Guatemala, 22 de septiembre de 1997,

Dyr. Raul castille

Director Centro de Investigaclon en Clencelas de la salud
Universidad de Sawn Carlos de quatemala

Su Despacho.

Respetabte Dr .Castille:

Me permito envinrle a usted el informe final del Proyecto de
Investigaclon.  “Caracterizacion clinica, aislamiento viral y
determinacion de anticuerpos en paclentes com diagnbstico
clinteo de dengue clisico Yy/o hemorvagico”; estudio vealizado en
paclentes atendidos  por las Clinieas Familiares de la Facultad
de Clencins Médicas Yy en paclentes que vesiden en diferentes
zonas de esta capital que fueron referidas a la Divecelon General
de Serviclos de Salud, pava efectuar diagnéstico de Laboratorio.

Las  wuestras  fueron  procesadas  en el Laboratorio
Multidisciplinario de Esta Casa de Estudios.

Atentamente;

Dra. cataling Muiriz de Gonzalez.
Coovdinadora oel ngecto‘



CARACTERIZACION CLINICA,
AISLAMIENTO VIRAL Y PETERMINACION
DE ANTICUERPOS EN PACIENTES CON
DIAGNOSTICO CLINICO DE DENGUE

CLASICO Y/O HEMORRAGICO.

Estudio realizado en paclentes atemdidos por las clinicas
familiares de la Facultad e Clencias Médicas de Lo Uuniversidad
de sSan Carlos de quatemala; durante los weses de JMLLD 0
octubre de 1,996.

GRUPO DE TRARA|C:

Lic. Letiela castillo S.

Sra. Silvia Lopez.

Sra. Ruth Mota de Alvarez.

Dra. cataling Muriz de Gonzalez.
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MARCO TEORICO

Definieion de la enfermedad: el dengue es una bnfecclon, que
presenta un cuadro agudo, acompainado de fiebre Yy dolor
muscular y articular; es transwmitida  por la pieadura del
mosquito Aedes, especlalmente A. Aeaggpti. La complicacton por
mecanismos bmunolbgicos da origen al dengue hemorvagico.

Agente de transmision.

La tdentificaclon del mosquito Aedes aegyptl, comeo vector
del dengue fue realizada en el aio de 1906 por Bancroft Y
posteriormente se Lolemtificaron otros = tipos de mosquitos como
vectores de estos virus. Su capactdad de veplicacton vival ha sido
ampliamente  demostrada wo sblo en mosquitos adultos sino
también en Larvas Yy cultivos de células de mosquito.

Meecanlsmos de Transmlislon.

EL virus del dengue se tramsmite al hombre por La pieada del
mosquito.  EL hombre parece ser el tnico reservorio urbano del
virus, aungue éste también ha sido aislado de los wonos que se
infectan  natwralmente, los cuales juegan wna papel muy
Lmportante en Lo transmision selvatica.

EL Aedes negyptl, constituye el vector mas tmportante, es
doméstico y se alimenta de la sangre (hematofago). La rapida
wrbanizaclon de las cludades, a wmenudo resulta en Lo



proliferacion de crinderos peridomésticos tales como: cauchos,
latas, inadecuada disposicion de los desperdiclos de agua Limpla
0 sucla, aungue prefiere las aguas relativamente Limplas.

Reclentemente se describio Lla presencin de Aedes albopletus
en el territorlo guatemalteco, espectalmente en (zabal, lo que
representa otvo factor de viesgo wds parva La clreulacion del virus
en eLpaﬁg. (1)

EL wosquito vector hemtborn, se infecta allmentinolose con La
sangre oue toma al plear a la personn infectada, luego de wn
pertodo de € a 10 dias el mosquito es capaz de transmitir Lo
bnfecclon o una persona sand.

Epldemiologin.

La amplia distribucion que ha logrado obtener el virus
dengue Y su alta wmorbilidad, especialmente en Lo que se vefiere al
dengue hemorrigico, Lo han convertido en uno de los mayores
problemas de salud puiblica con que se enfrentan muchos paises
tropicales, espectalmente en el sureste astatico. (2,2) En ¢l
contlnente americano, en Los ultimos anos se ha observado el
aumento constante de  la incldencin  de  dengue  como
consecuencia del nwumero de sevotipos Virales cireulando en la
poblacion y el poco control gjercido pava la ervadicacion de Los
vectores.

La vigilancia epldemiolbgica, clinica Yy viroldgica han
fallado como indicadores prevemtivos en Lo aparicion de las
eploemiag por dengue hemorragico, debido principalmente, a la
poca atencion médica que se les presta a los casos febriles, de



origen desconocioo, que preceden al brote mayor.  La falta de
una evaluactowne serolbgiea viral en la poblactow, ast como el
alslamiento e Ldentificacion del agente etioldgico, causante del
cuadro febril, ocasionn que el pasaje silencioso del virus se
produzea sin ningun contratiempo; en el caso de haber una
poblacion susceptible, una clreulacton amplia del virus Y wna
densidad  optima de vectores, se tienen las condiciones ideales
para que se desarvollarse una eplodemin, La cual puede aparecer en
POCAS SEMANAS 0 VAESES.

En el aivo de 1975, Cuba realizd una encuesta seroldgicn
para determingr la presencia del virus dengue Yy encontrd que
solamente el 2.6% de la poblacion tenla anticuerpos al grupo
viral, sin embargo en 1977 se origind una epldemia por dengue
1, que bnmunizb al 44.5% de La poblacion wrbana Y en 1921 se
produjo otra eploemia por dengue 2 que ocasiond el cuadro severo
de dengue hemorvigico (4), con una tasa de wortalidad oe 0.4 6
por 1,000. (2)

Los numerosos estudios eploemiologicos efectuadlos desole
1960 hasta el presente (9,44), hawn estableciodo cuales son Los
factoves de viesgo que predisponen para La aparicién del cuadro de
FHD/SCPD, los cuales serian: nmunidad previa a dengue, edad,
sexo, vaza Y enfermedades crbnicas tales como asma, anemia
faleiforme Y diabetes mellitus.

En quatemala el aparecbmiento del dengue es  reconocido
oficiabmente desoe 1978, Lluego de Lo cual se presentaron casoes
esporadicos hasta 197 en que aparece de nuevo. Segun datos de
Lo Division de Malavia, entre 1987 a 1991, se habla registrado La
enfermedad en 15 departamentos, presentando Esculntla,
Zacapa Y Bl Progreso el mayor nimero de casos.



Durante el ano de 1992 el Centro de Investigaclones de
Clencia pava Lo Salud Yy wn equipo de nvestigadores del
Sistema Naclonal para Ervvadicacion de la Malaria (SNEM)
Llevarvon a cabo wuna encuesta sevologica a wivel wactonal, en Lo
cual se evidencid que en la poblactén guatemalteca el 40% de
individuos  presentan  anticuerpos antl dengue, siendo  este
porcentnje mds alto de 50% en algunas poblaciones como (zabal.
La presencia de anticuerpos coloca a esta poblaciones en riesgo de
desarvollar dengue hemorvagico. (1)

ElL grado de inmunidad gue exista, & uno o varios serotipos
vivales, determinart Lo vespuesta ante una relnfecclon y ésta
dependerd tamto del tlempo tramscuwnddo entre Lo infecclin
primaria como del sevotipo infectante. Cow vespecto a la edad, se
ha determinado que el grupo etario mas susceptible es el de Los
niivos menores de un Ao, con ankleuerpos maternos Y gque
sufren infecelon primaria.

Los otros grupos etarios de viesgo son Los niinos de 2-7 ainos
de edad con infecclon secundarin, que constituyen el grupo mas
numeroso: Los adolescentes o adultos jovenes con lnfecclon
secundaria Y en muy varas ocastones, se han reportado en niinos
Y adlultos con tnfecclones primarias. (2)

En cuanto al sexo, se ha observado gue es mds frecuente en
mujeres mayores de 4 aios, que en Los varones, mientras que por
raza, los vesultados obtenidos en La epldemia de 1921 en Cuba
haw  demostrado  una  mayor frecuencia  (p 0,01) ode Lo
enfermedlad en La poblacion blanca en comparacion con la de
mulatos Y negyros.



En caso de paclentes con enfermedades cronicns, tales como
asma, anemia falelforme Yy dinbetes mellitus, se ha establecioo
que el wimero ode casos fatales de FHD/SCD en estos grupos son
estadisticamente siognifieativos.

