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1.- BESUMEN

El dengue es una enfermedad aguda Y generalizada

propia de regiones trépicas y subtrédpicas, ocasionada
par el virus del Dengue o denguevirus. En nuestro
pais el diagntstico de dengue ha sido un problema,
debido en primer lugar a que el dengue presenta un
cuadro febril que puede confundirse can otras
patologias y en segundo lugar porgue no existen pruebas

de laboratorio rdpidas, sensibles, especificas y de

bajo costo disponibles en el mercado. En este estudio
s8 preparo antigeno viral (D1, D2, D3, D4} a partir de
cultivo de ceélulas C&6/3464 y VERO, desarrollando la
capacidad de realizarlo por medio de citocultivadores
manuales vy colocandolo en tiras de papel prefiltro en
donde se evalud el antigenao realizadu; caomparando su
eficacia con el método comercial de Dengue ~S-— stick
con el cual se aobtuvo 0.595 de concordancia lo que
equivale a una buena relacidn o acuerdo intermedio
aceptable entre ambas pruebas. Se obtuvieron 10 7% de
falsos positivos vy un 12.5 % de falsos negativos debido
a que interfiere la fase de la enfermedad que
presentaba el paciente.
£l antigeno preparado se utilizari para montar la

prueba de EIA en un posterior estudio.




2.-INTR ON
,Las técnicas seroldgicas constituyen un auxiliar
imprescindible en el diagnédstico viroldédgico y se les
confiere esta importaﬁcia por lo dificil vy tardado que

resulta en la mayoria de los casos, lograr el

diagnostico por aislamiento viral. Fara el diagnéstico

del virus de la familia Flaviridae se han aplicado
pruebas seroldgicas Que por su amplio uso se consideran
como técnicas cldsicas, tal es el caso de la inhibicidn -~

de la hemaglutinacidn (IH), fijacidn del complemento

- {(FC) v la neutralizacidn {(NT) (1}. Cada wuna de ellas
‘ detecta anticuerpos de diferentes clases V4 sus
resultados tienen distinto significado para el

diagnédstico; al comparar diversas técnicés de deteccidn
de anticuerpos, cada una de ellas es capaz de detectar
tipos diferentes, par lo que s6lo en aquellos casos
donde ambas pruebas miden los niveles de anticuerpos
semejantes puede establecerse una correlacion estrecha
entre sus resultadas (1).

En afios recientes se han introducido técnicas de
mayvor sensibilidad y facilidad de ejecucidén, gue han
ido ganando terrenc en el campo del diagnostico en
viroleogia, sobre todo por lograr resultados rapidos.

Entre ellas se encuentran el radioinmunoensayo, la
inmuncflucrescencia, la inmunomicroscopia electrénica vy

_.2_.
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. los ensayos inmunoenzimaticos (1). Dentro de estos ul-
timos el inmunoensayo enzimatico sobre fase st8lida
{EIA) ha alcanzado una gran utilidad en el diagndédstica
de la hepatitis, rubeola, etc. Por las implicacicnes
de riesgo del Dengue Hemorragico es importante conocer
los serotipos que estan circulando durante un brote
epidémico y si este serotipo ha causado epidemias
anteriores. Con los métodos de laboratorio
convesionales como la inhibicidn a la hemaglutinacién

(IH) no se ectablecen dichas serotipos Y solo el

cultivo wviral en células de mosquita seguido de
- inmunofluorescencia (IF) o el RT-PCR permiten
diferenciar el serotipo viral. Sin embargo, esto

requiere infraestructura no disponible para todos en
nuestro pais.
Se han desarrollado pruebas comerciales cuyo costeoe,

desafortunadamente es muy elevado para ser usado de
' rutina en el sector publico, en ecte estudio se busca
una alternativa de bajo costo a estas pruebas. Se
pretende la produccidan local de antigeno de dengue por
medio de citocultivadores manuales, para calocarlo
posteriormente en tiras reactivas de papel pre—filtro
¥ camparar los resultados obtenidos con el método
comercial Dengue-S—-sticks, para ser aplicado en
técnicas de diagnéstico sencillas v de bhajo costo, como
el inmunoensayo enzimatico sobre fase salida.

-3 i

.




S-—ANTECEDENTES

S.1 DEFINICIQON

El dengue es una enfermedad aguda y generalizada,
praopia de regiones trdpicas Y subtrédpicas. Es
producida por un virus de la familia Flaviviridae y es

transmitida por el mosquito hematsdofago Aedes aegypti

(2. La infeccitdn es causada por los cuatro serotipos
del virus que son antigenicamente diferentes V4 se
designan D-1, D-2, D-3 y D-4.

lLa primera vez que se demostrd l1a capacidad de A.
albopictus para transmitir virus del dengue fue en
1926, en estudios con seres humanaos voluntarios (3).
Hay dos manifestaciones clinicas del dengue: una es la
fiebre del dengue gue se caracteriza clinicamente por
un cuadro febril con patrén difdsico, cefalea, dolores
en diferentes parfes del cuerpa, postracidén, exantema,
linfadencpatia y leucopenia (4). Se cree que aproxima-
damente el 507 de los pacientes son asintomaticos. L os
cuadros clasicos Y atipicos no suelen presentar
complicaciones y su mortalidad es muy baja (5). La se-—
gunda manifestacidén del dengue es la fiebre hemorréagica
que es severa, caracterizada por anormalidad en la he-—
mostasia y aumento en la permeabilidad vascular, gque en

algunos casos puede conducir a choque hipavolémico (4),
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por la que se 1le ha designado segun la amMs cuatro

diferentes grados de dengue hemorragico de acuerdo con

la severidad de la enfermedad (Ver Anexos 1 y 2).

El diagnéstico diferencial se hace con
leptospirosis, fiebres hemorragicas, paludisma, fiebre
tifoidea, brucelosis, pielonefritis, sarampion,

rubenotlta, tuberculosis, influenza y gripe (6. E1 dolor
abdominal del dengue puede ser tan intenso que obliga
al medico a hacer el diagndstico diferencial tambieén
con apendicitis aguda u otro cuadro abdominal de tipo
quiruargico agudo, asi camo de otros procesos cComo
adenitis mesentérica, litiasis renal 0O rolecistopatia
(7).
3.2 FPIDEMIQLOGIA

Los primefus registros de epidemias por dengue
datan de 1779, simultaneamente en Batavia (Jacarta),
Indonesia V4 E1l Cairo, posteriormente se reportoé en
Filadelfia (1780). El primer brote de fiebre
hemorridgica de dengue fue descrito en 1953 en las islas
de las Filipinas v desde entonces esa region se
encuentra entre las diez primeras causas de mortalidad

en nifos (5), encontrandose en e=se pais dengue tipo 2,

3 vy 4, predominando el tipo 3 (&) . A la regidn
Centroamericana ingresd en 1278 describiéndose en
Guatemala, Honduras, £l Salvador vy Nicaragua (5}, un

Solo serotipo del dengue en América Central y en el Ca-
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ribe origind epidemias en 1952, 1963, 19464, 1977 ¥

i981., Desde entonces, varios 5erotipns'son endémicos

en la mavyoria de los paises tropicales Y subtropicales
del continente Americanc y regularmente se les encuen-—

tra asociados con brotes (4). En forma similar, el
numero de manifestaciones hemorr&gicas ha aumentado en
el Caribe, después de la gran epidemia en Cuba en 1961,
donde de mayo a aoctubre causdé 344,203 casos haospitali-

zados (3, 24,000 casos de fiebre del dengue hemorra-

gico y 1358 muertes (4,9) (Ver anexo No 3). En Venezue-
la entre 19879 Yy 1990, se informaron 3,108 casos de fie-
bre de dengue hemorragico con 73 defunciones, 2/3 par-

tes de los casos fueron en nifnce menores de 14 anos

{9). En Meéxico se han descrite y documentadao epidemias
por virus del dengue desde 1978 que se han extendido en
toda el area tropical ¥ subtropical hasta los 1,280
metros sobre el nivel del mar. En general dnicamente
han sido ocasionadas por cepas del D-1, D-2 y D-3 Y
s6lo se conoce un brote en Mérida en 1984 asociado a
D-4 con 8 casos y 3 defunciaones (4).

