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RESUMEN

Recientemente, se ha demostrado que la proteina no-estructural NS1 del dengue
se encuentra en altas concentraciones en sangre durante la fase aguda y
convaleciente de la enfermedad. Con el objetivo de investigar el efecto que tiene
la deteccion del antigeno viral NS1 en combinacién con la deteccion de
anticuerpos IgM anti-dengue sobre el diagnostico integral del dengue, se
analizaron 120 pacientes hospitalizados con diagnostico clinico de dengue, en el
HEODRA, durante Noviembre 2009 y Octubre 2010. Los resultados revelan que
el mayor porcentaje de NS1 e IgM-positivos (50%), se encontrd en nifios
menores de 5 afios y que la positividad de NS1 tiende a disminuir con la edad,
pero dicha tendencia no se observa con IgM. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (OR=3.8, p=0.003) entre la positividad al dengue
y el genero siendo la frecuencia de NS1-positivos (23%) en varones, mientras
que la frecuencia de IgM-positivos fue mayor en las mujeres (37%). En este
estudio el 92% de los pacientes NS1-positivos presentaron las manifestaciones
tipicas de la fiebre por dengue. Se encontré que efectivamente la combinacion de
la determinacién del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM incrementan el
namero de casos confirmados como dengue-positivo en pacientes hospitalizados,
es decir, mediante la determinacién de IgM solamente se hubiese identificado
27% de casos positivos con dengue, pero al sumar el analisis de NS1
incrementamos hasta 39%. En conclusién, este estudio ha extendido el
conocimiento sobre el comportamiento de los marcadores de diagndsticos NS1 e
IgM indicando que la combinacion de ambos métodos permite ampliar la

ventana de diagndstico de la enfermedad.
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INTRODUCCION

El Dengue es una de las enfermedades virales mas importantes, anualmente la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) registra 250,000-500,000 casos de Dengue Hemorragico (DH) y
Sindrome de Choque por Dengue (SCD) de los cuales se calcula més de 25,000 muertes. *?

El virus del dengue (VD) tiene 4 serotipos diferentes (DenV-1, DenV-2, DenV-3 y DenV-4),
la infeccion con cualquiera de los cuatro serotipos causa un espectro de manifestaciones
clinicas que van desde fiebre indiferenciada, Fiebre por Dengue Clasico, hasta
manifestaciones hemorragicas y SCD. La infeccién con un serotipo proporciona inmunidad
permanente contra la reinfeccion homologa, pero la proteccion contra la infeccion posterior

por los otros tres serotipos es sélo parcial y temporal. 3

El aislamiento del virus es el "Estandar de Oro" para el diagnostico y serotipificacion de
infecciones del VD, pero este método requiere un tiempo prolongado y laboratorios
sofisticados. Por lo tanto, el diagnostico precoz y determinacion del serotipo sigue siendo un
desafio.® El diagnéstico rapido y preciso de dengue en la fase aguda de la enfermedad se ha
propuesto que involucre la deteccién de antigenos virales, recientemente la atencion se ha
centrado en la proteina no estructural 1 (NS1). Esta glicoproteina es reconocida como
inmunogeno importante en infecciones por el VD, por lo tanto, NS1 recientemente se ha

introducido como marcador de diagnéstico precoz. *

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae, es un virus envuelto, de ARN de
simple cadena positiva. EI ARN viral codifica 3 proteinas estructurales y 7 proteinas no
estructurales, incluyendo la NS1.° Sin vacuna, ni terapia antiviral disponible, el abordaje
adecuado del dengue dependera en parte del uso de métodos de laboratorio que permitan la
identificacion temprana del agente etioldgico. Este estudio pretende describir la determinacion
de NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue en pacientes hospitalizados, como complemento del
diagnoéstico integral del dengue actualmente establecido por el ministerio de salud de