Patogenia.

La patogenesis de los 4 serotipos de dengue ha sido
ampliamente estudiada a nivel experimental, con diversoes
anlmales Y existen numerosos trabajos al respecto, sin embargo,
en Lo veferente a Los diferentes mecanisimos, gque desencadenan el
dengue hemorragico en el humano, quedan muchas tncognitas
por despejar, pues avun cuando el dengue cldsico es wna enfecclon
viral  Lrcelevante, que puede hasta pasar  desapercibida, Lo
rebnfecclon heterotipica desencadena wn cundro clinico de sumo
cutdado.

En base a numerosos estudios seroeplodemiologicos se ha
logrado determinar que cuando existen 2 0 was serotipos de
dengue clreulando  en el ambiente, ocurre il respuesta
bumunolbgica anormal del huésped.  La pregunta clave seria
iebmo los antlcuerpos ejercen su efecto negativo en la evolucion
de la infecelon?.

Parn dar vespuesta a esto, se han conjugado los estudios
realizados por numerosos autores para explicar Lo que podiia
ocurvir al productrse una tnfecclon primaria o secundarin.



nfeceldn primaria:

Durante la infecclon con un serotipo particular de dengue
se llevan a cabo diferentes veacclones en el huéspedero, que
twvolucran La presencia de anticuerpos Yy la tnmunidad mediada
por células (Linfocitos T citotoxicos Y linfocitos mediadores de La
nipersemsibilidad  tardia) permiten la  recuperacion de Lla
infecelon primaria.  Stmultdneamente, la tnfecclon primarin
produce  wnl lumunosupresion temporal que puede dar como
resultado disturblos o alteraciones bnmuno-reguladoras (por e\j:
alteraclown de La velaclon T—agudador/ﬁsupresor). Esto conlleva
a la formacton de anticuerpos no neutralizantes que tienen una
acclown potenciadora. (4,5)

nfecelbn secundaria:

a) St la lnfecclon ocurve con un sevotipo homologo, La memorin
Linfocitica del huésped eliming el virus y wo se produce La
enfermentad.

b) st la infecclon ocurve con un serotipo heterdlogo, los
anticuerpos wno weutralizantes o potenciadores, los cuales
estan dirigidos hacia epltopes  virales que no bloquean el
contacto odel virus con la célula a lnfectar, wo producen
neutralizaciton Yy son los que ayudan a promover Lo
replicacion del virus odentro ode la célula (especificamente
mownocitos Yy macrdfagoes), formando complejos con Los
receptores Fe en tales células que quedarian compuestos de La
stgulente manera: Virus + Ac wo neutralizantes + Fe oel
macrétago/monocito. Estos monocitos infectados con el virus
del Dengue, no neutralizado, pueden Llevar a cabo dos tarveas,
las cuales son complementarins Y sinérgicas:

a. Pueden convertivse en células blanco para su eliminacton
por Lo vespuesta Lnmune del activador, Liberan wnn



variedao de factores (Linfokinas), los cuales, a través de
sus efectos sobve La pervwenbilidad vascular, el sistema de
complemento Yy proceso de congulacion pueden productr
shock Yy hemorragios.

Pueden funclonar como células que presentan antigeno
e su supreficle, a los Llinfocltos wediadores de Lo
hipersensibilidad tavdin.  Estos linfocltos activados
Liberon wna variedad de Linfolkinas que afecta Yy aumenta
Lo permenbilidad vascular, Y otros factores tales como el
factor de agregacion plaguetaria, el cual induce dichn
agregacion Y activa el sistema de congulacion. (4,5,6)

clinica.

Clastficacton:

) Dengue clasteo.

) Fiebre del Dengue Hemorrdgico Y Sindrome de chogue.

EL cuadro clinico del dengue clasico, que puede ser unn
infecelon primaria o secundaria a un mismo serotipo vival, tiene
un perlodo de tneubacton de 5- dins después de haberse
productdo Lo pleadura del wosquito Y los signos Yy sintomas
vartan seguun el niumero de exposielones al virus, La edad, sexo y
raza en general en una nfecclon primaria se puede observar
flebre persistente de 29-40°C con una duracién de 5-6 dins, que
ocastonalmente puede ser difdsica; fuertes dolores musculares y
bseos, altralgias intensas, cefalens, odolor  vetroarbital,
alteraciones del gusto Yy linfoadenopatias.  En los tres dias
siguientes  a la aparicion de Lla flebre, puede presentarse una
erupelon generalizada en todo el cuerpo, de tipo maculo — papular,
purpurea o petequial, que comienza en el pecho Yy tronco



diseminandose a las extremaldades Yy cara, con o slin p’wazém Y
avdor, tentendo una duraclon de 2-=2 dias.

En  algunos  casos  pueden  observarse  wanifestaclones
heworragicas de severidad variable como epistaxis, equimosts,
sangramiento gingival, vaginal Yy gastrointestinal, ast como
hematuria; Lo cual no debe confundirse en ningin momento con
el dengue hemorrfgico a menos que estén presentes otras
alteraciones. Al final oel periodo febril se pueden observar
petequins en el dorso de los ples, piernas, wmanos o dedos, Y
ocastonabimente en Lo mucosa oral.

En el caso de ser una reinfecelon heterotipien, como sucede con
el dengue hemorrgico, se produce una brusca elevacion de La
temperaturna que puede durar 5-7 dias y disminuir Ligeramente,
stendo acompairada por diferentes sintomas tales como nausens
Y vowmitos, dolor abdominal, hepatomegalia, petequias Yy
alteractones hemorragicas (hematemesis Y melenas) que obligan
a la hospitalizacion Yy tratamdiento del paclente.  Segun la
gravedad del cuadro clinico, la O.M.S., ha propuesto su
clasificacion en cuatro grados a saber: (4)

qrado 1: Presenta flebre con cualguiera de los stntomns antes
deseritos Yy pruebn de torniquete positiva.

qrado (1:  EL cuadro anterior, ast como las haworragias
espontanens, cutinens Y en otras Localizactones.
Grado UL: nsuficiencia clreulatoria con pulso rapido Y débil.

Disminucion de la presion arterial diferenciol (20 mum Hg) o
hipotension. Agitacton y frialdad de las extremidades.

Grado tv:  Estado de shock profundo  sin detectar pulso y
descenso eritico de La presion arterial.



En las pruebas vadiolbgicas se pueden observar derrames
plewrales y/o pericardicos; en la mayorin de los casos el edeman
cevebral produce alteracton de La bavvera capilar dando origen al
shock.

Dlagnbstico.

El dengue puede ser diagnosticado por procedimiento clinico
diferencial y a través de varias pruebas de Laboratorio.

ElL dengue clisico, es por Lo general, una infecelon benigna y
puede en algunos casos ser confundido con otras infecclones
virales tales como influenza, rubeola y saramplon; Y en clertos
paises puede confundirse con La fiebre recurvente espirogquetdsicn.

Los hallazgos de laboratorio mas bmportantes que pueden
ayudar al wédico para dar wn dingnbstico presuntivo de dengue
hewooragico son:

- Trombocitopenia (menos de 100,000 plaquetas por cez).

- Hemoconcentracton ( awmento de hematocrito en 20%).

- Lewcopenia.

- Leve elevacton de La transaminag glutimico - oxalacéticn.

De esta forma se puede diferencinr el dengue clisico del

henorrigico de grado 1 Y (1. B Lo evoluclon a un cuadro de

dengue hemorvagico de grado (1 Yy v, los hallazgos de

Laboratorio varian de acuerdo al Lndividuwo, pero Los mas

Lmportantes son:

- Leve lewcopenin em los estadios tempranos de Lo
enfermeedad, seguida  por una  cuenta  wormal o
Lewcocitosts, principalmente Linfo Yy monocitosis.

- Hewoconceetraclon.

- Trombocltopenia.

- Hipoalbuminemia.



En los

Hiponatremia.
Urea Y Transaminasas sanguinens elevanas.

CASOS VWAS SEVErDs:
Tlewepo de protrombing alargado.
Dlsmiinucion de Los niveles de Los factores de coagulacion
(, v, VI, (X Y XL
Hipoftbrinogenemin.
Disminucion de  los  componentes del  sistema  de
complemento (Cz, C4, C5-2).

Dlagwnbstico viroldgico:

EL agente infectivo puede ser identificado empleando  dos
procedimientos:

0) Alslamiento del virus.