Guatemala es el pais mas septentrional del istmo
americano, limita al Norte v Occidente con México, al
Este con Belice v el Mar Caribe vy al Sur con E1l
Salvador y el Oceano Pacifico. Esta ubicado entre

13°3° v 18°3° latitud Norte y entre 92°320° y 88:00° de

longitud. Esta situacidn es propicia para el deéarro—

—5—
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- l1lo de enfermedades propias de los trépicos como Palu-
&ismo, Chagsas, Oncocercosis, Dengue, etc. Se sabe de
ia existencia de A. aegypti desde 1,860 {3), pero es
reconocido en 1978, ya que de agosto a naviembre de ese
afo se registro en Escuintla la primera epidemia reco-
nocida de Dengue, caomo consecuencia de la pandemia de-—
clarada en el Caribe, Honduras y México. Ello motive

trabajos intensivos de control del vector para elimi—

Yt

narlo y en los nueve anfnos siguientes 1la enfermedad fue
totalmente controlada. Pero las medidas no fueron

suficientes para detener el incremento progresivo de A.
aegypti (5). La multiplicacidn de los factores
ecoldgicos, estimulados por la creciente acumulacidn de
recipientes b4 desechas industriales, especialmente
llantas abandonadas, la gfan capacidad de difusidn de
la especie, la pérdida de entusiasmo por el personal de
campo para controlar el vector Y la limitacidn de
recursos del programa control, fueron determinantes
para gue asi ocurriera {(10). En el primer semestre de
1987 se reporté en tLivigston un nuevo brote de dengue
que acontecid en 8 localidades distintas ese ana,
hasta las 333 que se reportan en 1994 (11). Los tres
departamentos donde na se Vha detectadc el vector son
Quiche, Soiola ¥ Totonicapéan (5). Los serotipos

circulantes son 1, 2, 3 y 4. En el altimo afo se hHa

reportado solo el serotipo 3 (12). La identificacion
__7_
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de casos ha sido en base a los sintomas que presenta la

poblacidn. Los dataos sobre 1la distribucidn de la
enfermedad se basan principalmente en la sospecha de
casos, peEro en un pequedo numero el diagnésticao se ha

logrado al enviar muestras sanguineas a otros paises
como Honduras que cuenta con un laboratorio para el
diagntstico del dengue (3).

Tres factores han sido sefalados como responsables
del aumento en América de la transmisidn del virus del
dengue:

1.- Ltas fallas en el control del vector (9).

2,.—- Introduccioén v diseminacidn de nuevas cepas de
virus debido al aumento de 1los viajes aéreos y
de viajeros.

3.- Creacit®n de condiciones ecolégicas apropiadas en
las ciudades subtropicales que permiten la co-
existencia e interrelaciodn de varios sefntipus

del virus (4).

En Guatemala los pregramas de control del vector se
siguen haciendo mediante las medidas de control
integrado: destruccidn de fuentes, tratamiento focal
con larvicidas, aplicacidén ambiental de imagocidas,
estimulo del uso de peces en los tanques grandes v
€specialmente, 1la participacidn de la comunidad; pero

'la capacidad de cobertura es muy limitada y 81 dengue
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generalmente aparece en las localidades que no han

recibido atencién previa o que han quedado por mucho
tiempo sin atencion (10).

En los diversos paises del continente Americano se
han realizado programas de control de Aedes aegypti vy
el reporte con que se cuenta, data de 2B ciudades hasta
1995 en donde se ha invertido un total de Ucs
103,825,798 (13) ( Ver Anexo No.4).

En la actualidad, las wvacunas contra los cuatro
serotipos de dengue se encuentran en diferentes
estadios de produceidn. Algunos investigadores
consideran gque necesitan otros cinco u ocho afas para
el desarrollo de vacunas efectivas. Para la
elaboracisén de vacunas contra laos virus del dengue es
necesario dejar totalmente aclarados algunos aspectos
relacionados con la patogenia de la enfermedad. Ademas ,
una vacuna contra el dengue debe ser segura, de baijo
costo, tetravalente, producir minimas reacciones
secundarias, tener al menos un 85% de efectividad e
inducir una inmunidad duradera (14).

3.3 TRANSMISION DE A ENFERMEDAD

La transmisidn se realiza a traves de un vector, el
mosquitoc A. aegypti (&). Recientemente 4. albopictus,
el vector asidtico del dengue, se ha establecidao en
dreas focales del Este de los Estados Unidos hasta los
42° de latitud Norte asi como en Sudamérica (4), siendo

-9
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en Guatemala el segundo vector de dengue (15,16).

Estos vectores viven en aguas estancadas relativa-—
mente limpias o agua almacenada. La hembra del mos-
quito adquiere el virus déspués de picar a una persona
infectada, este mosquito hembra se considera gue es
infectiva de 2 a 15 dias, vy puede sobrevivir hasta
meses (6&).

; A. aegypti se ha encontrado en alturas de 2,200 mts
SNM, mientras que anteriormente las Areas infectadas se
localizaban hasta 1,200 mts SNM (&).

- El crecimiento del numero de localidades infestadas
por A. aegypti es constante y a razén de 5% de nuevas
poblaciones cada afno: las 335 localidades con ante-—
tedentes de dengue en Gdatemalg tienen 1,005,524
habitantes en riesgo, de los cuales el 3.53% ha re-
portado los sintomas de 1la enfermedad (11). De 1973 a
1791 ce habia encontrado el vector en 803 localidades
(aproximadamente 2,100 encuestas anuales} ¥y todas las
localidades eran tratadasl exhaustivamente, logrando
negativizar temporalmente al 39%Z de ellas. Fara 1993,
el 3I6% de las localidades infestadas vya han repnrtadc

casos de dengue (11).

. S.4 CORACTERISTICAS GENERALES DEL VECTOR: T

Los zancudos adultos son de color negro con manchas |

{—_




plateadas (11). Sus patas son anilladas de color negreo

y blanco. Los insectos llegan 4 sobrevivir de cinco a

siete semanas, que son suficientes para crear el puente

de la transmisidn del virus {(11}). Tienen caracterjis-—

ticas facilmente observables que permiten su identifi-

cacion:

a .=

Son picadores diurnos: los mosquitos A. aegypti
generalmente sclo pican durante el dia, a diferen-
€ia de otras especies que lo hacen en el crepuscu-
lo o durante la noche. Se alimentan preferencial-
mente de sangre humana.

