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RESUMEN

Efecto de anticuerpos IgG anti-dengue sobre la deteccién de la proteina no
estructural NS1 del virus dengue en pacientes hospitalizados con diagnéstico
clinico de Dengue.

Br. Ana Rosa Garcia.* Br. Fredman Gonzalez Hernandez.* Dr. Filemoén Bucardo R. **
*Estudiantes de Bioanalisis Clinico. Facultad de Ciencias Médicas. UNAN-LEON.

**Profesor del Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Ciencias Médicas.
UNAN-LEON.

En todo el mundo se estima que el numero de afectados por Dengue se encuentra
entre los 50 a los 100 millones de personas cada afio, con un total de 500,000
hospitalizaciones y 12,500 muertes. El diagnéstico de la enfermedad es complejo
y requiere el empleo de técnicas especializadas, las cuales no estan disponibles
donde mas se requieren. EI método de diagnéstico ideal seria, de facil ejecucion,
bajo costo, rapido y que brinde resultados confiables. A fin de evaluar el efecto de
anticuerpos IgG sobre el antigeno NS1 del virus dengue se estudiaron 77 casos
de pacientes hospitalizados con diagndstico clinico de dengue, en el periodo
octubre del 2008 - abril del 2009, atendidos en el HEODRA. Los casos fueron
analizados utilizando las pruebas diagnésticas Bio-Rad (Platelia- Dengue NS1
Antigeno) y Panbio ELISA Indirecto IgG. Del total de casos analizados el 12%
fueron positivos para NS1, y el 30% fueron IgG positivos. Se obtuvieron 4
muestras positivas por ambos métodos diagnodsticos. Se encontré una excelente
relacion entre los casos NS1-positivos y el cuadro clinico de la infeccion. La
mayoria de los casos NS1-positivos corresponden al sexo femenino y se
encontraba entre el grupo de edad de 6 -15 anos. El 78% de los casos NS1-
positivos se observaron en los primeros 3 dias de iniciados los sintomas,
confirmando de esta manera la utilidad de la prueba en el diagndstico temprano de
la enfermedad. El analisis de concordancia (kappa = 0.09) revela que la presencia

de los anticuerpos IgG anti-dengue no afecta la positividad de la prueba de NS1.
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[. Introduccién

El dengue es un problema de salud publica importante a nivel mundial. Es una
enfermedad que se ha mantenido constante los ultimos afios en nuestro pais,
cuya incidencia ha aumentado rapidamente durante las ultimas décadas,
implicando internacion, cuidados intensivos y posibilidad de muerte, en pacientes
susceptibles. Estas condiciones suelen alterar los sistemas de salud y a toda la

sociedad debido a los altos costos que representan los pacientes hospitalizados. ("

El diagndstico temprano y preciso del laboratorio es esencial para la confirmacién
del dengue. En la actualidad los métodos de diagnostico se basan en técnicas
directas e indirectas, que van desde el aislamiento e identificacion del virus, hasta
la identificacion de anticuerpos. Los dos primeros ensayos proporcionan alta
sensibilidad durante la fase aguda de la enfermedad; sin embargo los resultados
tardan y muchos laboratorios no poseen dichas técnicas por el alto costo. Dentro
de las pruebas serologicas se encuentran la deteccion de anticuerpos IgM e IgG,
los cuales siguen siendo los mas utilizados para el diagndstico de dengue. Pero
estos solo establecen un diagnostico probable pudiéndose presentar falsos
positivos y falsos negativos en sueros de fase aguda con titulos bajos de
anticuerpos. Ademas estos resultados se obtienen después que la enfermedad ha

finalizado. "2

La determinacion de anticuerpos IgM en fase aguda posee diferentes niveles de
especificidad, es un método rapido y sencillo. Sin embargo la respuesta de estos
anticuerpos varia considerablemente debido a la respuesta inmunitaria humoral
en funcion si la infeccién es primaria o secundaria. La IgG al igual que la IgM es
un método que no presenta grandes complicaciones no obstante la deteccion de

esta solo tiene significado epidemioldgico.
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Recientemente, se han desarrollado nuevas pruebas para ayudar a diagnosticar a
pacientes con dengue, actualmente se perfila como un método de diagndstico la
identificacion de la proteina no estructural NS1 del virus del dengue, que es una
glicoproteina que pesa aproximadamente 48-KDa la cual esta ausente en las
particulas virales, pero se acumula en la membrana plasmatica de la célula

durante la infeccion y aparece en sangre durante los primeros dias de infeccion.
(3.4)

La determinacion del antigeno NS1 ha demostrado ser una herramienta util, por
las propiedades antigénicas e inmunogénicas de esta proteina y su posible
relacion con manifestaciones hemorragicas. Este ensayo tiene ventajas sobre los
métodos moleculares y cultivos por ser mas rapido, de facil ejecucion,
estandarizacion, comodidad y rentabilidad. La funcién de la NS1 en la patogénesis
viral no ha sido bien dilucidada, pero se ha planteado que posee un papel en la
replicacion temprana del virus. Las mutaciones de esta proteina afecta la

virulencia de la particula viral. %"

En el presente trabajo de investigacion se revisa el estado actual del conocimiento
de las caracteristicas generales del virus del dengue, se estudia la proteina NS1,
su papel en la respuesta inmunolégica y su empleo como una herramienta util en
el diagnéstico de la enfermedad. Asi mismo se evalua la respuesta y el efecto de
anticuerpos IgG sobre la deteccion de la proteina no estructural NS1 del virus
dengue, lo que ayudara a aclarar el valor combinado de estas pruebas; sugiriendo

una modificacion al algoritmo de diagndstico del laboratorio del dengue.
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Il. Antecedente

Actualmente existen diversas publicaciones cientificas con relacion a la proteina
no estructural NS1 del virus del dengue, las cuales en su mayoria estan dirigidas
a la comparacion de técnicas diagnésticas capaces de mostrar alta sensibilidad y
especificidad en la identificacién antigénica de la proteina de manera que los

resultados mostrados sean confiables para el diagnéstico de la enfermedad.

Dongmei Hu, y col, con el objetivo de evaluar el valor combinado de diagnostico
de NS1, IgM e IgG, estudiaron los perfiles cinéticos de estas pruebas en el curso
de la enfermedad por dengue; analizando 313 muestras de suero pareadas o
multiples de 140 pacientes que fueron confirmados por el laboratorio con infeccion
aguda por DENVA1, estos investigadores utilizaron las pruebas ELISA NS1- DENV1
especifica no comercialmente disponible, Panbio Dengue IgM e IgG ELISA,
determinandose una sensibilidad global de deteccion de 89% para NS1en
muestras tomadas durante los primeros 7 dias. En contraste, anti-dengue IgM e
IgG, no se detectaron antes del dia 3 de enfermedad. Combinando los resultados
de NS1 y la deteccion de IgM permitid el diagnéstico positivo del 96,9% de los
casos. Demostrando que la combinacion de estas pruebas IgM y NS1 facilita una
mayor tasa de diagnostico en la fase aguda de la infeccion. La tasa de positivos de
IgG fue significativamente menor que de IgM en la primera semana, aumentando a

100% alos 15 dias de la enfermedad. ©

Vu Ty Hang y colaboradores publicaron un estudio cuyo objetivo era conocer la
especificidad, sensibilidad, respuesta de anticuerpos anti-dengue y la relacion
con el grado de viremia de la proteina no estructural NS1 en el diagnostico de la
infeccion por el virus del dengue utilizando el kits Bio-Rad (Platelia- Dengue NS1
Antigeno); sus hallazgos sugieren que es mas sensible su determinacion cuando
se utiliza durante los 3 primeros dias de la enfermedad. Estos resultados también
muestran que la concentracion de proteina no estructural NS1 es un reflejo de la
cantidad de virus en la sangre cuya importancia esta vinculada con la gravedad de

la enfermedad. Estos investigadores estudiaron 138 casos hospitalizados con

3
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sospecha de dengue de los cuales 125 pacientes se clasificaron dentro de la
categoria de pacientes con dengue grave, hubo 13 pacientes en los que no habia
pruebas de infeccién aguda o reciente por el virus del dengue. La sensibilidad para
NS1 en relacion a IgG es 60.5% y 93.1% en casos positivos y negativos
respectivamente. En relacion a la especificidad de NS1 y anticuerpos IgM se

observo 71.4% y 87.7% en casos positivos y negativos respectivamente. ©

Shrivastava. A y colaboradores con el objetivo de demostrar el potencial
confirmatorio de la proteina NS1 en infecciones primarias por dengue en
comparacion con otros métodos del laboratorio; analizaron 91 sueros del Hospital
Militar de la India, obtenidos en el 2008, utilizando un antigeno NS1 de captura
(Panbio, Australia), disponibles comercialmente para la deteccion temprana del
virus del dengue. Sus resultados muestran 24 sueros positivos con el kit NS1,
también evaluaron la presencia de anticuerpos: obteniendo seis IgM, siete IgG y
cinco ambos (IgM e 1gG). Observaron que las muestras positivas para IgM
también lo eran para NS1, en cambio ninguna muestra positiva para 1gG lo fue
para NS1. ©