0) Pruebas inmunolbgiens.

0)

Alslamiento del virus. Puede efectuarse principalmente o
pavtlr de suero, plasma o leucocitos obtenidos durante Lo
fose aguda de la enfermedad (priveeros cinco dins).
También pueden tomarse biopsias de tejidos Y broanos
para tratar de aislar el virus; Lo mas recomendable es
hacaer wna prueba de lvmunofluorescencia tndivecta parn
detectar la presencin de antigenos virales en el tejido
selecclonado.

EL waterial puede ser inoculado en anlmales susceptibles
(ratones lactantes y/o MoSoultos) Y cultivos celulares
principalmente de células de mosquito (19,62).  La
presencia del virus es detectada wediante la prueba de
bumunofluorescencin  divecta o indivectn  utilizanoo
antleuerpos mono o policlonales. Otras pruebas utilizadas



pava Ldentificar el sevotipo vival son las de hibridizacion
con  sondas de ARN  (52) y la determinaclon  de
oligonucledticos  distintivos, que  han  permitido
determinar el origen y distribucion geogrdfica de los
virus del dengue; sin embargo, su empleo es Limitado parva
diagwnostico en los Laboratorios de veferencin, que puedan
contar con equipo espectal pava desarvollar estas técnicas.

0) Pructbas twmunoldgicas.  Permiten Lo detecelon  de
antlouerpos (9M, 109G Y antlgenos virales. Las pruebas
mas utilizadas sown las sigulentes:

ELISA: Permdte detectar anticuerpos IgM o 19G. Ewn el caso de
las 1gM su presencia bndica una infecelon reclente, bien de
tipo primario o secundario, pues los anticuerpos se pueden
detectar o partiv de los 5 dias después de la infecclon Y
presisten por €0-90 dins.

Es la prueba que wmas vapldamente permite hacer wn
diagwnostico presuntivo por dengue. Los anticuerpos (94, de
apariciown tavdia, también pueden ser detectados con esta
prucha.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFl):  Permite
detectar antlgenos virales intvacelularves en lewcocitos de
pacientes en fase aguda, pava diagwéstico vapldo, pero su
senstbilicad es tnferior al método de ELISA, por Lo que es mds
eveplenda con cultivos celulares tnfectados con los 4 serotipos
virales, con el propbsito de determinar la presencia  oe
ANELCULIPOS EN SULKD.



INHHBICION DE LA HEMAGLUTINACION:  Es la prueba
mas antigua parva detectar anticuerpos Y antigenos virales y
de bajo costo que facilita sw utilizacidn en Lo mayoria de Los
Laboratorios para vealizar estudios sevoepidemiologicos en gran
escala: sin embargo ha sido desplazada por las pruebas
descritas con anteriorioadl.

AL mismo tiempo se planteo como objetivo efectuar antigeno
de virus dengue, montar el Métoolo de Elisa para captura de | g
M, cultivo viral en células Yy serotipificacion por bnmuno
flovescemcin en el Laboratorio  Multidisciplinario de Lla
Facultad de Clencias Médicas.

Durante los meses de junio a octubre se analizaron 123
sueros, de estos el 20.32% fue positivo para dengue, alslanoose
3 delos 4 serotipos; : D1, D2 Y 4.



ORJETIVOS GENERALES

- Desarvollar en el Laboratorio MuLtLdLschLmaréo La capacidad
de efectuar inmuno diagnéstico de Dengue, cultivar virus
Dengue Yy serotipificarlo.

- Desarvollar en el Laboratorio Multidisciplinario La capacidad
de hacer el antlgeno vival tanto a partir de cultivo en raton
como en  células, para obtener waateria prima parva el
diagnbstico.

- Conocer la sintomatologia predominatine en Los pactentes que
cursan con dengue en La cludad capital.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar anticuerpos | g M por el Método de Elisa, en
pacientes con cundro clinico de dengue.

Determingr anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion en
pacientes con cundro clinico de dengue.

Efectunr cultivo viral en célulans Cce =6, de los sueros de
pacientes enfermos.

Serotipificar los virus aislados en cultivo por el Método oe
nmunofluoresencia.

Efectuar cultivo de virus dengue en cerebro de vaton lactante
para extraer antigeno.

Caracterizar clintcamente el comportamiento del dengue en
estos pactentes.



JUSTIFICACION

Dada la alta lnctdencia de dengue en nuestro pats Y el aren
centronmericana, Y el alto viesgo de epldemias de dengue
hemorvagico, es wnecesarlo que se coapaciten los Laboratorios para
efectunr el dingnistico de esta enfermedad.

Stendo el Laboratorio Multidisciplinario un centro de
refevencia dingwéstica para las clinicas famdiliares y para las
dreas de trabajo e estudiantes de  Ejerciclo  Profesional
Supervisado, tanto vural como hospitalario, es necesario e
bmperativo que se coapacite a este cemtro en el adecuado
diagnbstico nmunolbgico Y virolbgico del Dengue; al mismo
tlempo es bmportante tniciar a productr nuestros proplos reactivos
pava el diagwnéstico, comenzando por el antigeno. Es bmportante
tanmbién, conocer como se comporta clinicamente el dengue en
esta poblacion.



METODPOLOGIA Y TECNICAS DE LA
INVESTIGACION

Se vecolectaron muestros de paclew’ces que consultaron a las
Cclinteas  Famdtliares de la Facultad de Clenclias Médicas Y al
Laboratorio de wmuno diagnistico de la >.G.S.S.

Con asesorin téenica de la Organizaclon Panamericana ole
Lo salud, a través de la Dra. quadalupe Guzman del nstituto
Pedro Kouwrl de la Habana, Cuba, se wmontaron las téenicas de
inhibiclon de Lla Hemoglutinaclon, Mac. Elisa, Cultivo viral en
cblulas  Cce  ze Yy serotipificacton por bnmunoflorescencin;
ademas obtencion de antigeno por el Método Sacarosa - Acetonn-

EL personal que particlpd en Lla recoleccion de datos es el
personal de las clinicas periféricas familiares de la Facultad ole
Clencins — Medicas Yy personal  del  Laboratorio  de
Inmunodiagnostico de lan D.G.S.S.

EL personal de salud bnvolucrado en esta Lnvestigaclon,
previa entrevista, procedit a extraer 1oml. de sangre total La cual
se transflrld o tubos estériles Libres de aditivos o preservativos.
Los tubos conteniendo sangre se colocaron Lo mas vapldo postlle
en hielo o en el vefrigerndor (-4°C) para asegurar las éptimas
condiclones durante el alslamiento, Lo separacion del suero del
congulo se realizo el mismo din de la tomn de Lo muestra Yy en
condiclones asépticas.



Los tubos con el suero se congelaron Yy almacenaron a
temperatun entre -20C Yy -FOC. EL suero se envid Lo antes
postble al Laboratorio vealizawdo el transporte en cadena de frio.

Los pacientes que  pudieron asistir al  laboratorio
multidisciplinario, fueron atendidos por la coordinadorn del
proyecto quien Los entrevistsd Yy extrajo la muestra.

Técenicas utilizadnas:

- entrevista directa

- inhiblelon de la hemaglutinaclon
- MAC - ELISA

- Cultivo de virus dengue

Para Lo extracclon de los antigenos se utilizd la téenica de
sacavosa-acetona (Clarke Yy Casals, 195¢) Yy la técmiea de
cultivo de tejldos (Células ce =6)



RESULTADOS

Se obtuvo 121 sueros de los cuales el 20.32%  presentaron
anticuerpos | g M antidengue, de estos en el 0% se aisld el
virus, encontrando gue en la poblacién cireulan 2 de los 4
serotipos. DL 5.88%, D2 38.23% Y P4 17.64%.

Se efectud cultivo del virus Dengue, en cevebro de yatim
Lactante parva efectuar antigeno. Logramos cultivar Dengue 1 Y
Dengue 2, obtentenoo PAVA DEngue 1 wnd titulaclon de 1/64 Y
para Dengue 2 una titulacion de 1/256.  Este antlgeno se
encuentr en alicuotas almacenndo a 70" C, se procesd por el
Método Sacarosa - Acetona. (2). (Se adjunta video tape de todo
el proceso).

Se obtuvo tamblén antlgeno a parvtiv del cultivo en células
Ce ze, una linen celular tratda especificamente al Laboratorio
desde el (PK. de la Habana, a la cual se le ha dado
mantentmiento hasta ahora Y se contlnuard para el futuro.

