién epidémica del virus,

Aedes aegypli rara vez se localiza en grandes densidades y se ha
adaptado a las condiciones encontradas en el medio urbano tropical; habita
en las viviendas y emplea una gran variedad de recipientes y ambientes
naturales para depositar sus huevos. Esludios recientes demuestran que
esta especie puede volar més lejos de lo que se pensaba y con frecuencia
lleva a cabo ingestiones mdltiples de sangre: El empleo de insecticidas ha
desarrollado una mayor resistencia en la especie. Tales factores complican
la tarea dei personal de control de vectores para reducir la transmisién del
virus detectada por el programa de vigilancia.

En el caso del dengue, el primer paso del proceso consiste en
establecer un programa de vigilancia basado en pruebas de laboratorio, en
el que el personal médico obtenga muestras apropiadas de pacientes con
enfermedades similares al dengue, las almacene y las envie a ia brevedad a
un laboratorio capaz de analizar las muestas para detectar anticuerpos
antidengue o aislar el virus. Una vez en el laboratorio las muestras se
procesaran y los resultados serdn suministrados oportunamente a los
médicos remitentes.

Antes de implementar un programa de vigilancia es necesario tomar
decisiones respecto a cudles miembros del equipo de salud (epidemidlogos,
especialistas en control de veclores y promotores de salud, entre otros)
deberan recibir informacién sobre la actividad del dengue y en que periodo.
Este grupo debe transmitir la informacion adecuada al pablico a través de
los medios masivos apropiados. Para que el programa sea efectivo y tenga
las mejores posibilidades de éxito debe contar con un fuerle apoyo por parle
de la Secretaria de Salud.

Si se desea que la comunidad participe es necesario educaria acerca
de sus responsabilidades y de la importancia de su papel preventivo
empledndose para ello al méximo sus propios recursos e ideas.
(56,57,58,58,60)
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El Programa a Nivel Mundial del 14 de mayo de 1993, la Asamblea
Mundial de la Salud (AMS} aprobd la prevencidn y el control de dengue.
Dicha resolucion confirmé que la prevencioén y el control de la enfermedad
debe estar entre las prioridades de la Qrganizacion Mundial de la Salud
{OMS), asi como los paises miembros a:

-Fortalecer programas para la prevencion del dengue vy la vigilancia
de las poblaciones de vectores y casos en humanos.

-Concentrarse en medidas efectivas para reducir la densidad de
vectores y transmisién de la enfermedad,

-Incrementar |a capacidad de diagnéstico, asi como fortalecer la
vigilancia clinica y epidemioldgica.

-Enfatizar un desarrollo urbano planificado que ofrezca suministros
de agua seguros y confiables.

-Incrementar el personal entrenado y reducir la mortalidad de los
casos mediante un mejor manejo clinico de los mismos,

-Fortalecer la investigacion sobre la fisiopatologia de las infecciones
de dengue.

-Mejorar Ia educacién comunitaria en materia de salud, promover
practicas de higiene e incrementar la conciencia y capacidad de
accioén de la comunidad.

-Facilitar las pruebas de campo para vacunas contra el dengue.

Ademas la Asamblea Mundial de la Salud (AMS) solicité al Director
General de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) que:

-Establezca estrategias para prevenir la diseminacion del dengue de
un modo sostenible por los paises miembros.

-Prepare planes para la cooperacién de emergencia en caso de
brotes de dengue para coordinar su implantacion.

-Incremente la capacidad de la OMS para dirigir y robustecer la
investicién sobre vigilancia, epidemiologia y desarrollo de vacunas,
asi como para guiar a sus miembros en la prevencién y el control del
dengue.
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-Coordine programas de prevencién y control con otras dependencias
de las Naciones Unidas, organizaciones de desarrolio,
organizaciones no gubernamentales y otros grupos,

-Redoble esfuerzos para obtener recursos exirapresupuestales para

apoyar actividades nacionales e internacionales de prevencion y
control

-Mantenga informada a la Mesa Ejecutiva de la AMS sobre la
instrumentacion de la resolucion. (60,61,62,63)
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210 TRATAMIENTO

No existe hasta el momento una vacuna que demuestre su eficacia
contra los cuatro serotipos del virus dengue ni una droga antiviral de accién
efectiva contra el mismo.

Se ha demostrado que el interferén alfa, administrado durante el
comienzo de la enfermedad, es capaz de evilar ia evolucion hacia las
complicaciones, pero este producto biolégico no es aplicable masivamente,
por razones de costo y disponibilidad. Tampoco se dispone de un
anticuerpo  monoclonal, u otro recurso moderno, para bloquear los
mediadores que determinan el aumento de la permeabilidad vascutar que
conduce al choque,

No significa que no exista tratamiento para los enfermos con dengue
y dengue hemorrdgico: algunos lo han llamado tratamiento fisiolégico
intensivo. Consiste en actuar de manera inteligente, tratando de resolver
cada compiicacién que aparece en un determinado momento. Diagnosticar y
trater precozmente el choque, asi como evitar el edema pulmonar.

Para el médico: el dengue hemorrdgico es una enfermedad
autolimitada, que se produce por el derrame de mediadores y otras
aiteraciones. ias cuales, casi todas, el organismo es capaz de resolver
mediante otros mecanismos de compensacion. El objetivo de todo el equipo
médico y enfermeras es mantener vivo al paciente durante el nimero de
horas o dias necesario para que éste se estabilice y sobreviva.

2.10.1 Tratamiento durante la etapa febril (0-48 horas)

Tratamiento ambulatorio: Analgésicos (no aspirina por su accion
antiagregante plaquetaria). Recomendar la ingestién de abundantes
liquidos. Explicar a la familia las caracteristicas de la enfermedad y los
aspectos que deben observarse. La dosis de paracetamol no debe exceder
de 90 mg/Kg/dia para evitar su potencial hepatotoxicidad.

2.10.2 Tratamiento durante la etapa critica (3°-5° dia)
1.- Evolucién Satisfactoria: igual tratamiento al anterior.

2.- Sangrados: tratamiento compresivo local si son discretos y las plaquetas
mayor a 100,000 x mm® .
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Si los sangrados son abundantes y las plaquetas estan por debajo de
100,000 x mm?®, considerar la transfusion de plaquetas ( si la hemoglobina y
el hematocrito estan en niveles anormales ) pudiera utilizarse sangre fresca
en el raro caso en que las hemorragias hubiesen sido tan intensas como
para hacer descender las cifras de hemoglobina y hematocrito.

3.-Colecciones serosas (hidrotorax, ascitis): si son bien tolerados, conducta
expectante.

4.-Signos de alarma: dolor abdominal intenso y mantenido, vémitos
frecuentes y abundantes, irritabilidad y/o somnolencia, descenso brusco de
la temperatura (de fiebre a hipotermia) con sudoracion abundante, adinamia
y a veces lipatimia.

Los signos de alarma son signos de la enfermedad que anuncian la
inminencia del choque. Canalizar vena e iniciar la administracién de liquidos
(cristaloides) por via intravenosa. La cantidad de liquidos sera la que
requiera cada paciente para compensar sus pérdidas. Comenzar por 1500
ml x m® de superficie corporal x dia, sobre {odo si se conserva la via oral. La
calidad de la solucion puede ser Lacto-Ringer o mejor Acetato-Ringer o
dextrosa al 5%, con distintas mezclas de cloruro de sodio segun la edad del
pacienie,

5.- Choque: tratamiento del choque hinovolémico tai como cada hospiial lo
tiene determinado para pacientes con este tipo de choque por otras causas,
por ejemplo para el choque por la gastroenteritis o el célera. Con una
diferencia: administrar solamente la cantidad de liguido necesaria para
mejorar las condiciones hemodinémicas del paciente, porque en el dengue
hemorragico las cantidades de agua y electrolitros dnicamente se han
extravasado y no eliminados al exterior y por lo tanto retornaran al espacio
intravascular.

Si el choque se hace prolongado o recurrente y se extiende mas de
12 a 24 horas, reducir el volumen de liquidos que se administran a la
cantidad imprescindible para mantener la diuresis en 30 ml/ m?/hara, con el
objeto de hacer prevencién del edema pulmenar. Evitar la cianosis a toda
costa, administrando adecuada cantidad de oxigeno.

En el tratamiento del chogue puede incluirse las soluciones coloides
(albumina humana, plasma, dextran) pero exclusivamente cuando se
requiera una rapida recuperacion de la tension arterial aumentar la volemia
y mejorar la microtitulacién.
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La utlizacion exagerada de dichas soluciones coloides puede
contribuir a las complicaciones pulmonares senaladas. El dextran pudiera
interferir con la funcién de las ya disminuidas plaquetas, por lo que no es
recomendable su empleo si hay hemorragia digestiva. Es por esto que
debemos depender fundamentalmente de cristalcides en el tratamiento del
chogue por dengue.