Barrero Rafael y col, en 2007 con el proposito de lograr un avance en el
diagnéstico de la enfermedad por dengue evalud la utilidad diagnostica de la
proteina NS1 como un posible marcador temprano de infeccién por el virus
dengue, utilizando el estuche de Bio-Rad (Platelia Dengue NS1 Antigeno). Se
estudiaron 210 muertas de sueros de 71 pacientes procedentes del Hospital
Salvador Allende de Cuba, todos confirmados como casos positivos para dengue;
se incluyeron 150 muestras negativas como controles; los resultados muestran
una sensibilidad del 90.15% y una especificidad del 100% para Platelia NS1. De
los 71 pacientes, 12 fueron clasificados como primarios, 55 como secundarios y 4
indeterminados; concluyendo que la cinética de la proteina NS1 permite detectar
los casos entre el segundo y cuarto dia de infeccion, util en el manejo de los

pacientes y el control de la enfermedad. (1%
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Il. Justificacion

Comprender el efecto de la presencia de anticuerpos IgG durante la infeccion por
dengue sobre la deteccion de NS1 nos ayudard a identificar ventajas y
desventajas de estas pruebas, lo que permitira su utilizacion conjunta en la

implementacién de un nuevo algoritmo de diagndstico de la enfermedad por

dengue.
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IV. Planteamiento del problema

¢, Cual es el efecto de la presencia de anticuerpos IgG sobre la deteccion de la
proteina no estructural NS1 del virus dengue en pacientes hospitalizados con

diagnostico clinico de Dengue?
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V. Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto de la presencia de anticuerpos IgG anti-dengue sobre la
deteccion de la proteina no estructural NS1 del virus dengue utilizada en el

diagnédstico de pacientes hospitalizados.

5.2 Objetivos Especificos
1. Describir el perfil clinico y epidemiolégico de la poblacion en estudio y su

relacion con la presencia de la proteina NS1 y anticuerpos 1gG anti-dengue.

2. Evaluar el estado inmunolégico mediante la determinacién de anticuerpos

IgG anti-dengue de los pacientes con diagndstico clinico de dengue.

3. Detectar la proteina no estructural NS1 del virus del dengue en pacientes

con diagnastico clinico de dengue.

4. Correlacionar la presencia de la proteina NS1 y la presencia de

anticuerpos IgG de las personas en estudio.
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VI. Marco tedrico

El dengue es una enfermedad infecciosa de origen viral que se trasmite al hombre
a través de un mosquito del género Aedes, presentando un amplio espectro de
formas clinicas que van desde la fiebre indiferenciada hasta las formas mas
graves con hemorragia y choque. La importancia del virus dengue esta
determinada por las manifestaciones hemorragicas que pueden llevar al paciente

a la muerte. €112

6.1 Clasificaciéon y estructura del virus Dengue

El virus dengue pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus, esta
integrado por 4 serotipos conocidos con el nombre de DEN-1 DEN-2 DEN-3
DEN-4; los cuales comparten determinantes antigénicos comunes formando un
grupo filogenético estrechamente relacionado; aunque presentan diferencias en la
secuencia de nucleotidos aproximadamente 25-34%. De los cuatro serotipos DEN-
4 parece ser el mas divergente. El genoma del virus dengue esta constituido por
una simple cadena de ARN de sentido positivo y peso molecular de 4,2 kD, que

codifica para una piliproteina de la cual se derivan las demas estructuras virales. ©
11,12, 13, 14)

Los viriones maduros son particulas esféricas de 40-70 nm de diametro, que
contienen un nucleo electrodenso de 30 nm de diametro rodeado por una bicapa-
lipidica, la cual se deriva de la membrana celular del hospedero. El genoma se
ensambla en una capside icosaédrica compuesta de la proteina de capside viral
(C), que es una pequefa proteina basica en forma de dimero. La glicoproteina de
la envoltura (E) esta dispuesta en trimeros que forman la superficie del virion
inmaduro que luego cambia por accion de reguladores hacia la maduracion viral;
la proteina pre-M se convierte en M, dando a la superficie del virion maduro una

apariencia lisa. %™
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El genoma es de aproximadamente 11 kb de longitud y esta flanqueada por
regiones conservadas sin traducir (NTR) que forman estructuras secundarias que
median la circularizacion del genoma y tienen funciones importantes en la
replicacion, estas regiones no transcritas (5’'NTR y 3'NTR), son responsables de
la estructura del ARN; y codifican una proteina “precursora” que, luego de ser
seccionada por enzimas, da origen a tres proteinas estructurales del virus
nucleocapside (C); proteina asociada a la membrana (M); una proteina de
envoltura (E) y a 7 proteinas no estructurales (NS). Las tres proteinas
estructurales C, M y E estan localizadas en el extremo aminoterminal, mientras
que las proteinas no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5
estan en el extremo carboxilo de la poliproteina. Los dominios proteicos
responsables de la neutralizacion, fusion e interacciones con el receptor del virus
estan asociados a la proteina de envoltura E que tiene relacion con la biologia del

virus y la inmunidad humoral. {315 16.17)

Las funciones de todas las proteinas no estructurales no estan bien
caracterizadas, sin embargo, se ha demostrado que la proteina NS1 interactua
con el sistema inmune del huésped, y que también tiene funciones en la
replicacion. NS2A y NS2B son proteinas asociadas a membrana. La proteina NS3
tiene funcion helicasa y proteasa. NS4A se ha asociado con alteraciones de la
membrana y NS4B se ha asociado con estructuras de membrana que participan

en las replicaciones; y en la NS5 radica la funcién polimerasa del virus. ¢ ')
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6.2 Perfil epidemiolégico de la enfermedad

El dengue afecta a mas de 100 paises, fundamentalmente a los localizados en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo, es una enfermedad viral transmitida
por artropodos que involucra en su ciclo agentes humanos, mosquitos y aspectos
demograficos. Desde el punto de vista epidemioldgico, los paises de América
Latina se encuentran en la misma situacion en que estaban hace dos 6 tres
décadas varios paises asiaticos: con epidemias a repeticion cada 3-5 anos y con
un progresivo aumento del numero de casos de FHD, particularmente en paises
de Ameérica central. Se estima que anualmente ocurren entre 50-100 millones de
infecciones. Esta enfermedad es la causa de 300,000 a 500,000 hospitalizaciones
anuales con una tasa de mortalidad del 1-5%. "'

En la region de las Américas, el numero de paises donde esta enfermedad es
endémica las cifras se han incrementado, el vector se ha extendido a nuevas
areas Yy los cuatro serotipos del virus han sido detectados en 19 paises en los
ultimos 20 afios con un progresivo aumento del numero de casos de dengue
hemorragico particularmente en paises de América Central, esta situacion se hace
cada vez mas grave y debido a la falta de una vacuna, las acciones de control del

vector son las Unicas que permiten incidir sobre la enfermedad. ('¢'®)
La expansion de esta infeccion en América tropical se atribuye a factores como:

1. El dengue es una enfermedad fundamentalmente urbana y los cambios
demograficos (crecimiento poblacional y urbanizacion no planificada)
favorecen el contacto con el vector, el combate de este depende de la
mano de obra existente, presentando dificultades operacionales debido a la
resistencia del Aedes aegypti a los insecticidas, debilitando los planes de

controles sistematicos.

10
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2. La creciente urbanizacion con aumento de la densidad poblacional en las
ciudades, (pobre saneamiento ambiental, inadecuado suministro de agua
que implica el almacenamiento doméstico de la misma), genera mayor

posibilidad de transmisién del virus.

3. El rapido incremento de los viajes aéreos, que posibilita el movimiento de
personas en fase virémica y la diseminacion de multiples serotipos y cepas
del dengue. Asi como el establecimiento de una situacion de
hiperendemicidad y aumento de la frecuencia de infecciones secuenciales

en ninos.

4. La produccion cada vez mayor de recipientes descartables provee

abundantes criaderos potenciales para el vector.