En el aspecto clinieo se encontrd:

o 74.22% de los paclentes presentaron rash;
o 1007 Aflebre continun;

o 100% cefalens;

o 100% wmlialgia;

o 100% artralgio;

® cO% manifests nausens;

° 40% vomitos st sangyre;

o 5. 7% prueba de lazo positiva.



ElL recuento de plaquetns y Hb Yy Ht fueron normales en
el 100 de los casos. No se presentd nwingun caso de dengue
hemorragico, auncgue dengue clasico con petequins en mucosa
oral Yy hemorragias de enclas se encontrd en un 2.57% .

No se observaron manifestaclones neurologicas.

Nos tropezamos cow varias difieultades, wnn de ellas, fue la
difleil comunicacion con el tnstituto Pedro Kourl, de la Habana
- Cuba, Lo cual ocasiond problemas acdministrativos Y el atraso en
La vecepelon dle Los veactivos pava el trabajo.

Otro problema fue la afluencin de paclentes a las cliniceas
familiares Y al labovatorio muLtLdLschLlwarLo, que segun datos
epldemiolégicos de 1,995, esperdbamos  que fuern mayor; sin
embargo Yy probablemente por las campainas de educacion que
Llevo a cobo el MINSAP Yy la Facultad de Clencins Médicas, el
nmero de casos de dengue disminuybd notablemente en 1,996.

En consulta a las clinteas o al laboratorio, tuvimos 46
paclentes  a quienes se les lnvestiop el cuadio  clinico,
procedencia, datos de laboratorio, anticuerpos Y cultivo, para Lo
cual se diseiro una boletn. ( Se adjunta wna wmuestia a este
Lnforme).

Sin enmbargo queriendo elevar el wiumero de casos, Lo
licenciada Leticia Castillo, Coorvdinadora del Llaboratorio e
wmunodiagnostico de Lo Dlrecclon General de Serviclos ode
Salud, con la anuencin del Centro de Investigaciones de Clencias
Pora Lo sSalud (CICs); Levs al Laboratorio wultidisciplinario, Lo
cantidad de 77 sueros de paclentes febriles que acudieron en
demanda de senviclo diagnbstico al SNEM, durante el perlodo



comprmd’wio del o1 de septiembre al =1 de octubre de 1,996,
obteniléndose asl wn total de 122 sueros de mayo a octubre.

Se empezé Q. procesar sueros a partir de mayo, wo
contabanmos con veactlvos de Ellsa, por Lo tanto Lnlelamos con [.H
Y cultivo.

Algunos sueros Los almacenamos Y Luego Los procesamos en
agosto con. Mack Elisa. Alguwnos sueros, La cantiodad obtenida
no permitia guardar para posterior analisis.

La ficha cliniea analizada fue Llenada por el médico
tratante, pues en muchas ocastones el pactente no podia acudiv al
Laboratorio Multidisciplinario Y se evviaba la muestra mas La
ficha.  Cuando el paclente llegaba al laboratorio la ficha Lla
LLenaba Lo wabdica coordinadora del proyecto.

A través de los fondos de DIGH obtuvimos reactivos parn
Elisa, a través de la Organizacién Muwndial para la Salud,
O.P.S., Y el Instituto Pedro Kowrt de la Habana, Cuba. Con la
experta asesora para Latbnosveérica, Dra. quadalupe Guzman, se
montbd Lo tenica de cultivo viral en cllulas Ce ze Yy la
Llentificacion de serotipo por umunofluorescencin. Las células
fueron  donadas  especlalmente  para el Laboratorio
Multidisciplinario de la Facultad de Clemcias Médicas; son una
clona especial de células de estbmago de wmosquito Aedes
Albopictus, adaptadas a crecer a wna temperatura de 33°C
(donacion de O.P.S.); con fondos de DIGH se obtuvo anticuerpos
monoclonales Y conjugndos fluorescentes.



Téewleas utilizadas:

Linea celular Co/=6:

La linea celular es un clono obtenido de la Linea Aedes
albopictus de Singh (1967), que presenta una alta sensibilidad
a los virus del dengue Yy Chikungunya, auwngue en estudios
realizados veclentemente (Kuwo, 1985) se¢ ha demostrado ogue
resultan wmenos  senstbles em comparacion com otras Lineas
celulares oe mosquitos tales como la AP&L Y las TRA-284.

Aungue algunas cepas de dengue son capaces de producty
efecto citopatico (ECP) de tipo sincitial en las Ceze, este
fenomeno no es caracteristico de la Linea. Con mucha frecuencin
se observa toxiclodad en las células a causa de los inbeulos

empuzados.

Medlos Y materioles:

MedLo de Creclmlento para 100ml.

MEM (Earle) 10 X 10ml.
STF (lnactlvado) 10ml.
Soluclon 100X aminoactdos no 2ml.
Esenclales.

Slutaming 200nM 1l

Completar a 100ml. Con agua bidestilada y ajustar el pH 2
F,2-F4. De las flrmas comerciales Gibeo Yy Flow puede obtenerse

el wedio MEM  Earle

com.  amilnodceldos wno  esenclales Y

glutaming, al que sélo es necesario anadir STF.



Pipetas de 5-10ml. Con la punta doblada en angulo de 90 0
policia de goma.

Stemibra de las células.

- Decantar el wedio ode un frasco Roux com  monocapa
confluente.

- Desprender las células en 10ml. De wedio de crecimiento de
forma tal que el wedio caiga perpendicular a Lo wmonocapn
celulay o desprender La superficie con wn policia de goma.

- Aradir Tml. De suspension celular a cada Roux que contenga
de 100-120ml. De medio de creclmiento (split 1:10 semanal)
g x 10 ctlulas/ml bncubar a 2£C. La wonocapa estard
completn en 4-5 dias.

- St fuera wecesarvio vealizar la bnoculacion a los tres dias de
sembradas las células, debe aumentarse La concentraclon a
2-2 x 10 células/ml utilizando para ello wuna razbw de pase de
1:5-1:6. EL wmedio que se emplen para wmantener Las células
desputs de tnoculadas es el wedio de crectmiento de La Linea,
solo es necesarlo suplementarlo con 2% STF.



Pr@pamcéém de antloeno por el wietodo de sacarosa-acetona.

Aunque existen varlos wttodos para la preparacton de
antigenos pava arbovirus, la téewica wds utilizada es Lo
extracelon con sacarosa-acetonn descrita por Clarke Yy Casals en
195¢€ la cunl proporciona antigenos estables con altos titulos.

EL proceso  es potencialmente peligroso Yy deben tomarse Las
medioas wecesarins para la manipulacion del virus tnfeccloso, de
la acetona (inflamable) Y de Lo sustancia tnactivadora del virus
(carcinogénica).

Este método rinde antigenos hemaglutinantes Y fijadores del
complemento por Lo que pueden utilizarse para ambas téenicas.

La acetona permite un mayor remoimiento vival al actuar
sobre Los Lipidos del cerebro. La sacarosa protege de Lo accion de
La acetona sobre La envoltura del virus mediante un mecanismo
que aun no ha stdo dilucidado por completo.  La velaclon entre
Las concentraciones de sacavosa, cevebro, acetona Y agua parecen
ser criticas ew el vendimiento viral.



Materiales Y equipos:

- Gabinete de seguridad.

- Centrifuga refrigernda.

- Howmogenizador mecanico o eléctrico.
- Cristaleria.

Reactivos:

- Sacarosa.

- Aceatona, calldad veactiva a-#o°C.

- Solucion Borato Salina pH 9 (BS).

- Tvis (Hgdm)% me’cMML amilnomethane, Giloco 120910)

- Beta proplolactonn (BPL) (Betapmwe, Fellows  Testagar,
Detrolt, Michigan)

- Aleohol 70%

Obtencion de cerebros de vatones infectados.

- Inocular por via intracerebral Los vatones Lactantes de 1-2 dias
de nactdos con 0,02ml. de wna suspension de cerebro de ratom
infectado.  Esta suspension usualmente se prepara a wnn
diluctén 1/50 del certbro en PBS con 5% de suero de ternern
nactivado por calor Yy antibisticos. Puede usarse en lugar de
PBS, medlo 199 w otro.

- examinar los vatones tnoculados al wmenos dos veces al dia en
bisqueda de los signos de La enfermedad. Cuando La



mayoria de los ratones esten enfermos deben congelarse
preferiblemente a -20° 6 -70°C hasta su uso.