De acuerdo con la fisiopatologia del chogue en esta enfermedad,
producida por aumento de la permeabilidad vascular a causa de la accidn
de mediadores (no existen vasculitis ni dafio demostrable a la célula
endotelial) es innecesaria la utilizacién de los farmacos empleados en otros
tipos de choque {séptico, cardiogénico, etc) No se recomienda el uso de
corlicoides por considerarlos innecesarios y polenciaimente peligrosos: lo
dicho se basa en la experiencia de no haberse empleado en muchos casos
tratados con éxito durante la epidemia de Cuba y varias de América del Sur,
las cuales evolucionaron bien por la via del tratamiento de reposicién de
liquidos sclamente. Ademas, con los corticosteroides existe el peligro de
favorecer las hemorragias del tracto digestivo, entre otros efectos
indeseados.

No se recomienda hacer uso de la heparina. La coagulacion
intravascular diseminada (CID) no es frecuente en esta enfermedad y es
posible resolverta mediante la administracion precoz y adecuada de liquidos
por via intravenosa.

El tratamiento de cualquier paciente en choque es muy dinamico y
corresponde al médico que lo atiende (preferentemente en una Unidad de
Cuidados Intensivos) tomar las decisiones que cada caso requiera.

Choque con edema pulmonar: disminuir atin mas los liquidos
intravenosos. Si hay disnea o p0, de 60 mm/Hg ventilacién mecanica. Esta
combinacion de choque y destress respiratorio por edema pulmonar no
cardiogénico constituye la situacion .més dificil de un terapeuta debe
afrontar al tratar un enfermo con FHD/SSD.

El mayor esfuerzo, debe ser hecho para prevenirlas. El paciente
puede sobrevivir mediante un control preciso del balance de liquidos
(ingresos y pérdidas), la monitorizacién de las funciones vitales y todas las
acciones médicas y de enfermeria que requiere este tipo de paciente critico.

En la etapa de recuperacién, cuando ya desaparecié el choque y la
volemia es normal o aumentada, puede mantenerse algun signo de estasis
pulmonar. El paciente previamente sano y normal deberd eliminar este
exceso del liquido de manera espontdnea mediante la diuresis.
(29,35,43,54)
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2.11 CITOMETRIA DE FLUJO
2.11.1 HISTORIA:

La Citometria es definida como la medicién de las caracteristicas
morfolégicas de células u otras particulas biolgicas. Las mediciones son
hechas cuando fas particulas pasan en iinea en una corriente liquida a
traves de un rayo laser. {64)

El antecedente histérico mas remoto corresponde a Lomonosov quien
en 1742 inventd un sistema de flujo para medir particulas en hidrosoles y
aerosoles, lo que se denomind después efecto Tyndall, anticipandose al
microscopio de campo obscuro y a la medicion de particulas
submicroscopicas por esparcion de un haz de luz.

En este siglo xx, en la década de los afos 30, Moldavan describe
intentos sin tener éxito para conlar células que circulaban a través de un
tubo capilar.

El contador de particulas de Gucker, utilizado en la il Guerra Mundial
y en la Escuela de Medicina de Harvard para la medicion de bacterias y
esporas del medio ambiente, trabajaba con una de las mas potentes fuentes
de luz que se conocia, el faro de un automévil Ford. Siguiendo a Gucker, el
principio del sistema de corriente de fluidos fue adoptado por Crosland-
Taylor y varias industrias en el desarrolio de aparatos para contar células
sanguineas.

El sistema Coulter estd basado en que la conductividad eléctrica de
las celulas que pasan por un orificio pequefo, es mas baja que las de las
soluciones salinas usadas como diluyente y eslo puede detectarse por el
cambio de la impedancia eléctrica en el orificio al momento de pasar. El
primer orificio que hizo Coulter, fue hecho en papel celofan de una
envoltura de cigarrilios.

La diferenciacion entre glébulos rojos y leucocitos fue hecha por
Kosenov con el uso de naranja de acridina. Los pulsos de marcaje al
comparar un gldbulo rojo que no se tefiia, con fos leucocitos permitio una
clara diferencia.

Los aparatos que precedieron a fos modernos equipos de Citometria
de Flujo, fueron los de Kamenstsky quien midié el contenide de los aAcidos
nucléicos y el tamafio celular por esparcimiento del haz de luz y el
seleccionador celular de Fulwyler que utilizé el principio del impresor de
tinta de chorro.
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Se han agregado sensores oOpticos y electrnicos a los primeros
equipos de citometria. Los modernos citdmetros de flujo para investigacion
aparecieron en los afios 70 y utilizaron helio, nedn y argén como fuentes de
luz.

En 1972 el grupo de Herzenberg en Stanford desarrolld una version
mejorada de su seleccionador celular. Fue el primer equipo que pudo
detectar sefiales fluorescentes de células que habian sido marcadas con
anticuerpos conjugados a fluoresceina y rodamina. (65)

La seleccion de células marcadas con fluorescencia fue desarrollada
en la década de los afos 70. Para estudiar poblaciones de células aisladas
para inmunologia.

El instrumento original fue grande, conteniendo un potente léser, este
fue refrigerado por agua, capaz de analizar y clasificar las células.

Ademas la Citomelria de Flujo continda para funcién del campo de la
inmunologia, ésta es usada en otros campos como la biclogla celular, la
biolo-
gia molecular, la palologia y el diagnéstico microbiolégico que esta
aumentando.

Con la expansion del uso de la Citometria de Flujo, para estudios que
no requieren la capacidad de seleccidn celular para un instrumento FACS.
La maquinaria ha sido simpiificada a mas compacta, aire-frio, laser solo,
instrumento analitico. Durante los analisis, el ensayo es contenido dentro
del instrumento. Usando solo un rayo laser que permite emitir la medicion
cuantitativa para un nimero de propiedades celulares, incluyendo nimero
de céiulas, el tamario de las células, granularidad celular y por arriba de tres
diferentes fluorocromos por célula.

Ademas para el ndmero de células clasificadas por fluorescencia, la
cantidad de cada fluorocromo asociado con cada célula podria ser medido
por la Citometria de Flujo.

El Citémetro de Flujo puede analizar varios miles de células por
segundo, es posible analizar un namero satisfactoriamente significativo de
células en un tiempo corto. Los cilometros de fiujo modernos con una 6ptica
fija y una compuladora interna permite al operador fijar parametros para
varios analisis con facilidad y guardar estos pardmetros en la computadora
para recuperarlos cuando se necesiten. (66)
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La Citometria de Flujo es una potente herramienta para el andlisis de
células sanguineas. En la clinica la melodologia se divide en técnicas de
investigacion y de rutina. Estas Gtimas son la inmunofenotipificacién de
linfocitos, la cuantificacién de DNA y el recuento de reticulocitos entre ofros.
Estos procedimientos proporcionan informacion muy valiosa tanto para el
diagnostico como para el seguimiento de los cambios ocurridos en el
sistema inmune por ejemplo del sujeto HIV+,

El Citémetro de Flujo analiza poblaciones celulares en un tiempo
muy corto, de 1000 a 10 000 células por segundo en promedio.

La Citometria de Flujo es una técnica que permite la medicién
simultanea de varias caracteristicas en una sola célula, por ejemplo tamario,
granutaridad y fluocrescencia. Para esto el equipo de citometria utiliza
sistemas opticos, de fluidos y electronicos. Los dalos sobre estas
caracteristicas celulares son analizados posteriormente por medio de los
sislemas de cémputo. Para analizar las células en el equipo de Citometria
de Flujo, deben estar en suspension y se hacen pasar por un sistema
disefiado de tal manera que se logra un flujo laminar en un enfoque
hidrodin&mico.(67)

Las células se localizan en el centro del fluido y asi interactian con
un rayo laser, modulado por una serie de lentes. E! ldser tiene su origen en
una fuente incandescente de argén. Cuando el rayo laser encuentra
presente alguna molécula fluorescente, la sefial es incrementada. La fuz
dispersada y la luz fluorescente son colectadas por lentes colocados en
posiciones adecuadas. Una combinacion de filtros y lentes dirigen las luces
dispersada y fluorescente a los deteclores. Los detectores producen una
sefial electrénica que es proporcional a la cantidad de luz que incide sobre
ellos. Los datos generados son recolectados para cada una de las
particulas o eventos y las caracleristicas o parametros que se miden para
cada uno de ellos se basan en sus propiedades de dispersion de la luz y
fluorescencia. Los datos recolectados se guardan en la computadora, donde
puede analizarse para dar informaciéon acerca de las subpoblaciones
celulares de la muesira sanguinea. (68)
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2.11.2 SISTEMA DE FLUIDOS:

Los constituyentes de un sistema de fluidos en el citdmetro se usan
para colocar las particulas de la muestra en el centro del rayo laser. Para
lograr esto, la suspensién concentrada de particulas se inyecta a una
corriente libre de particulas llamade liquido de envoltura, el cual rodea a la
suspension celular. Ef compartimiento de flujo celular, por donde circulan las
células, esta disehado de tal manera que el flujo laminar sea estable. Esto
significa que la corriente de la muestra permanece separada, pero en
posicién coaxial dentro de! liquido de envoltura. El flujo de este liquido se
acelera y atenua la suspension, causando que las particulas se localicen en
¢l centro del fluido en un proceso llamado enfoque hidrodinamico. Figura
No.10

FIGURA NO. 10 FLUIDO LAMINAR Y ENFOQUE HIDRODINAMICO

RAYO

LASER |

SUSPENSION

CELU LULAR
0o | XA
XXX | XX
XK XD TUBC CAFPILAR
W00 XX
X0 X 00
(X
XXX

50



2.11.3 SISTEMA OPTICO:

Laser con las siglas de "Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” (amplificacion de la luz por emision estimulada de radiacién). El
rayo laser producido por el argon y por la ldmpara de mercurio son los dos
tipos de fuentes luminosas mas ampliamente usados en la’ Citometria de
Fiujo. La ventaja del rayo laser es su estabilidad y la capacidad de enfocarlo
al tamano de la célula. (66)

La dispersion de la luz se presenta cuando una particula refleja la luz
que incide sobre ella. La magnitud a la cual esto ocurre, depende de las
propiedades intrinsecas de la particula, principalmente su tamafo y
densidad. Los componentes de una célula que conlribuyen a la dispersion
de la luz son: la membrana, el nicleo y el material granular internc de la
célula. La forma de la célula y la topografia de su superficie (rugosidad,
lisura) también contribuyen en este proceso.