11
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6.3 Perfil Clinico y clasificacion del Dengue

Las infecciones virales por dengue varian desde un proceso asintomatico a la
fiebre indiferenciada o del dengue clasico a la fiebre hemorragica; el dengue
hemorragico o sindrome de choque por dengue (DH/DCS) son graves vy

potencialmente mortales complicaciones de la infeccidn por el virus del dengue.

Los factores de riesgo que determinan la probabilidad de enfermar o morir por
dengue estan relacionadas con el huésped: caracteristicas genéticas, estado
inmunitario, forma de vida y condiciones de salud, saneamiento basico de la
vivienda y abastecimiento de agua potable. Con respecto al virus: variabilidad
genética de cepas entre y dentro de los serotipos, diferente capacidad patégena y

distribucién geografica. '

En los casos mas graves, el deterioro clinico se caracteriza por un rapido
descenso de la temperatura después de varios dias de fiebre alta,
trombocitopenia, y fugas vasculares en sitios serosos. El sindrome de fuga
vascular resulta en hemoconcentracion, en adolescentes y adultos pueden
presentar un cuadro clinico caracterizado por fiebre moderada, cefalea mas o
menos intensa, dolores musculares y articulares, dolor retro-orbital, leucopenia. Un
rash cutaneo, nauseas y vomitos. '

La FD se caracteriza por fiebre elevada frecuentemente bifasica, de comienzo
abrupto, acompafiada de cefalea intensa, mialgia, artralgia, erupcién
maculopapular y leucopenia. En algunos casos se presentan sangramientos
menores como petequias, epistaxis y gingivorragia. Su prondéstico es en general
benigno, y su convalecencia puede acompanarse de fatiga prolongada durante

varios dias sobre todo en los adultos. ©

La extravasacion de liquidos caracteriza a la FHD/SCD, de comienzo similar a la
FD, al cuarto o quinto dia de evolucion, coincidiendo con la caida de la fiebre, se

produce un agravamiento de la enfermedad; puede observarse sangrado y

12
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tendencia al desarrollo de choque segun la OMS, al presentar sudoracion profusa,
pulso rapido y débil, estrechamiento de la presion arterial o hipotensién, y piel fria

o sudorosa. La FHD/SCD puede presentarse en cuatro grados de severidad. ©
6.3.1 Criterios de diagndstico clinico de los tipos de dengue:

Fiebre por dengue (FD): Se presenta un cuadro clinico caracterizado por
aparicion repentina de fiebre, con temperatura mayor de 37 °C, con la presencia
de signos y sintomas no especificos, incluyendo dolor frontal de cabeza, dolor
retroorbital, articular y muscular, nauseas, vomitos y debilidad, erupcion en la piel,
molestia a la luz, enrojecimiento de la faringe, conjuntivitis, dolor abdominal leve,
nauseas, vomito, diarrea, alteraciones del gusto, prurito generalizado, insomnio,

temor, depresion, asi como bradicardia relativa y adenopatias.

Dengue hemorragico (DH): Los sintomas incluyen: hemorragias epiteliales, de
mucosas y de oOrganos internos; petequias, purpura, equimosis, hematuria,
epistaxis, sangrado de encias, sangrado intestinal y gastrico, prueba del torniquete

positiva a causa de la micro-hemorragia de los capilares.

Se presenta trombocitopenia menor de 100,000 plag/mm?®, hemoconcentracion,
leucocitosis leve con aumento de linfocitos, albuminuria leve transitoria,
hiponatremia, elevacion de las transaminasas AST, ALT, aumento de LDH y CPK.
El periodo de shock dura sélo uno o dos dias y la mayoria de pacientes responde
rapidamente a una vigilancia estrecha con oxigenoterapia, rehidratacion y otras

medidas.

Sindrome de Choque por dengue (SCD): Es la forma mas grave de dengue,
necesariamente requiere tratamiento hospitalario, ya que el sistema circulatorio del
paciente se ve muy comprometido, aparecen signos de insuficiencia circulatoria, la
piel se torna fria, a menudo hay cianosis, pulso débil y rapido, el paciente puede

presentar letargo e inquietud y luego entra en la etapa de choque que se

13
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caracteriza por pulso acelerado y débil, reduccion de la presién del pulso (20
mmHg o 2,7 kPa o inferior) o hipotension marcada con piel fria, humeda vy

agitacion.

Esta etapa es corta, el paciente puede morir de 12 a 24 h o recuperarse con
rapidez después del tratamiento; no corregido este sindrome puede llevar a la
acidosis metabdlica, hemorragia grave del aparato digestivo o cualquier otro
organo con un pronostico desfavorable. Puede aparecer también encefalopatia por

alteraciones metabdlicas y electroliticas. !+

6.3.2 Clasificaciéon de la severidad del dengue hemorréagico:

Grado I: Fiebre acompafiada de sintomas generales no especificos; la unica

manifestacion hemorragica DH es una prueba de torniquete positiva.

Grado II: Hemorragia espontanea, ademas de las manifestaciones de los
pacientes de grado |, generalmente en forma de hemorragia cutanea, de otra

localizacién, o ambas. También corresponde a la forma benigna de la enfermedad.

Grado llI: Insuficiencia circulatoria que se manifiesta por pulso rapido y débil,
tension diferencial disminuida (20 mmHg o menos) o hipotension con piel fria,

humeda y agitacion. Puede ser mortal.

Grado 1V: Choque profundo con presién arterial y pulso imperceptibles.

Generalmente es mortal. ("
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6.3.3 Actual clasificacion clinica del dengue

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) durante tres décadas, ha reconocido
y recomendado la clasificacion del dengue antes descrito. Recientemente se han
publicado articulos que cuestionan la utilidad de esta clasificacion, por
considerarla rigida, demasiado dependiente de los resultados de laboratorio, no
inclusiva de enfermos con dengue con otras formas de gravedad, como encefalitis,

miocarditis o hepatitis grave, e inttil para el manejo clinico de los enfermos. '

Por lo cual la OMS auspicié un estudio internacional, llamado DENCO (Dengue
Control), cuyo objetivo principal fue encontrar una mejor clasificacion de la
enfermedad e identificar los signos de alarma utiles para mejorar el manejo de

casos de dengue.

Proponiéndose una clasificaciéon binaria de la enfermedad:

Dengue sin signos de alarma
e Dengue

Dengue con signos de alarma

e Dengue grave.
Los criterios para la clasificacion de dengue grave son:

+ Extravasaciéon grave de plasma, expresada por la presencia de shock
hipovolémico, y/o por dificultad respiratoria debida al exceso de liquidos

acumulados en el pulmon.
* Hemorragias severas.

* La afectacion de 6rganos: hepatitis grave por dengue (transaminasas superiores
a 1000 unidades), encefalitis o afectacion grave de otros 6rganos, como la

miocarditis.
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Clasificaciéon del dengue
» Dengue sin signos de alarma:

Los casos de dengue sin signos de alarma pueden ser tratados de manera
ambulatoria, excepto en el caso de que presenten condiciones coexistentes o de
riesgo social que modifiquen el tratamiento como: embarazo, nifios menores de 3
meses, adultos mayores (70 anos), obesidad, diabetes mellitus, cardiopatias, otras
condiciones clinicas (hemoglobinopatias, etc.). Riesgo social: vivir solo, dificil

acceso al hospital, pobreza extrema, otros.
= Dengue con signos de alarma:

Si uno 0 mas de los siguientes signos de alarma esta presente, el paciente con
dengue se clasifica como dengue con signos de alarma y es necesario referirlo a
un Hospital: dolor abdominal intenso y continuo, vomitos persistentes, derrame
seroso (en peritoneo, pleura o pericardio) detectado por clinica, por laboratorio
(hipoalbuminemia) o por imagenes (ecografia de abdomen o Rx de toérax),
sangrado de mucosas, somnolencia o irritabilidad, hepatomegalia (> 2 cm),
laboratorio (si esta disponible): incremento brusco del hematocrito concomitante

con rapida disminucién del recuento de plaquetas.
= Dengue grave:

Criterios: Uno o mas de los siguientes hallazgos: Shock hipovolémico por fuga de
plasma, distres respiratorio por acumulacién de liquidos, sangrado grave, dafo

importante de érganos. (19
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6.4 Patogénesis e inmunologia

La infeccidon por cualquiera de los serotipos puede producir diferentes formas
clinicas de la enfermedad, desde un cuadro clinico leve hasta la forma severa
conocida como FHD que ocasionalmente conduce a la muerte por choque.
Aunque la patogénesis del dengue es controversial, actualmente se platean
numerosos factores de riesgo, dentro de los que se incluyen las variaciones que
experimentan los virus, factores dependientes del hospedero, como el papel que
juega la respuesta inmune innata, incrementada por factores intrinsecos, tanto del
virus (genotipo) como del huésped, factores relativos al vector, epidemiologicos y
las condiciones ecoldgicas. 1217

El primer paso en la infeccidén por dengue requiere la interaccion entre la particula
viral y el complejo receptor presente en la superficie de la célula huésped los
macrofagos y monocitos son el principal objetivo del virus. La proteina de
envoltura del virus (proteina E) juega un importante papel en la fijacion del virus a

las células diana; contribuyendo en la interaccion con los receptores celulares. "
20)

Una vez dada esta interaccion entre los receptores celulares y las particulas
virales se desarrolla una respuesta inmunolégica en el huésped, la cual depende
de la exposicion previa o no al virus; en una primera infeccion por un serotipo
especifico, queda protegido contra ese serotipo, pero no contra los otros serotipos

y, al contrario, en una infeccion secundaria o terciaria.