Nicaragua.
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ANTECEDENTES

La evaluacion de ensayos NS1 Dengue como herramientas de diagndstico es una parte
importante del proceso de identificacion de donde estos ensayos pueden encajar en los
algoritmos de diagnéstico del dengue.® En Guangzhou, China en el 2006, se estudi6 un grupo
de 313 pacientes con infeccion primaria durante un brote de dengue, los cuales 140 se
encontraban en fase convaleciente. La determinacion de NS1 presento altos niveles en
muestras de suero en fase aguda desde el primer dia hasta el décimo cuarto dia de la
enfermedad. La sensibilidad de NS1 oscilé entre 81.8% a 91.1% en muestras tomadas en los
primeros siete dias. Anticuerpos de IgM anti-dengue se detectaron a partir del tercer dia de
inicio de sintomas de dengue con una tasa de positividad de 42.9% y aumento rapidamente al
100% al octavo dia de la enfermedad. Anticuerpos anti-dengue 1gG fueron detectables en el
quinto dia de inicio de sintomas de dengue hasta alcanzar el 100% en el décimo quinto dia de
la enfermedad. La combinacién de los resultados de NS1 e IgM permitio un diagnostico entre

el 96.9% - 100% en muestras tomadas a partir del tercer dia de iniciado los sintomas.

Un estudio realizado en Francia en el 2008, compard el uso de dos nuevas pruebas
comerciales para la deteccion de NS1 durante la fase clinica, estas fueron
inmunocromatografia y ELISA temprana (Panbio). Se analizaron 272 muestras de sueros de
pacientes con diagnostico dengue en fase aguda, y se observd que la sensibilidad de la
inmunocromatografia NS1, fue de 87.4% con una especificidad del 100% y el ELISA tuvo una
sensibilidad de 60.4% y especificidad del 97.9%. °

En el 2009 en Brasil se compararon 3 métodos para el diagnostico precoz del dengue los
cuales fueron ELISA de Panbio, Inmunocromatografia NS1 y RT-PCR, donde se analizaron
450 muestras de suero y se concluyé que la prueba inmunocromatografica NS1 mostré en
comparacion con los otros 2 métodos, mayor sensibilidad para la confirmacion de infecciones

primarias o secundarias en la fase aguda de la enfermedad. °
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JUSTIFICACION

Debido a la ausencia de un tratamiento especifico y una vacuna eficaz, el diagndstico clinico

se ha convertido en la herramienta basica para mejorar el manejo del dengue.

Con la combinacion de la determinacion del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-
dengue se lograria incrementar el diagnostico del dengue en pacientes hospitalizados de forma
precisa y eficaz.

La importancia de la determinacion de antigenos NS1, seria potencialmente Util en el &mbito
clinico, vigilancia, y estudios de patogénesis de la infeccion por dengue y de esta manera

contribuira a la captacion de casos y manejo temprano de la enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Podria la determinacion del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue, incrementar
las oportunidades del diagnostico integral del dengue en pacientes hospitalizados en el
HEODRA, estudiados durante el periodo de Noviembre 2009 a Octubre 2010?
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OBJETIVOS

GENERAL:

Describir el efecto de la determinacion del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue
sobre el diagndstico integral del dengue en pacientes hospitalizados en el HEODRA, durante
el periodo de Noviembre 2009 a Octubre 2010.

ESPECIFICOS:

1. Describir las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de la poblacion de estudio y su

relacion con la positividad a NS1 e IgM.

2. Investigar la frecuencia del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue en

pacientes hospitalizados con sospecha de dengue.

3. Correlacionar la presencia de anticuerpos IgM anti-dengue con la presencia de

antigenos NS1 del virus del dengue.

Pagina 5



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA UNAN-LEON

MARCO TEORICO

El vector
El Aedes aegypti es el mas importante de los mosquitos vectores transmisor del virus dengue

por habitos peri-domiciliar. Esta especie se distribuye ampliamente en las regiones tropicales y

subtropicales del mundo, hasta los 40 grados de latitud norte y sur del ecuador. *?

Este insecto doméstico se cria y vive en la vivienda humana o sus alrededores, puede ser
trasladado por los medios de transporte que utiliza el hombre, sean terrestres, maritimo o
aéreo. Se desarrollan en los més diversos recipientes, en los que el agua se conserve por
periodos superiores a una semana, sin renovarla totalmente: tinas o barricadas, latas, floreros,
neumaticos de autos desechados, retretes sin uso, cisternas, piletas, etc. Sin embargo también
se lo han encontrado en los huecos de los arboles y cascaras de huevos. En condiciones
favorables, las larvas completan su desarrollo en unos 10 dias, de acuerdo con la temperatura
ambiental. Disminuyendo en el invierno, pero en las regiones tropicales, se reproducen