La Juz dispersada en la misma direccién del rayo laser se llama luz
dispersada hacia el frente (FSC, de forward light scatler), la cual es
proporcional al drea de superficie celular y detectada en la misma direccion
en la que viaja el rayo laser incidente. La sefial FSC es generalmente fuerle
y facilmente detectable por un fotodiodo simple,

La buena resolucion de la sefal FSC requiere que las particulas
estén bien localizadas en el centro del flujo de la muestra y que el punlo
focal del rayo laser {determinado por ia posicién de los lentes de enfoque)
esté localizado en la parte central del flujo,

Una segunda sefial de la dispersién de Ia luz se recolecta a 90° con
respecto al rayo laser. A ésta se le conoce como luz dispersada hacia los
lados (SSC, de side scattered light). La sefial SSC varia en proporcion a ia
estructura interna y la granularidad de Ia particula. Un conjunto de lentes
localizados a 80° del rayo laser intercepta y enfoca la luz, la cual es
dispersada y dirigida hacia detectores adecuados. Figura No.11
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FIGURA NO. 11 COMPONENTES OPTICOS DEL CITOMETRO
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La correlacion de las sefiales FSC y SSC permite la discriminacion
de los diferentes tipos celulares dentro de una poblacion celular
heterogénea, sirviendo para identificar principalmente subpoblaciones de
leucocitos en la sangre humana.
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2.11.4 MARCADORES:

En la citometria de flujo se emplean anticuerpos monoclonales
conjugados a compuestos fluorescentes. Los compuestos fluorescentes
absorben energia luminosa dentro de los limites de longitud de onda que
son caracteristicos para cada uno de los compuestos. Esta absorcién causa
que un electrén suba a un nivel mayor de energia. Este electrdn regresa a
su estado basal emitiendo en diferente longitud de onda un fotén como una
liberacién del exceso de energia.

Los limiles dentro de los cuales un compuesto fluorescente puede ser
excitado, es conocido como su espectro de absorcion. Debido a que se
consume mayor energia en la transicion de absorcion que en la de la
emision de la fluorescencia, las longitudes de ondas emitidas serdn mas
grandes que las de absorcion. Estas longitudes de onda emitidas forman el
espectro de emision.

La sefial fluorescente generada debe ser proporcional a la cantidad
de colorante que estd presente sobre la particula. Esto requiere que para un
colorante dado se use una longifud de onda de excitacién adecuada.
También se necesita que se usen fluorocromos diferentes, se seleccionen
cuidadosamente de tal manera que la florescencia de uno pueda ser
discriminada de la de los otros.

Los equipos los agrupan en canales de flucrescencia, FiI, F2 y F3. Si
el rayo laser como fuente luminosa es originado en argén, debe elegirse
fluorocromos que sean excitados & 488 nm.

El isoliocianato de fluoresceina (FITC) es el flucrocomo més
comunmente empleado, cuyo maxime de absorcidn estd cerca de los 488
N,

Para detectar las sefiales de fluorescencia en el cilémetro, se
emplean tubos fofomultiplicadores (PMT), los que responden a una amplia
gamma de longitudes de onda. Estos tubos fotomultiplicadores detectan y
amplifican sefales débiles de luz.

En el citometro de flujo se usan fotodiodos para detectar las sefiales
FSC y tubos fotomultiplicadores sensibles para detectar las sefales SSC y
de fluorescencia. .

Un tubo fotomultiplicador (PMT) responsable de [a deleccién de una
sefial de fluorescencia debe detectar solamente la luz asociada con el
caolorante fluorescente,

La especificidad de un detector para cada uno de los colorantes
puede hacerse éptima colocando un fillro enfrente de cada tubo
fotomultiplicador, el cual permite el pasc de una banda reducida del
espectro cercano at pico de emisién del colorante.
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Un lente que separa el haz es responsable de dirigir las diferentes
luces hacia dos direcciones distintas. Los fotones con longitud de enda
mayor de 560 nm se dirigen hacia el tubo fotomuitiplicador FL2 mientras que
se trasmite la luz de longitud de onda mas corta hacia el tubo
fotomultiplicador FL-1,

Una vez que las sefales luminosas son detectadas, se convierten a
pulsos electrénicos proporcionales a la intensidad de la juz incidente, los
cuales son analizados y después convertidos a sefiales digitales que se
guardan en la computadora como informacién de datos,

Les perfiles de intensidad se representan como histogramas, en
donde el eje horizontal representa la poblacién de eventos que tienen mas
flucrescencia. Se cuantifica en canales de fluorescencia y esté colocada en
forma lineal en una escala de 0-250 canales {dependiendo del tipo de
equipo) y en forma logaritmica de 10° hasta 10* Figura No. 12. Cada evento
se coloca en el canal que corresponde a su intensidad. Las sefiales con
intensidad idéntica se acumulan en e! mismo canal. Los eventos con
sefiales con mayor fluorescencia se colocardn en canales que se
encuentren hacia la derecha, aquellos con sefiales menores se colocaran
en canales colocados hacia fa izquierda, ’

FIGURA NO. 12 HISTOGRAMA DE FLUORESCENCIA

Los datos o la informacién que el citbmetro produce pueden
presentarse en cuatro diferentes formatos: histogramas de frecuencia (side
by side), diagrama de puntos (dot-plot), diagrama de contornos (contour
plot) y diagrama tridimensional (isometric). Se selecciona dependiendo de
cémo se quiera presentar los datos o hacer resaltar alguna informacién en
particutar.
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El mas empleado en investigacidn es el histograma de frecuencia
(side by side) porque permite colocar cada uno de los eventos en rangos o
canales, en el eje horizontal de las abscisas x dependiendo de la
intensidad de ta caracteristica de la muestra sanguinea que se evalua.
Cercano al origen en el lado izquierdo, se colocan los eventos que tienen
una menor intensidad de fluorescencia y hacia la derecha de la pantalla los
de mayor intensidad. Si la poblacion es uniforme en fluorescencia, la base
del histograma ser estrecha, si no es uniforme serd mas amplia, ademas si
hay varias poblaciones se apreciaran varios histogramas.
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3.- JUSTIFICACION

El dengue es una enfermedad que cada vez infecta a mas
personas y ocurre sobre todo en época de lluvia y después de ésta
cuando los mosquitos Aedes aegypti proliferan en areas donde se
encuentran depodsitos de agua estancada.

En México solo hablan circulado los serotipos Den-1, Den-2, y
Den-4 lo cual ha afectado a 29 localidades federativas hasta agosto de
1985, y Den-3 en el estado de Chiapas municipio de Suchiale a
principios de agosto de 1995, El diagndstico de dengue se realiza por las
técnicas de ELISA, Inhibicién de la hemaglutinacion, Cultivo Celular y
por Inmunofluorescencia. Estas técnicas se producen en laboraterios con
una infraestructura desarrollada ya que requieren de un material costoso
como: estufa, campana de flujo laminar, microscopio de luz ultravioleta,
reactivas y de tiempo.,

Por tal motivo se pretende introducir y aplicar una técnica rapida y
eficiente que apoye et diagndstico de dengue a nivel laboratorio y scbre
todo en el campo cuando se encuentre un brote epidemiolégico en cierta
parte del pais.
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4. OBJETIVOS

Estandarizacion de la técnica de Hemaglutinacion Pasiva en Capilar y
Citometria de Flujo para Dengue.

a.- Llevar a cabo una prueba en donde los antigenos especificos del
Dengue se acoplaran a los glébulos rojos de carnero tratados previamente
con acido tanico y a los gldbulos rojos de ganso produciendo una
aglutinacion con anticuerpos presentes en sueros de pacientes.

b.-Realizar la estandarizacién por Citometria de Flujo para detectar 2l virus
adherido a la superficie de los glébulos rojos de ganso y carnero, que seran
separados de acuerdo a la intensidad de fluorescencia comparados con ios
lestigos sin antigeno.

c.-Realizar un diagnéslico rapido y eficaz en sueros de pacientes con
Dengue utilizando la técnica de la Hemaglutinacién Pasiva en Capitar,
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL:
A) Biolégico:

1.-Sueros de pacientes positivos y negativos a dengue enviados al
{aboratorio de virologia def I.N.D.R.E.