Los anticuerpos heterélogos formados, en concentraciones sub-neutralizantes
son capaces de reconocer epitopes presentes en el virus que ocasiona la
infeccion secundaria y pueden formar inmunocomplejos con el virus y facilitar la

entrada de este a las células mononucleares. '?
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La infeccibn se amplifica ya que los inmuno-complejos infecciosos pueden
acceder con mas facilidad a los receptores para Fc de los monocitos, donde se
multiplicaran en gran cantidad, empobreciendo la membrana celular, lo que
ocasiona salida de sustancias vasoactivas como: bradiquina, histamina,
sustancias activadoras del complemento, citoquinas y otras, que llevan al aumento
de la fragilidad capilar lo que ocasiona salida del plasma del espacio intravascular
al extravascular, produciéndose los derrames pleurales, abdominales, articulares y

en cualquier otro espacio del organismo. (")

Esto lleva a la deplesion del volumen sanguineo y como consecuencia, se
desarrolla el SCD. También se activan las sustancias que estimulan la aparicion
de la coagulacién intravascular diseminada (CID) lo que agrava el sindrome de

choque. (!

Anticuerpos similares son producidos por la proteina no estructural NS1 quien
interactua con factores de la coagulacion y células endoteliales. ElI mecanismo
por el cual la proteina no estructural NS1 contribuye a la patogenia del virus sigue
siendo incierto sin embargo, un elemento esencial de genes dentro de las células
infectadas funciona como un cofactor para la replicacion del RNA viral, NS1 se
sintetiza en una célula infectada como un mondmero soluble y rapidamente
después de dimerizarse en el lumen del reticulo endoplasmatico, se acumula en la

célula en grandes cantidades y es liberada al medio extracelular. ©

Es posible que el DH se acomparie de reacciones autoinmunitarias. Esto puede
deberse a la presencia de anticuerpos contra la proteina viral E y contra la
proteina viral NS1 (con reactividad cruzada con algunos factores de la coagulacion
y con las plaquetas, respectivamente). Estos anticuerpos pueden desempefar un
papel importante en el mecanismo patogénico durante la infeccion secundaria; se
ha planteado que existe interaccion entre el sistema del complemento y la
proteina NS1. ?%
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El mecanismo del sistema del complemento en la patogénesis del dengue no ha
sido bien caracterizado, sin embargo, se considera que juegan un papel
importante ya que la activacion del complemento C3a y C5a se asocia con pérdida
de plasma. Ademas, se plantea que la reduccion de los componentes del
complemento es un factor inhibidor de la proteina soluble NS1, y provoca un

aumento de anticuerpos contra la proteina NS1. (")
6.4.1 Inmunologia de la proteina NS1

La proteina no estructural NS1 se relaciona con la respuesta inmune especifica de
serotipo ya que la célula infectada expresa la proteina en la superficie celular,
siendo diana de la citdlisis inmunoldgica, resultando interesante su uso potencial
en la proteccién del hombre contra la infeccion por Flavivirus. La proteina NS1
porta 2 6 3 sitios de glicosilacion en las especies virales, induce una inmunidad
protectora y ademas, aporta epitopos especificos de grupo y de tipo. Se tiene el
consenso que la NS1 induce inmunidad y que la inmunogenicidad es
verdaderamente dependiente de la estructura conformacional de la molécula. La
forma dimérica es mas antigénica que la forma monomérica, pero se ha observado
que es destruida por el calor. Los anticuerpos inducidos por esta proteina son
esencialmente liticos en presencia del complemento y dan la posibilidad de

retardar la infeccién viral en los tejidos. "2
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6.5 Ciclo de replicacion viral

Actualmente los receptores de la célula huésped y los posibles co-receptores del
virus del dengue no estan bien caracterizados se plantean como poteciales
receptores: células dendriticas de la epidermis, manosa, monocitos y macroéfagos.
El virus del dengue se une al receptor celular a través de la proteina E; luego el
virus penetra mediante endocitosis. Después de la internalizaciéon el pH baja,
provocando un cambio conformacional en la proteina E, que revela un péptido de

fusion entre el virién y las membrana endosomal. (1%

A continuacion la capside es liberada de la envoltura viral en la célula,
disociandose vy liberando el genoma viral, la traduccién primaria del ARN
mensajero da como resultado una poliproteina que luego de varios clivajes y

procesos post-trasduccionales da lugar al virion y los componentes replicativos.

La replicacion del ARN comienza con la sintesis de una cadena negativa
complementaria que es empleada como molde para la sintesis de nuevas
moléculas de ARN positivo que pueden ser usadas para la traduccién de nuevas
poliproteinas, sintesis de cadenas negativas o pueden ser encapsidadas para la
formacion de nuevos viriones. EI ARN de los virus del dengue contiene un marco
abierto de lectura para una polimerasa que esta insertada dentro de la membrana

del reticulo endoplasmatico.

El ensamblaje de la nucleocapside a partir de la proteina C y el ARN, asi como la
adquisicion de la envoltura, ocurren intracelularmente; conduciendo a la formacién
de las distintas proteinas virales: tres proteinas estructurales; capside C, un
precursor de la proteina pre-M de membrana y la proteina E de envoltura, y siete
proteinas no estructurales que tienen funciones de mediacion en la replicacion,

procesamiento y ensamblaje del viridn.
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Los viriones inmaduros son llevados en vesiculas de transporte que salen de la
membrana del reticulo endoplasmatico y por un mecanismo especifico son

transportadas al pre-Golgi pasando posteriormente al aparato de Golgi.

En las vacuolas de pre y post Golgi opera un transporte exocitico de
glicoproteinas de membrana a la superficie celular. La liberacién del virus puede
ocurrir por fusion de las membranas de la vesicula exocitica con la membrana
plasmatica o por efecto citopatico, a través de rupturas puntuales en la membrana

que lo separan del espacio exterior.
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6.6 Marcadores Moleculares para el diagndéstico del Dengue

El diagndstico integral del Dengue se hace sobre la base del cuadro clinico,
factores epidemiolégicos y por diversos meétodos de laboratorio, basados
fundamentalmente en el aislamiento viral y en técnicas seroldgicas; cada uno de

ellos con distintos grados de sensibilidad, especificidad y complejidad. ('

El diagndstico viral incluye técnicas directas que demuestren la presencia viral y
técnicas indirectas capaces de exponer la respuesta del organismo producto de la
infeccion; las primeras visualizan la particula viral o su efecto celular especifico:
como las tinciones para microscopia de luz, la microscopia electronica y el cultivo
o aislamiento viral. En relacibn a los métodos indirectos son las técnicas
serolégicas tradicionales para descubrir anticuerpos contra determinado agente
viral, teniendo en cuenta que la exposicién al agente produce una respuesta por

parte del sistema inmune que genera la produccion de anticuerpos especificos.

