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INTRODUCCION

En el mundo actual el diagndstico del dengue es una de las prioridades en la esfera del
diagnostico dada la alta incidencia de esta enfermedad re-emergente. Se transmite a través del

piquete del mosquito hembra Aedes aegypti infectado con el virus dengue. (1, 9)

Dentro del sistema integrado de vigilancia epidemioldgica del dengue el diagnodstico de
rutina se hace a través de la deteccion de anticuerpos IgM en muestras convalecientes y PCR en
muestras agudas. Ademas de estas técnicas de rutina se realizan otros procedimientos para fines
de investigacion; tales como aislamiento viral, ELISA inhibicidon, Ensayos por neutralizacion de
anticuerpos e inhibicioén de la hemaglutinacion. El tiempo que toma confirmar un caso positivo
desde que es tomada la muestra al paciente, hasta que el resultado se encuentra disponible en
Vigilancia Epidemioldgica es de aproximadamente 7 dias, ésto a través de los métodos
tradicionales tales como ELISA captura IgM con muestras que deben tener mas de 5 dias desde
iniciados los sintomas y la PCR con muestras en los 1ros 5 dias de la enfermedad. Esto hace ver
la necesidad de tener dentro del sistema integrado de diagnostico una prueba rapida la cual tenga
muy buena sensibilidad y especificidad para realizar una deteccion temprana y una correcta

intervencion epidemiolédgica en un brote epidémico.

La proteina no estructural NS1 del virus dengue la cual aparece en la fase aguda de la
enfermedad, lo que la convierte en un marcador inmunoldgico temprano y se puede detectar a
través de uno de los kit que existen en el medio el cual es SD Dengue EDEN NS1 Ag (Standard
diagnostic, INC) el cual se esta evaluando en esta investigacion y que sostiene la incognita
cientifica de este estudio la cual es constatar si este kit inmunocromatografico tiene la
sensibilidad y especificidad necesaria para brindar un diagndstico de calidad de dengue en un

brote epidémico.

Historicamente las pruebas rapidas han ocupado un papel fundamental en el diagnostico
de las enfermedades por las facilidades que presenta su uso e interpretacion. En Nicaragua el uso
de pruebas rapidas ha sido integrado al diagndstico de patologias tales como HIV, Influenza y
Malaria generando beneficios en el diagnostico precoz. De esta manera surge la necesidad de dar

una respuesta diagnodstica rapida en dengue la cual pueda ser implementada tanto en areas rurales
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como urbanas para facilitar el manejo de los pacientes con una prueba rapida altamente
especifica y sensible que nos genere resultados rapidos y seguros los cuales nos daran evidencia

en un primer plano de la situacién epidemioldgica del pais.

Guzmén vy et. al 2006 realizaron un estudio el cual demostré que la sensibilidad y
especificidad de un kit comercial de diagndstico va a estar influenciado por diferentes factores
tales como la relacion de fecha de inicio de sintomas y la fecha de toma de muestras y serotipo
circulante ya que en las muestras del estudio los paises tales como Nicaragua y Venezuela donde
el serotipo circulante era dengue 2 el Kit Pan-E dengue Early ELISA de Pan-Bio resultd tener
menor sensibilidad diagnostica. En cuanto al nimero de dias que la muestra tuviera aun
encontrandose en fase aguda demostrd ser importante ya que entre menor era la cantidad de dias

demostraron mayor especificidad y sensibilidad los Kit comerciales evaluados.

Este estudio trata de evaluar la sensibilidad y especificidad diagnéstica de la prueba
rapida SD diagnostic Dengue EDEN NS1 Ag, con muestras clinicas sospechosas de dengue del
brote epidémico de la temporada del afio 2009 las cuales se encuentran en la fase aguda, 6to y

7mo dia de la enfermedad utilizando como técnica de referencia la RT-PCR.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA

ANTECEDENTES

Historicamente las pruebas rapidas han ocupado un papel fundamental en el diagnostico
de las enfermedades por las facilidades que presenta su uso e interpretacion. En Nicaragua el uso
de pruebas rapidas ha sido integrado al diagnodstico de patologias tales como HIV, Influenza y

Malaria generando beneficios en el diagndstico precoz.

El diagnostico del dengue en Nicaragua esta basado en la deteccion de anticuerpos IgM a
través de un ELISA de captura en muestras en fase convalesciente y la deteccion de los serotipos
del virus a través de RT- PCR en muestras en fase aguda. A nivel nacional se cuenta con 7
laboratorios descentralizados en diferentes departamentos del pais en los que se realiza ELISA

IgM con ellos se ha tratado de dar respuesta rapida al diagnostico de dengue.

Guzman y et. al 2006 realizaron un estudio con muestras de seis paises incluyendo
Tailandia, Vietnam, Malasia, Nicaragua, Cuba y Venezuela del proyecto del Denco en el que se
trato de evaluar la sensibilidad y especificidad de dos Kit ELISA disponibles comercialmente los
cuales detectan la proteina estructural NS1 a los que nos referiremos como Kit A para Pan-E
Dengue Early ELISA de Pan-bio y Kit B para Platelia Dengue NS1 de Bio-rad. Los resultados
del estudio reflejaron que la sensibilidad del kit B fue de 62% y del kit A con 50% esto en casos
confirmados de dengue. La sensibilidad variaba segliin la regién geografica con ensayos mas
sensibles en las muestras provenientes de pacientes de Asia a diferencia de las muestras de
origen Americano las cuales reportaban menor sensibilidad. El analisis del estudio reflejo que la
sensibilidad aumentaba en muestras que se encontraron en los 1ros 4 dias de la enfermedad. El kit
Ay el kit B demostraron tener 100% de especificidad en pacientes febriles con evidencia clinica
de dengue en fase aguda pero las muestras de los pacientes los cuales tenian otros diagnosticos
confirmados como encefalitis japonesa o fiebre amarilla el kit B fue mas especifico (100%) que

el kit A (90%). (6)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(Podria la prueba rapida SD EDEN Dengue NS1 Ag ser considerada una herramienta

diagnostica de alta especificidad y sensibilidad en el diagndstico temprano del dengue?
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JUSTIFICACION

El Dengue es una enfermedad endémica en Nicaragua. Balmaseda y et. al 2010, demostraron a
través de estudios de RT - PCR la circulacion de los cuatro serotipos en diferentes momentos y
en algunas temporadas de manera conjunta 2 o mas serotipos. A nivel nacional nos hemos
enfrentado a diferentes epidemias las cuales han dejado rastros fatales. Esto evidencia la
necesidad de dar una respuesta inmediata y un diagndstico que sea seguro pero ademas rapido, ya
que no se tendria que esperar el tiempo en el que incurre un ELISA o una PCR para realizar una
intervencion temprana. El diagnostico precoz de laboratorio y un analisis clinico concreto ante la
sospecha de dengue generara una mejor asistencia ante un brote epidémico cuya informacion
puede ser ocupada para las intervenciones de mitigacion y prevencion de la enfermedad. Es por
ello que contar con una prueba rapida de alta sensibilidad y especificidad se convierte en una

importante herramienta diagndstica.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA § .!’C

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la sensibilidad y especificidad del kit inmucromatografico SD Dengue NS1 Ag en

un brote epidémico utilizando como técnica de referencia la RT —PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar un panel de sueros control que contenga muestras positivas de los cuatro

serotipos dengue y positivas para leptospira.

e Determinar la Especificidad, Sensibilidad, Valor Predictivo Positivo, Valor Predictivo
Negativo e Indice Kappa del kit SD dengues NS1 Ag en muestras clinicas sospechosas de

dengue.

e Valorar la utilidad diagnoéstica del kit SD dengue NS1 Ag en un brote epidémico con el

diagnostico integral de la enfermedad a través de RT-PCR.
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MARCO REFERENCIAL

Situacién actual del dengue

El Virus del dengue ocasiona una enfermedad viral con un espectro clinico amplio,
causada por un virus que es transmitido a los humanos por la picadura de un mosquito infectado.
El mosquito Aedes aegypties el transmisor o vector, originario de Africa e introducido
en América a través del trafico de esclavos. Este mosquito posee habitos domésticos y por su

morbi-mortalidad representa un importante problema de salud publica. (15)

Los cambios demograficos, como el rdpido crecimiento urbano y sin planificar, la
migracion rural-urbana y el aumento de la poblacién en las zonas que carecen de una
infraestructura adecuada desempefian un papel importante en la transmision de enfermedades y la
propagacion de patogenos dafiinos en zonas no afectadas anteriormente. La temperatura y la
precipitacion fluvial también afectan la introduccion y la diseminacion del vector especialmente
las precipitaciones son importantes en las enfermedades transmitidas por vectores ya que esto
afecta la densidad de los mosquitos hembras por tener mayores lugares para reproducirse. En
términos de morbilidad y Mortalidad, la fiebre del dengue y el dengue hemorragico (DH) /
sindrome de choque por dengue (SCD) han sido llamados los mds importantes enfermedades

virales transmitidas por un artropodo. (2)

Con respecto a la incidencia de este arbovirus, en menos de 20 afios, la region se ha
transformado de hipoendémica a hiperendémica en muchos paises de las zonas tropicales del
continente americano, con varios serotipos del virus en circulacion. Anualmente, se presentan
mas de 50 millones de casos en el mundo, de los que aproximadamente 400,000 son de dengue
hemorragico y 25,000 fallecen a causa de esta enfermedad. En el hemisferio occidental las
epidemias de dengue durante los ultimos 200 afios han ocurrido periddicamente y en los Gltimos
20 su transmision y la frecuencia en las epidemias han aumentado considerablemente en la
mayoria de los paises, sobre todo en las areas tropicales de las Américas. En la actualidad, la

enfermedad se extiende también a muchos paises tropicales de Asia y Africa, en muchos de ellos
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con un comportamiento endémico. E1 DHS ha surgido produciendo epidemias en muchos paises

de la region. (9)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que este virus constituye una
amenaza para el 40% de la poblacion mundial (aproximadamente 2,500 millones de personas)
que habitan en mas de 100 paises tropicales y sub-tropicales expuestos al dengue. En 1998, la
OMS consider6 al dengue, como la décima causa de muerte en el mundo por enfermedades
infecciosas. Los menores de 15 afios son las principales victimas de este padecimiento
(aproximadamente 95% de infecciones). En América se ha observado un aumento de la
circulacion del virus de dengue, asi como también de la incidencia de casos de fiebre
hemorragica, y es probable que la magnitud del problema del dengue / dengue hemorragico en las

Américas siga aumentando debido a un incremento de la poblacion de Aedes aegypti. (9)

Esto se atribuye a varios factores:

1- El dengue es una enfermedad fundamentalmente urbana, donde el combate del vector
depende de la mano de obra, y existen dificultades operacionales en las ciudades cuando

intentan poner en juego un plan de control sistematico.

2- El proceso creciente de urbanizacion con aumento de la densidad poblacional en las

ciudades, genera mayor posibilidad de transmision del virus.

3- La produccion cada vez mayor de recipientes descartables provee abundantes criaderos

potenciales del vector.