2.-Sueros de pacientes positivos a olras enfermedades diferente a Dengue:
tuberculosis, cisticercosis, hepatitis, herpes, citomegalovirus, sarampion,
rubeola, varicela, citomegalovirus, del I.N.D.R.E.

3.-Globulos rojos de ganso y carnero que son proporcionados por el
bioterio del LN.D.R.E.

4.-Anticuerpo Anti-IgM humano. Lab, Kirkegaard y Ferry. Laboratorios Inc,
S.-Anticuerpo  monoclonal  anti-flavivirus conjugado con enzima
peroxidasa.(proporcionado por los laboratorios cDC)

6.-Albumina Bovina Fraccion V ‘

7.-Suero Normal Humano al 15 %

8.-Anticuerpo monoclonal anti-flavivirus conjugado a fluoresceina
9.-Anticuerpos monoclonales: anti-Dengue1, anti-Dengue 2, anti-Dengue 3,
anti-Dengue 4 conjugado a fluoresceina.

B} Material de Laboratorio:

1.-Microplacas de Alta adherencia para ELISA {(ELA-RIA fondo plano de 96
pozos)

2.-Papel sellante para microplaca coslar de 100 pzas.

3.-Microtubos para dilucién de muestra con soporte esterilizables

4.-Tubos capilares sin heparina

5.-Tubos de & ml (12 x 75 mm de poliestireno, fondo redondo con tapa)
estériles. Becton Dickinson.

C}) Aparatos:

1.-Centrifuga refrigerada (DAMON IEC, CO. DPR 6000)
2.-Lector de Placas de ELISA (Dynatech MR 5000)
3.-Impresora de lector de ELISA (Epson LX-810)
4.-Microscopio de inmunofiuorescencia (Zeilss)
5.-Citémetro de Flujo Becton Dickinson
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5.2 DISENO EXPERIMENTAL

Antigeno de Dengue

Prueba de Hemaglutinacion Cuantification de Proteinas
{Titulacion de las Unidades por el método de Bradford
Hemag!utinantes del Virus)

Prueba de ELISA Estandarizacion de la Técnica
{Sueros positivos y negatives) de Hemaglutinacion Pasiva
en

Capilar

Identificacion de virus
por Inmunofluorescencige————————Citometria de
Directa Flujo Laminar

identificacion de Serolipo
en lnmunofluorescengia
Indirecta
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5.3 PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

Fundamento: La hemaglutinacién viral es el agrupamiento o unién de
los glébulos rojos debido al virus o a algunas propiedades especificas de!
virus. Los gldbulos rojos tienen 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 modo la hemaglutinacién.

La hemaglutinacién es inhibida por anticuerpos especificos. La
prueba de inhibicion de la hemaglutinacién es usada para identificar,
demostrar inmunidad y para estudiar relaciones antigénicas entre virus.

A} PREPARACION DE GLOBULOS ROJOS DE GANSO:

Se utilizan glébulos rojos de ganso porque en la superficie se
encuentran receptores que tienen afinidad por el antigeno viral. Los
receptores en la membrana del glébulo rojo son mucoproteinas terminales
con écido sidlico.

1.-8angrar en condiciones de asepsia a partir de la vena de! ala, con una
jeringa desechable con aguja del ntiimero 20 conteniendo 1.5 ml de solucién
de Alsever’s por cada 8.5 ml de sangre.

Los gansos no deben sangrarse mas de una vez a la semana para evitar
anemias.

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

3.-La sangre se lava con solucién dextrosa-gelatina-veronal (DG\) en un
lubo para centrifuga.

4.-Se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos.

5.-El paquete se resuspende en solucion de DGV de modo que resulte una
supensidn al 8%,

6.-A partir de esta suspensién, se prepara otra suspensién de glébufos rojos
-1:24 usando como diluyente los PBS’s de pH's diferentes (6.0, 6.2, 6.4, 6.6,
6.8y7.0).

B)TITULACION DE LAS UNIDADES HEMAGLUTINANTES DEL VIRUS:

1.- Es importante determinar el pH optimo de hemaglutinacién de cada uno
de los virus por utilizar,

2.-Se usa una placa para cada serotipo de dengue. ‘

Se marca en e! sentido horizontal las diluciones del virus y en el sentido
vertical los pH de las diferentes soluciones de-fosfatos en las que estan
diluidos 1:24 {os eritrocitos de ganso estandarizados.
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3.-En la primera ceclumna vertical se colocan 0.4 ml (100pL) de la
suspensidn viral correspondiente a la placa que se estd usando.

4.-Se colocan 0.05 ml {50pL)de la solucién albumina bovina (BABS) al 0.4%
en los pozos vacios de la placa.

5) Con la ayuda de una pipeta multicanal graduada a 0.050 ml (50ul) se
realizan las diluciones, pasando del primer pozo al segundo y a través de
todos los pozos restantes. Descarlar los 50 uL del antependitimo pozo. En
las dos dltimas hileras de la placa se colocan los testigos.

6.-En todos los pozos se depositan 0.05 ml (50ul) de la suspensién
estandarizada de eritrocitos diluida 1:24. En cada hilera deberdn usarse un
solo pH, hasta completar los 6 valores de pH previstos (6.0, 6.2, 6.4, 6.5, 6.8
y 7.0). Fig. No.13

7.-En los pozos de los testigos se incluyen las 6 suspensiones de eritrocitos
y del diluyente solo.

8.-Agilar las placas, se cubren y se incuban a temperatura ambiente durante
30 minutos.

9.-Se busca la presencia de hemaglutinacion, es decir la formacion de
agregados de eritrocilos que se depositan esparcidamente en el fondo del
pozo como una malla. Los eritrocitos no aglutinados se depositan en el
fondo del pozo en forma de un punto o botén.

10.-En el ultimo pozo donde se observe hemagiutinacién completa serd una
unidad hemaglutinante (UHA).

11.-El pH éptimo corresponde a aquel en donde se encuentre el mayor litulo
del virus, es decir donde haya el nimero mayor de UHA.

12.- Para la prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién se prepara la
dilucidon del antigeno que contenga de 4 a 8 unidades hemaglutinantes
{UHA).

1UHA= la més alta dilucion del antigeno que muestra una
hemaglutinacion completa.

Interpretacidn: Patrones de Hemaglutinacion
Hemaglutinacién Completa Hemaglutinacién Parcial Hemaglutinacién negativa
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FIG. No. 13 pPRUEBA DE HEMAGLUTINACION (Titulacién de aptigeno)
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5.4 METODO DE ELISA DE CAPTURA DE IgM PARA EL DIAGNOSTICO
DE DENGUE

Fundamento: se utiliza un anticuerpo anti-lgM humano purificado, que se fija a
los pozos de la placa de poliestireno, posteriormente se agregan los sueros
problemas, se incuban y se elimina el exceso de reactivos con lavados, las
reacciones Ag-Ac (Ac anli-IgM- IgM del suero) que ocurren no son efiminadas por el
lavado y quedan fijas en el pozo. Cuando se agrega antigenos de Dengue, ocurre la
segunda reaccion Ag-Ac enlre las IgM. .

Suero del
Paciente igM
{Contiena IgM) Y Y Y
YYY - YYY
Anti-igM Human Antigeno
(Anticuerpo de de Dengue
Caplura)
Ac antiDengue Marcado vs o

>, 2n
Brath

Con Peroxidasa )\ A A b

YYYe—o Y YY
YYY

S Color
P P P
Sustrato /l\ A ’)} \/

Y'Y
Y Y

Figura No. 14 Método de ELISA de Caplura de IgM para ¢l diagnéstico de Dengue
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Primer dia;

1.- Preparacién de la placa:
a} Lavar la placa tres veces con agua destilada
b) Secar con pequenos golpes

2.-Sensibilizacion:

a) A cada pozo agregar 100 pb de anti-IgM (dilucién :50 en buffer de
carbonatos: 1. 59 g Na, CO;, 2.3 g NaHCO; y H,O destilada 1Lt la
dilucién se hace dependiendo de la casa comercia,l del lote y del titulo
obtenido en u n ensayo previo).

Nota: solo se sensibilizan los 60 pozos internos de la placa.

b) Incubar a 4 °C en cdmara himeda hasta otro dia.
Segundo dia:

3.- Lavar las placas 5 veces con PBS ( 8 g NaCl, 0.2g KCI, 0.14 g KH:PQ,,
0.91g Na H;PO, ajustar a pH = 7.4)

4.- Bloqueo:
a) Llenar con 100 pL los pozos con albimina al 4 % en PBS
b) Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

5.- Lavar las placas 5 veces con PBS.

6.- Reaccién con suero;
a) Diluir el suero 1: 40 en PBS que contenga albimina bovina al 0.5%.
D) Agregar 50 pL de cada muestra a lgs pozos correspondientes.
c) incubar por 2 horas a 37 °C en bafo Maria.

7.- Lavar ias placas 5 veces con PBS
B.- Reaccidén con antigeno:

a} Adicionar 50 pl. de la mezcla de antigeno (Den-1, Den-2, Den-3 y
Den4)a cada pozo.
{Previamente diluido en suero normal humano al 20% ; titulado y ajustado
en el INDRE por HA y ELISA)

b) Incubar a 4 °C toda la noche en cdmara himeda,
Tercer dia;

9.- Lavar las placas 5 veces con PBS.
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10.- Reaccfén con conjugado
a) Agregar 25 pL de conjugado a cada pozo.