15)

6.6.1 Deteccion del genoma viral:

La deteccion de genoma viral permite un diagnostico especifico durante la etapa
temprana de la enfermedad que varia de 2 a 10 dias. Un resultado positivo
permite el diagndstico, sin embargo, un resultado negativo no excluye la
posibilidad de dengue. El momento de la toma de muestras es fundamental para la
deteccion de ARN, sin embargo, el manejo y almacenamiento de la muestra
también son importantes para mantener el ARN viral; ya que es vulnerable a la
contaminacion, y requiere de instalaciones especificas de laboratorio y equipos. A
diferencia de los métodos seroldgicos la deteccion del ARN permite la tipificacion
de los serotipos que causan la infeccion, lo cual es importante para el seguimiento

epidemioldgico.
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La deteccién del ARN se logra a través de la reaccion en cadena de polimerasa -
transcripcion reserva (RT-PCR); que es un método “in vitro” que utiliza la sintesis
enzimatica para replicar selectiva de una region diana del ARN, logrando su
amplificacion y proporcionando una copia de ADN complementario (cDNA). En
principio, el ARN viral se extrae de la muestra de suero, que se transcribe a ADN
en una reaccion de transcripcion inversa. Dependiendo del propdsito de
amplificacion se logra obtener regiones conservadas del genoma, como la NS3 y

3'UTR, o areas especificas muy variables, como la C- pre M y regiones del gen E.
6.6.2 Deteccion de anticuerpos anti-DENV

Los métodos tradicionales de diagnostico se basan en la deteccion de anticuerpos
contra el virus del dengue en el suero del paciente; las desventajas de este
método son su baja sensibilidad, pues requiere de titulos muy altos para obtener
una correcta identificacion y que no reaccionen seroldégicamente con cepas del
geénero flavivirus ya que comparten similitudes estructurales en sus proteinas de la

envoltura.

Los ensayos ELISA para el diagndstico incluyen los tipicos ensayos de captura en
fase sélida para la detecciéon de anticuerpos IgM e IgG y la deteccidon de
anticuerpos IgE e IgA en suero, plasma o saliva. El serodiagndstico confiable se
basa en muestras pareadas con un aumento en los titulos de anticuerpos de la
fase aguda (<6 dias después del inicio) a la fase de convalecencia (6-30 dias

después del inicio).

Los anticuerpos IgM anti-dengue en respuesta a la infeccion se desarrollan
rapidamente y hacia el 5to dia de la enfermedad presentando cantidades
detectables. En general, estos anticuerpos IgM declinan sus niveles entre los 30-
90 dias del comienzo de los sintomas. Durante una infeccién secundaria pueden
no presentar niveles de anticuerpos IgM. La concentracién, especificidad y

duracion depende en gran medida del individuo.
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En el transcurso de una infeccidén secundaria, los anticuerpos IgG se elevan casi al
mismo tiempo del comienzo de los sintomas; permaneciendo elevados durante
varias semanas y luego van declinando. Esta elevacion significativa permite el
diagndstico presuntivo de una infeccion secundaria en sueros tomados durante la

fase aguda de la enfermedad. "

6.6.3 Deteccidn del antigeno:

Un método alternativo para el diagndstico rapido del dengue es la deteccion
directa del antigeno viral en el suero del paciente; al ocurrir la viremia en la etapa
temprana del periodo febril, aumentan los niveles de antigenos y por
consiguiente, la probabilidad de obtener resultados positivos en muestras tomadas

en el primer dia de la aparicién de los sintomas.
= Deteccion de la proteina NS1:

Los datos actuales sobre la prueba de antigeno NS1 han demostrado que la
determinacion de la proteina puede tener diferentes sensibilidades en el
diagnostico de infecciones primarias y secundarias, la circulacion de la proteina
NS1 en la sangre desde el mismo comienzo de la infeccion hace pensar que se
puede utilizar para el diagnostico temprano de la infeccion por el virus. La NS1
ademas induce la formacion de anticuerpos anti-NS1 cuya deteccion pudiera
apoyar y complementar el diagndstico. Se sospecha que los anticuerpos
monoclonales utilizados en la prueba pueden preferir algunos tipos DENV,
identificando serotipos lo que aumenta su valor diagndstico; otros estudios
sugieren que la deteccion de la proteina NS1 en suero de los pacientes pudiera

servir como un marcador para medir la viremia. & 17 1314)
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VII. Disefio metodolégico
Disefio de investigacion:
El estudio es de tipo Descriptivo de corte transversal.
Muestra de estudio:

Se analizé un panel de 77 muestras de suero de pacientes febriles con diagndstico
clinico de Dengue, atendidos en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales
Arguello (HEODRA); estas muestras clinicas son parte del estudio Gendmica
Poblacional del Dengue que se desarrolla en el Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la UNAN-LEON, el cual cuenta con la aprobacién del comité de
ética de la facultad; los pacientes acudieron al servicio de emergencia del hospital
con sintomas clinicos compatibles por dengue segun las normas de la OMS, en el

periodo comprendido octubre del 2008- abril del 2009.

A cada paciente al momento de su ingreso se le lleno una historia clinica
documentando: datos personales, caracteristicas socio-demograficas, signos y

sintomas clinicos que presentaban.
Criterios de inclusion:

% Que tenga fiebre >37 C y cualquier otro sintoma caracteristico del dengue
segun la OMS.

« Que la persona acepte participar en el estudio; en caso de nifios (menores
de 12 anos) que el familiar inmediato permita que este participe en el
estudio.

% Que firme el consentimiento informado.
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Criterios de exclusion:

< Nifos menores de 6 meses de edad.
< Que las muestras clinicas no cuenten con un volumen minimo de 1ml al

extraerse.
Método para la recoleccidon de datos:

e Fuente primaria: se obtuvo mediante la informacion brindada por los
participantes a través de la entrevista que se les realizo para efectos del

presente estudio.

e Instrumento: se utilizo un cuestionario elaborado y estructurado que nos
permitid conocer aspectos generales, situacion demografica, edad, de la
poblacion a estudiar. Asi como la hoja de consentimiento informado para la

toma de muestras sanguineas.

Forma de recoleccion de la muestra: las muestras sanguineas fueron tomadas
a cada participante del estudio previa la firma del consentimiento informado. Se les
extrajo 5ml de sangre venosa en tubos al vacio sin anticoagulante en un medio
aséptico y antiséptico. En nifios se recolecto 3ml de sangre. Las cuales fueron
trasladadas al laboratorio de Microbiologia del Campus Médico de la UNAN-LEON

para su debido analisis.
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Andlisis de la muestra:
+ Deteccion de NS1

Deteccion cualitativa o semicuantitativa del antigeno NS1 del virus del dengue en
el suero o plasma humano mediante el método inmunoenzimatico (ELISA de
captura para antigenos NS1) por cada muestra recolectada. La prueba utiliza
anticuerpos monoclonales de raton (AcM) para su captura y revelaciéon. PLATELIA
™ Dengue NS1 AG. 72830.

Procedimiento:

Antes de su uso, dejar que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (+18-
30°C).

Utilizar un control negativo (R3), dos controles valor umbral (R4) y un control

positivo (R5) en cada serie para validar los resultados del ensayo.

1. Establecer atentamente el plan de distribucion y de identificacion de las
muestras de control y de los pacientes.
2. Sacar el soporte y las barritas (R1) del embalaje protector.
3. Depositar sucesivamente en las cupulas:
e 50yl de diluyente (R7)
e 50yl de muestras (controles o pacientes)
e 100yl de conjugado diluido (R6+R7)
4. Tapar la superficie completa de la microplaca con una pelicula adhesiva.
5. Incubar la microplaca en bafio maria o en una incubadora durante 90
*+ 5 minutos a 37 £ 1°C.
6. Preparar la solucion de lavado diluida (R2)
7. Lavar la microplaca 6 veces con la solucién de lavado (R2). Secar la placa

sobre un papel absorbente.
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8. Preparar la solucion de revelacion (R8+R9). Distribuir rapidamente en
cada cupula 160ul de la solucién de revelacién (R8+R9). Dejar que la
reaccion se desarrolle durante 30 * > minutos a temperatura ambiente
protegida de la luz.

9. Anadir 100ul de solucion de parada (R10) en cada cupula usandose la
misma secuencia y el mismo ritmo de distribuciéon que la solucion de
revelacion.

10.Limpiar cuidadosamente la parte de debajo de las placas. Leer la densidad
Optica a 450/620 nm con la ayuda de un lector de placas dentro de los 30
minutos después de la parada de la reaccion.

11.Verificar antes de transcribir los resultados de la concordancia entre la

lectura y el plan de distribucion y de identificacion de placas y muestras.

Céalculo del valor umbral:

El valor umbral CO corresponde al valor medio de las densidades 6pticas de los
duplicados del Control Valor Umbral (R4).

Célculo de larelacion de la muestra:

Los resultados se expresan en forma de relacion con la ayuda de la férmula

siguiente, en la que S es la densidad optica (DO) obtenida para la muestra.
Relacion Muestra = S/CO

Control de calidad:

Para validacion del ensayo, deberan cumplirse los siguientes criterios:

¢ Valores de densidad 6ptica: CO0>0.2

¢ Relaciones
Relacion R3<0.4 (Relacion R3=DOR3/CO)
Relacion R5>1.5 (Relacion R5=DOR5/CO)
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Interpretacion de los resultados:

Relacién

Resultados

Interpretacion

Relacién < 0.5

Negativo

La muestra es considerada no
reactiva para el antigeno NS1

del virus del dengue.