Son domesticos: las hembras requieren sangre
humana para  sus huevos y agua limpia para
réproducirse Yy solo pueden subsistir bajo la pro-
teccion tolerante de los seres humanos. Su habi-
tat es el ambiente protegido de las dependencias
domésticas. Viven dentro o en los alrededores de
la casa, dande cumplen todas sus funciones vitales:
alimentacidén, reposo, oviposicién, etapa larvaria,
etc.

Solo se reproducen en recipientes artificiales:

los recipientes mas significativos en una
infestacion limitada son los  toneles de hierro,
las pilas de cemento, las llantas usadas v lo&.

depdsitos de plastico. Cuando la infestacién es




intensa, las larvas de A. aegypti se encuentran
practicamente en toda clase de. recipientes
artificiales gque contengan agua.

d.— Resistencia de loé huevecillos a la falta de agua:
fueron dotados por la naturaleza para sobrevivir
las condiciones estacionales, las hembras ponen
sus huevecillos sobre las superficies duras del
recipiente cuande tienen agua, donde quedan ad-
heridos sobre la linea del nivel del agua y a me-
dida gue eésta se evapora, los huevecillos se se-~
can pero se mantienen fértiles hasta que nueva-
mente se inundan con agua. Esta caracteristica
es la razan de la gran difusidn de la especie:
involuntariamente el hombre los ha llevado consigo
a todos los lugares =z donde lleva sus recipientes

(11, 17).

3.5 TRATAMIENTO ESPECIFICO:

Fara esta enfermedad no S8 conace ningdan trata-
miento curativo (11), pero puede administrarse
tratamiento para el dengue clasico sintomAticamente a
base de antipiréticos, como acetaminofén o relajantes
musculares v vigilar el estado de hidratacion del
paciente (&) . En cuanto al dengue hemorrdagico, el
paciente debe ser hospitalizado, de rreferencia en uHa

unidad de cuidadaos intensivos para manejo del estado de




choque o de las hemorragias, condiciones graves que

frecuentemente conducen a la muerte (Ver Anexao 5) (&).

T M CA
‘Los anticuerpos neutralizantes aparecen varios

dias (5—-7) después del inicio de la enfermedad v
persisten anos (u] pueden permanecer toda la vida.
Después de la recuperacién deja una inmunidad s6lida
para el serotipo homélago qﬁe tiene caracter permanente
la inmunidad heterdloga aparece en periodos iniciales,
pero desaparece con rapidez (&6).

Los anticuerpos IgM san producidos transitoria-
mente, su deteccidn en suero indica infeccidén activa
reciente. La IgE. también se produce en 1la infeccidn
Primaria y secundaria, pero en esta ultima es mayor que
en la primaria. La respuesta inmune del ser humano
enfermoc de dengue se manifiesta por aumento de anti-
cuerpos anti—-dengue V4 aumento de los linfocitos T

sensibilizados hacia el serotipo del virus implicado

(18).
4. METO IAGN T1 S A ENFERMEDAD
El diagnéstico es dificil, principalmente en

lugares donde existen enfermedades que pueden simular
el cuadro. Por eso se han definido dos situaciones: E]

caso sospechoso y el confirmado (5).




La diferencia entre ambos es la confirmacidn por

pruebas de laboratorio, como las seroldgicas, virales o

moleculares (5).

4.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Las técnicas seroldgicas constituyen un auxiliar
imprescindible en el diagnéstico viroldgico yv se les
confiere esta importancia por lo dificil que resulta en
la mayoria de los casos lograr el diagnéstico por ais-
lamiento viral (&).

Para el diagnédstico de les virus se han aplicado

pruebas serologicas que por su amplio uso se cansideran
compo técnicas clAsicas (&6). Tal es el caso de i1a
inhibicidén de 1la hemaglutinacidn (IH}, (ésta es la mas
recomendada por su alta sensibilidad, fAdcil realizacidn
v bajo costo} {9), la fijacidn del complemento (FC) vy
la neutralizacion (NT) (&). En afos recientes se han
introducido técnicas de mavor sensibilidad vy facilidad
de ejecucidn, que han ido ganando terreno en el campo
del diagnédstico en virologia, sobre todo por lograr
resultados rapidos (5). Entre pllas se encuentran los
inmunoensayos enzimaticos (EIA) (1) Y de éstos el EIA
sobre fase s&lida ha alcanzado una gran utilizacidn en
el diagnéd=stico de otros virus coma hepatitis, rubeola,
citomegalovirus v otros (&1, existiendo para su
identificacién antigenos producidos por Centros de Re-—

e
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ferencia Internacicnal (19). Incluyendo entre estos la

técnica de EIA de membrana que se han pabularizadn como
pruebas raApidas (20).

Después de una infeccion por dengue, la Ig6G se eleva,
para luego disminuir hasta cierto nivel en el cual se
mantiene durante anos o hasta de por vida, por lo que
se puede utilizar para estudios epidemiclégicos en las
cuales SEe qulere conocer la poblacidn que ha estado
expuesta al virus. En caso de una segunda infeccidén, la
Igh se puede incrementar hasta diluciones de 1:2,400 o
maé (5). Los estudios realirzados con EIA han demostra-
do gque posee una alta sensibilidad similar a la inhibi-
€ién de la hemaglutinaciaén. Sin embargo este Gltimo
tiene problemas al enfrentar el suerc de los pacientes
que esten en la fase convalesciente de la infeccidén
(20,21). E1 descubrimiento de 1la reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR) la cual es una amplificacidn de ADN
in vitro (22, ha facilitado un gran numero de
diagnésticos de diversas enfermedades incluyenda los
virus de denque. En este métodao se realiza una
importante variacian del PCR para facilitar el analisis
de ARN (RT-PLCR). Esta variacidn consiste en dos pasos:
conversidn del ARN en ADN por la enzima transcriptasa
reversa seguido de la amplificacién del ADN por 1la Tagq
polimerasa. Este método se ha aptimizado para Dbtenér

la amplificacion simultanea de los 4 virus de dengue,




. en un PCR miltiplex, permitiendo en 24-48B horas la

deteccidén vy serotipificacién del virus causante de la

enfermedad (22a). El PCR multiplex para dengue usa un

primer 3° comin para los 4 virus, un primer 3 especi-
fico para cada uno de los virus de dengue (1,2,3,4,).
Este método es particularmente atractivo porque es

rapido, sensibile, especifico vy permite diferenciar el

3 serctipo infectante en un dia ¢ dos, ademas se utiliza |
suero de pacientes con los primeros dias de la !
infeccidén, en Comparacion can otras técnicas

serolidgicas en donde el paciente necesita dos semanas

de haber contraido la enfermedad. Entre sSus

. desventajas se cuenta con que es necesario poseer una

infraestructura adecuada Yy personatl capacitado para.su

realizacion (22a).