Nota: El conjugado consiste en un anticuerpe monoclonal anti-dengue
{flavivirus) marcado con peroxidasa, diluido en suero normal humano/PBS.
La dilucidn del conjugado se hace 1: 2000 - 1: 6000 dependiendo del lote.

b} Incubar 1 hora a 37 °C en bafo Maria.
11.-Lavar las placas co.n PBS 7 veces.
12.-Reaccién con sustrato,
a) Agregar 100 L de sustrato a cada pozo.
El buffer de sustrato es comercial y consta de citratos con H,0 ; y el
cromogeno es ABTS, se preprar volumen a volumen de cada uno.

b)' Incubar a 37 *C durante 30 minutos en bafio Maria,

¢} Continuar la incubacién a temperatura ambiente hasta que el control
positivo este por arriba de una densidad optica de 1.0. Cerciorarse del color.

13.- Leer las placas a 405 - 410 nm. El suero controi negativo es ajustado
como blanco.

14.- Interpretacién: cada placa debe contener dos sueros controles positivos
y un control negativo. Un contro! positivo allo Y un control positivo bajo, si
los resultados de estos dos controles no estan en un valor apropiado la
prueba no es valida.

Los sueros problema con una densidad Oplica mayor a 0.1 son
considerados como positivos,

15.- Los reactivos a wtiizar para la técnica de ELISA deben ser conservados
a -20 °C excepto el sustrato y albimina,
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5.5 DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Fundamenio: es un ensayo de unién de colorante, en el cual un cambio
diferencial de color ocurre en respuesta a varias concentraciones de proteina.
La absorbancia maxima para una solucién acida de azul brillante de Coomassie es
de 465 a 595 nm cuando se une a proteinas. El colorante azul de Coomassie se une
a residuos de aminodcidos principalmente bdsicos y aromdticos, especialmente
arginina. La ley de Beer puede ser aplicada para una cuantificacion segura de
proteina seleccionando una apropiada relacion de volumen de colorante a la
concentracion de la muestra.

La prueba empleada para ia determinacion de proteinas es el microensayo
disefado por BIO-RAD (Modificado de Bradford, 1976). Los sistemas fueron
preparados como se describe acontinuacién:

Tubo Agua destilada HL de albumina Reactivo de
(nL) { 1 mg/ml) Bradford {uL)
1 800 0 200
2 795 5 200
3 790 10 200
4 785 15 200
5 780 20 200

El reactivo de Bradford es adicionado al final, y todos los tubos son mezclados
en vértex y se dejan reposar durante 20 minutos anles de ser leidos en un
espectofotdmetro Beckman DU-62 a 595 nm.

La absorbancia dada por las muestras es interpolada a una gréfica que se
construye con los datos de ios fubos 1,2,3,4 y 5, se calibra el aparato con la solucién
da| tubo blanco.

La curva se alinea en el eje de las abscisas la cantidad en mg/ml de proteina
(albumina en la determinacidn de proteinas en el Ag) y la absorbancia dada por cada
una de las soluciones en el eje de las ordenadas. Se realiza la regresion lineal de
dichos puntos, y se interpola en la curva el valor de la absorbancia dado por las
muestras en cuestion; obteniéndose asi la concentracion de proteina.
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5.6 HEMAGLUTINACION PASIVA EN CAPILAR

- Fundamento: a los eritrocitos frescos se les puede acoplar moléculas
pequenas ¢ macromoléculas. En el caso de substancias de pesoc molecular bajo, se
ulilizan métodos quimicos apropiados para establecer eniaces covalentes que unan
tales moléculas con los grupos quimicos de la membrana del eritrocito & con
tratamiento previc de! eritrocito con acido tanico.

Los eritrocitos al ser recubiertos con antigeno se les lama eritrocitos
sensibilizados.

1.-Activar los gicbulos rojos de carnero con acido tanico.
La solucion de &cido tanico se prepara: con 0.1 g de acido tanico en 10 ml de
solucidn salina. Se conserva en frasco dmbar a 4 °C por no mas de un mes.

La solucidn de trabajo se prepara al momento de usarse, haciendo una dilucién
1:200 en PBS {ditucion final 1:20,000).

Los eritrocitos de carnero se conservan en solucidén de Alsever's y deben de
usarse una semana después de haberse obtenido,

Antes de usar los eritrocitos de carnero filtrar con gasa estéril, se lavan tres
veces con PBS pH = 7.2 y se ajustan a una concentracion final del 4 % en PBS. Se
coloca en un tubo de polietileno de 50 ml, 2 mi de eritrocilos de carnerc al 4 % y
2 ml de la solucitn de acido tanico diluida a 1:20,000.

2.-Se mezcla por inversion y se mantiene a temperatura ambiente durante 30
minutos.

3.-Centrifugar a 1,500 rpm durante 10 minutos.

4.-Descartar el sobrenadante y agregar 10 ml de PBS. Se repite 3 veces el
procedimiento.

5.-Al sedimento del ultimo lavado se agregan 16 ml de PBS para oblener asi una
suspension ai 0.5% de eritrocitos tratados con acido tanico.

6.-Realizar una suspension de glébulos rojos de carnero tanizados con el antigeno
a una concentracion de 1.0 mg/mi.

7.-En un papel parafilm se coloca 14 pL de la suspensién (glébulos rojos de
carnero lanizados y antigeno a una concentracién 1.0 mg/ml) y 7 ul de suero
problema, por capilaridad se colocan en un tubo capilar para microhematocrito sin
heparina, se selia con plastiiina, se agita el tubo capilar sobre una superficie plana.
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8.- Esperar 30 minutos para observar la aglutinacién.

9.- Interpretacion de ia prueba: si hay aglutinacién es el suero es positivo.
Si no la hay el suerc es negativo.

68



5.7 TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Fundamento: Consiste en el uso de anticuerpos especificos conjugados a
moléculas fluorescentes, que al ser excitadas con [uz ultravioleta de una cierta
longitud de onda, emiten fuz visible de un color caracteristico.

5.7.1 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

La inmunofluorescencia directa se basa en el principio de poner sobre una
superficie el antigeno viral, el cual se va a unir un anticuerpo monoclonal para
dengue marcado con fluoresceina, para obtener el complejo antigeno - anticuerpo.

+ \
—

antigeno viral anticuerpo monoctonal
para dengue marcado
con fluoresceina,

complejo Antigeno-Anticuerpo
marcado con fiuoresceina.

Figura No.15 Inmunofiuorescencia Directa
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Procedimiento:

a) Colocar la solucion de gldbulos rojos de carnero sensibilizados con el antigeno de
dengue en la laminilla cubierta con teflon para inmunoflucrescencia .

b} Dejar secar la muestra en campana de flujo laminar.

c) Fijar inmediatamente con acetona fria durante 15 minutos y secar con aire.

d) Agregar 12 L de conjugado {(anticuerpo monoclonal para dengue diluido

- 1:300 en PBS pH=7.5 {Figura No. 15}

e} Incubar las laminillas en una cdmara himeda a 37 °C por 30 min.

f) Enjuagar la laminilla eon solucién salina amortiguadora de fosfatos (pH = 7.5).
por 10 minutos agitando.

g) Absorber el exceso en papel (perc nunca secar completamente).

h} Depositar 2 gotas de medio de glicerina {90 % de glicerina y 10 % de sol.
salina de fosfatos) y montar cubreobjeto.

i) Observar las laminillas (FA) con microscopic de fluorescencia.

j} Las laminilias deben guardarse en una caja obscura para evitar que les de la
luz

70



5.7.2 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFA)

La muestra, a la que se le realizé inmuncfluorescencia directa y resulto positiva,
se utiliza para serotipificar el virus presente.

> >

antigeno viral anticuerpo monoclonal
especifico para cada serotipo.

complejo Antigeno-Anticuerpo anti-ratdn marcado con
fluoresceina

complajo-Antigena-Anticuerpo
anti-ratén marcado con
fluoresceina

v

Figura No. 16 Inmunofluorescencia Indirecta
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Procedimiento:

a) Colocar la muestra en la laminilla para inmunofluorescencia,

b) Dejar secar en {a campana de flujo laminar aproximadamente durante 30
minutos.

¢) Se coloca la faminilla en acetona fria para fijar durante 15 minutos, se sacan de
la acetona.

d)Colocar la laminilla en una cdmara himeda y se les agrega 12 pL de
anticuerpos monoclonales (difuidos 1:10 con PBS pH = 7.5} especificos para
cada serotipo.(Figura No, 16) ‘

e)incubar las laminillas a temperatura de 37 °C por 30 minutos en una cadmara
humeda.

f) Enjuagar las laminillas en solucion salina amortiguadora de fosfatos por 10
minutos.

g) Absorber el exceso en papel

h) Agregar 12 pL de conjugado (anti-ratén marcado con fluoresceina diluido 1:100
con PBS pH = 7.5) incubar las laminillas por 30 min. a una temperatura de 37 °C
en una camara humeda.

i) Enjuagar son soluctdn salina amortiguadora de fosfatos.

j) Colocar 2 gotas de medio de glicerina (90% glicerina y 10 % PBS) a cada
laminilla y montar cubreobjelos.

k) Observar con microscopio de fluorescencia.
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5.8 CITOMETR!A DE FLUJO LAMINAR

Fundamento: permite la caraclerizacion morfoldgica de células en suspension, y con
el uso de anticuerpos monocionales acoplados a diferentes fluorocromos se puede
identificar poblaciones celulares por sus moléculas de membrana CD (antigenos de
diferenciacion de grupo, del inglés “Cluster of differentiation™); en la actualidad se
conocen mas de 170 marcadores CD y para muchos de ellos se cuenta con
anticuerpos monoclonaies que los reconocen.