0.5 < Relacién <1.0

Equivoco

La muestra es considerada
dudosa para el antigeno NS1

del virus del dengue-

Relacién =2 1.0

Positivo

La muestra es considerada
reactiva para el antigeno NS1

del virus del dengue.

+ Deteccion de anticuerpos

19G.

Deteccion cualitativa de anticuerpos IgG y serotipos especificos 1, 2, 3y 4. ELISA
Indirecto IgG DENGUE Panbio E-DENO01G.

Procedimiento:

Dejar los reactivos se equilibren a temperatura de trabajo (20 — 25°C) antes de

iniciar el ensayo.

1. Determinar el numero de requerido de microplacas a utilizar, se requieren 5

microplacas para el control positivo, control negativo y el calibrador por

triplicado.

2. Usar tubos para pruebas o microplatos para diluir el control negativo (N),
control positivo (P), calibrador (CAL) y las muestras de los pacientes.

a) A 10 pl desuero adicionar 1000 ul de diluyente suero. Mezclar.

b) A 10 pl de suero adicionar 90 yl de diluyente de suero. Tomar 20 ul del

suero diluido y adicionar 180 pl de diluyente de suero. Mezclar.
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Pipetear 100 ul de las muestras de pacientes diluidas, controles y
calibradores en cada pocillo respectivamente.

Cubrir la placa e incubar por 30 minutos a 37°C £ 1°C.

Lavar seis veces con diluyente buffer de lavado.

Pipetear 100 ul HRP conjugado anti-humano IgG y agregarlo a pocillo.
Cubrir la placa e incubar por 30 minutos a 37°C £ 1°C.

Lavar seis veces con diluyente buffer de lavado.

Pipetear 100 ul de TMB en cada pocillo.

0. Incubar por 10 minutos a temperatura de trabajo (20 — 25°C), luego de este

tiempo se desarrollara un color azul.

11. Pipetear 100 pl de la solucion stop a los pocillos en la misma secuencia en

que se adiciono el TMB. Mezclar. El color azul cambiara a amarillo.

12.Dentro de los 30 minutos leer la absorvancia a una longitud de onda de 450

nm con un filtro de referencia de 600-650nm.

Céalculos:

1) Calcular el valor medio de la absorvancia del triplicado del calibrador y
multiplicarlo por el factor de calibracion. Este es el valor de corte Cut-off.

2) El valor Index se calcula dividiendo la absorvancia de la muestra entre el
valor de corte.

3) Alternativamente puede calcular Unidades Panbio multiplicando el valor

Index por 10.
Control de calidad:
Los valores seran aceptados siguiendo las indicaciones.

El control positivo y negativo deben de tener especial monitoreo en caso de

falla .El control positivo no debe de extender la precision de Cut-Off.
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Interpretaciéon de resultados:

INDEX UNIDADES PANBIO RESULTADO
<0.9 <9 Negativo
09-1.1 9-11 Equivoco
>1.1 >11 Positivo
Resultado Interpretacion
Negativo No hay evidencia de una pasada infeccién por dengue. Si se

sospecha de infeccidn reciente puede confirmarse con una muestra 7-
14 dias después.

Equivoco Muestra sugestiva para re-analizar. Si la muestra permanece
equivocada repetir la prueba y alternativamente utilizar otro método
alternativo.

Positivo Presencia detectable de anticuerpos IgG indicando una pasada o
reciente infeccién por dengue.

Consideraciones éticas:

Este estudio es parte del proyecto Susceptibilidad Dengue dirigido por Dr.
Filemon Bucardo R y del estudio Gendmica Poblacional del Dengue que se
desarrolla en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-
LEON, el cual fue validado y aprobado por el comité de Etica Biomédica de la
Facultad de Ciencias Medicas de la UNAN-LEON (ver. Anexos). Asi mismo
presentamos un consentimiento informado a los participantes del estudio,
proteccion de la confidencialidad de la informacion proporcionada, utilizando los

resultados unica y exclusivamente con fines investigativos y educativos.
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Plan de analisis de los resultados:

La informacion recolectada se proceso en tablas y graficos analizados a través
del programa estadistico SPSS ver.15. Realizandose tablas de frecuencia y
porcentaje, tablas de cruces de variables, indice Kappa, prueba Odds Ratio (OR),
utiizando como medida de asociacion test Fisher, un valor de P < 0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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Operacionalizacion de las variables:

Variable Concepto Indicador Escala-Categoria
Tiempo transcurrido Ficha de e 0-5anos
desde el nacimiento del | recoleccion de e 6-15 afos

Edad individuo hasta el datos. e 16-30 afios
momento de la e >de 30 afios
entrevista.

Condicion fenotipica Ficha de e Masculino
que diferencia al recoleccion de e Femenino

Sexo hombre de la mujer. datos.

Signos y sintomas
clinicos: fiebre,
cefalea, mialgia, Conjunto de
dolor retroorbital, caracteristicas clinicas Ficha de
dolor abdominal, | Presentes en los recoleccion de * Positivo
vémito, torniquete, individuos indicativos datos. ¢ Negativo
petequias, rash, de enfermedad.
gingivorragia,
melena y
hematuria.
Antigenos NS1 que
forman un imnuno- e Positivo
Presencia de complejo oon Datos del « Negativo
antigenos NS1. anticuerpos monoclonal laboratorio
especifico.
Anticuerpos tipo 1gG
que reaccionan con e Positivo
Presencia de antigenos presentes en ES;?;S?L o Negativo

anticuerpos IgG.

la prueba.
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VIIl. Resultados

Caracteristicas epidemioldgicas de la poblacién. En el presente estudio se
analizaron un total de 77 casos hospitalizados con diagnéstico clinico de dengue.
La edad promedio de la poblacion estudiada fue de 15 afios y la edad promedio de
los casos dengue positivo fue de 26 afos, el mayor numero de casos estudiados
(n = 42) se presentaron entre las edades de 6-15 afios y el menor numero (n = 7)
correspondié a los mayores de 31 anos. En relacion a la distribuciéon por sexo
predomind el sexo femenino (n = 43) en la poblacién estudiada y el mayor numero

(n = 6) de caso positivos de dengue se observaron en este sexo. (Tabla 1).

Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada: Las manifestaciones
clinicas fiebre, cefalea, mialgia y dolor retro-orbital se encontraron en 283.1% de
los casos analizados. El 42.9% de los casos estudiados presentaron vémito y
dolor abdominal. Un 18.2% de los caso fueron positivos para la prueba de
torniquete. Los signos clinicos petequias y rash se presentaron en un 14.3% cada

uno, gingivorragia fue observado en un solo paciente (1.3%). (Tabla 2).

En cuanto a la relacion entre la determinacion de la proteina NS1 y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad observamos que el 100% de los
pacientes positivos para el analisis presentaban fiebre, cefalea y mialgia
indicando que existe una excelente relacion entre los sintomas de la infeccién y la
capacidad diagnéstica temprana de la prueba (NS1). La determinacién de IgG
también presenta buena relacion con las manifestaciones clinicas antes
mencionadas, indicando que esos casos positivos pueden ser casos de infeccion
secundaria de dengue. Algo similar ocurre con el dolor retroorbital y dolor
abdominal donde se muestra que existe relacion entre la presencia de estos
sintomas y su positividad en ambas pruebas diagnosticas. En relacion a las
manifestaciones hemorragicas tales como petequias y prueba de torniquete no
encontramos coincidencia alguna al relacionar estas caracteristicas clinicas con

presencia de la proteina NS1. (Tabla 2).
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TABLA 1: Relacidn entre la presencia de la proteina NS1 y anticuerpos IgG en diferentes grupos de

edades y sexo.

Variable
NS1-positivo OR Valor de IgG-positivo OR Valor de
(%) (IC, 95%) p* (%) (IC, 95%) p*
Edad
0-5 afios 0 (0) 0 0.1984 3(21.4) 0.6403 0.3393
(n=14) (0.1968 - 2.0831)
6-15 afios 5(12) 0.9941 0.6167 7 (16.6) 0.4695 0.0056
(n=42) (0.5340- 1.8505) (0.2455 - 0.8980)
16-30 afios 1(7.1) 0.6296 0.5273 8 (57) 3.1304 0.0186
(n=14) (0.0925 - 4.2857) (1.2236 - 8.008)
31 amas 3(42.8) 5.6666 0.0311 5(71.4) 5.8695 0.0223
(n=7) (1.5050 - 21.334) (1.2265 - 28.0877)
Sexo
Femenino 6 (14) 1.665 0.3723 14 (32.5) 1.336 0.3727
(n=43) (0.3819 - 8.739) (0.4916 - 3.738)
Masculino 3(8.8) 9 (26.4)
(n=34)

*Fisher test

FUENTE: Ficha de recoleccién de datos.