En Buatemala se esta comercializando el método para

el diagnéstico seroldégico de dengue por medio de 1la

técnica semi-cuantitativa Dip~s-ticks para la deteccidn

de anticuerpaos IgG e IgM, el cual consiste en tiras de

nitrocelulosa con antigeno viral gque detectan anticuer-

pos IgG 6 IgM en suero del paciente. Este método tiene

una sensibilidadde 89.4% Yy especificidad del 94.3 “ en

Comparacidén con el método de referencia de la inhibi-

cidn a la hemaglutinacidédn en sueros estudiados en FPerqg

Y norte de Méxica, los que incluyeron pacientes en Ta

fase aguda y convalesciente (23).




Nt

4,- INMUNOFLUORESCENCIA (I1F)

La técnica de anticuerpos fluorescentes se basa en
la unidn inmunoldgica de un anticuerpo marcado con un
fluorocromo a sSu antigeno homdlogo. Se considera
fluorocromo una sustancia qgue al ser excitada por una
onda luminosa €s capaz de émitir iuz de menor enerqia
{mayor longitud de onda) que la onda que provoca la
excitacidan. El fluorocromo de mas amplia aplicacidn en
esta técnica es el isotioccianato de fluoresceina. En
1,941 Coons y colabaradores introdujeron la técnica de
IF; posteriomente las técnicas de conjugacién fueron

modificadas poar Riggs y colaboradores, reemplazando el

isocianato por el isotiocianato, el cual es mas
estabhle, mas facil de conjugar ¥ de obtener
comercialmente. Desde 1los anos 30, ia IF ha sido
ampliamente utilizada para la identificacion de

bacterias, parasitos y virus {15).

El principioc de esta técnica se basa en que las
moléculas proteicas de los anticuerpos se unen al
marcador flucorescente (fluorccomo} por medio de enlaces
quimicos covalentes, gque no alteran esencialmente la
actividad inmunolégica de estos anticuerpos, mante-—
niendo integramente su capacidad de unirse a los anti-
genas homdlogoas. En el método indirecto el anticuerpao
Primariao (no marcado) se anade scbre la muestra y ‘el

anticuerpo secundario {(marcado) se combina con el




complejio AqQ—-Ac primaric. Si1 la fluorescencia es espe-—

cifica, se puede identificar el antigeﬁo cuando se
conoce el anticuerpoc primarioco o viceversa (15). Este
método en comparacién con el directao, presenta 3 ven-—
tajas:

1.-Es mas sensible.

2.-8Sirve para detectar tanto antigeno como anticuerpo.
3.—-S8e puede trabajar una amplia variedad de Ag—Ac siem-

pre que se utilicen sueros de 1la misma especie (15).

4.1.2 HEMAGLUTINACION

Ciertas wvirus aglutinan los gldbulos rojos. La
hemaglutinacidn es la unidn de los eritrocitos prudq—
cida por el virus o por alguna estructura del mismo.
El resultado visible de la hemaglutinacién viral es un
patraon formado en el fondo del Pozuelo por los eritro-
citos unidos por la hemaglutinacién viral.

En la hemaglutinacién directa el virus actua direc-
tamente sobre las c#lulas Y esta propiedad puede ser
inhibida por anticuerpags especificos contra wvirus (23).
En el casoc del dengue, la propia particula viral es la
hemaglutinina, no existiendo enzima destructora del
receptor como en los orthomyxovirus. Los anticuerpos
poseen una amplia reactividad de grupao por 1lo que la
prueba de inhibicidn de la hemaglutinacidan se utili;a
para clasificar a los mismos en grupos antigénicas.

L




(15).

MIENTO_ DEL VIRUS DE N

La era moderna de la vairologia del dengue inicidé
con el desarrollo del modeloc de infectar al ratén lac-
tante. Kimura v Hotta (23) fueron los primeros en
reportar la adaptacion de las cepas de denguevirus en
ratones albinos suizos,. For otro lada Sabin y Schle-
singer (17} adaptaron cepas Hawaii (serotipo-1) en
ratones de dos semanas de edad vy demostraraon que las
cepas adaptadas mantenian las mismas caracteristicas
seroloagicas que las silvestres (4,12). Ambos grupos de
investigadores encontraron que algunos virus intro-
ducidos al raton, estaban atenuados en cuanto a capa-—
cidad para enfermar a humanos. Meil vy colaboradores
(19}, sugirieron el usoc de ratones recién nacidos para
el cultivo de denguevirus vy consiguieraon la adaptacion
del serotipo 2 (26).

Uno de los sistemas de aislamientos bioldgicos mas
empleados en el aislamiento del virus dengue, a pesar
de su baja sensibilidad ha sido en el ratén lactante
inoculado por via intracraneal (27). Esta es la via
mas sensible, especialmente en el animal lactante de 1-
2 dias de edad Y cuando se inocula una cepa bien adap-
tada el animal muere de encefalitis ¥, después de una
semana, dependiendo de la dosis inicial (4.

Utilizando este sistema se logra 1a.pr0duccion de

—_




antigeno del dengue tipo 2, realizado con lIa cclabo-
racion de la Facultad de Medicina de la Oniversidad San
Carlos vy el Institutp de Nutricién de Centro América v
Fanama (INCAP), confirmadndose por medio de FCER (2).
También se ha utilizada diferentes sistemas celulares
de mamiferos incluyendeo células B5Ci1, VERO, BHK-21,
LLCMEZ (27). El1 efecto citopatico vé desde severo hasta
inaparente, dependiendo de la linea celular (4). En
los Gltimos aRos se ha desarrollado una serie de lineas
celulares de maosquitos que han resultado ser mucho mas
sensibles a la infeccidan por el virus en comparacion
con los sistemas anteriores (27). Dentro de las mas
utilizadas estan las células AP-61 (A. pseudos—
cutellaris), C&/736 (A. albopictus), TRA-284 (Toxor-—
hynchites amboinesis)(4a), siendo estas ultimas las mas
sensibles. La elevada sensibilidad de estaos sistemas
ha permitido alcanzar un alto indice de aislamientos
(27}. En varios casos no se abserva el efecto cito-
patico én las células, por lo que entonces se aplican
métodos de monitoreo viral comeo sintecis de 4&cidos nu-
cleicos y proteinas, hemadsorcidén, inmunoflurescencia e

interferencia (2&).

4.2.1 LINEA CELULAR C&/3&6

La linea celular C&/36, s un clon obtenido de 1la

linea Aedes albopictus de Singh (1967) (28), que tiene




una alta sensibilidad a los virus del dengue ¥y Chikun-
gunva. En estudios realizados recientemente (Kuno et
al. 1985)(28) se ha demostrado gue resultan menos sen-—
sibles en comparacion con otras lineas celulares de
mosquitos tales cnﬁo AP-61 y las TRAE-284, Aunque algu-
nas cepas de dengue son capaces de producir efectos
citopaticos de tipo sincitial, en las C&6/36, este fe-
nomeno ng es caracteristico de 1la linea (29). Coen
mucha frecuencia se observa toxicidad en las células a
causa de los indculos empleados (15).

Uno de los estudios realizados en Jap6n demuestra
qﬁe con estas células es posible la obtencidén de anti-
genn viral serotipo 2 y 3 tanto a 30°C como a 37°C; el
serotipo 4 nag fue detectable en esas condiciones v el
dengue serotipo 1 no da un alto indice de cuantifica-
cidn viral (30).