La citometria de flujo laminar se basa en el paso de un flujo de células individuales
en suspension por fa celda de deteccidn, en donde la luz de un rayo laser es
dispersada ligeramente hacia adelante (esta dispersion de la granularidad de las
mismas) y adicionalmente se emile fluorescencia si un anticuerpo conjugado a un
fluorocromo se encuentra sobre esa misma célula. Las distintas sefiales luminicas
son enviadas a diferentes delectores del citdometro de flujo, en donde son
transformadas primero a pulsos eléctricos y después a sefiales digitales que son
manejadas graficamente en una computadora.

Procedimiento:
1) Suspension de gldbulos rojos tratados con dcido tanico {dilucidon 1:20,000)

2} Antigeno de Dengue con una dilucidn 1:100

3} En un tubo de pléastico para Citdmetro de Flujo se coloca el antigeno de Dengue y
los glébulos rojos tratados con acido tanico.

4) Incubar 2 horas a 4°C

§) Agregar el monoclonal Dengue-3 diluido 1:1000

6) Incubar 2 horas a 4 °C

7) Lavar con PBS a pH=7.2

8) Agregar un anlicuerpo anti-ralén marcado con fluoresceina
@) Incubar 2 horas a 4°C

10) Lavar con PBS apH=7.2

11) Tener un volumen final de 400 L con PBS. Leer al Citémetro de Flujo en el
canal con la longitud de onda para la fluoresceina (488 nm)
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6. RESULTADOS

Se establecid la concentracion del antigeno y la dilucién de los globulos
rojos de ganso con lo que se logra una aglutinacién de los gidbulos rojos sin
importar e! pH del amortiguador.

La concentracion seleccionada de antigeno fue 1:640 y gldbulos rojos de
ganso 1:200 (0.5%), es necesario establecer un pH para favorecer ta reaccidn
Tabla No.5

Se trabajaron con concentraciones cercanas a las oblenidas en el labla No.5
0.3, 0.4, 0.5 y 0.6% de gldbulos rojos unos fijados con glutaraldehido al 1% y otros
no; también con das diluciones de antigeno (Den-2) 1:640. Se considerd una
variable mas globulos rojos de ganso lavados y sin lavar.

Los resultados se hicieron por duplicado en diferente dia. Se observé que en
una concentracién de gldbulos rojos al 0.6% y al 0.5% se alcanzé a observar un
buen fenomeno de aglutinacién en capilar. Como tesigo negativo se utilizaron-
globulos rojos al 0.5% fijados y no fijados sin antigeno, en ellos no se observé
aglutinacién,

En la segunda fase se elabord un sistema con una concentracién de
glébulos rojos de ganso al 0.5% fijados con glutaraldehido y con antigeno,

Se fijaron en placas de tefién para inmunoflucrescencia con acetona fria, Se
agregd un monoclonal antiflavivirus fluoresceinado y se incubé 30 minutos a 37 °C.
Figura No.17 Después se enjuagd con PBS y se observd al microscopio de
fluorescencia, asi como en Citomelria de Flujo con la variante que la reaccidn se
realiza en tubo y en fase liquida.

Los gldbulos rojos con glutaraldehido presentaron alta autofluorescencia en
microscopia aun en el sistema que no tenia antigeno. En el Citémetro a2 Flujo se
presentd una considerable diferencia entre los globulos rojos con glutaraldehido y
sin &1, aunque no luvieran antigeno. Grafica A Por lo que se descarta el uso del
glutaraldehido en los experimentos subsecuentes.
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Los glébulos rojos de ganso se deterioraron muy rapido y se decididé probar
con globulos rojos de carnero en el sistema anterior. Con esto se consiguieron
mejores resultados en Citometria de Flujo y en Inmunofluorescencia. Utilizando &cido
tanico 1: 20,000 como reactivg ya que expone grupos quimicos en el globulo rojo,
favoreciendo la unién de denguevirus a su superficie. Gréfica B

Una vez que los antigenos se adhieren a los globulos rojos de camero se
procedid a analizar si un suero de ratén contra un antigeno conocido (Den-3) era
capaz de reconocer especificamente al antigeno homdlogo. Se realizé una dilucion
1:1000. Obteniéndose que el suero de ratén anti-dengue 3 reconocié a los cuatro
antigenos sobre los eritrocitos en forma cruzada. GraficaCy D

Se llevo a cabo la titulacidn de los diferentes serotipos de Dengue por la
técnica de Hemaglutinacion para realizar la mezcla de los antigenos empleados en la
técnica de ELISA. Asi como saber cudl es el pH dptimo donde se encuentra el mayor
numero de unidades hemaglutinantes. Tabla No. 6

Se cuantificaron proteinas de ios antigenos por el méiodo de Bradford para
conocer !a concentracion de cada uno de los serotipos de Dengue. Tabla No, 7

Estos se utilizaron para preparar la suspension de glébulos rojos de carnero
sensibilizados con el anligeno a una concenlracion final de proteinas 1.0 mg/ml.
Posteriormente se probaron diferentes proporciones del reaclive y el suero del
paciente para determinar cual es la mejor relacién entre ios dos. Tabla No. 8

Se realizd Ia técnica de hemaglutinacién pasiva an capilar, colocando dos
partes del reactivo y una parte de suero del paciente con titulo positivo y negativo
para igM de Dengue. Figura No. 18

Posteriormente se observd la hemaglutinacion pasiva en capilar ds un suero
positivo en el microscopio invertido. Figura No. 19

Se seleccionaron 250 sueros positivos y 50 sueros negativos de pacientes
previamente analizados por la prueba de ELISA. Estos mismos sueros se emplearon
para la prueba de Hemaglutinacion Pasiva en Capilar obteniéndose un 100 % de
concordancia. Tabla No. 8
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La determinacidn de la especificidad de la prueba de Hemaglutinacion
Pasiva en Capilar se lievo a cabo utilizando sueros positivos a Citomegalovirus,
Cisticercosis, Epstein Baar, Herpes, Hepatitis B, Rubéola, Sarampién, Tuberculosis
y Varicela. Obteniéndose reaccion cruzada con un suero de Herpes posiblemente
debido a un falso positivo ya que el suero se encontraba demasiado ictérico. Tabla
No. 10

Se realiza la prueba de estabilidad de los glébulos rojos de carnero
sensibilizados con &cido tanico a diferentes temperaturas 4, 8 25 y 36 °C.
Probandose con la técnica de Hemaglutinacién Pasiva en Capilar a diferentes
horas Tabla No.11
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Tabla No.5 PRIMERA FASE: SELECCION DE LA CONCENTRACION ADECUADA

PARA UTILIZAR LOS GLOBULOS ROJOS DE GANSQ
Sistema con un lavado

Globulos rojos de ganso al 0.3 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Globutos rojos de ganso al 0.4 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Glébulos rojos de ganso al 0.5 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Glébulos rojos de ganso al 0.8 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Glébulos rojos de ganso al 0.3 % sin fijar con antigeno 1640
Glébulos rojos de ganso al 0.4 % sin fijar con antigeno 1:640
Glébulos rojos de ganso al 0.5 % sin fijar con antigeno 1640
Globulos rojos de ganso al 0.6 % sin fijar con antigeno 1:640

Sistema sin lavado

Globulos rojos de ganso al 0.3% fijados con glutaraldehido al 1%
Globulos rojos de ganso al 0.4% fijados con glutaraldehido al 1 %
Glébulos rojos de ganso al 0.5 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Gloébulos rojos de ganso al 0.6 % fijados con glutaraidehido al 1 %
Glébulos rojos de ganso at 0.3 % sin fijar con antigeno 1: 640
Glébulos rojos de ganso al 0.4 % sin fijar con antigeno 1: 640
Gldbulos rojos de ganso al 0.5 % sin fijar con antigeno 1; 640
Gloébulos rojos de ganso al 0.6 % sin fijar con antigeno 1; 640

(+)
{+++)
(++)

()
)

(++)