Los ratones se desinfectan con aleohol al 7o° Y se olejaw secar.
EL tejido cevebral de cada raton se extrae asepticamente por
asplraciéw colochnoolo en un frasco con hielo.

Para preparar el antlgeno pueden utilizarse los cerebros
previamente extratdos Y guardados a -FOC o pueden
guardarse Los vatones a -20° 6 —70°C hasta el dia antes de Lo
preparacion del antigeno momento en el cual se dejan durante
toda la woche a 4°C para su descongelacion |y posterior
extraccion del cevebro.

Extracclon del antigeno.

EL antlgeno se prepara asepticamente en wn gabinete de

seguridad grado 2 prefertblemente. Tanto el antigeno como La
acetonn son Lnfecclosas por Lo que deben manipularse con
extremo culdado. Debe evitarse el uso de mecheros durante el
‘PVOC@SO.

Por cada volumen de cerebro de vatom extraido anradir 4
voliumenes  de  sacavosa  al  £5% en agua  destilada.
Homogenizar La suspension exhaustivamente en frio.

Aradir la suspension de certbro a 20 voliumenes de acetonn
frin (kitasato). utilizar para esto una a@vga #18 lavogn
sumergloa en la acetona.

Agitar vigorosamente en ambos senticlos Y dejar veposar en
bano de hielo durante 1.5 minutos.

Asplrar la  acetona  completamente Y anadir otros 20
voltumenes de acetonn fria.



Previcmente vomper el precipitado con un agitador de vidrio.
Dejar sedbmentar el antigeno Y reposar en baiio de hielo durante
1,5 hovas con agitacton ocastonal duwrante La privmeera hova.

Asplrar Lo acetona Yy secar el precipitado utilizando wnn
bonba de alto vaclo (10 weB) hasta la aparicién de wn polvo
vosado clavo (aproximadamewte 20MmIn.)

rRehidratar con buffer tris-borato salina + 0.5 voliumenes del
howmogenizado de certbro-sacarosa (el tris se prepara al 1
molar en cloruro de sodio al 0,25% ) posteriormente se Lleva a
0L M en buffer borato-salina pH 9 chequedndose este
posteriormente).

Dejar rehidratadlo toda Lo woche a 4°C con agitacion.
Centrifugar 20 minutos a4 4°C a 2000rpm Y desechar el
precipitado.

Pava tnactivar el antigeno se aiiade BPL (170 en borato salina
pH 9) para una concentracion final de 0,1%. Agitar bien y
mantener a 4°C durante 24 horvas.

Distribuir en alicuotns para guardar a —70°C o pava Liofilizar
Y guardar o -20°C.

Chequenr si la inactivacion fue efectiva tnoculando con el
antigeno inactivado por via intvacevebral dos familias de
ratones Lactantes y pbservar por 21 dias.

Pora Los Virus Dengue Lo concentracltin de BPL de 0,4% es
critica Ya que CONCENLrACLONES mayores reducen Lla actividad
del antigeno.

Durante el proceso de extracclon odeben reemvasarse varias
ampulas conteniendo cerebro de vaton en suspension al 10%
(e PBS 0 medio de cultivo + suero de ternera al 5% +
antibioticos) Las cuales se guardavan a —7#0°C Y senvirdmn como



virus “semilla” para el proximo pase en ratones Yy de esta forma
mantener el virus.

(nhibletown de la hewmaglutinacton.

- Rotular las placas con el nuumero de Los sueros a probar ) el
antlgeno a utilizar.  €s rvecomendable usar una placa por
antlgeno. Los sueros sow probadoes utilizandoe 4, £ 6 12
diluctones de Llos mismos contra el antigeno; dependiendo esto
del tipo de suero, del prodsito Y de La experiencin del Laboratorio
en el diagnostico o encuestas serolbgicas. Los pares de suero
de un pactente deben ser tratados y probados en el mismo
ensaypo.

- Anadir 0,025ml. de BABS a cada pozuelo.

- Aradir 0,025ml. del suero a titular en el primeer pozuelo de
cada hilera.

- Dilulr los sueros con Las asas dilutoras o pipetas automaticas
“multicanal”.

- Aradic a cada pozuelo 0,025ml. de La dilusion de antigeno
que contiene € unidades hemaglutinantes.

- Agltar Yy dejar rveposar a tewmperatuwra ambiente durante 45
minitos.

- Anradir 0,05ml. de globulos vojos diluidlos en el pH optimo
pava el virus.

- Agitar y dejar veposar a temperatura ambiente durante 30
mlnitos.



Lectura:

La nhibicton de la hemaglutinacton presenta un patron de
no hemaglutinacion. €L titulo nhtbidor de la hemaglutinacton
es Lo mayor dilucion de cada suero que produce inhtbicton de Lo
hemnglutinacion. completa o cast completa Y se expresa como Lo
diluciom del suero.  Ejemplo 1:160.  Como el patron de
aglutinacion puede cambior con el tiempo, el punto final puede
ser mareado sobre Lo placa con wn plumdn tan pronto como s¢
forme.

Cowntroles.

- Control de oglobulos vojos de ganso (permite detectar
aglutinacton nespectfica de las células en ausencia de suero
Yy antigeno); solo contiene BARS Y globulos rojos.

- Cowntrol de suero positivo o Ligquido ascitico hiperinmune con
antieuerpos al antigeno utilizado.

- Cowntrol de suero negativo al antigeno utilizado.

- Cowtrol de células pava cada suero pava detectar aglutinacton
no especifica (sblo contiene una dilucion baja de suero 1:10 6
1:20 Y globulos rojos.

- Control de las unidades hemaglutinantes del antigeno.

Procedimiento PALD Lo IF Indirecta.

- Sobre Lo mauestra se airade el antisuero especifico en dilucion
aproplada Y en cantidad suficiente para cubrivla por completo.
EL antisuero especifico puede ser Liquidos aciticos



hiperinmunes de preferencia, sueros hiperinmunes, sueros de
paclentes, anticuerpos monoclonales Y otros en dependencin
del objetivo de La experiencia. Las Ldminas se mantienen a
2FC durante 20 min. en camara himeda.

Posteriormente se colocan en Los vsos Roplin. Se anade PBS
que se elbming al lnstante. Se agregn nuevamente PBS Y st
agita sunvemente 15 segundos, se eliming el PBS Y de esta
misma forma se vealiza otro Lavado hasta un total oe tres.

Se extraen las laminas de los vasos koplin se secan
cutdadosamente por Lo cara posterior a downde estan Llas
muestras Y sobre ellas se aiade el conjugado comereial que ha
stdo previomente titulado Yy determinado Lo dilucion de
trabajo. Esta dilucion se prepara utilizando PBS + Azul oe
Evans, que senvira de contraste.

Las muestras se mantienen en contacto con el conjugado
durante 20 min. A 27°C en camara humeda.

Despuls de lavadas, Las Laminas se secan por detras Yy enclmn
de las muestraos se anade una pequena cantidad de glicering
buferada (9 volumenes de glicerina + 1 volumen de PBS).
Sobve L glicering se coloca culdadosamente el cubreobjeto con
wn dngulo de 45 grados con respecto a La superficle de forman
tal que wo forme burbwjas que dificultan grandemente La
pbservacton al wicroscoplo.

Se  observan  las  laminas  bajo  un  wicroscoplo  para
fluorescencia y se valoran las muestras positivas Yy negativas
tenlendo en cuenta Lo observado en los controles que deben
inclulrse en cad experiencin. La IF especificn, en este caso, se
describe como citoplasmatica perinuclear.



“KIt Dlagwnbstieo”: Denaue™ (oM.

EL “Kit Dlagndstico Dengue® 1gM se conformd pava realizar
un total de 180 determinactones, Yo sea en placas completas o en
grupos de 4 tiras desmontables, stendo los componentes del
sistema Los stgulentes:

- 2 Placas de poliestireno sensibilizadas con anti-lgM.

- 1 Frasco de dtmgew‘ce de muestra 25 X (Bml).

- 2 Frascos de control de positivo (Tmle/w) Y 2 de negativo
(1.5 mle/u Listos para usar.

- 1 Frasco de solucton de Lavadoe 25 X (2ooml).

- 1 Frasco de suero huwmano negativo (2ml.).

- & Frascos de antigeno tnactivado Liofilizado conteniendo Los
4 serotipos (2ml c/w).