La reinfestacion de la mayor parte de América tropical por Aedes aegypti, su resistencia a
los insecticidas y la ausencia de una vacuna eficaz para el humano completan el cuadro favorable

a la difusion de la infeccion.
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Las estrategias de control que han funcionado en el pasado cuando el vector se elimind en
la mayoria de las Américas, ya no son aplicables a la realidad de la situacion socio-demografica,
econdémica y politica de estos paises, por tanto, las estrategias de control tendran que adoptar un
enfoque mas integrado, incorporando y recalcando la estratificacion epidemioldgica de las
actividades de control, la comunicacion social, la educacion sanitaria y la motivacion comunitaria
con base en apropiacion del problema para prevenir y controlar el dengue. La participacion
comunitaria es un requisito fundamental para el éxito y sostenibilidad del programa de control del
dengue. Las epidemias originan grandes costos de hospitalizacion, asistencia a enfermos y

campafias de emergencia para el control de vectores. El dengue es basicamente un problema de

sanecamiento doméstico. (3)

Virus del dengue

Morfologia y Biologia: La particula viral del Dengue es de forma esférica y mide entre
30 y 50 nm. Tiene una envoltura formada por proteinas (proteina Envoltura, principalmente, y
proteina de Membrana) que cubre completamente la superficie del virus. El material genético se

encuentra protegido por una nucleocapside circular de simetria icosaédrica. (15)

Entre la envoltura y la nucleocapside se encuentra una bicapa lipidica, cuyos lipidos se
derivan de la membrana celular del hospedero. El genoma esta compuesto por una sola molécula
de ARN (4cido ribonucleico) de cadena sencilla lineal, de sentido positivo y de alta variabilidad
genoémica. Este virus no es estable en el ambiente, facilmente son inactivados por el calor,
desecacion y los desinfectantes que contengan detergentes o solventes lipidicos. El ~ virus  de
dengue ha sido agrupado en base a criterios clinicos, bioldgicos, inmunologicos y moleculares en
cuatro serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4; cada serotipo crea inmunidad especifica para
toda la vida contra la reinfeccion del mismo serotipo (homologo), asi como una inmunidad

cruzada de corto plazo contra los otros tres serotipos, la cual puede durar varios meses. (15)

Los cuatro serotipos son capaces de producir infeccion asintomatica, enfermedad febril y
cuadros severos que pueden conducir hasta la muerte. Algunas variantes genéticas dentro de cada

serotipo parecen ser mas virulentas o tener mayor potencial epidémico que otras. (15)

10
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Agente etioldgico: El agente causal es un virus de la familia Flaviviridae: arbovirus
(arthropod-borne) similar al de la Fiebre Amarilla. Se trata de virus envueltos (sensibles por tanto
a la destruccion por agentes fisicos y quimicos), de 40-50 nm de diametro, con cépside
icosahédrica y genoma de RNA monocatenario, no segmentado, de polaridad positiva. Este opera

directamente como RNA mensajero policistronico. (4)

El virus adhiere a las células eucariotas, ingresa a ellas por viropexis, se replica en el
citoplasma y se ensambla en el reticulo endoplasmico. Su genoma codifica una poliproteina que
es luego procesada en 10 polipéptidos: 3 estructurales (una proteina de nucleocapside C, una
membranosa prM y una glicoproteina de envoltura E: hemaglutinante y de adherencia) y 7 no
estructurales, de los cuales destacamos NS1, que puede inducir, como E, una respuesta inmune

protectora. (4)

ProTEiNAS ESTRUCTURALES ProTeiNAs No ESTRUCTURALES

11
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Evoluciéon del virus dengue: Lo que es menos claro es donde se origind el DEN-V , se
sugiere un origen africano, principalmente porque muchos de los mas diversos mosquitos que
transportan flavivirus estan distribuidos exclusivamente en Africa y, a menudo, infectan a
primates, la historia evolutiva del virus del dengue, parece ser reciente. Hasta hace unos pocos
cientos de afios atrés el dengue era fundamentalmente una enfermedad selvética, constituyéndose
ahora uno de los unicos arbovirus que ha logrado una adaptacién no selvatica. Una pregunta

obligada con relacion al virus del dengue es .Por que el virus existe como cuatro serotipos? (8)
Seglin la hipdtesis planteada por Holmes esto puede explicarse de dos maneras.

e Lamas aceptada es que el DEN-V se separ6 en cuatro linajes distintos debido a divisiones
ecologicas o geograficas (alopatricas) en diferentes poblaciones de primates, de modo que

los cuatro serotipos evolucionaron independientemente. (8)

e Alternativamente, el DEN-V pueden haber evolucionado de un tnico virus (dentro de una
misma poblacion) debido a que la presencia de los cuatro serotipos antigénicamente
diferentes facilitd la transmision viral a través del fenomeno de ampliacion dependiente
de anticuerpos En virtud de este modelo, la seleccion natural favorece a los virus con un
grado de disimilitud antigénica que maximiza la ampliacion dependiente de anticuerpos,

lo que facilita su transmision reciproca. (8)

Serotipos del virus: El dengue es un arbovirosis ocasionado por cualquiera de los cuatro
serotipos diferentes del virus (Denv-1, Denv-2, Denv-3 y Denv-4), estrechamente relacionados,
pero serologicamente distintos. Dentro de cada serotipo hay varias cepas y genotipos, que
probablemente son mas o menos virulentas, pero los factores de virulencia no son totalmente
conocidos. Por ejemplo el Denv-2 presenta 2 genotipos (el del sudeste asiatico y el americano) el
primero asociado al dengue hemorragico y el segundo al dengue benigno. Cada serotipo crea

inmunidad especifica a largo plazo contra el mismo serotipo (homologo), de por vida. Y atn

12
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cuando son antigénicamente similares, la infeccion por un serotipo, no produce inmunidad contra

los otros serotipos, s6lo produce inmunidad parcial, o sea, no proveen inmunidad cruzada. (9)

Los cuatro serotipos son capaces de producir infeccion asintomatica, enfermedad febril y
cuadros graves que pueden conducir hasta la muerte, dada la variacion genética en cada uno de
los cuatro serotipos. Algunas variantes genéticas parecen ser mas virulentas o tener mayor
potencial epidémico. Los cuatro serotipos del virus del dengue son de amplia distribucién en
diversos paises: Filipinas, sudeste Asiatico, India, islas del Pacifico, Nueva Guinea, Australia
septentrional, Grecia, Malasia y Tailandia. En América, se describe desde el Sur de EE.UU hasta
la Argentina, habiéndose descrito en forma epidémica en Cuba, Centroamérica, Trinidad y

Colombia. (9)

Patogenia: En 1987, Kouri y colaboradores publicaron su hipotesis integral que explica la
aparicion de las formas graves de la enfermedad. Con anterioridad se habian presentado dos
hipotesis que se excluian mutuamente: la infeccion secuencial de serotipos diferentes y la de una
relacion entre la gravedad de la enfermedad y la virulencia de la cepa. El factor de riesgo
principal de sufrir DH es tener una segunda infeccion con un serotipo diferente del que causo la
infeccion primaria. También se ha logrado consenso en que tener menos de 15 afios de edad es un
factor de riesgo de DH y se han propuesto otros, entre ellos el ser de la raza blanca y sufrir de

enfermedades cronicas como el asma, la diabetes y la anemia de células falciformes. (14)

En el curso de la infeccion primaria, el virus penetra en la célula diana mediante su unioén
a un receptor celular y se producen anticuerpos neutralizantes capaces de proteger por largo
tiempo contra la reinfeccion con ese mismo serotipo y durante sold 2—3 meses contra los otros

serotipos. (14)

En cambio, durante una infecciéon secundaria con un serotipo heterdlogo se forman
complejos virus anticuerpos que penetran en las células del sistema fagocitico mononuclear
(monocitos y macrofagos) gracias a la union del fragmento constante de la inmunoglobulina —

que forma parte del inmunocomplejo— a los receptores celulares del tipo gamma. Como
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consecuencia se infecta un mayor numero de células y se favorece la diseminacion viral. Este
fenomeno se conoce como amplificacion dependiente de anticuerpos. La activacion de los
linfocitos T y la produccion de citocinas son también factores importantes en la patogenia del
DHF. En la actualidad se sabe que después de una infeccion primaria se producen clones de
células T CD4+ y CD8+ efectoras y con memoria que son especificas para el serotipo infectante,
aunque capaces de reconocer los restantes serotipos. En el curso de una segunda infeccién se
activan los clones con memoria frente al nuevo serotipo y asi se desencadena la respuesta
inmunitaria. En los casos de DH se exacerba la activacion y liberacion de citocinas, lo que se
relaciona con la mayor gravedad del cuadro clinico. También se ha demostrado que en los
pacientes con DH se activa el sistema del complemento y en los casos graves se pueden detectar
concentraciones elevadas de las proteinas C3 y Clqg. Se plantea que los complejos virus-
anticuerpos circulantes podrian ser los que activan la reaccion en cascada del complemento. Es
posible que el DH se acompatfie 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 desempefiar un papel importante en el mecanismo patogénico durante la infeccion
secundaria. Otro factor que se debe tomar en cuenta al analizar el complejo mecanismo
patogénico del DH es la virulencia de la cepa infectante. En este sentido se ha reconocido la
asociacion de algunos genotipos, como los serotipos Den 2 y Den 3 de origen asiatico con casos y
epidemias de DH. Recientemente se demostrd que los enfermos con dengue presentan una menor
carga viral que los enfermos con DH. Nuevos estudios han demostrado la presencia de
componentes determinantes de virulencia en la proteina E y en el extremo 3’ del genoma viral. El
conocimiento de los mecanismos patogénicos de esta enfermedad ayudara a identificar los
factores de riesgo de las formas mas graves, a mejorar el tratamiento de los pacientes y a abordar

mas adecuadamente el desarrollo de nuevos farmacos antivirales y vacunas. (15)