SELECCION DE LA CONCENTRACION ADECUADA PARA UTILIZAR LOS

GLCBULOS ROJOS DE GANSO
Sistema con un lavado

Globulos rojos de carnero at 0.3 % fijados con glutaraldehido at 1 %
Gldbulos rojos de carnero al 0.4 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Globulos rojos de carnero al 0.5 % fijados con glutaraldehido al 1 %
Globulos rojos de carnero ai 0.6 % fijados con glutaraldehido 2! 1 %
Globulos rojos de carnero al 0.3 % sin fijar con antigeno 1:640
Globulos rojos de carnero al 0.4 % sin fijar con antigeno 1:640
Globulos rojos de carnero al 0.5 % sin fijar con antigeno 1:640
Globulos rejos de carnero al 0.6 % sin fijar con antigeno 1:640
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ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES EN EL CITOMETRO DE FLUJO
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Grafica B representa la diferencia de fluorescencia que existe al emplear
glébulos rojos de ganso y giébulos rojos de carnero, Ei histograma negro
representa gidbulos rojos sin antigeno y el histograma blanco representa
glébulos rojos cubiertos con antigeno.
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GraficaD  : representa el recenocimiento del suero de ratén antidengue-3
contra los glébulos sensibilizados con los serotipos virales 1 y 3 de Dengue.
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CUANTIFICACION PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Tubo Aguadeslitada pL de albdmina Reactivo de Absorbancia
{uL) (1 mg/ml) Bradford (L) 595 nm
1 800 0 200 0.477
2 795 5 200 0.852
3 790 10 200 1.092
4 785 15 200 1,195
5 780 20 200 1.351

Curva standar:

a=0.5752
b= 0.04182
r=0.9697

CURVA PATRON PARA CUANTIFICACION DE
PROTEINAS

1.6
147
127

208 T
0.6 1
04 T
02T

0 T T ¥
0 5 10 15 20

mg/ml de Protelnas

ABSORBANCIA 595 nm
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TABLANO.7 CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE L.OS ANTIGENOS DE

DENGUE
Serotipo Absorbancia Concentracién
de Dengue . nm (mg/mil)
Dengue-1 0.812 | 2.83
Dengue-2 0.850 3.28
Dengue-3 1.532 ‘ 11.43
Dengue-4 1.572 11.91

TABLA NO. 8 ESTABLECIMIENTO DE LA RELACION DEL REACTIVO CON EL
SUERO DEL PACIENTE PARA OBSERVAR LA HEMAGLUTINACION PASIVA
EN CAPILAR

RELACION DEL HEMAGLUTINACION EN CAPILAR
REACTIVO

11
2:1 44
31
4:1
1:2
1.3
1:4

+ = Hemaglutinacion
+ = No hay hemaglutinacién

250 sueros ) 100% TUU %
positivos

50 sueros 100% 100%
negativos

TABLA NO. 10 ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION EN

SUEROS POSITI\.IOS A o
CITOMEGALOVIRUS NEGATIVO
CISTICERSOSIS NEGATIVO

EPSTEIN BARR NEGATIVO

HEPATITIS B* POSITIVO

RUBEOLA NEGATIVO
SARAMPION NEGATIVO
TUBERCULOSIS NEGATIVO

VARICELA NEGATIVO

*Suero ictérico
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TABLA NO. 11 ESTABILIDAD DE LOS GLOBULOS ROJOS DE CARNERO A
DIFERENTES TEMPERATURAS REALIZANDOSE LA PRUEBA DE
HEMAGLUTINACION PASIVA EN CAPILAR A DIFERENTES HORAS

Temperatura 2 Hrs 4 Hrs 8 Hrs 12 Hrs 24 Hrs 48 Hrs
4°C ++++ + ++ + + *
8°C +444 ettt +4+44 ++4+ ++4+ 44
25°C +4+d +++ ++ - - -
36°C ++4t ++4 + - - .

+ = Hemaglutinacion
- = No hay hemaglutinacion
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7. DISCUSION

Actualmente en el INDRE, que es el centro donde se hace la referencia en
México para la investigacion epidemioldgics y diagnodstico del Dengue, se dispone
de varias técnicas para diagnosticar Dengue como la Inhibicion de la
Hemaglulinacidn, ELISA, Aislamiento del Virus por Cultivo Celular,
Inmunofluorescencia y PCR. Estas técnicas aunque disponibles son coslosas.
Desde este punto de vista se pretendid realizar y evaluar una {écnica rapida vy
eficiente para apoyar el diagndstico del Dengue como suslituto o compltemento de
la metodologia existente hasta ahora.

Cuando existen broles de Dengue, en las entidades federalivas del pais
envian sus muestras para ser diagnosticadas en el INDRE. El Unico inconveniente
es que son demasiadas las muestras que envia cada estado. En 1997 el estado de
Campeche envio 2,611 muestras, Tamaulipas 486, Veracruz 4,161, Colima 2,239,
Chiapas 544, Tabasco 5,004, Por lo que se pretende introducir la técnica de
Hemaglutinacion Pasiva en Capilar como un tamiz, dado el volimen de muestras
que se liene y dejar las otras técnicas PCR, ELISA y Aislamiento, como
confirmatorias. Lo cual servird para detectar rapidamente si existe Dengue o no y
tomar las medidas epidemiolégicas necesarias para un mejor control del mosquito.

"Ademas, esta se prodria hacer en el laboratorio eslalal o en el campo ulilizando

una red fria de acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de estabilidad del
reactivo.

La técnica de ELISA de captura de IgM proporciona la ventaja de utilizar una
sola muestra para el diagndstico de Dengue. En la infeccidn primaria por cualquier
virus del complejo Dengue se produce una respuesta de anticuerpos de la clase
IgM, los cuales aparecen en niveles deteclables una vez finalizada la fiebre y la
viremia, por lo que las muestras son extraidas después del quinic dia de
establecimiento de la enfermedad.

En la técnica de Hemaglutinacién Pasiva en Capilar se observé que la
concentracion del antigeno de Dengue es constante 1 mg/ml de proteinas y en la
prueba de ELISA dicho antigeno es inestable, porque cuando se congela y se
descongela pierde su concentracidn.
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Para poder llevar a cabo ta técnica de ELISA se debe de tener una mezcla
de los diferentes serotipos de Dengue con una concentracion final de 16 unidades
hemaglutinantes {(UHA). Se emplea la técnica de Hemaglutinacién para conocer las
unidades hemagiutinantes de cada antigeno y saber a que dilucién se deben
preparar. Obtenidos los resultados por la técnica de ELISA se seleccionaron los
sueros positivos y negativos para Dengue dando un total de 300 muestras. Y otros
sueros que se evaluaron para diferente diagndstico en el INDRE.

Se realizaron ensayos para sensibilizar los eritrocitos de ganso con
glutaraldehido y antigeno de Dengue. Observando que al emplear glabulos rojos de
ganso al 0.5% fijados con glutaraldehido al 1% se observa una mejor aglutinacion.

El glutaraldehido se ulilizd como solucidn fijadora y preservadora, sin
embargo no nos ayudo en Citomeiria de Flujo ni en la técnica de
inmunofluorescencia para evaluar la presencia det virus sobre el glébulo rojo por
presentar autofiuorescencia.

Los anticuerpos IgM son los que mejores resultados ofrecen en la 1écnica de
Hemaglutinacion en Capilar dadas sus caracleristicas fisicas, quimicas y
biotgicas. Por lo anterior, esta técnica nos permitird detectar casos en sueros
unicos asi como oblener resultados rapidos.

Con ayuda de la Citometria de Flujo se evalud el siguiente sistema: globulos
rojos de ganso al 0.5% fijados con glutaraldehido al 1% con antigeno 1:640 y como
control glébulos rojos de ganso al 0.5% fijados con glutaraldehido al 1% dando
como resultadas ninguna diferencia entre los gldbulos rojos con glutaraldehido y
sin él, aunque no tuviera antigeno. Por lo que se decidié utilizar otro compuesto
quimico el Acido ténico y descartar el glutaraldehido por presentar un fondo
inespecifico. '

Los glbbulos rojos de gansoc y carnero se recubrieron con anligeno de
Dengue uno en cada sistema, Como control se tuvo solamente glébulos rojos sin
antigeno, Al procesar por el Citémetro de Flujo se obtuvo que hubo mayor cantidad
de globulos rojos de carnero adheridos al anligeno, por io que representd una
mayor diferencia de fluorescencia; en cambio con los gldbulos rojos de ganso es
menor la diferencia de fluorescencia. También se realizé la técnica de
inmunofiuorescencia observandose mejor cuando se utilizan globulos rojos de
carnero. Esto nos ayuda para descarar los globulos rojos de ganso y emplear los
glébulos rojos de carnero en la prueba de Hemaglutinacion Pasiva en Capilar.
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Los glébulos rojos sirven como soporte para la absorcion de diversos
antigenos a su superficie, por lo que son una imporiante herramienla en
inmunologia, proporcionando una facilidad en un gran numero de técnicas.(70)

A los cuatro antigenos diferentes de Dengue se les cuantifica proteinas por
el método de Bradford obteniéndose la concentracidn en mg/ml. Posteriormente se
realiza una suspension de globulos rojos de carnero sensiblilizados con el antigeno
a una concentracion de 1.0 mg/ml de proteinas. Esta suspensién es Otil para llevar
a cabo la Técnica de Hemaglutinacién Pasiva en Capilar. A! cabo de 30 minutos se
observa si hay 6 no hemaglutinacion.

Los 250 sueros positivos y 50 sueros negativos obtenidos por el método de
ELISA de Captura de IgM fueron probados en la lécnica de Hemaglutinacion Pasiva
en Capilar dando como resultado un 100% de confiabilidad tanto en los sueros
positivos y negativos.