durante todo el afio y las generaciones se suceden ininterrumpidas. *2

Solamente la hembra es hemat6faga y cuando pican es en ese momento cuando transmiten el
virus de la enfermedad, (los mosquitos infectados con el VD, permanecen asi de por vida),
pican por lo comun al atardecer, aunque pueden hacerlo a cualquier hora, pero generalmente lo
hacen a primera hora del dia de 5 am a 9 am de la mafana y al final de la tarde de 3 pma 7
pm. Cuando pican lo hacen en las piernas, tobillos y otras partes del cuerpo que estén
descubiertas. De este modo se produce una gran abundancia de A. aegypti durante todo el afio
y se observan 3 a 4 adultos hembra por persona por hora especialmente durante épocas secas,

cuando normalmente la evaporacion excede la precipitacién. La postura de los huevos es
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parcial y repetida, por lo cual una sola hembra puede originar varios focos. *® Existen otras
especies de Aedes importantes por su transmision de diferentes virosis o por constituir plagas
graves en el hombre o animales domésticos: A vexans, A. dorsalis, A. nigromaculis A.

sollicitans, A. scapularis, A. albopictus, etc. *?

El ambiente fisico donde se los encuentra depende de: latitud, altitud, temperatura y
humedad: Latitud: 40 grados de latitud norte y sur del ecuador sobrepasando estos limites,
durante las estaciones de calor, pero no sobreviven los inviernos muy frios. Altitud: se
encuentran hasta los 2200 m sobre el nivel del mar. Temperatura: entre 15° y 40°. Humedad:

necesita lugares hiimedos, tropicales y agua para desarrollarse y llegar al estado adulto. *

La lucha contra el mosquito vector, es actualmente la Unica opcion, que disponemos para
reducir la incidencia de la enfermedad, tanto en sus formas benigna como severas.® La
resistencia de Aedes sp, contra el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) aparecié en los afios 60
y desde esa época los insecticidas organo-fosforados (Fenthion, Malathion, Fenitrothion)
comenzaron a ser utilizados en el control de Aedes aegypti. Otros métodos de lucha anti-
mosquito incluyen la utilizacién de larvicidas como Bacillus thuringiensis H-14 y otros.** El
tiempo que vive el adulto del A. aegypti, desde el punto de vista practico, se puede decir que
todos los mosquitos nacidos de un determinado foco desaparecen en un periodo de 5 semanas

después de la eliminacién de dicho foco. **

El riesgo para la transmision del VD es predominantemente urbano y se relaciona con altas
densidades en las poblaciones tanto de mosquitos como de seres humanos. Este fendmeno se
ha intensificado en los ultimos afios por la agudizacion de los problemas de orden publico en
el campo. Originando la migracibn de enormes masas de campesinos hacia las
concentraciones urbanas en busca de seguridad y alimento, fomentando ain mas los
cinturones de miseria en las ciudades y con ellos el incremento de mosquitos transmisores del
dengue. La falta de suministros adecuados de agua potable que obliga su almacenamiento en
recipientes generalmente destapados y la falta de recoleccion de basura que incluye llantas,

botellas, tarros, que son los principales determinantes de la multiplicacion de los vectores. °*2
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El virus
Taxonomia del virus del dengue. El dengue es una enfermedad, provocada por el virus del
mismo nombre, que pertenece a:
Familia: Flaviviridae
Género: Flavivirus

Especie: Dengue

Gendmica y factores de virulencia.

El virion maduro tiene tres proteinas estructurales: la proteina C de la nucleocapside, la
proteina M, asociada a la membrana y la proteina E de la envoltura F9# %2 y otras proteinas
no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. Todas estas proteinas se
forman a partir de una gran poliproteina (5" C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-
NS5-3), para la cual codifica el genoma del virus. El genoma del virus esta constituido por
una molécula de acido ribonucleico (ARN) de cadena Unica y aproximadamente 11 kilobases
(kb) y alta variabilidad genomica. Tiene un coeficiente de sedimentacion de 42S y un peso
molecular de 4.2 Kd. El ARN genomico es de polaridad positiva y funciona como ARN
mensajero al traducirse directamente en los ribosomas durante el proceso de replicacion.
Presenta una caperuza tipo I, con una estructura Gppp Amp cubriendo el extremo 5 terminal,
seguido por una secuencia dinucleotidica conservada AG. El extremo 3" terminal carece de
cola poliadenilada y termina con una secuencia dinucleotidica conservada CU. Los acidos
nucleicos genémicos, por si mismos, son infecciosos, por lo que las autoridades de salud

recomiendan manejar este virus en el nivel de bioseguridad 2. *

El genoma contiene un unico marco de lectura abierto (MLA) de méas de 10,000 bases,
flanqueado por las regiones no codificantes (RNC) en ambos extremos (3" y 57), que codifica
para un precursor polipeptidico, que por sucesivos cortes proteoliticos, genera la formacion de
las 10 proteinas virales a través de un procesamiento co y postraduccional. El orden de las
diferentes regiones del gen en el virus es el siguiente: 5’NTR-CprM (M)-E-NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'.NTR. La ruptura de las uniones C-prM, prM-E, E-NS1, y NS4A-