Inmunidad: Estudios de casos realizados por Halstead reporta que DHS/SCD, es 15 a 80
veces mas frecuente en una infeccion secundaria posiblemente asociado con la existencia de
anticuerpos especificos contra el dengue. La infeccion por un serotipo de dengue brinda
inmunidad homoéloga de larga duracion, pero sélo hay proteccion cruzada transitoria contra el

resto de los serotipos, por lo que el individuo infectado por un serotipo pronto sera susceptible a
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ser infectado por otro serotipo. Diversos factores de la inmunidad estan involucrados en la
respuesta del organismo contra el DEN-V. La glicoproteina E es el principal componente de la
superficie externa del virus dengue y es el elemento dominante en la respuesta por anticuerpos en
la infeccion por dengue. Los anticuerpos contra la glicoproteina E han demostrado inhibir la
unidn viral a las células y neutralizar la inefectividad viral in vitro. La transferencia pasiva de
anticuerpos contra la glicoproteina E protege a ratones de le virus dengue. La proteina NS1 si
bien no es un componente del virion, también es un objetivo importante de anticuerpos contra el
DEN-V. La proteina NS1 se expresa en la superficie de las células infectadas y también se
secreta en la circulacion como un multimero soluble. Los anticuerpos contra NS1 pueden
desencadenar activacion del complemento mediada por lisis de células infectadas por virus
dengue y han demostrado proteger a ratones contra el virus dengue. Un anticuerpo monoclonal
dirigido contra la pre-proteina M también ha demostrado proteger a ratones contra el virus
dengue; sin embargo, el mecanismo de esta protecciéon y su importancia para la inmunidad
protectora natural son inciertos. Al igual que ocurre con otros virus, la respuesta de leucocitos
CD4, CD8 al virus dengue se dirige contra varias proteinas virales, aunque la proteina NS3
parece ser mds inmunogénica. La respuesta de las células T al virus dengue varia en su capacidad
para reconocer serotipos diferentes del virus dengue, dependiendo del grado de homologia en un
determinado epitopo. Sin embargo reactividad cruzada con varios serotipos es comun,
especialmente en epitopos. La reaccion por linfocitos CD4 Y CD8 produce predominantemente
altos niveles de IFN-vy, asi como TNF-a, TNF-f, y quimiocinas incluyendo la proteina inhibidora
de macrofagos-1 B. En la medida que estas respuestas inmunes contribuyen a la proteccion a
largo plazo la inmunidad natural de la infeccion primaria contra virus dengue

no ha sido plenamente definido. (2)

Ciclo de Transmision: Aunque solo las hembras adultas del mosquito Aedes aegypti
estan directamente involucradas en la transmision del dengue, un aumento en el numero de
hembras de los mosquitos adultos, aumenta las probabilidades de que un mosquito adquiera un
patdgeno y que éste se transmita a un segundo huésped susceptible. Después de que la hembra del
mosquito se alimenta de una persona virémica, se produce la replicacion viral en el mosquito

durante 1- 2 semanas (periodo de incubacion extrinseco) antes de que pueda transmitir el virus en
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subsiguientes intentos de alimentarse. Los intentos de alimentarse pueden ocurrir varias veces en
un dia a lo largo del periodo de vida del mosquito que es de 1-4 semanas. Los mosquitos adultos
se cobijan dentro de las casas y pican durante intervalos de 1-2 horas por la mafiana y las Gltimas
horas de la tarde. En areas de transmision endémica 1 de cada 20 casas puede contener un
mosquito infectado. Los casos suelen agruparse en los habitantes de la casa y los lugares de
desplazamiento de las personas y también por el rango de vuelo del mosquito (800 metros)
producen la rapida extension de la infeccion. Después de la picadura de un mosquito infeccioso,
el virus se replica en los ganglios linfaticos locales, y en 2 -3 dias se disemina por via sanguinea a

varios tejidos, los virus circulan en la sangre tipicamente durante 5 dias en los

monocitos/macrofagos infectados. (7)

El ciclo comienza cuando un mosquito hembra ingiere sangre que contiene el virus del
dengue. Este se replica en el epitelio intestinal, ganglios nerviosos, cuerpo graso y glandulas
salivales del mosquito. El virus entra ala célula por endocitosis mediada por receptor, la
replicacion se realiza en el citoplasma y es acompanada por la proliferacion del reticulo
endoplasmatico liso y rugoso. EI ARN genomico sirve directamente como mensajero, este
contiene un fragmento de lectura grande de més de 10 Kb y es trasladado completamente desde
su extremo 5” para producir una poliproteina grande precursora la cual luego es dividida para
generar las proteinas virales individuales. El ensamble del virion ocurre en las células vertebradas
sobre la membrana del reticulo endoplasmatico y en las células del mosquito en la membrana
plasmatica, pero la conformacion de una cépside y proceso de gemacion no se observa. Una vez
se forma totalmente el virion dentro de la cisterna del reticulo endoplasmatico, éste es liberado
via lisis de la célula. Este ciclo en el mosquito dura de ocho a doce dias dependiendo de las

condiciones ambientales; una vez infectado, el mosquito permanece asi toda su vida. (2)
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Esquema del ciclo de transmisién del virus Denque.

Transmision del Virus del Dengue

LPicada maosquito | | Picada mosquito
adquiere virus transmite virus

Periodo de | Incubaciion

- —

Exirinseco | Inirinseco
Viremia Viremia
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\Enfermeday DiIAS Eﬂfemmda’fy

Caso #1

Formas clinicas del dengue

Cuadro Clinico: Los sintomas de virus del dengue, se diferencian segun el grado de
gravedad en tres variedades clinicas: dengue clasico, dengue hemorragico y el sindrome de

choque por dengue. (15)

Dengue Clasico: El dengue clasico es el mas frecuente, en la mayoria de los casos. Se
caracteriza por la presencia de fiebre de mas de 40° C, y puede estar acompafiada de uno o mas de
los siguientes signos o sintomas: dolor de cabeza de predominio frontal, dolor detras de las
orbitas de los ojos, dolor muscular, dolor articular, nausea, vomito y erupcion en la piel, molestia
a laluz, 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. (15)

La fiebre persiste por uno a dos dias, y luego desciende, pero puede subir nuevamente con

menor intensidad al cabo de dos dias. Estos sintomas pueden durar entre 5 a 8 dias. (15)
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Dengue Hemorragico: Afecta a pacientes previamente infectados con el virus del

dengue, principalmente a pacientes en la edad infantil.

Incluye los sintomas del dengue clasico, a los que se agregan manifestaciones
hemorragicas, con aumento de permeabilidad vascular y anormalidades en el mecanismo de
coagulacion, que muchas veces pueden comprometer a 6rganos especificos vitales. Se observo
sangrado nasal, sangrado en las encias, vomito con sangre, hemorragias gastrointestinales,

cutaneas (petequias y esquimosis) y epistaxis; la hematuria es menos frecuente. (15)

Las petequias pueden verse con mayor frecuencia en extremidades, aunque pueden
aparecer también en el tronco y en la cara. En las mujeres puede ocurrir un incremento en la

cantidad o duracion del periodo menstrual. (15)

Sindrome de choque por Dengue: Este cuadro se caracteriza por iguales manifestaciones
que el dengue hemorragico, al cual se agrega, pulso débil y acelerado, disminucion de la presion
del pulso, hipertension, desvanecimientos, respiracion dificil, extremidades hiimedas y frias (el
tronco suele estar caliente), palidez, inquietud generalizada, insomnio, dolor de estbmago intenso
y continuo, vomitos frecuentes, cianosis en torno a la boca, hemorragias nasales, bucales o
gingivales y equimosis cutdneas. (15)

Es comtn la hepatomegalia, lo mismo que la bronconeumonia, eventualmente con

derrames pleurales bilaterales. Puede haber miocarditis.

El estado del enfermo se va deteriorando progresivamente, hay tendencias hemorragicas,
generalmente en forma de purpura, petequias o esquimosis en los puntos de inyeccion; algunas

veces hematemesis, melena o epistaxis. (15)

Se produce el choque a los 2 a 6 dias de enfermedad, con colapso stubito o postracion, requiriendo
tratamiento hospitalario, ya que el sistema circulatorio del paciente se ve muy comprometido y

pone en riesgo su vida. (15)
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Diagnostico diferencial: Al comienzo de la fase febril, el diagnostico diferencial
comprende una amplia gama de infecciones viricas, bacterianas y protozoarias. En la region de
las Américas, deben considerarse enfermedades como la leptospirosis, la malaria, la hepatitis

infecciosa, la fiebre amarilla, la meningococcemia, la rubéola y la influenza.

La presencia de trombocitopenia intensa con hemoconcentracién simultdnea distingue el
Dengue Hemorragico / Sindrome de Choque por Dengue de otras enfermedades. En pacientes
con hemorragia grave, los signos de derrame pleural, hipoproteinemia o ambos, pueden indicar la
extravasacion de plasma. El hallazgo de una velocidad de sedimentacion globular normal ayuda a

diferenciar esta enfermedad de una infeccion bacteriana o de un choque séptico.

Diagndstico de Laboratorio

A.- Aislamiento Viral: Existen varios sistemas disponibles para el aislamiento viral:
Inoculacion intracerebral en ratones recién nacidos, en los que la infeccion produce paralisis y
otros signos de afectacion del sistema nerviosos central; Cultivos celulares de mamiferos tanto de
lineas de mamiferos (Vero, LLCMK2, BHK-21) como de células de mosquitos (C6-36 HT,
AP61) siendo éstas ultimas las_mas sensibles y por ultimo los mosquitos del genero Aegypti

aegypti, A.albopictus, Toxorhynchities amboinensis y T. splenden. (8)

Para la técnica del aislamiento del virus, se debe obtener una muestra de suero tan pronto
sea posible o dentro de 5 dias después de la fecha del comienzo de sintomas, ya que se ha podido
constatar que el periodo virémico se encuentra entre los dias 4 y 5 después del comienzo de los
sintomas. Es una técnica Util y sensible para la confirmacion de la infeccion por el virus de

dengue, sobre todo si se toma la muestra antes de que desaparezca la fiebre.
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B.- Diagnostico Molecular

Hibridacion del &cido Nucleico: Se realiza a partir del RNA extraido del virus del
dengue procedente de los sobrenadantes de cultivos celulares o de grupos de mosquitos como
Aedes albopictus. Se usa para estudios epidemioldgicos y también se puede utilizar para

diagnostico viral a partir de tejidos obtenidos de autopsias. (8)

Transcripcion de la reaccion en cadena de la polimerasa. (RT- PCR): Permite la
identificacion de los serotipos en muestras de suero y sobrenadantes de celulas infectadas con
muestras clinicas. El RT-PCR es util para obtener informacion rapida de los serotipos circulantes
de dengue; sin embargo, es muy importante aislar el virus para confirmar su identidad y realizar

estudios mas detallados. (8)

Es un método “in vitro” que utiliza la sintesis enzimatica para replicar selectivamente una
region diana dentro de un ADN de doble cadena, de forma similar la amplificacion de ARN
puede ser hecha proporcionando una copia de ADN complementario (ADNc) que haya sido
previamente sintetizada por reverso transcriptasa. El principio fundamental es la amplificacion de
un fragmento especifico de ADN, por medio de ciclos sucesivos de multiplicacion exponencial,
hasta llegar a obtener una cantidad adecuada del producto, el cual puede ser visualizado por
electroforesis. Una sola molécula puede generar mas de un millon de copias de si misma luego de
30 ciclos de replicacion exponencial (230=1, 073, 741,842). Esta comprendida de tres reacciones
consecutivas, la desnaturalizacion, la hibridacion y la polimerizacion elongacién o extension.
Después de varios ciclos el producto predominante de la reaccion sera aquella pieza de ADN la

cual esta flanqueada por los cebadores e incluird a los cebadores por si mismos. (9)
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C. Determinacion de anticuerpos dengue: Existen cinco pruebas seroldgicas usadas para el
diagnostico de infeccion por el virus del dengue: Inhibicion de la hemaglutinacion (HI),
fijacion de complemento (FC), prueba de neutralizacion (TN), ELISA de captura de IgM,
y ELISA indirecta para determinacion de anticuerpos IgG. (8)