Para ver la especificidad de la prueba de Hemaglulinacién Pasiva en Capilar
se utilizaron sueros positivos a Citomegalovirus, Cislicercosis, Epstein Barr,
Hepatilis B, Rubéola, Sarampién, Tuberculosis y Varicela. Dando solamente

. reaccion cruzada con el suero de Hepatitis B debido a la iclericia que presanta.

Como la prueba de Hemaglutinacién Pasiva en Capilar se pretende utilizar
en el campo o en laboratorios donde no se cuenta con ld infraestructura adecuada,
se probd [a estabilidad del reaclivo a diferentes temperaluras y realizando |a
Hemagutinacion en Capilar a diferentes horas, se observd que solamente los
glébulos rojos de carnero sensibilizados con antigeno de Dengue son estables a
8°C durante 15 dias presentando una aglutinacién adecuada.

Para la prueba de Citometria de Flujo para Dengue se emplearon los
gidbulos rojos de carnero por presentar una mayor diferencia de fluorescencia en
comparacion con los gldbulos rojos de ganso.

Una vez que los antigenos se pegan a los glébulos rojos de cernero se
procedid a analizar si un suero de ratdon contra un antigeno conocido Den-3 era
capaz de reconocer especificamente al antigenc homologo. Se realizd una dilucidn
del antigenc 1:100 y del conjugado 1:1000. Obleniéndose que el suero del ratdn
anti-dengue 3 reconoce a los 4 antigenos sobre los eritrocilos en forma cruzada.

En tas graficas de Kolmogorov-Smirnov nos indica la diferencia de
fluorescencia que exisle exponencialmenie cuando se uliliza globulos rojos de
carnero sin antigeno y gldbulos rojos de camero sensibilizados con el antigeno de
Dengue.
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8. CONCLUSIONES

Se estandarizo la técnica de Hemaglutinacién Pasiva en Capilar, utilizando
glébulos rojos de carnero lo cual nos permite obtener buenos resultados en 30
minutos.

Se comparé la sensibilidad y eslabilidad del reactivo dando una buena
sensibilidad para diagnosticar Dengue. La estabilidad del reactivo solo es buena a
8°C por o que se recomienda utilizar para su transporte una red fria y poder
utilizarse en el campo.

La estandarizacién de la técnica de Citometriz de Flujo nos fue Uil para
detectar que cantidad de antigeno que se encuentra adherido a ia superficie de los
glébulos rojos de carnero y ganso. Separéndolos de acuerdo a la intensidad de
fluorescencia en comparacion con su respeclivo control sin antigeno.

Para ser utilizada fa Citometria de Flujo en el diagnéstico de Dengue y saber
cual serotipo de Dengue es el que liene el paciente no nos es muy til debido a que
encontramos una reaccion cruzada al utilizar los diferentes serotipos del virus
dengue con un suero de ratén anti-dengue 3 por o que se descarta su uso. Tal vez
si se usaran anlicuerpos monocionales, si se podria hacer esta diferenciacion, pero
aumentaria el costo de la misma prueba que en si misma resulta muy cara por el
manienimiento del aparato y reaclivos.
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8. APENDICE

Preparacién de soluciones:

Albtimina bovina al 4% (fraccion V) BABS
Albumina boving ----———«-ceeeeeee. 4.0 g
Borato saiino pH = 9 ——eecceemeeis. 100 ml
Esterilizar por filtracidn

Solucién de Alservers

Dextrosa 205¢g

Cloruro de sodio -—---—-cemeeeeeee — 42 g

Acido citrico - 055¢g

Citrato de s0di0 ~—-eceeeeeeececes 8.0 g

Agua destilada aforar @ ~—-ve-----— 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 10 Ibs de presién durante 10 min.
Acido Barico 0.5 M

Acido bérico 30982 g

Agua destilada caliente - 700 m|

Agua destilada c.b.p, ~—--ceeeeeeeee 1000 m

Cloruro de sodio 1.5M

Cloruro de sodio —---—-e-eeee 87.68 o]
Agua bidestilada ¢.b.p. ------1000 m|

Borato salinopH = 9

Solucion de NaCl 1.5 M «==areseer— 80 mi
Selucion de 4cido bArico —--eee------- 100 mi
Hidréxido de 50dio 1.0 N --=--eeemees 24 mi
Agua destilada c.b.p ~—-e--—ee- 1000 ml
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Dextrosa-Gelatina-Veronat (DGV)

Barbital 0.58 g
Barbiturato sédico --——-—----—--—- 0.38 g
Gelatina 060g
Cloruro de calcio anhidro —----— 0.02g
Sulfato de magnesio. 7H20 —--—--0.12 g
Cloruro de sodio ™ ~=--—-—-mmom—- 8.50¢g
Glucosa amermm—-—--10.00 g
" Agua destilada c.b.p. —-----------1000mt

Fosfato de sodio dibasico2 M

{(Na2HPQO4 )
Fosfato de sodio dibasico anhidro ---—---- 283.96 g
Agua destilada 1000 ml

Fosfato de sodio menobasico 0.2 M en Cloruro
de sodio .15 M

Cloruro de sodio 1.5 M 100 mi
Fosfalo de sodio monobasico —-----—------ 100 ml
Agua destilada 800 m|

Fosfato de sodio monobasico2 M

Fosfato de sodio monobasico ----e-=m-— 276.02 g
Agua deslilada 1000 mi

Fosfato de sodio dibasico 0.2 M en cloruro
de sodio 0.15 M

Cloruro de sodio 1.5 M 00 m!
Fosfato de sodio dibasico 2 M +e-eeeeeaeemu 100 mi
Agua destilada 80 ml
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Soluciones de trabaje a diferentes buffers para la prueba de IHA

pH Na2HPO4 0.2M en NaH2P0s 0.2M en
NaCi0.15 M NaCi0.15M

6.0 12.5ml 87.5ml

6.2 22.0ml 78.0 ml

6.4 32.0mi 68.0 ml

6.6 45.0ml 55.0 ml

6.8 55.0mi 450 m}

7.0 64.0 m) 36.0 mi

7.2 72.0 mi 28.0mi

7.4 790 m! 21.0ml

E! pH se obtiene cuando se mezcia volimenes iguales del buffer efegido
y de borato salino pH= 9

Obtencidn da sangre de carnero:

Al tener al animal en posicidn, se realiza una tricotomia en la regién lateral
del cuello se hace la asepsia del drea a puncionar. La direccién de la aguja es
conlraria al fiujo sanguineo, teniendo cuidado que la sangre fluya constantemente.
Al retirar |a aguja, el lugar de la puncidn se cubre con una torunda, embebida_en
solucidn anliséptica, haciendo presién. Se reincorpora el borrego a su corral. La
sangre recolectada de la jeringa se vierte en un frasco que contiene Alsever's se
agita y se mantiene en refrigeracion.
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GLOSARIO

Adinamia: debilitacion de la fuerza fisica.

Alopecia: deficiencia natural o anormal de cabello.

Artralgia: dolor en las articulaciones

Ascitis: aglomeracion de sercsidad en la cavidad del peritoneo.

Cianosis: coloracion azul violdcea de la piel, principalmente acentuada en las
extremidades, caracteristica de una hematosis insuficiente. Se observa en las

afecciones cardiacas.

Deplecion: disminucién de la cantidad de liquido, especialmente de la sangré
del cuerpo 6 de un érgano.

Diapédesis: paso de los elementos figurados de la sangre, especialmente de
los leucocitos, a través de las paredes integras de los vasos.

Diuresis: exceso de orina.

Disnea: respiracion con dificultad.

Endemia: enfermedad, generalmente infecciosa, que reina constantemente en
épocas fijas en ciertos paises por influencias de una causa local especial;
puede convertirse en epidemia.

Epidemia: enfermedad que acomele a una regién o puebio.

Epistaxis: flujo de sangre por la nariz.

Equimosis; extravasacidn de la sangre en el interior de los tejidos. Coloracién
de a piel producida por la infillracién de sangre en el tejido celular subcutaneo

o por la rotura de los vasos capilares subcutaneos.

Eritema: enrojecimiento en manchas de la piel producido por fa congestidn de

los capilares que desaparece momentaneamente por ia presion.
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Exantema: erupcion rojiza de [a piel.
Faringitis: inflamacion aguda o crénica de la faringe.

Febricula: estado febril cuya temperatura oscila entre 37.5 °C y 38°C, de forma
continua y tenaz, que se observa unas veces de dia y otras por la noche.

Hematuria: sangre en orina.

Lipotimia: pérdida subita y pasajera del sentido y del movimiento, con palidez
del rostro y debilidad en respiracién y circulacion.

Metrorragia: hemorragia en la mujer, fuera del periodo menstruai.
Mialgias: dolores musculares,

Odinofagia: deglucién dolorosa.

Otitis: inflamacion del aido.

Vasculitis: inflamacion de uno o de varios vasos.

Volemia: volumen de sangre contenido en el sistema vascular
aproximadamente del 7-8 % del peso corporal.

Trombocitopenia: disminucién del nimero de plaquetas en la sangre.

Trombosis: formacién de coagulos en los vasos sanguineos.