NS4B es realizada por la enzima signalasa reticulo endoplasmica. *
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Figura 1.- Virus del Dengue.
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Proteinas virales estructurales.
El virion maduro contiene 3 proteinas estructurales: C, proteina de la nucleocéapside o nlcleo;
M, proteina asociada a la membrana y E, proteina de la envoltura. Los virus inmaduros

contienen una proteina conocida por prM; que es un precursor de M.

La proteina C es componente basico de la nucleocépside, el primer polipéptido viral
sintetizado durante la traduccion, tiene un peso molecular de 13.5 kd. Es rica en residuos de
lisina y arginina los que le confieren un caracter altamente basico que permite su interaccion

con el ARN viral, con el que forma la nucleocépside como componente estructural.

La prM (22 kb) es el precursor glicosilado de la proteina estructural M (8 kb). La separacion
proteolitica de este precursor por una proteasa del aparato de Golgi durante la maduracion
viral, es lo que da origen a la formacion de la proteina M. Esta escision parece estar ligada a la
liberacion del virus, pero no ocurre necesariamente en todas las moléculas proteicas presentes
en la membrana viral, ya que en ocasiones aparece la proteina M junto a la prM en el virion
maduro. Anticuerpos contra prM pudieran mediar inmunidad de tipo protectora, quizas por la
neutralizacion de los viriones liberados que contienen prM no cortada. Existe en 2 formas,
dependiendo de la maduracién del virus: Proteina pre-M (prM), Célula-asociada o viriones
inmaduros, glicosilada. Heterodimeriza con proteina E, esencial para el propio plegamiento de
E. La proteina M madura, es una proteina de membrana, extracelular o de virus maduros,
resultado de la protedlisis de prM y eliminacion de la porcién amino terminal, C-terminal no-
glicosilado, asociada estrechamente a la envoltura lipidica. La formacion de M a partir de prM
parece ser crucial en la morfogenesis del virus, lo que implica un incremento en la infectividad
y la reorganizacion de la estructura de la superficie viral. Hasta el presente el papel de M en el

virién no es bien conocido.!

La proteina E, es una glicoproteina con un peso molecular entre 51-60 kd, es la mayoritaria
de la envoltura, glicosilada y la méas conservada, la fusién con la célula huésped es inducida
por pH bajo. Estan estrechamente asociadas a la envoltura lipidica. Se presenta como un
homodimero en la superficie del viribn maduro e intracelularmente se puede encontrar como

un heterodimero junto a la proteina prM en forma de prM-E. Es el componente principal de las
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proyecciones de la superficie del virion observadas por microscopia electronica y contiene los
determinantes antigénicos responsables de la neutralizacion del virus y la hemaglutinacion de
eritrocitos de ganso, induciendo respuesta inmunologica en el huésped infectado. Los
determinantes de la proteina E estan también involucrados en la unién de los viriones a los
receptores celulares y probablemente juegan un papel importante en la fusion intraendosomal
a pH bajo. Se ha propuesto que en ella estdn localizados la mayoria de los marcadores
moleculares para la patogenicidad. La comparacién de la secuencia nucleotidica del gen de la
proteina E de los diferentes flavivirus ha mostrado una conservacion perfecta de los 12
residuos de la cisteina, los cuales forman 6 puentes disulfuro. EI modelo estructural para la
proteina E fue refinado por Mandl y colaboradores, quienes correlacionaron las propiedades

estructurales de diferentes epitopos con los puentes disulfuro.!

Proteinas no estructurales.