1.- Inhibicion de la Hemaglutinacion (IH): Esta prueba fue la mas usada para el diagnostico
seroldgico de rutina de la infeccion por dengue, debido a su sensibilidad y a un requerimiento
minimo de equipo para su realizacion porque IH persiste por largos periodos (superiores a 50
aflos), este prueba es ideal para estudios sero- epidemiologicos .La prueba se basa en el hecho
que el virus, bajo condiciones controladas de pH y temperatura, puede aglutinar globulos rojos y

su efecto puede ser inhibido por anticuerpos especificos. (8)

2.- Fijacion del complemento (FC): No se usa para el diagndstico rutinario del dengue, por
lo dificil de su ejecucion y el requerimiento de personal altamente calificado y entrenado para
obtener buenos resultados. La prueba se basa en el principio que el complemento sera consumido

durante la reaccion antigeno — anticuerpo. (8)

3.- Prueba de Neutralizacion (PN): Las pruebas de neutralizacion y en particular las de
neutralizacion virica, son uno de los estdndares habituales para medir los niveles de inmunidad
protectiva frente a un patdégeno. Normalmente la prueba se realiza en dos pasos, uno primero de
incubacion del patdogeno con el suero del animal a analizar y un segundo consistente en la
inoculacion del patégeno en un cultivo celular o en un animal. Si el suero contenia anticuerpos
neutralizantes, se bloquea la capacidad infectiva del patdégeno y; por lo tanto, no produce la
infeccion del animal o del cultivo. A pesar de su utilidad, este método requiere de mucho tiempo

para su realizacion. (9)

Para esta prueba los virus pueden ser aislados en cualquier sistema aunque en ocasiones €s
necesario realizar un pase por una linea de células de mamifero permisiva LLCMK?2, y Vero y las
de mosquitos. La utilizacion de células BHK 21 en la técnica de placas (micrométodo) ha

brindado resultados satisfactorios y rapidos. (9)
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4.- Deteccidn de IgM de captura a través de inmunoensayo ligado a enzimas (MAC-
ELISA).

El ensayo tiene mas del 95 % de sensibilidad cuando los especimenes del suero se
obtienen de 7-10 dias del comienzo de la infeccion, usada ampliamente en los ultimos anos, es
simple, y es una prueba rapida, que requiere pocos equipos sofisticados. MAC-ELISA se basa en
la deteccion en suero de anticuerpos IgM especifico para virus dengue. Esta prueba de ELISA se

ha considerado la mas util para el diagnostico del dengue, debido a su alta sensibilidad y a la

facilidad de su empleo. (8)

Las tiras son sensibilizadas con una inmunoglobulina de carnero anti IgM humana, que
reaccionara con los anticuerpos de clase IgM presentes en la muestra del paciente. Al adicionar el
antigeno del virus del dengue éste reaccionard con las inmunoglobulinas M capturadas si estas
son especificas para el virus. Posteriormente se adiciona el conjugado, formado por
inmunoglobulinas anti virus dengue acopladas a la enzima peroxidasa de rabano, que reaccionara
con el antigeno del virus. Cuando se adiciona el substrato éste es degradado por la enzima

peroxidasa traduciéndose en un cambio de color en la reaccion en las muestras positivas. (9)

Prevencion: La lucha contra el mosquito vector del virus del dengue es a la hora actual la
unica opcion de que disponemos para reducir la incidencia de la enfermedad, tanto en sus formas
benigna como severas. La resistencia de Aedes sp. Contra el DDT aparecio en los primeros afios
60 vy desde esa época los insecticidas 6rgano-fosforados (Fenthion, Malathion, Fenitrothion)
comenzaron a ser utilizados en el control de Aedes aegypti. Otros métodos de lucha anti-
mosquito incluyen: la utilizacion de larvicidas como Bacillus thuringiensis H-14 y otros. La
proteccion personal es evidentemente una medida complementaria a otras como el uso de
"sprays" repelentes en el dia, de mosquiteros impregnados con Pyrethroides en la noche, bien que
esta ultima medida tiene un impacto muy limitado debido a los habitos diurnos del vector. En
cuanto a las medidas de tipo doméstico, es necesario evitar toda coleccion de agua, por minima
que sea (floreros, recipientes para almacenar agua para el uso familiar,). Si estos ultimos son
indispensables debe cubrirse sistematicamente los recipientes. Las fumigaciones a domicilio son
también de gran importancia y las campafas, para ser eficaces, deben ser periodicamente.

practicadas. (5)
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Disefio metodolégico del Estudio

El presente estudio se dividira en dos fases por el tipo de muestra que se esta utilizando la

cual procede de una temporada de dengue durante un brote epidémico.

Fase 1: Evaluacion del Kit inmunocromatoqgrafico.

Reaccion Cruzada: Se escogeran 15 sueros los que estaran distribuidos en 4 sueros positivos
para leptospira, 6 sueros positivos con los cuatro serotipos de dengue y 5 sueros positivos para

VIH confirmados por el Centro Nacional de Diagnostico y Referencia.

Preparacion de Panel de sueros control: Para realizar un control de especificidad del kit
inmunocromatografico en estudio previo al procesamiento de las muestras de dicha investigacion
se va a testar un panel de sueros con resultado conocido con las siguientes patologias: sueros
positivos para dengue de los 4 serotipos, sueros positivos para leptospira y sueros positivos a

VIH.

Validez estadistica

Para hacer la validacion interna del kit se realizaran los siguientes célculos estadisticos a

partir de los resultados obtenidos del procesamiento de las muestras tales como:

Sensibilidad: Proporcion de muestras positivas correctamente identificadas por la prueba

empleada.

Especificidad: Proporcion de muestras negativas correctamente identificadas por la prueba

empleada.

Valor predictivo positivo: Probabilidad de estar infectado que tiene un individuo, cuando

el resultado de la prueba que se le practica resulte positivo.
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Valor predictivo negativo: Probabilidad que tiene un individuo de no tener la infeccion

que detecta la prueba, cuando el resultado de la misma es no reactivo

Indice Kappa: Test de concordancia que se basa en la comparacion de indices de

concordancia esperada (pe) con los indices de concordancia observados (po).

Fase 2: Valoracién de la utilidad del kit en muestras provenientes de un brote epidémico.

Tipo de estudio: El presente estudio corresponde a una investigacion retrospectiva de corte

transversal la cual se realizo en el Centro Nacional de Diagnostico y Referencia.

Universo: Todos las muestras de pacientes que resulten a través de la clinica sospechosos para
Dengue en el hospital Manuel de Jesus Rivera y acepten participar en el Estudio hospitalario
prospectivo de la clasificacion, manejo y diagndstico de casos de dengue en Nicaragua el cual se

desarrolla en el Hospital Manuel de Jests Rivera.

Poblacion de estudio: Esta integrado por los 396 nifios enrolados al Estudio Clinico Hospitalario

del Dengue, durante la temporada Agosto 2009 a Enero 2010.

Muestra: La muestra es de 101 nifios lo cual representa el 26% del total de nifios ingresados al

estudio Clinico Hospitalario del Dengue.

Procedimientos de seleccion: La muestra se seleccion6 por conveniencia a partir de las muestras

ingresadas en el periodo de octubre 2009 a Enero 2010.
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Criterios de inclusion: Todas aquellas muestras pertenecientes al estudio clinico del Dengue que
hayan sido tomadas durante la fase aguda de la enfermedad y que fueran manejadas con todos los

criterios de calidad para la toma, manejo y conservacion de especimenes.

Criterios de exclusion: Todas aquellas muestras que no pertenezcan al estudio clinico del

Dengue y las que hayan sido tratadas inadecuadamente.

Recoleccién y procesamiento de la informacion: Los datos de cada una de las muestras seran
obtenidas a través de la ficha epidemioldgica la cual es llenada por el médico en el momento de
la consulta. Dicha informacion se encuentra ademas en la base de datos del estudio. (Ver anexo

No 5)

Los resultados de laboratorio tales como el diagndstico serolégico IgM, ELISA
Inhibicion, y la RT-PCR se utilizaran para valorar la utilidad diagnéstica de la prueba
inmucromatografica SD Dengue NSI1, a partir de los calculos estadisticos de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo e indice Kappa (k). Los datos
seran procesados con el paquete informatico Epi info vs. 2003, y presentados a través de tablas y

graficos que faciliten su Interpretacion.

Toma de la muestra: Es a partir de las muestras del estudio clinico del dengue que se tomaron
100ul del plasma el cual es transportado con todas las normas de conservacion de muestras. El
procesamiento se establecid que fuera a lo inmediato de tener el plasma y si no se realizaba se

conservaban los plasmas de 2 a 8 grados.
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Métodos de rutina del laboratorio para diagnostico de Dengue: Se tomara una muestra para

obtener plasma en fase aguda (el dia del enrolamiento) y una muestra de suero en fase
convaleciente (> 6 dias (preferiblemente > 10 dias)) después de iniciados los sintomas). Ambas
muestras serdn colectadas en el HIMIJR y transportadas inmediatamente al CNDR en
refrigeracion, donde seran separadas en alicuotas y almacenadas a -70°c hasta su uso. Se
determinara IgM por MAC ELISA y ELISA de Inhibicion; el RT-PCR nested utilizando primers

de la region de la cépside, se realizaran en las muestras de fase aguda.

Descripcion de los métodos de laboratorio

Descripcién del kit SD Dengue NS1 Ag: El procedimiento se realiz6 tal como lo describe la
técnica que trae consigo el kit SD Dengue NS1 Ag. La prueba rapida inmuncromatografica SD
dengue NS1 Ag esta disefiada para detectar el antigeno viral del dengue NS1 en suero, plasma o
sangre total durante la fase aguda de la enfermedad y el tipo de determinacion es cualitativa. La
prueba contiene una tira membrana la cual es preparada con anti-dengue NS1 Ag de captura en la
region de la banda determinada para el test. El anti-dengue NS1 Ag es conjugado con oro
coloidal, la muestra al ser colocada en el puerto de entrada del test se va desplazando a través de
la membrana cromatografica la cual visualizara la linea en la region del test y otra la cual es la
del control de la prueba detectando el complejo antigeno- anticuerpo-antigeno con particulas de
oro. El kit se mantiene a temperatura ambiente y cada una de las pruebas debe estar en el

empaque hasta el momento de su uso. (11)
Procedimiento

1.- Remover el empaque que contiene a la prueba inmunocromatografica.

2.- Colocar tres gotas de la muestra en el puerto de entrada del dispositivo de la prueba
inmunocromatografica.

3.- Dejar reaccionar aproximadamente de 15 a 20 minutos y asi observar el resultado a través de

la ventana del dispositivo.
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Interpretacion

1.-Se debe de observar una linea purpura en la region del control de la prueba.

2.-Si la muestra es positiva se van a observar la linea en la zona del control de la prueba y otra en
la zona del test.

3.-Si s6lo se observa una linea en la zona del control, la muestra es negativa.

4.-De observarse solamente la linea en la zona del test y no en la zona del control la prueba es

invalida.