El primer estudia realizado en Buatemala en cuanto
A aislamiento e identificacitn viral fue realizado por
la Dra. Lucrecia de Escalante como parte del Froyecto
de Cooperacién Guatemala-Japdédn para la investigacion de
Enfermedades Tropicales (JICA) en 1994, la cual utiliza
ia ceélulas E&/36 para el aislamiento viral y su poste-
rior cnnfirmacién' con inmunoflurescencia. Se comprobd
la presencia de tres serotipos de dengue en el pais:
serotipo 1 (12 casos), serotipo 2 (2 casocs) vy Seratiﬁo
4 {1 caso), déndo un total de 15 casos identificados de




70 muestras inoculadas en las células (29).

Otro estudio recientemente realizadu-donde utili-
Zaron el cultivo de células C&/36 fue para producir
antigeno del virus dengue vy titulacidan del virus para
1a técnica de ELISA, este fue realizado en el depar—
tamento de Virologia del Instituto de Medicina Tropical
de la Universidad de Nagasaki Japdn, durante 1994 vy
principios de 19935 (18). En Guatemala se reprodujo el
método realizade en Japén, can algunas modificaciones
de acuerdo a las condiciones de nuestroc pais, obtenién-
dose antigeno viral para Dengug 1 v 2 con cepas guate-
maltecas, con un titulo en IHA mayor de 128 unidades,
perc no les fue posible producir antigeno para el sero-—
tipo 3 y serotipo 4 a ninguna temperatura estud;ada las
cuales fueron 28°C, 32°C y 3I7°C (31). Estudios reali-
zados demuestran la produccitn eficaz del dengue Z can
esta linea celular como el realizade por Castillo,__ et
1. en el Instituto de Nutricién de Centro América v
Panama, en donde con la técnica de Inhibician a la

hemaglutinacidén presenté®d un titulc de 1:160 {(2).

4.2.2. LINEA CELULAR VERO

Es un sistema celular de mamifero proporcionado por
el rifndn del mono verde africano {28) . En un estudio
realizado en Bethesda (USA) utilizaron virus semilya
del dengue, infectando células Vero para la realizacién
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de antigeno de Dengue (en la literatura consultada no
indican si uﬁilizaron cajas rouXx o citocultivadares
manuales), posteriormente se examinaron anticuerpos en
una placa de ElA, presentando esta placa un tiempo de
incubacidn de aproximadamente 3 horas, en donde se
comprobé¢ una sensibilidad de FS3.2% ¥ una especificidad
de 1004 para IgG, mientras un 97.5% de sensibilidad vy

un 100% de especificidad para anticuerpos contra IghM,

demostrandec gue estas télulas producen una alta canti-

dad de antigeno viral (32).
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. TIFICACIO

La prevalencia de dengue en Centroamérica ha ido en
aumento segudn lo informado por la OFS ¥y ha alcanzado
niveles considerados de emergencia. En Guatemala en el
arno de 1926 se presentaron 18 casos de dengue
hemorragico en Escuintla (12).

El diagnéstico viral preciso provee informacién
para conocer la prevalencia de la enfermedad, demostrar

si la enfermedad se ha controlado o introducido en

nuevas adreas ¥ ayvuda al tratamiento del paciente
evitando asi que ie administren antibidticos
innecesariamente. Es por ello importante hacer la

deteccidn a tiempc en todos los lugares del pais,
utilizando una técnica rapida, sencilla ¥ que no
necesite infraestructura sofisticada para su

realizacién vy a la vez esté al alcance de la econaomia

del pais. El contar con resul tados oportunos
forlalecerd la wvigilancia activa y eficaz de esta en-—
fermedad. Por tal razén se desasarrollo la produccidn

de antigeno de dengue, para estandarizar la prueba de
inmunoensayo enzimatico sobre fase sthlida {EIA) de
memhrana. De esta manera se espera de=sarrollar una
prueba de bajo costo que esteé al alcance de los
laboratorios del pais, especialmente donde el dengﬂe
es endémico. .




6.1 OBJETIVO BENERAL

|
Obtener Y producir en Guatemala el antigeno de
dengue que scse utiliza en la prueba seroldédgica del

finmunoensayo enzimdtico sobre fase sélida.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar la capacidad para producir an

citocultivadores manuales el antigeno de dengue para su

diagnédstico serolégico.

'— Elaborar tiras reactivas de papel pre—filtro en donde
) Se evaluari el antigeno realizado.

- Compara} los resultados obtenidos con el meétodo

comercial dengue~s—-ticks.




Z.HIPOTESIB

Que al menos exista 0.73 de concordancia segun

Kaappa entre el 'antigeno de dengue producido comparado
con los resul tados obtenidas por un métado comercial

dengue -s—- stick.




8. MATERIALES Y METODQS
8.1 UNIVERSO DE TRABAJO

Virus semilla y sueros conocidos.

8.2 RECURSOS

Humanos:

| Br. Klelia Xiomara Dominguez Guerrero
X MSc. Olga Tarres de Matute
b 4 Personal profesiocnal y técnico del Laboratorio de

Virologia vy Microbiologia, Laboratorio Leonardo
Mata", del Instituto de Nutricién de Centro América

y Panama (INCAP).
Institucionales:
| Laboratorio de Virologia e Histocultivos del

Programa de Enfermedades Infecciosas del Institutao

de Nutricidén de Centro América y Panmama ({INCAP).




Fisicas:

Equipo:
- Campana de Flujo Laminar ¥ luz ultravioleta
- Incubadoras 28°, 32°C y 37°C con COx
- Balanza Analitica
- Bafo de Maria a 37°C y 37°C

- Pipetor Automatico

- Termdmetros

- Equipo de filtracidn

- Rotador eléctrico

- Microscopio binocular e invertido
- Microscopio de fluocrescencia

- Contador de células

- éentrifuga refrigerada a 4°C
- Equipo de microtitulacidén

- Flacas desechables de fondo U

- Micropipetas de 25 ul

- Potencidmetro

Cristaleria:
- Beakers 50, 100, 500 vy 1,000 ml
- Botellas de roux (especiales para cultivo viral) de
25 v 75 ml
- Citocultivadores manuales
- Frascos de'vidrio graduados

- Pipetas de 1,2,5 y 10 ml}




- Pizetas
- Bandejas plasticas para aescarte
- Ampulas de pl&stico
- Vaso Koplin
- FPorta Objetos para Inmunofluorescencia
- Camara de Neubawer
- Frobetas de 10, 50, 100 ml.
Medios y Reactivos:
- Medio base de crecimiento MEME
- Sueroc Bovino Fetal (SBF)
- Nitrogeno liquido
- Alcohol 95%
- Dimetil sulfédxido DMSO
- Acetona
- Azl de Evans
- Anticuerpos monoclonales Anti-dengue 1,2,3 v 4
- Anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina {Anti-
ratén)
- Solucidn salina al 0.9%

- Azl de tripan

8. 3 PROCEDIMIENTO

8.3.1 Descongelacidn de Células:

Se sacd el ampula del nitrédgeno liquido Y se
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colocd directamente al agua a 37°C (bafo Maria) hasta
que se descongeld su contenido. Con una pipeta de 1 ml

se extrajo el contenido del Ampula y se adicionoé a una
botella conteniendo 4.9 ml de medio de crecimiento. Se
incubéd a 3I0°C por 24 horas.