Las siete proteinas virales no estructurales (NS) fueron identificadas y se confeccionaron
mapas del ARN viral deducido por la secuencia aminoacidica. La primera proteina no
estructural NS1, contiene 2 sefiales del tipo Asn—X Ser/Thr, usada para la adicién de
carbohidratos, estos sitios parecen estar conservados en todos los flavivirus. Puede estar en
forma secretada y no secretada. Es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso como una
proteina monomeérica y en un periodo corto se une formando un homodimero. Esta forma es
mas hidrofobica y se desconoce si el incremento de la hidrofobicidad es un resultado de la
dimerizacion o alguna modificacion postraduccional. Una vez formado este dimero, la
glicoproteina es transportada al aparato de Golgi donde sufre modificaciones pasando a la
superficie celular, liberdndose en el medio extracelular; Estudios de mutagénesis en la region
C terminal de NS1, han demostrado que esta region es importante en la estabilidad y la

secrecion del dimero .

La proteina NS1 es una glicoproteina aproximadamente de 48-50 kd. (353 o 354
aminodacidos) que tiene un alto contenido de aminoacidos y homologia nucleotidica entre
Flavivirus. NS1 no forma parte del virion pero se libera de las células infectadas por virus del
dengue. Estudios preliminares han demostrado que esta glicoproteina posee entidades que

participan en la replicacion viral del ARN, y se ha encontrado en muestras de sangre de la fase
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aguda de pacientes con infecciones de virus del dengue primario o secundario. Esto ha
sugerido una posible participacion importante de NS1 en patogénesis de virus del dengue y su
posible uso como marcador apropiado para la infeccion por el virus del dengue. La célula
infectada expresa la proteina en la superficie celular, siendo una diana de la citolisis
inmunoldgica, resultando interesante su uso potencial en la proteccion del hombre contra la

infeccion por flavivirus. *’

La proteina NS1 porta 2 ¢ 3 sitios de glicosilacion en las especies virales, induce inmunidad
protectora y ademas, aporta epitopos especificos de grupo y de tipo. En los virus de la
encefalitis transmitida por garrapata las dos formas de la NS1 estan asociadas a secuencias
parciales de NS2a. 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. Las enzimas y los pH acidos que solamente participan
en la reduccion de puentes de disulfuro. Los anticuerpos inducidos por esta proteina son
esencialmente liticos en presencia del complemento y dan la posibilidad de retardar la
infeccion viral en los tejidos. Por el contrario, la estimulacion de las células T citotdxicas no
ha podido ser demostrada hasta el presente. Huang y colaboradores en 1999 demostraron un
reconocimiento cercano al 45 % por anticuerpos de pacientes a un péptido sintético de los 15
primeros aminoacidos de la proteina correspondientes a una regién inmunodominante de la
NS1. Durante un estudio dindmico, se pudo constatar que a los dos dias del comienzo de los

sintomas en una infeccién secundaria, es posible detectar anticuerpos contra este péptido.

En un trabajo publicado por Garcia y colaboradores en 1997, se observé el reconocimiento
por parte de sueros de pacientes con infeccion primaria y secundaria a cinco péptidos de la
proteina no estructural NS1 y un péptido de NS3, lo que sugiere que estos epitopos se
encuentran expuestos durante la infeccién natural por dengue.! La NS3 es la segunda proteina
en tamafo, con un peso molecular entre 68 y 70 kd, asociada a la membrana. Es altamente
conservada en los Flavivirus y se piensa que sea un componente de la maquinaria enzimatica
de la replicacion del ARN viral. La comparacion de sus secuencias nucleotidica y los analisis

bioguimicos sugieren que es trifuncional, conteniendo actividad de proteasa (contra la
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poliproteina), de helicasa y de ARN trifosfatasa trifosfato (formacion de la estructura 5' cap.)
Su extremo N terminal contiene el dominio catalitico de la proteasa NS2b-NS3, parecido a la
serina-proteasa de las subfamilias de las tripsinas. Esta triada catalitica estd conformada por
His 51, Asp 75 y Ser 135. Se cree que la actividad proteolitica de esta enzima sea la
responsable del corte de NS2b, NS3, NS4a, NS5 y del extremo carboxilo de la proteina C. En
esta proteina existen regiones homologas con la familia de las helicasas, asi como un
fragmento C terminal de 50 kd derivado de la protedlisis, que tiene actividad ARN trifosfatasa
y esta involucrado en la formacion de la estructura de la caperuza del extremo 5° del genoma

del flavivirus.