Limitaciones del test: Un resultado falso negativo puede ocurrir por una baja cantidad del virus
en la muestra o por una infeccion reciente. La fase inmunolégica de la muestra debe estar

después de un dia de iniciada la fiebre hasta los nueve dias.

Para realizar la comparacion de los datos del método SD NS1 Ag se utilizaron diferentes técnicas

de laboratorio tales como:

Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Lanciotti: El PCR es un método "in vitro" que usa la
sintesis enzimatica para replicar selectivamente una region diana dentro de un DNA de doble
cadena, de forma similar la amplificacion de RNA puede ser hecha proporcionando una copia de
DNA complementario (DNAc) que haya sido previamente sintetizada por reverso transcriptasa.

El principio fundamental de PCR es la Amplificacién de un fragmento especifico de DNA por
medio de ciclos sucesivos de multiplicacion exponencial hasta llegar a obtener una cantidad
adecuada del producto el cual puede ser visualizado por electroforesis. De esta manera, una sola
molécula puede generar mas de un millon de copias de si misma luego de 30 ciclos de replicacion

exponencial (2°° =1,073, 741,842). (10). (Ver anexo No 1)
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Las secuencias genéticas de los primer a utilizar en el PCR son:

EHDI1: 5’- TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAAACCG 3’
EHD2: 5’- DTG CAC CAA CAGTCAATGTCTTCAGGT T3
DTS1: 5’- CGT CTC AGT TGA TCC GGC GG

DTS2: 5°- CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG

DTS3: 5’- TAA CAT CAT CAT GAG ACA GAGC

DEN 4: 5°-TGT TGT CTT AAA CAA GAG AGG TC

ELISA IgM Captura Dengue: El método de eleccion para la vigilancia seroepidemioldgica del
dengue es el inmunoensayo enzimatico sobre fase solida de captura para IgM (MACELISA)
antidengue. Este método es especifico, sensible, econdmico, sencillo y de relativa rapidez, que
determina infecciones actuales o recientes, alin cuando no permite identificar los serotipos

circulantes. (10) (Ver anexo no 2)

ELISA Inhibicién: Este método es utilizado para constatar los casos primarios y secundarios de
los enfermos por dengue y sus fines son epidemioldgicos y no de diagnostico. (10) (Ver anexo

No 3).

Riesgos de participar en el estudio: La toma de la muestra del estudio durante la fase aguda de
la enfermedad sera realizada conjuntamente con la toma de muestra que de rutina se realiza a los
pacientes con dengue, esto minimizara los riesgos de esta actividad, de esa forma cada
participante sera expuesto s6lo una vez a un riesgo extra como resultado de este estudio (durante
la toma de muestra convaleciente). Los riegos asociados con la toma de muestra de sangre
incluyen potenciales complicaciones como dolor, sangramiento y hematoma en la zona de la
venupuntura y en muy raras ocasiones pueden ocurrir infecciones. Con el objetivo de evitar tales
riesgos la toma de muestra sera realizada por profesionales en cuidados de salud. La utilizacion
de técnicas de asepsia y la presion en el sitio de la venupuntura minimiza las complicaciones tales

como sangramientos e infecciones. No existen riesgos legales asociados con el estudio. Todo lo
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antes expuestos se describe a mayor detalle en el consentimiento informado firmado por los
padres o tutores del nifio o nifia que acepta participar en el estudio Clinico del dengue. (Ver

anexo No 4)

Confidencialidad: Toda informacion obtenida de los participantes sera confidencial. Las
identidades individuales no serdn utilizadas en ningin reporte o publicacion en este estudio. Cada
participante tendra una identificacion unica y todas las muestras seran marcadas con un cédigo
unico. La clave del codigo sera mantenida en la base de datos del estudio la cual esta protegida
con codigo de seguridad. Solamente los coordinadores del estudio y el personal clave tendran
acceso a la base de datos Master, la cual sera almacenada en computadoras codificadas que
permanecen en las oficinas cerradas con llave del médico coordinador del estudio en el HIMJR
asi como en la oficina del proyecto en el Centro de Salud “Sécrates Flores”. Los identificadores

individuales (codigos del estudio) no seran usados en cualquier reporte o publicacion del estudio.
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Operacionalizacion de las Variables.

Variable Descripcion Indicador Categoria
RT-PCR Técnica de biologia | Ausencia de | Negativo
molecular a través de la | bandas o | Positivo D1
cual se pueden detectar | presencia de | Positivo D2
los 4 serotipos del | bandas en los | Positivo D3
dengue. siguientes  pares | Positivo D4
de bases.
D1: 482 pb
D2: 119 pb
D3:290 pb
D4: 389 pb
IgM Dengue Anticuerpo de fase | Este va a ser | Positivo
aguda el cual aparece | determinado  en | Negativo
en sangre después de 5 | base al valor de | Indeterminado
dias de inicio de la | corte del ensayo
enfermedad inmunolégico.
1gG Dengue Anticuerpo  de fase | Este va a ser | Caso Primario

convaleciente el cual
aparece en  sangre
aproximadamente

después de 10 dias de

iniciados los sintomas.

determinado  en
base al valor de
corte del ensayo

inmunologico

Caso Secundario
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Variable Descripcion Indicador Categoria
Proteina no estructural | Presencia o Positiva
NS1 del virus dengue la cual | ausencia de la
aparece en los Iros dias | proteina no Negativa
de la enfermedad y estructural NS1.
participa en la Indeterminada
replicacion del virus.
Se define como el Positividad o Positivo
diagnostico final de la negatividad de las
Resultado final enfermedad a través del | pruebas realizadas | Negativo
analisis de las diferentes
pruebas utilizadas en el
sistema integrado de
diagnostico de dengue
Ausencia 0
Prueba Prueba rapida  que | presencia de
inmuncromatografica | utiliza como soporte un | bandas en el area | Positivo
casette el cual contiene | de test. Negativo
una membrana fijada Invalido

con anticuerpos en oro

coloidal.

Ausencia de banda
en el area de

control.
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RESULTADOS

En Nicaragua, cada afio se presenta la temporada de dengue la cual inicia
aproximadamente en el mes de Junio y finaliza hasta el mes de Enero del afio siguiente, aunque
de manera esporadica se detectan algunos casos durante los siguientes meses restantes. En la
temporada del afio 2009 se presentd un brote epidémico el cual segun datos de Vigilancia
Epidemioldgica Nacional 2950 casos fueron confirmados con dengue, de ellos 2872 fueron
Dengue clésico y 78 Dengue Hemorragico con un total de 8 fallecidos por dengue, todos menores
de edad. El serotipo circulante que domino fue el Den-3 pero ademas se confirmé la circulacion
de los serotipos DEN-1 y DEN-2. Los resultados obtenidos en este estudio se realizaron en dos
fases, la primera evalu6 la posible reaccion cruzada que podia desarrollar el dispositivo
inmunocromatografico de NS1 con otros microorganismos tales como Leptospira y VIH y una
segunda fase en la que se relacionaron los datos obtenidos por el kit en estudio y las técnicas

diagnosticas que se utilizan tales como RT-PCR e IgM dengue y ELISA Inhibicion.

Se procesaron un total de 101 muestras de las cuales 59 fueron positivas de acuerdo al
Resultado final. El Kit en estudio logré detectar 38 de estas muestras, aunque es importante
mencionar que del total de 43 muestras positivas para los 4 primeros dias de enfermedad la
prueba rapida NS1 logro detectar 31. Del total de nifios 52 de ellos fueron del sexo masculino con

27 casos positivos segun resultado final.

A continuacion se presentan las tablas y graficos conteniendo los resultados obtenidos.
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1ra Fase del Estudio: Evaluacién de Reaccion cruzada.
Tabla No 1

Resultados de Panel de sueros control con la Prueba inmunocromatografica NS1

EN la tabla N° 1 podemos observar los resultados obtenidos a través del kit
inmunocromatografico para el panel de sueros control con resultado ya confirmado, en lo
cual se observa la negatividad para los sueros de Leptospira 'y VIH; y positividad para los

sueros de los cuatro serotipos de dengue.

Tipo de muestra Resultado prueba | Resultado Diagnosticado en
inmunocromatografica NS1 el suero conocido.

Suero Den 1 Positiva Denl

Suero Den2 Positiva Den2

Suero Den3

Afio 2007 Positiva Den3

Suero Den3

Afo 2008 Positiva Den3

Suero Den3

Afo 2009 Positiva Den3

Suero Den4 Positiva (tenue) Den4

Suero Leptospira No 1 Negativa Positiva Leptospira

Suero Leptospira No 2 Negativa Positiva Leptospira

Suero Leptospira No 3 Negativa Positiva Leptospira

Suero Leptospira No 4 Negativa Positiva Leptospira

Suero VIH No 1 Negativa Positiva VIH

Suero VIH No 2 Negativa Positiva VIH

Suero VIH No 3 Negativa Positiva VIH

Suero VIH No 4 Negativa Positiva VIH
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2da Fase del Estudio: Utilidad Diagnostica del Kit SD EDEN Dengue NS1Aaq.

Tabla No 2
Comparacion entre el resultado de la Prueba inmunocromatografica NS1 y el obtenido por

PCR segun el dia de la enfermedad de la muestra.

La tabla N° 2 muestras los resultados comparativos entre la prueba rapida NS1 vy la
técnica de PCR segun los dias de enfermedad de los pacientes. Se observa que las muestras
de los casos que se encontraban en los 3 primeros dias presentaron los resultados mas
especificidad (95%), VPP (95% ) y VPN (83%),
seguido por las muestras de pacientes en los 4 primeros dias con sensibilidad (76%o),
especificidad(94%), VPP (94%) y VPN (76%b); sin embargo después de 4 dias los resultados
no fueron satisfactorios con sensibilidad (43%), especificidad (83%), VPP (75%), VPN
(56%0).

aceptables con sensibilidad ( 82%o),

Dias de Enfermedad

3 dias 4 dias + de 4 dias
Numero de Muestras 42 75 26
Pos.NS1/Pos. PCR  18(42.8%) 31(41.3%)  6(23%)
Pos. NS1/Neg. PCR  1(2.3%) 2(2.6%) 2(7.6%)
Neg. NS1/Neg. PCR  19(45.2%) 32(42.6%)  10(38.4%)
Neg.NS1/Pos. PCR  4(9.5%) 10(13.3%)  8(30.7%)
% Sensibilidad 82% 76% 43%
% Especificidad 95% 94% 83%
%VPP 95% 94% 75%
%VPN 83% 76% 56%
1. Kappa 0.763 0.6835 0.2529

0.5699- 0.5231- -0.0753-
IC 0.9566 0.8440 0.5811
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Tabla No 3

Comparacion entre el resultado de Prueba inmunocromatografica NS1 y el obtenido por
Resultado Integral Final segun el dia de la enfermedad de los pacientes.

En la tabla N° 3 se observan los resultados comparativos entre la prueba rapida NS1
y el obtenido por Resultado Integral Final segun el dia de la enfermedad de los pacientes.
Nuevamente los resultados de las muestras realizadas en los 3 primeros dias presentaron la
mayor sensibilidad, especificidad, VPP y VPN con (82%), (100%), (100% ) y (83%b),
respectivamente; siguiéndole los resultados de las mx. procesadas en los 4 primeros dias
con sensibilidad (72%o), especificidad(97%), VPP (97%) y VPN (71%). Los resultados de
muestras de pacientes con més de 4 dias de enfermedad no fueron satisfactorios con
sensibilidad (47%), especificidad (90%), VPP (88%), VPN (53%).