Se cambidbd el medio de cultivo para eliminar el

DMSO {(dimetil sulfoxido), cuando la monocapa estaba
completa se pasaron las células caon divisiédn inicial de

1:2 (de una botella se obtienen dos).

B.35.2 Siembra de 1acs Celulas en frasco Roux:

Se decantd el medio de un frasco Roux con monocapa
confluente, se procedid a desprender las células con 3
ml de medio de crecimiento de farma que Caiga
perpendicular a ta monocapa celular, a centinuacian se
adiciondé 0.1 ml de células a 0.3 al de azul de tripén vy
se realizd el recuentoc celular.

330,000 células/ml se adicionaron a 20 ml de
medio, vy se incubd a 30°C en CO=z al 2%. La monocapa
\gftuvo completa en 4-5 dias.
\\8.3.3 Inocculaciédn de las células: .
be realizo una serie de varias cajas con células a
una concentracién de 350,000 cel/ml incubdndose por 48
horas a 30°C. A continuacidn se procedid a inocular 0.2

ml de wvirus semilla a cada caja, observando el efecto

Citopatico durante 14 dias.

L -30_




8.3.4 Siembra de las células en citocultivadores:
Para 100 ml de medio de cultivo se agregaron 0.3 g

de cytodex (Wheaton science products, Fharmacia biotech
AB, Uppsala, Sweden) siendo éste el microtransporte que
son perlas blancas con una densidad de 1.04, tamanio
170um y con un Area de 135-200 cm/g, vya humedecido con
PBS {(Anexa &). Al cytodex se le inocularan S x 10+
células/ml y se agitaron de 20 a 60 rpm por 2 minutos,
se agregd al recipiente agitador 300 ml de medic de
cultivao MEMH suplementadco, se mezclo suavemente
durante 2 minutos con periodo de reposo de 30 minutos
por 24 horas v se incubd a 30°C en CO> al 5%. La
agitacidén continud hasta que las células se adhirieron
firmemente 2l microtransporte. El periodo de tiempo
requerido para esta adhesidn fué de 4 dias. El volumen
se incrementd entonces a 500 ml de medio de cultivo.

Se obtuvieran muestras representativas Y se
examinaron microscépicamente. Se adicion® virus semilla
a los cuales se les realizé dos pasajes previos cada
uno con 8 dias de incubacidn para aumentar Su
concentracidén, a razén de 30 ml por cada 1,000 mi de
medioc Yy se dejaror incubar a 3I7°C por 4 dias mas, se
obtuvo el antigeno vy se almacené a =70°C.

8.3.95 Recoleccidn de las células del
citocultivador;

Se dejaron sedimentar los_microacarreadnres, remo—




viendo el médio de cultivo, se lavaron por 3 minutos
con PBS libre de Ca*® vy Mg*=2, conteniendo 0.02%Z de
EDTA. A continuacidn se removio el EDTA-PBS (apro-
Xximadamente 30 mi/g de cy todex), se mezcld bien la
solucidn ¥y se Aagitd ocasionalmente. A continuacion se
agregd 10 ml de tripsina gue ayuda a desprender las

celulas de los microacarreadores.

Después de 15 minutos, la tripsina que contiene el
medio de cultivo se detiene por adicién de medio conte-
niendo suero vy las pocas células que permanecieron ad-—
heridas a los microtrasportes se desprendieron por agi-—
A continuacidn se filtréd el sobrenadante

tacidén suave.

b se almacenaron los microacarreadores para su poste-—

rior uso.

B.3.6 Congelacidn de células:

Se adicionardn 4 ml de medio de crecimiento y 1 ml
de suero bovino fetal (SBF) en un frasco de 10 mil rotu—
lado como # 1 vy se colocd en un bafro de hielo. Se agre-
garon 4 ml de medio de crecimiento vy 1 ml de Dimetil-
sulfdxido (DMSO) en otro frasco de 10 ml rotulado como
#2, colocadndolo en bafo de hielo. Se decanta el medio
de una botella Roux y con una pipeta de 5 ml se extra-
JjJeron S ml del frasco # 1 vy con Ella_se desprendieron
las células del Roux. Se adicioné con una pipeta 5 ml
del medio del ¥rasc0 # 2 al frasco anterior gota a gota

con agitacion. Se adicionéd 1 ml de Ia suspensidn




celular en cada ampula de congelacidon (taodo se trabajo
eﬁ baro de hielo). Se dejid 0.1 ml para prueba de
esterilidad. A continuacidn se almacenaron las ampulas
durante 1 hora a —20 *C; transcurrido este tiempo se
pasaron las ampulas a una caja de poliespuma v se alma-
ceEnarcn a —-70°C toda . la noche. Al dia siguiente s
trasladaron las Ampulas a nitrédgena liquido para su
conservacion.

8.3.7 Tincidén para inmunofluorescenciaz:

Se descartsg el medio de crecimiento del tubo a
examinar, lavandose con PBS (pH 7.2) dos veces para
desprender el monostrato; se coloca una gota de la
suspensidn a ctada pozo del portacbjeto para IF dejan-
dose secar a temperatura ambiente.

A continuacidn se colocd el porta objeto en el vasa
Keplin agregandose acetona a —-20°C durante 10 minutos,
se dejd secar a temperatura ambiente. Después se adi-
ciond a los pazas 1-2-3-4 una gota de suspensién de
anti—-dengue 1-2-3-4 respectivamente, ¥y a los pozos 5-6-
7—-8 monoclonal, colocandoclas en camara humeda durante

1 hera a 37°C.

Al transcurrir el tiempo se lavaron las laminas en
2]l vaso Koplin con PBS (pH 7.2) dos veces, colocdndolas

despuds en un rotador durante 10 minutos, S8 secaron
rapidamente a temperatura ambiente vy se adiciond una
gota de la suspension de anti-ratdn, colocandola en




cCAmara hameda a 37°C durante una hora.

Lavandola

&éspués en el vaso Koplin con #BS (pH 7.2) dos veces,
colocandola nuevamente en un rotador durante 10 mi-—
nutos.

Después de este tiempo se secaron las laminas
colocéndalas dentro de un vaso de Koplin contiendo Azul

de Evans por 2 minutos, se secaron las laminas Yy se ob-
servaron en el microscopio de fluorescencia can el

objetivo de inmersidén.

8.3.9 Preparacian de tiras reactivas

Se prepararon tiras reactivas de 0.3 cm de ancho
por 4 cm de largoc usando papel pre-filtro, a éste se le
adicionaron 10 ul de antigeno preparado en 21 siguiente
orden: el primer pozo control paositivo, el segundo con-—
trol negativo, tercero b-1, el cuarte D-2, #1 guinto D-
S v al sexto D-—4 con 3 ul de suero a todos los pozos y
se dejaron secar.

8.3.10 Tiras comerciales usadas como control

Se utilizéd el método comercial dengue -s— stick,
debido a que es una metodologia sencilla Yy se encuentra
disponible en nuestro pais. Con las tiras preparadas vy
las tiras comerciales se procedid segun el siguiente
diagrama de flujo:
¥ Se adicionaron 49 ul de anti-human IgG marcado con
fosfatasa alcaiina ¥ 10 ul de muestra al reactivo # 1
se incubdé por 38 minutos a 50°C. Al terminar el tiempo




se lavd la tira con agﬁa destilada por 15 seqg.

i\
¥ Se adicionaran 2 ml del iniciador (consiste en
cloruro de sodio) por 35 minutos a 30°C, se lavo la tira
con agua destilada por 15 seg.