- & Frascos de conjugadlo predilutolo (2ml c/u).

- & Frascos de sustrato Liofilizado (5wl c/u).

- 1 Frasco de peroxido de hidrbgeno (500ul).

EL antigeno de dengue, Los controles positivos Yy negativos Y el
suero humano negativo (SHN) se encuentran tnactivados. Los
controles Y el suero humano negativo son wo reactivos para Los
virus VIH 1 Y 2, Yy para HBAgs. No obstante deben wmanejarse
con precaucion.

Procedimlento.

0. Retirar del estuche las placas o tiras a utilizar segun el
nimero de muestros a procesar. Se recomlenda confecclonar



un esquema de trabajo loentificando corvectamente La
posicion de cada muestra Y Los controles.

. Dlspensar 50ul.  del diLugewte de muestra 1x en todos Llos
pocillos con excepeion de los pocillos para los controles
positivos Y wegativos.  Ahada  entonces  siguiendo el
esquema de distribuclion 2,5ul.  de cada suero, agitando
ligeramente Lo placa para homogenizar la dilucton. Se
recomienda utilizar no wenos de 2 pocillos para el control
positivo Yy 4 para el negativo.

. Ineubar en camara humeda 2 horas a temperatura ambiente.
. Lavar la placa 5 veces com la soluciowm de lavado 1x,
utilizando wn volumen de 250-zo0ul por pozo. SiL se
dispone de lavador automatico seguir similar procedimiento.
Secar La placa tnvirtiéndola sobre papel de filtvo.

. Dlspensar 50 ul de antigeno por pozo, reconstituloo
previamente con 2ml de soluctow de lavado conteniendo
SHN al 5%. tneubar a 4°C durante toda la noche.

. Lavar 5 veces con solucton de lavado como en el punto 4.

. Dlspensar 50 ul por pozo del conjugado previamente diluido
con 2ml de soluctom de lavado conteniendo SHN al 5%.
neubar 1 hova a 2#°C en camara humeda.

. Lavar 7 veces con solucton de Lavado como en el punto 4.

. Arnadir 100 ul del sustrato reconstiutido previamente con
sml de agua destilada, adiclonando 2 ul de peroxioo de
hidrbgeno. Incubar 30 minutos a temperatura amblente en
oscuridad.

. Detener La veacclon adictonando 100ul por pozo de la solucion
de deldo sulfurico al 12,5% en el wmismo sentido en que se
anadio el sustrato.



0. Realizar La lectwrn de La densidad sptica utilizando un filtro
de 492nm Y ajustando blanco con el aire.

caleulo de Los vesultados.

0. Caleular la wedia de Lo densidad optica de los controles
negativos (Xin).

0. Caleular la weedia de la densidad optica de los controles
positivos (Xp).

valtdez de Lo pmeba: Xp 5Xwn; Valor Limite = 2Xn.

EL valor de corte se establece en funcion de la media del
control negativo considerando como positivos aquellos sueros
que presenten un valor de densidad optica mayor o tgual a dos
veces La weedin del negativo. La valldez del sistema se establece
por Lo velacion de la weedia de los positivos Yy los negativoes La
cual debe ser tgual o mayor de 5.

IMPORTANTE: Un resultado negativo a la presencia de
lgM contrat dengue o excluye Lo postbilidad de exposicion
anterior a este virus por Lo que en caso de sintomas clinicos
compatibles, se recomienda probar wna nueva muestra varios
dins desputs.



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A través de esta nvestigacion se desarvolld plenamente La
copacidad  diagwnéstica de Dengue  a través de pruebas
tnwmunolbgicas y de cultivo viral.

Deflnimos como capacidad diagniéstica de Dengue a Lla
postbilidad de obtener anticuerpos antidengue Yy obtener virus a
partiv de sueros de paclentes ewfermos, utilizando wmétodos Y
téenicas aceptadas por la O.M.S., debldamente estandarizados.

En la actualidad, tanto el seinor Decano de la Facultad Dy,
Axel Oliva, como el Dr. Jacobo Flnkelman, representante de
O.P.S., conocen de nuestra capacioad de trabajo. Siendo ast que
en Lo estructuracion del Laboratorio Central de Referencia, por el
Ministerio  de  salud  Publica se  incluyd al  Laboratorio
Multidisciplinario como centro de rveferencia a wivel wactonal
para el dingnistico de dengue (aojunto copin del docuumento).
Hewos estado colaborando con La Direccion Geweral de Serviclos
de salud en copacitacion de personal para el diagnéstico de
dengue Y hemos  sumlnlstrado  tnsumos  (em calldad  de
préstamo), para el inmunodingnistico (adjunto copla de cartas).

El seior Decano, ha sostenido platicas Yy ha intercambindo
cartas con el Dr. jacobo Finkebman insistiendo en que un
Lnstituto veglonal de diagnostico (Cuba, Puerto Rico o Panama)
efectiie pruebas  de  proeficlencia  en el Laboratorio
Multidiseiplinario.



Estas pruebas se comstituyen en control de calidad y en
una cevtificaclon mds de capacioad de trabajo del Laboratorio
Multidisciplinario; estas prucbas seguun el boletin epldemiolbgico
de la ©.P.S., de julio de 1997, haw sido aplicadas a varios patses,
stendo estos:

Pruebas de proficiencia seroldgica para el dengue

nstituclon Pals

-lnstituto Naclonal de EBnfermedades virales Humanas Argenting

Dr. Jullo 1. Malztegul

-Centro Nactonal de Enfermedades Tropieales Bolivia

(CENETROP)

-Laboratorio Departamental de Salud Piblica de Colombia

Antloouln

-lnstituto Costarricense de nvestigacion |y Bnseianza Costa Rico

B Nutricion y salud (INCIENSA)

-Instituto Nactonal de Higlene Yy Medicina Tropleal Ecuador

Leopoloo (zquietn Pérez

-Instituto Naclonal de Dlagnbstico Yy Referencin México

Epldemiologicos (INDRE)

-Centro Nactonal de Dlagnbstico Yy Referencia (CNDR) Nicaragua

-Centro Conmenmorativo Gorgas de Investigacibn e Panama

Informacion en Salud

-Instituto Naclonal de saluod Peru

-Laboratorio Nacional de Salud Publica Dr.pefills Rep.Pominic.

-Cartbbean Bpldemiology Centre (CAREC) Trintdad y
Tobago

-Laboratorio Reglonal de Dlagwndstico e nwvestigaclon
Del Dengue Y otras Enfermedades Virales (LARDIDEV) venezueln



Conmo  wenclonamos con  awntertorvidad, Llas pmebas que st
utilizarow en el diagnostico neluyen:

tnhtbicton de la hemaglutinacion,
Mack Elisa

Cultivo

Serotipificacton vival.

cuando un Llaboratorio oguiere Lnvestigar el cundvo de
dengue en su fase aguda, lo mas adecuado es determinar
bumunoglobuling M pues esta se inicla a elevar duwrante Lo
primera semann de la enfermedad, y permanecerd elevada
hasta los = meses, momento en gue comlenza a descender;
esta clrcunstancia es en términos generales; en algunas
personas puede variar tanto el tlempo de inlelo de la formacion
de anticuerpos 19M, como el descenso de las mismas. €s por
esta vrozén que Lo whs recomendaco para efectunr el
diagnéstico es el método de captura de IgM a través de Elisa.

En condiclones Llimitadas (cuando wo se cuenta con
reactivos de Elisa, como fue nuestro caso hasta wediados del
mes de agosto) se debe utilizar el wétodo ode tnhtbicion de La
nemaglutinacion. La desventaja de este método es que no es
especifico para IgM, sino que toma también la lgg que
pudiera haber en el suero del paciente, st este hubtera padectoo
dengue, por cualquier serotipo, con anterioridad, o cualgquier
otra ewfermedad cuyo agente infectivo sea wn flavivirus
(flebre amarilla, encefalitis equing venezolana, etc.)

Agqul en Gquatemala asumimos que wo clreulan otros
flavivirus por Lo tanto deducimos que Los anticuerpos positivos



pava Lo inhibicion de la hemaglutinacion (1.H.) son antl
dengue, (actuabmente, con la epldemia en Chile de virus
Hawnta, tanbién pudiera haber veacclones cruzadas, st el virus
Llegara a wuestro pais).