Dias de Enfermedad

3 dias 4 dias + de 4 dias
Numero de Muestras 41 74 25
Pos.NS1/Pos. RF 18(43.9%)  31(41%) 7(28%)
Pos. NS1/Neg. RF 0(0%) 1(1.3%) 1(4%)
Neg. NS1/Neg. RF  19(46.3%)  30(40.5%) 8(32%)
Neg.NS1/Pos. RF 4(9.7%) 12(16%) 9(36%)
% Sensibilidad 82% 72% 47%
% Especificidad 100% 97% 90%
%VPP 100% 97% 88%
%VPN 83% 71% 53%
I. Kappa 0.8066 0.6562 0.3284
IC 0.63 - 0.9832 0.4938 - 0.8186 0.0029 —0.6318
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Tabla No 4

Comparacion entre el resultado de Prueba inmunocromatografica NS1 y el obtenido por

Elisa captura IgM en muestra de fase aguda segun el dia de la enfermedad de la muestra.

En la tabla N° 4 se observan los resultados comparativos entre la prueba rapida NS1 vy el
obtenido por Elisa captura IgM en muestras de fase aguda esto segun el dia de enfermedad
de los pacientes siendo los resultados de las muestras realizadas en los 3 primeros dias con
la menor sensibilidad (6%) pero con buena especificidad (100%), VPP (100% )y VPN
(58%), siguiéndole los resultados de las mx. procesadas en los 4 primeros dias con
sensibilidad (80%o), especificidad(59%), VPP (13%) y VPN (98%); siendo los dias con
muestras procesadas con méas de 4 dias sensibilidad (50%), especificidad (84%), VPP
(56%0), VPN (74%).

Dias de Enfermedad

3 dias 4 dias + de 4 dias
Numero de Muestras 41 73 28
Pos.NS1/Pos. IgM 1(2.4%) 4(5.4%) 5(17%)
Pos. NS1/Neg. IgM 0 28(38.1%) 4(14.2%)
Neg. NS1/Neg. IgM  23(56%) 40(54.7%) 14(50%)
Neg.NS1/Pos. IgM 17(41.4%) 1(2.5%) 5(17%)
% Sensibilidad 6% 80% 50%
% Especificidad 100% 59% 78%
%VPP 100% 13% 56%
%VPN 58% 98% 74%
. Kappa 0.0619 0.1109 0.2841
IC 0.1801-0.2124  0.2476-00913  0.6532-01315
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FiguraNo 1

Andlisis de casos positivos captados por la prueba SD Dengue NS1 Ag. Por dia de
enfermedad.

Analisis de captacion de positivos segun el dia de

enfermedad
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En la figura numero 1 se puede observar la captacion de los casos positivos por la
prueba rapida NS1 segun el dia de enfermedad; el dia 2 y dia 3 con un total de 22 casos
positivos 11 por cada uno con 9 casos detectados en cada dia. En el dia 4 con 21 casos
positivos de los cuales se detectaron 13 de ellos y el dia 5 con 10 casos positivos de los cuales
se detectaron 4 casos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Historicamente las pruebas rapidas han ocupado un papel fundamental en el diagnostico
de las enfermedades por las facilidades que presentan su uso e interpretacion. En Nicaragua el
uso de pruebas rapidas ha sido integrado al diagnostico de patologias tales como HIV, Influenza

y Malaria generando beneficios en el diagnostico precoz.

Dentro del sistema integrado de vigilancia epidemioldgica del dengue el diagnodstico de
rutina se hace a través de la deteccion de anticuerpos IgM en muestras convalecientes y PCR en
muestras agudas. Ademas de estas técnicas de rutina se realizan otros procedimientos para fines
de investigacion; tales como aislamiento viral, ELISA inhibicion, Ensayos por neutralizacion de
anticuerpos e inhibicioén de la hemaglutinacion. El tiempo que toma confirmar un caso positivo
desde que es tomada la muestra al paciente, hasta que el resultado se encuentra disponible en
Vigilancia Epidemioldgica es de aproximadamente 7 dias esto a través de los métodos
tradicionales tales como ELISA captura IgM con muestras que deben tener mas de 5 dias desde

iniciados los sintomas y la PCR con muestras en los 1ros 5 dias de la enfermedad.

De Agosto 2009 a Enero 2010 se realiz6 el 4to afio del Estudio Clinico del Dengue el
cual se desarrolla en el Hospital Infantil Manuel de Jestis Rivera. Es con muestras procedentes de
dicha investigacion que se realizo el presente estudio el cual se dividio en dos fases, la primera
evaluo al kit inmunocromatografico SD EDEN Dengue NS1 Ag con un panel de sueros controles
con diagnostico conocido. Los resultados que se obtuvieron del Panel de Sueros control que
estaba integrado por sueros positivos para los cuatro serotipos dengue, sueros positivos para
Leptospira y sueros positivos para VIH fueron satisfactorios en base a la concordancia de
diagnostico obtenida por el kit en estudio y el ya confirmado en cada uno de los sueros que
integraban el panel control. Estos resultados demostraron que dicha prueba no reacciond de
forma cruzada con los antigenos de los sueros de Leptospira y los de VIH; pero si detect6 de
forma efectiva los antigenos NS1 de los sueros dengue. Durante el inicio de este estudio se
pretendio integrar en el panel de sueros control a otros Flavivirus pero dentro de la seroteca del
CNDR no se cuenta con estos virus y fue por ello que se decidi6 integrar a sueros positivos a

Leptospira y VIH por ser una espiroqueta y un virus de vigencia actual en nuestro pais.
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En la segunda fase del estudio se procedid a evaluar la utilidad diagnostica del Kit
inmunocromatografico a través de célculos estadisticos, correlacionando los resultados de la
prueba rapida con los obtenidos por PCR, ELISA captura IgM en la respectiva muestra aguda del

paciente y el Resultado Final del Sistema de diagnoéstico integrado del dengue.

Al relacionar los resultados obtenidos por RT-PCR y el kit inmunocromatografico SD
EDEN Dengue NS1 Ag pero basandose en el nimero de dias que tenia la muestra desde
iniciados los sintomas hasta la toma de muestra se verifico que la deteccion de la proteina NS1
en los primeros 3 dias de la enfermedad por la prueba rapida fue un aceptable marcador
inmunoldgico con sensibilidad (82%), especificidad (95%), y un 95% de confianza de 0.5699 -
0.9566; pero ademas las muestras que se encontraron dentro de los 4 primeros dias la
sensibilidad (76%), especificidad (94%), y un 95% de confianza de 0.5231 - 0.844 siguieron
demostrando que dicha prueba rapida fue efectiva en la deteccion de la proteina NS1 del virus
Dengue. Guzman M, y colaboradores realizaron en el 2006 un estudio con muestras de seis
paises incluyendo Tailandia, Vietnam, Malasia, Nicaragua, Cuba y Venezuela del proyecto del
Denco en el que se trato de evaluar la sensibilidad y especificidad de dos Kit ELISA disponibles
comercialmente los cuales detectan la proteina estructural NS1, uno de ellos fue Pan-E Dengue
Early ELISA de Pan-bio y Platelia Dengue NS1 de Bio-rad. Este estudio reflejo en sus resultados
que la sensibilidad y especificidad de ambos kit se veia afectada por el numero de dias de
enfermedad pero ademas por el serotipo al que fuera positiva la muestra. La sensibilidad del kit
Platelia Dengue NS1 de Bio-rad fue de 62% y del kit Pan-E Dengue Early ELISA de Pan-bio
fue del 50%. El analisis del estudio reflejo que la sensibilidad aumentaba en muestras que se
encontraron en los lros 4 dias de la enfermedad. Ambos kit demostraron tener 100% de
especificidad en pacientes febriles. En las muestras de Nicaragua las cuales eran positivas a Den-
2 la sensibilidad y especificidad diagnoéstica del kit Pan-E Dengue Early ELISA de Pan-bio se
disminuy6 drasticamente con una sensibilidad del 35% y el kit Platelia Dengue NS1 de Bio-rad
con sensibilidad del 59%. En el presente estudio en el que se evalu6 el kit SD EDEN Dengue
NS1 Ag se evidencia que los primeros 4 dias de enfermedad son los 6ptimos para utilizar dicha

prueba en pacientes sospechosos con Dengue. (6)
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La importancia de contar con una prueba rapida dentro del sistema integrado del
diagnostico del dengue radica en que se podria distribuir tanto en zonas urbanas como rurales y
de esta manera se acortaria el tiempo necesario para el diagndstico precoz del dengue siendo
realizada por los recursos humanos de los puestos y centros de salud, ademas de hospitales en
todo el pais; ya que no se necesita de equipos sofisticados o de recursos humanos altamente
entrenados para ejecutarla. De forma continua se mantendria el diagndstico molecular a través de

PCR para la identificacion de los serotipos para la vigilancia epidemiologica.

De forma rutinaria el diagnostico del dengue en Nicaragua se basa en la deteccion de
anticuerpos IgM a las muestras con mas de 5 dias de enfermedad. Al relacionar los resultados del
kit en estudio con los del ELISA IgM, se evidencia que el ELISA IgM no es aplicable a las
muestras en fase aguda ya que su objetivo es la deteccion de anticuerpos IgM los cuales

comienzan a circular en sangre aproximadamente desde el 5to dia de enfermedad. (1)

En las muestras que se encontraron en los 3 primeros dias de la enfermedad se detecta
baja sensibilidad (6%) pero una alta especificidad (100%) con intervalo de confianza del 95% de
0.1801- 0.2524. Esto es evidencia de que la deteccion del marcador inmunoldgico NSldurante
los primeros dias de la enfermedad es una herramienta que reduce el tiempo requerido para
diagnosticar a los pacientes y contar con una prueba rédpida como lo es SD EDEN Dengue NSI
Ag que comparada contra RT-PCR tiene una sensibilidad y especificidad aceptable, lo que nos
hace ver lo importante que seria integrar dentro del algoritmo de diagndstico del dengue una
prueba rapida. Bessoff K, y colaboradores (16) realizaron un estudio en el que evaluaron la
utilidad que tiene como herramienta diagndstica el kit comercial Platelia DENV NSI1 antigen
capture en la deteccion de la proteina no estructural NS1 del virus Dengue esto con el objetivo de
readecuar el algoritmo de diagndstico del dengue. Entre los resultados obtenidos destacan que
NS1 fue detectada en un 22% de muestras que tenian mas de 10 dias de iniciados los sintomas;
adicionalmente NS1 fue detectada en 37% de las muestras en fase aguda con resultado PCR falso
negativo sugiriendo que la deteccion de NS1 quizds es valiosa en el incremento de la
sensibilidad diagnostica en la fase aguda en curso. En este estudio la utilidad diagnéstica de la
deteccion de NS1 evidencia que durante la fase aguda se convierte en un marcador inmunol6gico

temprano para el diagnostico del dengue.
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Al realizar la relacion de los datos del resultado final integrado del diagnostico con los
de la prueba rapida NS1 se obtiene una sensibilidad (82%) y especificidad (100%)
demostrandonos que incluir dentro del sistema integrado de diagndstico del dengue una prueba
rapida con buena sensibilidad y especificidad ya que en materia de salud publica en paises como
el nuestro poder contar con una prueba rapida la cual puede ser ejecutada tanto en zonas urbanas
como rurales por cualquier recurso humano se convierte en una herramienta diagnéstica
importante no soélo para el manejo de los pacientes sino que ademas para obtener datos
preliminares de un posible brote epidémico y en su defecto de una correcta intervencion
epidemiologica; de esta forma el diagndstico molecular por PCR podria realizarse a nivel de
laboratorios de referencia y la deteccion de NS1 del virus Dengue a nivel de la red y de hospitales

nacionales y regionales.
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Conclusiones

Al finalizar este estudio se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.- El kit inmunocromatografico SD EDEN Dengue NSI Antigeno no reaccion6 de forma
cruzada con el panel de sueros control integrado por sueros positivos para VIH y los sueros
positivos para Leptospira; pero si detectd los antigenos NS1 de los sueros positivos para los

cuatro serotipos del dengue.