Para investigar el riesgo de infeccion por dengue (NS1) en los diferentes grupos

de edades y sexo se calculo el OR (IC, 95%), el riesgo de desarrollar dengue en el

grupo 231 afios fue significativamente mayor en comparacién con los otros

grupos de edades (OR=5.6, P<0.05). El sexo femenino tiene mayor riesgo

(OR= 1.665) de enfermarse con dengue en comparacion con el sexo masculino.

(Tabla 1).
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TABLA 2: Frecuencia de las manifestaciones clinicas y su relacién con la presencia de la proteina NS1
y los Anticuerpos IgG.

Variable Frecuencia NS1-positivo IgG-positivo
n=77(%) n=9(%) n=23(%)
Fiebre 77 (100) 9 (100) 23 (100)
Cefalea 72 (93.5) 9 (100) 20 (86.9)
Mialgia 64 (83.1) 9 (100) 19 (83)
Dolor
Retroorbital 64 (83.1) 7 (78) 20 (86.9)
Dolor 34 (44.2) 4 (44.4) 10 (43.3)
abdominal
Vomito 33 (42.9) 6 (66.6) 11 (47.8)
Prueba de 14 (18.2) 1(11) 4 (17.3)
Torniquete
Petequias 11 (14.3) 1 (11) 5 (22)
11 (14.3) 0(0)
Rash 0(0)
0(0)
Gingivorragia 1 (1.3) 1 (4.3)
0(0) 0(0) 0(0)
Melenas
0(0)
Hematuria 0(0) 0 (0)

FUENTE: Ficha de recoleccion de datos.

Relacion entre dias de infeccion y positividad de NS1 e IgG: La positividad
global para NS1 fue del 11.7%; todas las muestras NS1 positivas (n = 9) se
observaron en los primeros 6 dias de iniciados los sintomas y el mayor numero
(n = 6) de NS1 positivo se presentaron entre el cero y primer dia. De las 77
muestras investigadas, 23 (30%) fueron IgG positivas, el 87% (n = 20) de estas
muestras se encontraron positivas en los primeros 5 dias de iniciados los

sintomas. (Fig. 1).

36



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua - UNAN-LEON

Figura 1: Frecuencia de NS1-positivo e IgG-positivo y su relacion con los dias de enfermedad en

pacientes hospitalizados con diagnéstico clinico de dengue, durante el periodo octubre 2008 — abril

2009. (n=77).
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(n=9)
25 1 B1gG-Positivo
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Correlacion de casos positivos para antigeno NS1y anticuerpos IgG:

Un total de 4 muestras fueron positivas por ambos métodos diagnésticos (NS1 y

IgG). Un total de 5 muestras fueron positivas solo para NS1 y 19 solo para IgG. El

numero de casos negativos por ambos métodos de diagnéstico fue de 49 (63.6

%). (Tabla 3). La concordancia entre NS1 e IgG fue insignificante.

Tabla N°3. Correlacion entre la presencia de NS1y anticuerpos IgG.

Variable IgG Kappa Cohen**
(IC, 95%)
Positivo Negativo Total
Positivo 4 (5.2%) 5 (6.5%) 9 (11.7%)
0.099
NS1 (-0.109 - 0.30)
Negativo 19 (24.7%) 49 (63.6%) 68 (88.3%)
Total 23 (29.9%) 54 (70.1%) 77(100%)

**significado kappa: Insignificante
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IX. Discusion de resultados

El presente estudio evalua el efecto de anticuerpos IgG anti-dengue sobre la
deteccion de la proteina no estructural NS1, en 77 pacientes hospitalizados con

diagnéstico clinico de dengue.

En relacion a los signos y sintomas utilizados para la determinacion clinica de
casos primarios de dengue seguimos los lineamientos de la Organizacion Mundial
de la Salud, donde las manifestaciones clinicas caracteristicas de infeccion
primaria de dengue coincidian con la positividad de la prueba diagnéstica (NS1),
demostrando que esta, puede ser utilizada en el diagndstico temprano de la
enfermedad. Shrivastava y col (2011), demostraron que durante la fase aguda de
dengue circulan altos niveles de NS1 permitiendo la captura de dicho antigeno en
las primeras etapas de la infeccion. Dongmei Hu y col (2011) reportaron resultados
similares donde demuestran altos niveles de NS1 en muestras de fase aguda de
pacientes con infeccién primaria por Dengue; todos los pacientes de este estudio
se clasificaron como fiebre por dengue, ningun paciente tuvo las manifestaciones
graves de dengue hemorragico o sindrome de choque por dengue, segun criterios
de la OMS.

Un dato interesante de este estudio es que petequias y prueba del torniquete
fueron negativas en la mayoria de los NS1-positivos, sugiriendo que la NS1 posee
una limitada capacidad diagndstica de los casos graves de la enfermedad. Cabe
destacar que estas caracteristicas clinicas se presentan comunmente después del
5° dia de iniciados los sintomas, correspondiendo al periodo donde se presentan

los casos graves y los niveles de NS1 son bajos.

A diferencia de las observaciones presentadas en este estudio Vu ty hang y col
(2009) demuestran que la concentracion de NS1 es un reflejo de la cantidad de
virus en la sangre cuya importancia se vincula con la gravedad de la enfermedad;
segun estos investigadores los pacientes con NS1-positivo tiene concentraciones

mas altas de viriones en comparaciéon a los NS1-negativo lo que pudiera explicar
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un cuadro grave posteriormente. Sin embargo, ningun método de diagndstico es
totalmente sensible y especifico para diagnosticar todos los casos graves de
dengue y por lo tanto se requiere de una bateria de pruebas para llegar a un

diagnostico confirmativo de la infeccidén por dengue.

En el presente estudio el 100% de muestras NS1-positivo se obtuvieron en los
primeros 6 dias de iniciados los sintomas, con una media de 2 dias, datos
similares fueron reportados por Vu ty hang y col (2009), en pacientes
hospitalizados donde muestra que los casos positivos se presentan en los
primeros 6 dias de infeccién con una media de 3 dias, lo que proporciona un
acercamiento a la sensibilidad y especificidad del test en pacientes con una sola
muestra clinica. Barrero Rafael (2007), concluye que los mejores dias para la
deteccion de la proteina son entre el 2%°- 4% dia de iniciado los sintomas, donde se
logran los mayores valores de OD y porcentajes de positividad para casos
secundarios. Shrivastava y col (2011) reporta un 82% de casos NS1-positivos
entre el 1°-9" dia después de la aparicion de la fiebre en pacientes con sospecha
clinica de dengue. Dongmei Hu y col (2011), difieren de los estudios antes
mencionados; estos investigadores recolectaron muestras entre los dias 1 y 27
después del inicio de los sintomas reportando un 70% de casos positivos entre
8"°-14"° dia después de la aparicion de la enfermedad; NS1 no fue detectable

después del dia 14 de aparicion de los sintomas.

El porcentaje de casos NS1-positivos determinados en el presente estudio fue de
12%, Shrivastava y col (2011) quienes tiene una poblacion similar (n = 91)
reportan 26% NS1-positivos; sin embargo el numero de IgG-positivo en el
presente estudio fue de 23 (30%), superando el 7 (7.6%) IgG-positivo reportados
por estos investigadores.

Segun los fabricantes del método utilizado (PLATELIA ™ Dengue NS1 AG), la
sensibilidad y especificidad promedio es de 91% y 100%, respectivamente para

todos los serotipos. Sin embargo, dichas sensibilidades son menores para DenV-2
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DenV-1. Vu Ty hang y col (2009) después de evaluar la prueba que utilizamos en
este estudio (Platelia- Dengue NS1 Antigeno) determinaron una sensibilidad de
83.5% y una especificidad de 72.5%, ademas, observaron que la deteccion de
NS1 se reduce significativamente en paciente infectados con DenV-2. Dongmei Hu
y col (2011) determinaron una sensibilidad del 89,0% en muestras de DenV-1.
Los resultados obtenidos por Barrero Rafael (2007), mostraron una sensibilidad
de 91.1% y una especificidad de 100%.