Para poder determinar con LH., que lo que estamos
midiendo es 1gM, deberiamos de efectuar dos determinaciones,
una tnictal Y otra a las 2 semanas; sin embargo en nuestro
medio Yy dado el cundro clinico de la enfermedad es muy
difleil, que un pactente Llegue a sacarse sangre cuando tiene
fiebre Y regrese cuando ya wno tiene ningun sintoma; por Lo
tanto debe analizarse clinicamente, epldemiologicamente Y
serologicamente el caso pava hacer diagnbstico.

En el caso del cultivo vival, éste debe ser positivo durante el
pertodo de virema ew el paclente. Este perlodo es durante los 5
primeros  dias ode enfermednd; es por esta vazén que no en
todos Los paclentes puede determinarse La presencia del virus,
ni efectuar sevotipificaclon pues st el paciente tiene mas oe 5
dins de malestar general y fiebre, es muy probable que el
cultivo sea negativo. Es por esto que ewm Las comunidades es
lmportante Lo vigilancia epidemiologica pava tomar a Llos
pactentes duwrante Los primeros dias de enfermedad y ast poder
saber qué virus esta clreulando.

En esta lnvestigaclon se tomd a Los pactentes que tuvieran
signos Y stntomas de Lo enfermedad, sin bmportar el tiempo
de  duracion de los  sintomas, pues se  determinarian
antleuerpos Y el cultivo st fuern todavin pertinente.



En algunas ocasiones, durante el perlodo de viremdia, Llos
antleuerpos de La clase (gM todavia no han aleanzado niveles
que puedan ser detectados por el wmétodo de Elisa de coptura,
por Lo tanto podemos tener cultivos posttivos Yy Elisa o [H
negativos; por Lo antertor el criterio de diagnbstico NO sow las
= pruebas positivas J'wucas, sino una sola mids  ceriterios
clinicos Y epidemiolbgicos. Eso va a depender de la capacidad
tnstalada de cada Laboratorio.

Lo tdeal es contar con un Laboratorio con el método de Elisn
de captura, cultivo viral y determinacion de sevotipos a través
de bnmunofluorescencia Yy anticuerpos monoclonales.  Toolo
esto Lo tememos en el Laboratorio Multidisciplinario.

Se analizaron unicamente Los resultados en Los casos

positivos, los cuales fueron un total de 25; un 20.32%.
Hublera sioo deseable poder analizar el tiempo de evoluclon de La
enfermedad con el cundro clinico, pevo desafortunadamente por
La formea como fueron Llenadas Las boletas wo es posible hacerlo
ya que en la mayoria de los casos las fechas no aparecew;
probablemente el paciente no puede dar ese dato.

También pudimos observar que aparece que todos  Los
stntomas se inictan el dia de consulta, Lo cual no es posible.

Durante los primeros meses de la bnvestigaclon, wo
poselamos todavia los veactivos wecesarios pava La determinacion
de | g M, por lo que inlclamos con Lnhibidores de Lla
hemaglutinacion Y cultivo vival; estos dos metodos com material



que La doctora quadalupe Guzman nos brindara procedentes del
nstituto Pedro Kourt.

A flnales del mes de agosto cuando ya obtuvimeos Llos
reactivos para Mack Elisa, procedimos a vealizar los tres
métodos. No stempre pudo colnceldir el vesultado positivo en Los
tres, pevo el dingnistico se efectud por uno o dos métodos (ver
cuadvo No.1).

Es Lnteresante encontrar una titulaclon de tnhibicion de La
hemoglutinacion mayor de 1/2500, Lo que nos hace pensar en
una respuesta elevada de tipo | g &, como st se tratara de una
segunda infecelon(2), aisldndose virus D2 Y Malk Elisa
positivo, pero, anallzando clinlecamente no pvesmtaba ningiumn
stgno de dengue hemorragico.

Es muy bmportante hacer notar que el virus que MAS Se
aislo fue el D2, provemientes especialmente de Mixeo, San
Cristobal y zona 12. Pel virus D4, & casos provenientes de Lo
zona F Y 2 casos de DL procedentes de la zona & capitaling.

Al respecto de La edad Y el sexo, como en estudios antertores
(Ver cuadro No.2), se observd mas en el sexo femenino, Y en el
caso de esta lnvestigacién entre Las edades de 16 o 20 ainos,
pero sin mayor significancia en la distribucion de Los casos.

Tooos los paclentes con diagnéstico de laboratorio positivo,
tuvieron diagnéstico presuntivo de dengue.  EL 100% presentd
dolor de cuerpo, fiebre, dolor de cabeza, escalofrios. Lo que ya es



conoclolo.  EL rash se presentd em el 74.28%, nausens el 0%,
vomitos el 40%; es curloso encontrar diarvven en 14.28% signos
hemorvigicos leves en un £.57%, sin evidencias de Laboratorio de
hemoconcentraclon il trombocitopenia.  Ningun paclente
presentd cundios neurologicos.

La sintomatologia wo guarda relacion con el serotipo viral.
(cundvo No.3; grafica No. 2, 4y 5)

Al respecto de otras pruebas de laboratorio, encontramos 2
pruebas de lazo positivos, com plaguetas Y relaclome  Hb - Ht
normeal. (cuadro No.4; grafica No.&)

Todos los pacientes tuvieron hemoglobina, hematocrito,
recuento de plaquetas normales.

Al preguntar a los paclentes de la posibilidad de haber
viajado con anterioridad al interior del pals, al cuadlvo clinico
solawente 7, 20%, respondieron que st, 4, 11.42% a la Costn
Sur Yy 3, 2.57% a Puerto Barrios. L0 mayorta de casos son
entonces  originarios de la copital Yy muy pocos probablemente
llegaron de la Costa sur Yy la region oriental del pats.
Curiosamente el D2, tiene relacidn con viaje a las vegiones antes
menclonadas.

Nadie vefirid haber presentado dengue con anteriorioad.
(grtfica No.7#)



CONCLUSIONES

De los sueros de 123 paclmtes restoemtes e el Gren
metropolitana, se efectud dingnistico de dengue en el 20.32%
de los casos.

EL sexo wmds afectado por la enfermedad continua siendo el
femenino. La edao en este estuolio no es significativa.

Se aislo dengue DL, Dengue 2 Y Dengue 4 de Los sueros de
Los pactentes estudiados.

EL cuadro clinico presentado por los pacientes, no guarda
relacton con el sevotipo viral atslado.

Los paclentes que presentaron infecclon por Dengue 2,
tuvieron como antecedentes vinje a la Costa Sur o a la region
oriental del Pals.

EL cuadro clinico se caracterizd por presentar los siguientes
stonos Y sintomas: vash wmaculo papular (74.28%), fiebre
continua, cefdlen, wialgias Yy artialgias (100%), wihuseas
(607@), vomlto sin sangre (40%), prucba de lazo positiva
(5.71%), petequins Y hemorvraglos Leves (85770) de Los casos.



No encontramos ninguwn caso de dengue hemorragico.

Ningun paciente  vefirld  haber  sufricdo  dengue  con
anteriovioad.

Efectuar el antigeno de dengue, es un procedimiento sencillo
para el cual tenemos tnfraestructurn, tanto para antigeno en
cerebro de vatom como en célulaos Ce zé.

A través de esta lnvestigacion se Loord que el Laboratorio
Multidisciplinario de la Facultad de Clencias Médicas de Lo
USAC, cuente con el recurso humano Yy la infraestructurn
necesario para  efectuar el diagnéstico  bumunolégico y
virolbgleo de Dengue.



LOGROS DE LA INVESTIGACION

St implements, estandarizo y normatizo  en el Laboratorio
Multidisciplinario el Dlagwbstico de Dengue por Métodos
Inmunologicos Yy Virolbgicos.

Se tlene en el Laboratorvio MuLtLdLchpLLwario de la Facultad de
Mediclng de Lo USAC, La linea celular Ce =26 para el cultivo
viral, Y La capac’wiad téenlen para hacerlo.

Se cuenta con infraestructura y copactdad téenica para La
sevotipificacton del virus.

sSe  elabord  antlgeno  de Dengue Yy se cuenta  con
infraestructura y copactdad para continuar producténdolo.

St ldentificaron los principales signos Yy stntomas clinicos
que se observarom en los paclentes que consultaron com
Dlagnbstico de Dengue.

ldentificamos  un  wmétodo  para  dingwostico vaploo ole
antieuerpos por tnmuno fluorescencin, el cual debemos todavin
estandarizar.