2.- La sensibilidad, especificidad, Indice Kappa e Intervalos de Confianza de los resultados del
kit inmunocromatografico SD EDEN Dengue NS1 Ag al compararse con la técnica diagnostica
molecular para dengue RT-PCR cumple con los criterios de validez estadistica con muestras que
se encuentren dentro de los primeros 4 dias de la enfermedad. No siendo asi con muestras con

mas de 4 dias; donde el resultado fue practicamente inaceptable.

3.- La utilidad diagnostica que tiene el kit SD EDEN Dengue NS1 antigeno se basa en la validez
estadistica que se obtuvo, que lo convierte en una importante herramienta diagnostica en la
deteccion temprana del marcador inmunoldgico, reduciendo considerablemente el tiempo
necesario para diagnosticar a los pacientes durante la fase aguda; cuya prueba rapida ademas

puede ser realizada en zonas rurales y de dificil acceso por cualquier recurso humano.
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Recomendaciones

1.- El serotipo predominante en este estudio fue Denv-3 seria de gran interés poder evaluar dicha
prueba rapida con otros serotipos, garantizando de esta manera que la prueba podria funcionar

con los distintos serotipos del virus dengue.

2.- Los resultados obtenidos por la evaluacion de la prueba son satisfactorios como para
convertirla en una herramienta diagnostica basada en su cualidad de marcador inmunolégico
temprano pero sabemos que es de alto costo econdomico por lo tanto seria importante realizar un
estudio de costo —efectividad, para ver si el beneficio obtenido de integrar una prueba rapida al

algoritmo de diagnostico de dengue supera su alto costo.

3.- Las muestras utilizadas para este estudio fueron de pacientes pertenecientes al Estudio clinico
del dengue en el Hospital La Mascota seria interesante demostrar la implementacion de esta
prueba rapida en los sitios de atencidon primaria en salud a nivel nacional y asi verificar su

correcta utilizacion diagnostica.
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ANexos
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Anexo 1

Procedimiento técnico de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Fase de Extraccion del ARN ( Método Qiagen)

Reactivos:

Buffer de Lisis (AVL)

Atemperar el reactivo hasta disolver el precipitado de lo contrario ponerlo a bafio de maria a
800C. Adicione Iml de buffer AVL a un tubo de carrier RNA liofilizado, disolver bien y
transferirlo a la botella de buffer AVL.

Nota: Una vez afiadido el carrier RNA no calentar méas de 6 veces y no incubar a 80 grados
por mas de 5 min.

El carrier de RNA una vez disuelto debe almacenarse de 2-8 grados y es estable maximo 6 meses.

Buffer de lavado 1 (AW1)

Antes de usar por primera vez afiadir etanol (96-100 %). Ver cantidad en el folleto Pag. 15 pues es
en dependencia del codigo de presentacion del Kit. Mantener a temperatura ambiente cerrado y su
estabilidad es de un afo.

Buffer de lavado 2 (AW?2)

Antes de usar por primera vez afiadir Etanol (96-100%), ver cantidad en la Pag. 15 del folleto. La
estabilidad se comporta igual que el buffer AW1.

Buffer AVE. Buffer de elusion listo para su uso.

Tipo de muestra: suero, plasma, orina, sobrenadante de cultivo, tejido de cerebro de raton.

Procedimiento de extraccion:
1-  Colocar 140 ul de la muestra en un vial de 1.5 ml, previamente rotulado.
2- Anadir 560 pL de buffer de lisis ya preparado.

3- Mezclar con vortex durante 15 segundos.
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4- Incubar a temperatura ambiente (15-25 grados) por 10 min.

5- Centrifugar por un tiempo corto (aprox 30 seg) a 14000 rpm.

6- Afadir 560 pl de Etanol (96-100%) y mezcle por vortex durante 15 segundos.

7- Traspasar 630ul de la solucion de la etapa 5 a una columna de elusion, cierre la tapa y
centrifugue a 8000rpm por 1 min. Después pasar la columna a un recolector limpio de 2ml y
descartar el tubo que contiene el filtrado.

8- Repetir el paso 7.

9- Abrir con cuidado la columna y afiadir 500ul de buffer AW-1 cerrar y centrifugar por 1 min
a 8000rpm. Después pasar la columna a un tubo recolector limpio y descarte el tubo que
contiene el filtrado.

10- Abrir la columna y afnadir 500ul de buffer AW?2 cerrar y centrifugar a 14000 rpm por
3min. Si aun quedan restos del buffer AW2 volver a centrifugar para eliminarlo.

11-Pasar la columna a un vial limpio de 1.5ml abrirla y afadir 60 ul de buffer AVE
(Buffer de elucion) e incubar a temperatura ambiente por 1 min.

12- Centrifugar 1 min a 8000 rpm. Descartar la columna y guardar el eluido que contiene el

RNA. Colocarlo sobre hielo si se usa de forma inmediata, en caso contrario almacenarlo a -800C

hasta su uso.

NOTA: TODAS LAS CENTRIFUGACIONES SON A TEMPERATURA AMBIENTE.

Preparacion de Mezcla (Cuarto Blanco):

PROCEDIMIENTO:

Nota: Es importante el manejo de los reactivos y muestras en hielo todo el tiempo del

procesamiento.

1. Calcular la cantidad reacciones de PCR a procesar teniendo en cuenta los pardmetros de la

siguiente tabla:
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PRIMER PCR
Reactivo Concentracion Ul por NUmeros Volumen
de trabajo Tubos de tubos Final (ul)
H,O 7.5 1 7.5
dNTPS (Promega) 0.8mM 1 1 1
MgCL, 1.5mM 1.5 1 1.5
Buffer sin MgCL, 1x 2.5 1 2.5
Buffer con MgCL, 1
Betaine (Sigma) 0.5M 3.175 1 3.175
TMAC (Fluka 0.03mM 0.75 1 0.75
Biochemika)
AMV-RT (Invitrogen)  0.04 U/ul 0.2 1 0.2
Taq (Promega) 0.05 U/ul 0.25 1 0.25
DTT SmM 1.25 1 1.25
EHD-1(Operon) 0.5uM 1.25 1 1.25
EHD-2 (Operon) 0.25uM 0.625 1 0.625
NESTED PCR
Reactivo Concentraci Ul por NUmeros  Volumen
on de trabajo Tubos de tubos Final (ul)
H,O 0.95 1 0.95
dNTPS (Promega) 0.8mM 1 1 1
MgCL, 1.5mM 1.5 1 1.5
Buffer sin MgCL, 1x 2.5 1 2.5
Buffer con MgCL, 1
Betaine ( Sigma) 0.5M 3.175 1 3.175
TMAC ( Fluka Biochemika) 0.03mM 0.75 1 0.75
Taq (Promega) 0.05 U/ul 0.125 1 0.125
EHD-1(Operon) luM 2.5 1 2.5
DTSl(Operon) 1luM 2.5 1 2.5
DTS2(Operon) 0.5uM 1.25 1 1.25
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DTS3(Operon) 0.5uM 1.25 1 1.25

DTS4(Operon) 1uM 2.5 1 2.5

2. Rotular Tubos de 0.5 ml de acuerdo al nimero de muestras incluidas en el protocolo de trabajo

3. Descongelar las alicuotas de cada reactivo. Mezclar bien cada solucion con vortex.

4. Preparar la mezcla de PCR adicionando cuidadosamente el volumen correspondiente de cada
reactivo. Las enzimas deberan ser el ultimo reactivo que se agregue a la mezcla de PCR.
Realizar el procedimiento en el cuarto blanco y utilizar unicamente los materiales designados
para esta area.

5. Distribuir 20 ul de la mezcla de PCR en cada tubo marcado de reaccion.

6. Agregar | gota de aceite mineral (esto va a depender del tipo de termociclador a utilizar).

7. Agregar 5 ul de agua bidestilada al primer tubo para preparar el control negativo del cuarto
blanco.

8. Transferir los tubos de la hielera del cuarto blanco a la hielera del cuarto gris.

9. En el cuarto gris adicionar 5 ul de ARN purificado a los 20 ul de la mezcla en el tubo
correspondiente a cada codigo de muestra.

10. Realizar procedimiento de termociclaje de primer PCR.

11. Una vez finalizado el primer PCR de estos productos de amplificacion obtener Sul y colocarlos
en las mezclas de nested PCR y proceder a la siguiente amplificacion.

12. Al momento que se ha finalizado y se tienen los productos de amplificacion del primer PCR y de

su respectivo nested PCR se procede al andlisis de ambos productos en un Gel de agarosa.
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TERMOCICLAJE DE CAPSIDE

PRIMER PCR
RT-PCR
Desnaturalizacion
Hibridacion
Extension
Numero de Ciclos
NESTED PCR
Desnaturalizacion
Hibridacion
Extension

Numero de Ciclos

Temp
50
94
55
72

Temp
94
60
72

Tiempo
60min
30seg
Imin

2min

Tiempo
30 seg
Imin

2min

Ciclos

35

Ciclos

20

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR (Cuarto Negro)

PROCEDIMIENTO

l.

2.

Nota: Descartar las puntas en un beaker con cloro.

6. Ubicar el gel dentro de la camara de electroforesis que contiene TBE 1X.

Preparar el molde para gel y colocar un peine de acuerdo al nimero de pozos que necesitamos.

Preparar una solucion de 1.5% de agarosa (Sigma) en TBE 1X y calentar hasta disolver la

agarosa (preparacion del gel).

Dejar enfriar la solucion hasta aproximadamente 55° C. Agregar bromuro de etidium (10

mg/ml) a una dilucion de 1/20000 (Concentracion final 0.4 ug/ml).

Verter el gel sobre el molde teniendo cuidado de no formar burbujas. Esperar que solidifique

Preparar un esquema que muestre el orden en que seran colocadas las muestras.