El efecto de la presencia de anticuerpos IgM anti-dengue no se evalud en el
presente estudio por que dichos anticuerpos aparecen cuando los niveles de NS1
son mas bajos. No obstante, futuros estudios deberian considerar esos analisis,
puesto que recientes reportes sugieren que la sensibilidad de diagnostico de la
enfermedad aumenta al combinar la determinacion de NS1 y anticuerpos IgM,
demostrado que la sensibilidad de deteccion de NS1 es significativamente mayor
en casos con infeccion primaria que en casos secundario. Dongmei Hu y col
(2011) observaron que al combinar ambos métodos (NS1 y IgM) la sensibilidad
incrementa de 58% a 86%. Scott R et, al (2011), evidencian que al combinar NS1

con IgM la sensibilidad incrementa de 69% al 93%.

Al correlacionar los casos positivos para NS1 y anticuerpos IgG se obtuvo un total
de 4 casos, lo que sugiere que se tratan de casos secundarios agudos de la
infeccion por dengue; pero lo mas importante es que la determinacion de la
proteina NS1 no se ve afectada con la presencia de anticuerpos IgG. Vu Ty hang
y col (2009), obtuvieron un alto numero de casos positivos para NS1 y anticuerpos
IgG, estos investigadores determinaros 23 muestras positivas para ambos
métodos. Todo lo contrario reporta Shrivastava y col (2011) donde ninguna de las
muestras positivas-lgG fue encontrado positivo para el antigeno NS1. Dongmei Hu
y col (2011) refieren que durante una infeccidbn secundaria, la deteccion del
antigeno NS1 en circulacion puede ser afectada por los altos titulos de anticuerpos

IgG que se suscitaron con anterioridad.
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La hipotesis planteada es que la sensibilidad de NS1 puede reducirse en
presencia de anticuerpos IgG en el plasma, porque NS1 es secuestrada por
complejos inmunes provocando que los epitopes no puedan acceder a los sitios
de union en el ELISA-NS1, segun el estudio realizado por Falconar AK y col,
demostraron que NS1 induce inmunidad y que la inmunogenicidad es dependiente
de la estructura conformacional de la molécula; Fan WF y col; en su estudio
muestran que la NS1 se relaciona con la respuesta inmune especifica de tipo y
serotipo induciendo anticuerpos esencialmente liticos en presencia del

complemento.

Investigaciones anteriores demuestran una menor concentracion del antigeno NS1
en infecciones por DENV-2, en comparacion con otros serotipos debido a una
mayor tendencia a la formacion de complejos inmunes con IgG pre-existentes o

bien a diferencias en la infeccién viral entre los serotipos.
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X. Conclusiones

La mayoria de los pacientes estudiados se encontraban entre el grupo de edad
de 6-15 anos; predomino el sexo femenino; presentandose en este grupo de

edad y sexo el mayor numero de casos positivos.

Se observo que los casos NS1-positivos mostraban excelente relacion con los
sintomas fiebre, cefalea, mialgia y dolor retroorbital las cuales son manifestaciones
clinicas de infeccién primaria por dengue. Sin embargo en cuanto a las

caracteristicas clinicas de dengue hemorragico no se observo relacion.

Se obtuvo un total de 9 (11.7%) casos positivos para NS1 y 23 (30%) para

anticuerpos IgG anti-dengue.

Se presentaron 4 casos positivos para ambas pruebas diagndsticas, determinando
que la presencia de anticuerpos IgG anti-dengue no interfiere significativamente

en la deteccion de la proteina no estructural NS1en las muestras analizadas.
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Xl. Recomendaciones

Aumentar la poblacion de estudio a fin de que los resultados sean mas

representativos.

Incluir muestras recolectadas en los centros de salud provenientes de la
comunidad; puesto en este estudio se analizaron solo casos clinicos de

pacientes hospitalizados.

Se recomienda que en las muestras analizadas se utilice una combinacion
de varias pruebas (anticuerpos IgM, PCR) para complementar el
diagnostico de las infecciones agudas en las diferentes etapas de la

enfermedad.

Conocer el serotipo circulante en las muestras analizadas ya que se ha
observado que la prueba ELISA de captura para antigenos NS1 disminuye

su sensibilidad frente al serotipo DENV-2.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN- LEON

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICA
CARRERA DE BIOANALISIS CLINICO

Efecto de anticuerpos IgG anti-dengue sobre la deteccion de la proteina no
estructural NS1 del virus dengue en pacientes hospitalizados con diagnéstico
clinico de Dengue.

Caddigo laboratorio (Identificador):

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mediante la firma de este documento, YO, doy
mi consentimiento voluntariamente para donar una muestra de sangre y ser entrevistado
por los estudiantes investigadores del estudio: Efecto de anticuerpos IgG anti-dengue
sobre la deteccién de la proteina no estructural NS1 del virus dengue en pacientes
hospitalizados con diagnostico clinico de Dengue, que se desarrollara en el
departamento de Microbiologia de la UNAN-Ledn. Entiendo que la entrevista esta
relacionada con la sintomatologia clinica, asi como, con caracteristicas epidemioldgicas
de la enfermedad del dengue.

Entiendo que fui elegido para participar en este estudio, por presentar la sintomatologia
clinica de la enfermedad del dengue y la donacion de una muestra de sangre contribuira
al establecimiento de mejores metodologias de deteccién de marcadores diagnosticos en
la identificacion temprana de la infeccion por este virus, lo que permitira en el futuro el
fortalecimiento de los programas de prevenciéon de las enfermedades causadas por el
virus del dengue.

Se me ha informado que los responsables de este estudio no estan obligados a cubrir los
costos médicos de esta enfermedad y que los resultados de los analisis de laboratorio me
seran proporcionados por los estudiantes realizadores del estudio y que puedo solicitar
informacion adicional en el Departamento de Microbiologia de la UNAN-Leén con el Dr.
Filemoén Bucardo, coordinador de este estudio, Tel: 2311-2947.

He concedido libremente una muestra de sangre y esta entrevista a los estudiantes
realizadores de este estudio. Se me ha notificado que es totalmente voluntario y que aun
después de iniciado puedo rehusarme a responder cualquier pregunta o decidir dar por
terminado en cualquier momento. Se me ha dicho que las respuestas a las preguntas no
seran reveladas a nadie y que en ningun informe de este estudio se me identificara jamas
en forma alguna.

Firma del entrevistado: fecha:

Firma del entrevistador: fecha:
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DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS. UNAN-LEON

Efecto de anticuerpos IgG anti-dengue sobre la deteccién de la proteina no estructural NS1
del virus dengue en pacientes hospitalizados con diagnéstico clinico de Dengue.

Datos Generales:

N° de Ficha: Fecha: [/ [

Datos personales:

Nombres y apellidos:

Edad: Fecha de nacimiento: Sexo:F__ M__
Nombre del padre y/o madre:
Direccion:

Viajo el ultimo mes: Si__ No__ ;Dénde?
Embarazada: Si__ No__  Tiempo de embarazo:
Enfermedad crénica: Si__ No__ 4 cual?

Datos clinicos:

Fecha de inicio de sintomas: _ / /  Fecha de toma de muestra: _ / [/

Hora de toma de muestra: Hora de refrigeracion de muestra:

Marque: Si(S) No(N) Desconocido (D)

Sintomas Signos:

Fiebre petequias___ prueba de torniquete positivo__
Cefalea__ melenas___ presion arterial mmHg
Mialgia___ hematuria___ Frec. Cardiaca o pulso___ /min.
Dolor retroorvital gingivorragia__ temperatura__ °C

Dolor abdominal____ rasn vémito__

Al ingreso en el hospital:

Presencia de signos de deshidratacién: llanto sin lagrimas__ mucosa seca__
Globo ocular hendido___ fontanales hundidas__ pliegue cutaneo___
Hospitalizado  fechadeingreso  / [/

Laboratorio clinico:

Resultados serolégicos y virolégicos del dengue:

Presencia de la proteina no estructural NS1
Resultado final

Presencia de IgG
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Abreviaturas
ARN Acido Ribonucleico
CDNA e DNA complementario
CID Coagulacion Intravascular
Diseminada
DENV Dengue virus
) Fiebre del Dengue
DHF Fiebre Hemorragica del Dengue
ElA Enzimo-Immuno Ensayo
IFA Inmunofluorecencia
GG Inmunoglobulina G
IGM Inmunoglobulina M
KDa Kilo-Dalton
MAD Anticuerpo Monoclonal
NS Proteina no Estructural 1
NT R Regién no transcrita
OD e, Densidad Optica
PCR Reaccion en Cadena de la
Polimerasa
PRE M Proteina Pre Membrana
R Transcripcion Reversa

SCD Sindrome de Shock por Dengue