4
¥ Se adicionaran 2 ml de conjugado can fosfatasa alca-
lina por 18 minutos a S0°C. Se lavd la tira por 10 mi-
nutos en agua destilada.

4
¥ Se adicianaraon 2-m1 de desarrcllador de la reaccian
(consiste en NBT+BCIF) por 3 minutos. Se lavd‘ la tira
con agua destilada por 10 segq.

l
| Si se observaba un punto morado a la reaccidn se
toma como positivo a dengue virus, dé lo contrario es
negativo. Después se compararon los resultados, coan
los obtenidos por un método comercial dengue—-s~stick
(Ver Anexo No 7).

B.3.11 Sueros utilizados
Se utilizaron un total de 40 sueros, de 1os\cuales

21 eran positivos para dengus virus y 19 negativos uti-
lizando el métado EIA, estos sueros fueraon praporcio-
nadeos por el INCAP obtenidos de El Salvador y de 1la fa-
cultad de Medi;ina de la USALC, conservandaose a 70°C.

8.3.12 Caracterizaciédn del antigeno

_.7.'5_




Se utilizaé el método de Biuret, con 1 ml de

reactivo para 20ul de muestra, se incubd 10 minutos a

25 °C ¥ realizd la lectura a una longitud de onda de

548 nm.




?.RESULTADOS

2.1 CULTIVO CELULAR

Las células C&6/36 proporcignaron una mayor cantidad

de antigeno viral vy permitieron a su vez una mejor

recuperacian celular en comparacidn con las células
VERO, el indculo viral inicial de D-1, b-2, D-3 v D—-24
dependid de la cantidad de antigeno a producir si era
en una caja roux este fué menor en comparacian con los
citocultivadores manuales que necesitaron una mayar
concentracidan viral. Ademas se comprobd gue este
antigeno puede utilizarse para inocular nuevas cé&lulas

y aumentar la produccidn.

2.2 EIA DE MEMBRANA ELABORADO

Se utilizé papel prefiltro porque resultd que es
mas resistente a la temperatura, humedad y desarrolld
mejor la reaccion que la nitrocelulosa vy con estas
tiras elaboradas sea obtuvieron los siguientes

resultados:




EIA (Se considerd prueba

standar de oro)

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

POSITIVOS 16 S 21
JIRA INCAP NEGATIVOS 4 13 19
TOTAL 20 20 . 40

Ei antigeno preparadoc para la deteccidn del virus
dengue para ser utilizado en la prueba de EIA de
membrana presentd 0.55 de valor nuamerico y de acuerdo a
Fleiss de 0.40 a 0.75 se interpreta camo acuerdo
intermedio aceptable, presentsé 4 falsos positivos vy 5
falsos negativos de un total 40 pacientes que fueron
analizades ton ELISA. La prueba desarrocllada presenta
75 % de especificidad y 80% de sensibilidad, con un

valar predictive positivo de 76.2 rA Y un valor

predictivo negativo del 80 %.




2.3 CONSERVACION DEL ANTIGENO PRODUCIDG

Cada 1lote de antigeno obtenido se congeld a -70°C
para su posterior evaluacidn con la técnica de EIA de
membrana, donde s5e obtuvo que a mavor veces se
descangelaba el antigeno menaor grado de sensibilidad vy

especificidad presentabé.

2.4 CARACTERIZACION DEL ANTIGENDO

Se obtuvo de cada antigeno de dengue producido el

siguiente valor de proteinas:

Dengue -1 0.85 mg/100 ml
Dengue -2 0.98 mg/100 ml
Dengue -3 0.4635 mg/1900 ml
Dengue -4 .80 mg/10Q ml




RISCUSION DE RESULTADOS

El antigeno preparado presento 76.2% de valor predictivo
positivo y 79% de valor predictivo negativo comparado con 97.9% y
100% respectivamente con el método EIA de referencia wusando
anticuerpos monoclonales del CDC. El1 dato obtenido no refleja 1la
prevalencia e incidencia de la enfermedad en nuestro pais, porque
se obtuvo de un ntmero pequefio de casos, con un 50% de cascos
positivos y 50% de casos negativos, seleccionados con el fin des
evaluar el acuerdo de la prueba realizada con la prueba estandar.
El antigeno se produjo por primera vez en cultivo celular y no en
ratones en nuestro pais. Observamos que 1a produccién de
antigeno de_dengue en citocultivadores se ve afectada ror divesos
factores: el antigeno producido infecta eficientemente las lineas
celulares C6/36 y VERO, para el uso de estas células se prefiere
se trabaje con las células C6/36 vya que 38e multiplican
eficientemente y rapidamente en los medios de cultivo utilizados,

son mag fdciles de trabajar ¥y no se contaminan con tanta

facilidad como las células VERO. Otro factor importante es 1la
cantidad de virus semilla de 1los serotipos de dengue gque hay
presente- en el inéculo de las cepas semilla, ya que si existe
poco virus no se obtiene una cantidad suficiente comQ para
inocular los citocultivadores manuales que llegan a producir
hasta por litros el antigeno, dependiendo de la cantidad de medio
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vy . microacarreadores utilizados. Antes de utilizar los
citocultivadores manuales se procedid a cultivar las células en
caja roux, dando un buen crecimientc celular ¥y Se puede recuperar
hasta 200 ml de antigenoc dependiendo del tamafio de la caja.
Tanto el antigeno obtenido en caja roux como el obtenide en el
citocultivador presentan el mismo grado de infectividad, séloc hay
diferencia en el volumen gque proporcionan.