- Setiene ofrechmlento por parte de Lo Dra. Guadalupe Guzman,
de que el LP.K., pase una prueba de proeficlencia a este
Laboratorio st la Ovganizaclon Panamericana de la Salud esta

anuente. Se tlene veconoclmiento como Centro de Referencia
Nacltonal.

Hemos rectbido en el Laboratorio Multidisciplinario de La
Facultad de Ciencias Médicas, La propuesta para coordinar con el
MINSAP, el dingnbstico de Dengue a nivel naclonal, Lo gue se
haria en forma de docencia productiva; proyecto que fue
presentado a la _junta Directiva de esta Facultad, la cual
dictomind favorablemente. Se encuentra actualmente a nivel
del Howorable Consejo Superior Universitario de la Universioad
de Sawn carlos de quatemala.



RECOMENDACIONES

Continuar con el Inmuno-diagnbstico del Dengue en este
Laboratorio.

Contlnuar cown el cultlvo vival.

Contlnuar obtenlendo antigeno vival.

Contlnuar tnvestigaclones para poder efectunr dingnostico
rapldo con mmunofluorescencia, a pavtir oe nuestro antigeno.

Dar  seguimiento con OP.S., para efectuar prueba oe
proeficlencia.

Dar segubmiento al proyecto para Lo venta de serviclos al
Minlsterto de Salud Publica Y entidades privadas. (Pocencia
Productiva).



INDICE

Marco Tedrico
Justificacion
Olbjetivos generales
Oljetivos especificos
Metodologia Y téenicns de la tnvestigacton
Resultados
cundros Yy graficas
Awndlisis Y discusion de resultados
Conclusiones
Logros de La Lnvestigaclon
Recomendaclones

Blbllografin



Apéndice

BIBLIOGRATFIA

0. De Mata F. Y Cols. Seroepldemilogia del Dengue en
quatemala. Cies. vo. 4 No.l. 1993.

0. lnstltuto Pedvo Kourl. Téenlens de Labovatorio pava el
diagnostico de dengue. Documento. Cludad de la Habana,
cuba. 1991.

0. Martinez E. Dengue hemorragico en ninos. Cuba. 1990.

0. Dengue Yy dengue hemorrfgico en Las Américas. Guias para
La prevencion Yy control del dengue. Bwn revision. Enero, 1995,
OPM/OMS.

0. Dengue Haemorrhagic Fever. Blagnosis treatme Y control.
World health organization. Geneva. 19ge.

0. Funcion fagocitica de los leucocitos polimorfonucleares
neutrofilos (PMN) en paclentes con flebre hemorvigica por
dengue (FHD). Lic.René A. Rivero. Dr.esus Gomez Arbesu.
Tec.Lourdes Pabma Y Dr.josé Ballester Sontovenia. nstituto
de hematologia e tnmunologia.



. Resumenes del XU Congreso Latinoamericano de
Microbiologia. La Habawna Cuba.

. BEntrevista con La doctora Guadalupe Guzman. Viréloga.
Consultora para O.P.S en aspectos de dingnbstico de Dengue.

. Boletin epldemiologico. OP.S. Vol.1€. No. 2. 1997



APENDICE



Cuadros y Gréficas

Cuadro No 2

Casos Positivos de Dengue por Edades y Sexo

Edades

Femenino

Masculino

1-5

=

=

6-10

11-15

16-20

21-25

26-30

31-35

36-40

41-45

46-50

>51

O|IO|IN|A[A~|O|lWOIN|OI

Total

N
»

OR[N OIO(OIO|IN|F|F
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Grafica No 2

Piramide Poblacional de los Casos Positivos
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Femenino Masculino
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Cuadros y Gréficas

Casos Positivos
No 2 cultivo + Den 1/ No/ No

No 4 Elisa IgM + / -

No 8 Elisa Tgm +/No/No/

No 9 IH 1/10 + / No / No

No 10 |IH 1/10 +/ Eligr IGM+/ Cultivo Dengue 2
No 11 [Cultivo + D4/ No/ No

No 12 |IH+1/40 / Cultivo D4 /

No 13 |IH 1/640/No/ No

No 14 |IH 1/1028 / Cultivo D2 / Elisa +
No 15 |IH 1/2560 / Cultivo D2 / Elisa +
No 16 |1/640 / Cultivo D2 / Elisa +/
No 17 |1/1280/ No/ Elisa +/

No 18 |1/640/D2/Elisa+

No 19 |1/1280/ D2/ Elisa +

No 20 |1/640/D4/-/

No21 |1/40/-/+/

No 22 |1/10/D2/Elisa +

No 23 |1/10/No/ Elisa +

No 24 |Cultivo D1 --------------

No 26 |Cultivo D2 --------------

No 29 |Cultivo D2 IgM + --------

No 32 | -----mmmmme- IH: 1/10

No 33 IgM+

No 34 IgM+

No 35 |Cultivo D4 -------------- IH 1/40
No 36 |Dengue D4 -------------- IH 1/640
No 38 [Dengue 2 IgM + --------------
No 39 |Dengue 2 IgM + IH 1/640

No 40 |[Dengue 2 IgM + IH 1/1280
No4l | IgM+

No 42 IgM+

No 43

No 45 [Dengue 2 IgM + --------------
No46 | IgM+

Total 34 casos positivos por alguna técnica del
total de 101 casos

Casos numerados Positivos
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Cuadros y Graficas

Cuadro No 1

Casos Positivos para Dengue por cualquiera de las tres métodos

diagnosticos

No. Caso Elisa IGM Inhibicién Cultivo Viral
Hemoglutinacion
2 - - Dengue 1
4 + - -
8 + - -
9 - 1/10 -
10 + 1/10 Dengue 2
11 - - Dengue 4
12 - 1/40 Dengue 4
13 - 1/640 -
14 + 1/1028 Dengue 2
15 + 1/2560 Dengue 2
16 + 1/640 Dengue 2
17 + 1/1280 -
18 + 1/640 Dengue 2
19 + 1/1280 Dengue 2
20 - 1/640 Dengue 4
21 - 1/40 -
22 + 1/10 Dengue 2
23 + 1/10 -
24 - - Dengue 1
26 - - Dengue 2
27 + - -
29 - - Dengue 2
32 - 1/10 -
33 + - -
34 + - -
35 - 1/40 Dengue 4
36 - 1/640 Dengue 4
38 + - Dengue 2
39 + 1/640 Dengue 2
40 + 1/1280 Dengue 2
41 + - -
42 + - -
43 - - Dengue 4
45 + - Dengue 2
46 + - -
Cuadro No 3
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Datos Clinicos Importantes

Si No
Dolor de Cuerpo 35 0
Fiebre 35 0
Dolor de Cabeza 35 0
Escalofrios 35 0
Nauseas 21 14
Vomitos sin Sangre 14 21

Grafica No 3
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Cuadro No 4

Datos Clinicos Importantes

Diarrea 5 30

Vomitos con Sangre 0 35

Hemorragia Nasal 1 34

Hemorragia en Encias 3 32

Orina con Sangre 0 35
Grafica No 4
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Cuadro No 5

Datos Clinicos Importantes

Hemorragia Vaginal 0 35

Heces con Sangre 0 35

Equimosis 3 32

Rash 9 26

Manifest. Neurologica 0 35
GréficaNo 5

Datos Clinicos

35-

30-

Heces con
Sangre
Equimosis
Rash
Manifest
Neurologica

.©
m—

T
g c
oD
Etd
o >
T

[ No
asi

Caracterizacion clinica, aislamiento viral y determinacion de anticuerpos en pacientes con

diagnostico clinico de Dengue Clasico y/o Hemorragico



Cuadros y Gréficas

Cuadro No 8

Datos Epidemiologicos

Si No
Viaje antes de 15 dias 7 28
Costa Sur 4 31
Barrios 3 32
Diagnost. Dengue antes 0 35
Gréfica No 8
Datos Epidemiologicos
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Cuadro No 6

Pruebas Diagnosticas

Si No
Prueba de Lazo + 2 33
Hemoglobina nl 35 0
Hematocrito nl 35 0
Rel HB/HT 1:3 35 0
Plaquetas >100,000 35 0
Plaquetas <100,000 0 35

Gréfica No 6
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Cuadro No 7

Pruebas Diagnosticas

Si No
Elisa IgM + 21 14
IH+ 19 26
Cultivo + 21 14
Diag. Presunto Dengue 35 0
D1 2
D2 13
D4 6

Gréfica No 7
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