7. Agregar 10 ul de producto a cada pozo del gel, segtin el orden de las muestras.
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8. Colocar 5 ul del marcador de peso molecular de DNA.
9. Correr el gel aproximadamente 1 hora a 100.
10. Tomar fotografia utilizando el transiluminador y la cadmara digital ubicar la foto en la hoja de
resultados de PCR, imprimir y archivar los resultados en la base de datos de PCR.
Tamafio de los productos.
482 pares de base (Dengue 1: D1- TS1)
119 pares de base (Dengue 2: D1- TS2)

290 pares de base (Dengue 3: D1- TS3)
389 pares de base (Dengue 4: D1- Den 4)
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Anexo 2

Procedimientos Técnicos ELISA captura IgM Dengue

Tipo de muestra: suero, plasma, saliva.

1- Las tiras de poliestireno son sensibilizadas con anti [gM humana producidas en carnero a una

concentracion proteica de 6.6 pg/ml. Se adicionan 100 ul/ pozo.

2- Incubar a 4° C durante toda la noche. En camara humeda.

3- Lavar 3 veces con PBS mas Tween 20 al 0.05% (PBS-T).

4- Adicionar las muestras de sueros y los controles diluidos 1/20 en Leche descremada al 2.5 %
en PBST1X en el caso que se use Antigeno Celular o al 5% en caso que se use Antigeno de raton.
En un volumen total de 50 pl/pozo. Utilizar un control positivo bajo y un control positivo alto y

un negativo por triplicado.

5- Incubar 30 minutos a 37° C. En camara humeda.

6- Lavar 4 veces con PBS-T. 280 pl por pozo.

7- Adicionar la mezcla de antigeno (celular o de raton) de los 4 serotipos de Dengue, diluidos en
PBS-T mas 2.5% o 5% de Leche descremada dependiendo del antigeno usado, a una

concentracion acorde con el titulo del lote. 50 ul/pozo.

8- Incubar 1 hora a 37° C. En camara humeda.
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9- Lavar 4 veces con PBS-T. 280 pl por pozo.

10- Adicionar el conjugado diluido en PBS-T mas (2.5% o 5% de acuerdo al tipo de antigeno) de

Leche descremada, a una concentracion acorde con el titulo del lote. 50 ul/pozo.

11- Incubar 30 minutos a 37° C. En camara hiimeda.

12- Lavar 5 veces con PBS-T. 280 ul por pozo.

13- Adicionar 50 ul/pozo del substrato TMB, listo para usar.

14- Incubar de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

15- Detener la reaccion con 50 pl/pozo de Acido Sulftrico.

16- Leer un lector de ELISA a una longitud de onda 450/630 nm. El resultado es calculado
automaticamente por un Software ELISA Version 1.09, desarrollado en el laboratorio. Este

calcula el resultado Negativo o Positivo y las unidades de cada muestra leida.

17- Valor de Corte sera igual a la media de los controles negativos multiplicados por 2.

Validez del procedimiento: Para que la técnica sea considerada valida, se deben cumplir los

siguientes criterios:

a. El valor de la absorbancia del control positivo alto debe ser 5 veces o mas superior al valor

de DO promedio de los controles negativos.

b. El valor de DO del control positivo bajo debe ser mayor que el valor de corte.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN LA DETERMINACION DE IgM
ESPECIFICA CONTRA EL VIRUS DEL DENGUE

La presencia de IgM especifica contra el virus del Dengue en una de muestra de suero significa que
esta persona se ha infectado recientemente con este virus. Los resultados negativos deben
interpretarse cuidadosamente. Una muestra tomada antes del 7mo dia de iniciados los sintomas
puede resultar negativa. En este caso debe tomarse una segunda muestra o auxiliarse de otro método
diagnostico. En las infecciones secundarias o terciarias la [gM puede fallar en un porciento bajo, en
ese caso se puede auxiliar de otros métodos serologicos que determinen fundamentalmente IgG anti-

virus del dengue en sueros pareados.
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Anexo 3

Procedimiento Técnico ELISA Inhibicion

Tipo de muestra: suero, plasma.

1. Placas de poliestireno de 96 pozos son sensibilizadas con 100 ul /pozo de

Inmunoglobulina humana anti VD a una concentracién proteica de 10 pug/ml.

2. Incubar toda la noche a Temperatura ambiente en camara humeda.

3. Lavar 3 veces con PBS-T. 280 ul por pozo.

4. Bloquear con 150 pl/pozo de BSA al 1% en PBS-T.

5. Incubar a 37° C durante 30 minutos en camara humeda.

6. Adicionar 100 pl/pozo de la mezcla de antigeno diluida en PBS-T segun titulo.

7. Incubar a 37° C durante 1 hora.

8. Lavar 4 veces con PBS-T 280 ul por pozo.

9. Diluir las muestras usando diluciones en base a 10, desde 1/10 hasta 1/100000 en PBS-T mas

0.5% de BSA. 100 pl/pozo. Colocar el control negativo diluido 1/20 en 4 pozos y el control

positivo diluido desde 1/100 hasta 1/100000 (en base a 10) en 4 pozos respectivamente.

10. Incubar a 37° C durante 2 horas, en camara himeda.

11. Lavar 4 veces con PBS-T, 280 ul por pozo.

56



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA § .!’C

12. Adicionar 100ul/pozo del conjugado diluido en PBS-T mas 1 % de SHN,

segun titulo.

13. Incubar a 37° C durante 30 minutos en camara humeda.

14. Lavar 4 veces con PBS-T, 280ul por pozo.

15. Adicionar 50ul/ pozo de TMB.

16. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.

17. Detener la reaccion con 50ul de acido sulftrico 2N.

18. Leer en lector de ELISA a una longitud de onda 450/630 nm, con ayuda del Software ELISA

Version 1.09 (Propietario) que calcula automaticamente el resultado de cada muestra pareada.

Para el calculo manual del resultado tiene el siguiente esquema:

19. Calcular la media de los valores de absorbancia de los controles negativos

(MCN). Calcular el valor de corte: MCN X 0.5.

20. Validez de la técnica:

a. La MCN debe ser igual o mayor a 0.8

CALCULOS
DO de la muestra

% de Inhibicion de Elisa = 1 - - X 100
DO del C. Negativo
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Titulo R&M = Anti log [(%>50 — 50 / %>50 - %<50) + log dilucion >50]

El titulo de una muestra es la 0ltima dilucidén con valores de absorbancia inferiores al valor de
corte. Un paciente que presente titulos de anticuerpos por ELISA de Inhibicion igual o mayor que

1/2000 se considera un caso probable de Dengue.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Un paciente con una muestra tomada en periodo convaleciente (7 o mas dias después de

iniciado los sintomas) y con un titulo igual o mayor a 5000 se considera como un caso secundario

de Dengue.
RELACION ENTRE iR ,
, iR < ~po | INTERVALO 1 TITULO SUERO ,
TITULOS 1Y 2 bo INTERPRETACION
SUERO Y 277 SUERO CONVALECIENTE
Infeccion comprobada
>=4 > =17 dias <=1/2000 primaria
Infeccion comprobada
>=4 > =Tdias >=1/5000 secundaria
Infeccion comprobada
>=4 <7 dias <=1/2000 secundaria o primaria
Presunta infeccion
Sin cambio > = Tdias >=1/5000 secundaria
Sin cambio > =17 dias < 1/2000 INo dengue
Sin cambio <7 dias <=1/2000 Sin interpretacion
< 1/2000 Sin interpretacion
Solo una muestra >=1/2000 Caso probable
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Anexo 4
Consentimiento informado
El consentimiento presentado a continuacion es el ocupado por el Estudio Clinico del dengue en
el Hospital Pediatrico Manuel de Jesus Rivera del cual proceden las muestras que ocupan al

estudio Evaluacion de un Kit inmunocromatografico para la deteccion de antigenos del dengue

durante el brote epidémico de Agosto a Enero del 2009.
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Anexo 5

Ficha epidemiolodgica de dengue

Ministerio de Salud
FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA DIAGNOSTICO DE DENGUE Y LEPTOSPIRA

Datos Generales: No. de Expediente: ID Lab.:

Fecha:  / /  SILAIS Municipio: Unidad de salud:

Nombres y Apellidos:

Direccion

Nombre del Papa y Mama:

Edad: ( Indicar edad en afios en mayores de 2 afios y edad en meses en menores de 2 afios)
Fecha de Nacimiento  / /  Sexo: Peso: Talla: m (solo para nifos)

Contestar si (S) o no (N) o desconocido (D)

Procedencia: Urbano Rural
Viajo en el tltimo mes?: Donde:

Fuente de agua:

Potable Puesto publico: Pozo: Rio:
Presencia de animales en casa:

Perros: _ Gatos: Cerdos: Ganado: ___ Ratones: ___ Otros:

Embarazada:  Tiempo de embarazo: meses
Enfermedad cronica: S/N/D__ Asma  Alergia Resp  Alergia Dermatol  Diabetes  Otra:

Enfermedad aguda adicionales N/D_ Neumonia  Malaria _ Infecc. Vias urinarias  Otra

Fecha de inicios de los sintomas / /

Fecha de toma de muestra: //  Hora de toma de la muestra: AM/PM

Hora de refrigeracion de la muestra____ AM/PM

Marque con una si (S) no (N) o desconocido (D)

Sintomas: Signos:

Fiebre Rash P. Torniquete pos

Cefalea Epistaxis PA (sistOlica/ diastolica) @~/ mmHg
Mialgias Petequias B Frec. Cardiaca o pulso /min
Artralgias Melena Llenado Capilar /seg
Dolor retroorbital Hematemesis Temperatura °C
Dolor Abdominal Hemorragia vaginal Frecuencia Resp /min
Diarrea Hematuria Disnea

Vomitos Gingivorragia Ascitis

Escalofrios Derrame pleural Ictericia

Tos Hepatomegalia
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Anorexia Piel fria

Signos de deshidratacion al ingreso: marcar si (S) no (N) o desconocido (D) (para
uso hospitalario)

Llanto sin lagrimas: Mucosas secas:
Globo ocular hundido: Fontanelas hundidas Pliegue cutaneo:

Contestar si (S) no (N) o desconocido (D)

Hospitalizado __ Fechade Ingreso __ / /
Fallecido Fechafallecidko / /

Laboratorio Clinico:

Hematocrito: Hemoglobina: Plaquetas: GB: LINF: SEG:
Mono: Gota Gruesa: (positivo (P) negativo(N) desconocido (D)
Dx. Clinico: Nombre del encuestador

Resultados Seroldgicos v Virolégicos de Dengue:

ELISA IgM H ELISA Inhib RT- PCR: Extraccion: M/K  Tipo PCR: N/C
AV Res Final

Resultados de Leptospira

Disptick: ELISA IgM: MAT: HA:
Fecha de Recibidade lamuestra  / /  Hora de recibida de la muestra AM/PM
Fecha de separacion: ~ /  / Hora de separacion: AM/PM

Fecha de congelacion: A/AA/AA Fechade Procesada  /  /
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