Cuando se utilizan los microacarreadores que son en forma de
perlas blancas se observa crecimiento celular alrededor de cada
una de ellas en el microscopio, cuando se observa un abundante
crecimiento se le infecta con el virus dengue. La obtencién de
una alicuota de microacarreador del citocultivador, para observar
8l crecimiento celular a su alrededor en el microscopio debe ser
en campana de flujo laminar y con la debida precaucién para no
contaminar el medio, cuando se trabaja con cajas roux noc es
necesaric este procedimiento sino Unicamente se observa al
microscopio invertido el monostrato de la caja, evitando asi una
posible contaminacidén y pérdiada del mismo. Una vez el antigeno
fue obtenido se procedié a colocar manualmente 10ul de cada tipo
en tiras de papel prefiltro y nitrocelulosa, la nitrocelulosa no
absorbid el antigeno va que al final del procedimiento no se
observé ninguna reaccidn. El papel prefiltro si absorbe el
antigeno y es capaz de soportar todas las lavadas que se realizan
en el procedimieqto de EIA. Esta metodologia se ve afectada por
2]l tipo de reactives a utilizar debido a que una de las fases
claves es la incubacién del antigenoc con el conjugado de
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fogfarasa alcalina ligada a anticuerpos anti-IgM humano de cabra,
dande lugar a que el antigenc sea capturado entre la fase sdélida
y el conjugado, el conjugado que no haya sido ligado se lava con
agua destilada, sin embargo =i el conjugado utilizado no es de
buena calidad, el resultado no es satisfactorio. En este estudio
se utilizd conjugado comercial marca 5IGMA, se recomienda probar
otros conjugados. Si el medio de cultivo utilizado es rico en
proteinas, se forma un "fondo" de color morado muy grande, el
cual se tratdé de eliminar infructuosamente con una preincubacidn
con albimina. Esta misma reaccién ha sido observada por
productores de reactivos en los Estados Unidos (Msc. Buchanan
Ian, PATH, comunicacién rersonal). Es preferible utilizar para
este tipo de pruebas, un antigeno recombinante obtenido libre de
regiduos de cultivo, o bien purificar el antigeno con una columna
de afinidad previo a usarlo. Este procedimiento puede llevarse
a tabo con las tiras elaboradas con cada uno de los antigenos por
separado colocando un serotipo viral en cada pozo, para un
determinado paciente, identificando asi no 8clo si el paciente
rpresenta la enfermedad, sino a la ve=z Que serotipo wviral esta
circulando o bien realizar un pool de antigenos con los cuatro
serotipos virales donde se obtendria sélo si el paciente presenta
la infeccidén y no se conoceria cual de los cuatro serotipos de
dengue viral lo infectd. Otra ventaja del EIA de membrana es gque
se realiza en 45 minutqs Y solo se requiere de un bafic Maria a
50°C, comparado con el EIA de referencia que 36 realiza en 75
minutos y se requiere de un lavador v lector de pozos especiales
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. rara obtener rasultados confiables. En conclusidn 8i es factible
llegar a obtener otras alternativas sencillas, eficacas y do bajo
costo, que permiten la deteccidn cportuna, sensible y especifica

de anticuerpos contra D-1, D~2, D-3 y D-4 en sueros de pacientas

eén quienes se sospecha de esta enfermedad.




10.-CEONECLUSIONES

La prueba de EIA desarrollada can antigeno de
dengue preparado localmente, presenta un aceptable
indice de cancordancia con un metodo comercial
disponible en Buatemala.

Al utilizar laos Citocultivadares manuales se
produce una gran cantidad de antigeno. Sin
embargo, comc cada Prueba solo se necesitan 50 ul,
se puede producir en botellas de roux.

La utilizacidén de cé&lulas Co/36 da un altao indice
de produccidn de antigenc y recuperacion celular.
El papel prefiltro es Mas resistente a la
temperatura, humedad y es mas fAcil su manejo que
l1a nitrocelulosa, ademas de absorber el antigeno vy
desarrollar correctamente la reaccidén.

En nuestro pais si sSe puede i1legar a obtener con
una infraestructura adecuada ctras alternativas
sencillas, eficaces vy de bajo costo gque pefmiten
la deteccion cportuna, sensible vy especifica de
anticuerpos contra D1, D2, DI vy D4 en suercs de

Pacientes en gQuienes se sospecha esta enfermedad.




11 . -RECOMENDAC IQONES

Mantener el antigeno a -70°C v en alicuotas
pequenas {160 ul) para su conservacidan y al
descongglarlo mantenerlo siempre con bandeja de
hielo, evitando asi su degradacidén.

No congelar vy descongelar el antigeno viral mas de
una vez, debido a que pierde sus propiedades
antigenicas.

Utilizar células Ck/36 para 1a produccidn del
antigeno por su facilidad de manejo y bajio gradao de
contaminacidn.

Evaluar la estabilidad del antigeno periéddicamente
para conocer el tiempo degradaciaén Yy utilizacidn
del mismo.
Incrementar la escala de producciaon de estas tiras
y los reactivos necesarios para la prueba de EIA,
para que el antigeno producido sea utilizado v
ayude al diagndstico del dengue en nuetra pais.
Realizar estudios de campo para conocer la
aplicacidn de la prueba y la prevalencia e

incidencia de la afeccidn en Guatemala.
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|GRADO I:
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|5o FIEBRE, HEPATOMEGALIA, EDEMAS, TORNIQUETE +, HT
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MAYOR 20% HT'HB MAYOR DE 3.5, TROMBOCITOPENIA
DE MENOR DE 100000'MM.

GRADO Ii:
e LOANTERIOR + HEMORRAGIAS ESPONTANEAS

|GRADO Ili:
e  +INSUFICIENCIA CIRCULATORIA

! GRADO V:
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}. CHOQUE PROFUNDO
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EL DENGUE EN AMERICA i

fiANTES DE 1981 1981- 1994

!
|
{
|
{

|
i

PAISES DE AMERICA (EN NEGRO) EN DONDE SE HAE
REPORTADO Y CONFIRMADO DENGUE HEMORRAGICO, SE'

' OBSERVA LA DIFERENCIA ANTES DE 1981 Y DE 1981-1994. !
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INVERSION EN PAISES DE AMERICA PARA CONTROLAR Y
ERRADICAR EL DENGUE. HASTA 1995

PAISES INVERTIDO
NORTE AMERICA ™
MEXICO 3000000
CENTRAL AMERICA
BELIZE 90000
COSTARICA 1500000
EL SALVADOR 1000000
GUATEMALA 2100000
HONDURAS 1000000
NICARAGUA 5000000
PANAMA 1294000
CARIBE
CUBA 20884658
DOMINICA 41000
REP. DOMINICANA® 231000
PUERTO RICO 1159342
AMOROSA DEL SUR ©
ARGENTINA 5950000
BOLOVIA 250000
BRAZIL 58591825
CHILE 12000
COLOMBIA 3610490
ECUADOR 1034483
PARAGUAY 185000
PIARIA 1200000
URUGUAY 10000
TOTAL 103825798

A. DATO OBTENIDO POR PAHO
B. HASTA EL 30 DE AGOSTO DE 1995
C. DATO OBTENIDO EL DOCUMENTO OPS/HPC/96.066
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TRATAMIENTO

ABUNDANTES LIQUIDOS PO Y DIETA NL
ACETAMINOFEN

NO USAR: ASA, OTROS AFINES, ANTIBIOTICOS,
ANTIALERGICOS, NI ESTEROIDES, NO ANTIEMETICOS.
SIVOMITA TRO

SINO TOLER PO DAR TRATAMIENTO IV

NO USAR VIA IM

USO DE MOSQUITERO

REPOSO

**EXPLICAR SIGNOS DE ALARMA A FAMILIARES

PERIODO CRITICO 3-5 DIAS***

VU RV |
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PRODUCCION DE ANTIGENO DE DENGUE UTILIZANDO

CITOCULTIVADOR
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TIRAS REACTIVAS EIa DRE MEHBRANS

PAaRA DRDENGUE

CONTROL POS1ITIVG “D‘

CONTROL NEGATIVD

TTRA COMERCTAL UTILIZAOA COMC £ONTROL

5
i
:
%

,,,, ;'!
CONTROL + . g
g
CONTROL ~ =i
B
DENGUE 1 7
%@ﬁ
DENGUE '

2
PENGUE 3
4

DENGUE

TIRA REACTIVA ELABCRADA




Br. KLELIA XIOMARA DOMINGUEZ GUERRERO

TESISTA

REBECA TORRES DE MATUTE
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