Las regiones hidrofobicas menos conservadas de la poliproteina son procesadas en al menos
4 proteinas no estructurales adicionales (NS2a, NS2b, NS4a y NS4b). Poco se conoce de las
funciones de estas en el ciclo de vida de los flavivirus. Sin embargo, se conoce que la NS2b,
de 27 kd, junto con la NS3 forma un complejo esencial para el procesamiento de todos los
sitios de corte de las proteinas no estructurales y las estructurales. La ultima proteina
codificada es la NS5, que es la méas grande de 103 a 104 kd, bifuncional y una de las més
conservadas en los flavivirus. Es una proteina basica y se cree que funciona como una ARN
polimerasa dependiente del ARN, aungue no se ha verificado directamente. Esto se basa en la
presencia de una regién altamente conservada (YF NS5 666-668) caracteristica de este tipo de
enzima presente en los virus ARN con cadena positiva. Se ha sugerido que puede estar

involucrada en la metilacion de la estructura de la caperuza 5° terminal.

En los ultimos afios, se han realizado estudios en pacientes con infeccién primaria y
secundaria por dengue para definir las proteinas involucradas en el reconocimiento por
anticuerpos. En pacientes con infeccion primaria en fase de convalecencia y bajos titulos de
anticuerpos 1gG a la proteina E, existe reconocimiento a NS3 y NS5. En pacientes con
infeccidn secundaria, en fase de aguda, se encontraron anticuerpos IgG contra la proteina E y
en fase convaleciente, altos titulos de anticuerpos IgG a otras proteinas, incluidas la NS1, NS3,
NS5y C. Los anticuerpos contra las proteinas E, NS3 y NS5 pueden ser detectados a los 5 dias
de la aparicion de los sintomas. Estas tres proteinas y los anticuerpos contra ellas pueden estar

involucradas en los mecanismos inmunopatogénicos de esta enfermedad. La confirmacion de
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esta enfermedad podria basarse en la identificacién de anticuerpos contra estas proteinas no
estructurales. En la mayoria de los casos con infeccion secundaria, en fase convaleciente, se
observan anticuerpos contra las proteinas no estructurales NS3 y NS5, y en cerca del 40 %
contra la proteina NS1.*

Serotipos del virus.

El dengue es un Arbovirus ocasionado por cualquiera de los cuatro serotipos diferentes del
virus (Denv-1, Denv-2, Denv-3 y Denv-4), estrechamente relacionados, pero seroldégicamente
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 sudeste asiatico y el americano) el primero asociado al dengue
hemorrégico y el segundo al dengue benigno. Cada serotipo crea inmunidad especifica a largo
plazo contra el mismo serotipo (homdlogo), de por vida. Y aunque son antigénicamente
similares, la infeccidn por un serotipo, no produce inmunidad contra los otros serotipos, solo
produce inmunidad parcial, o sea, no proveen inmunidad cruzada. Los cuatro serotipos son
capaces de producir infeccidn inespecifica, 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 *"*°

La divergencia entre virus del mismo serotipo se detectd comparando secuencias completas o
parciales de los genes que codifican para las proteinas E o NS1. De esta manera, los virus
DEN-1 y DEN-2 se han agrupado en 5 subtipos,” DEN-3 en 4° y DEN-4 en 2 subtipos.* Otros
métodos diferentes a la secuenciacion nucleotidica se han usado para genotipificar virus
dengue, entre estos, la amplificacion simultanea de secuencias reconocidas por endonucleasas
de restriccion o (RSS-PCR).®® La técnica permite identificar homologia o divergencia
genética entre aislados comparando el patron electroforético de los fragmentos amplificados.
Asi, los virus DEN-1 se agrupan en 3 subtipos (A-C), DEN-2en 7 (A - G), DEN-3 en 3 (A -
C) y DEN-4 en 2 (A y B). En cada subtipo RSS-PCR se agrupan aislados de localidades y
afios de aislamientos similares, que corresponden a uno de los subtipos generados por

secuenciacion nucleotidica o mas.t
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Varios estudios han demostrado que la frecuencia de casos hemorragicos durante una
epidemia de dengue depende de la cepa del virus, por lo tanto, el monitoreo de la distribucion
temporal de serotipos y subtipos en areas endémicas provee informacion del riesgo de FHD.
El DEN-2 es el serotipo que con mayor frecuencia produce casos severos seguido por el DEN-
3, DEN-1 y DEN-4, los virus DEN-2 subtipo 111 y DEN-3 subtipo 11l son los que mas se aislan

de casos severos.

Replicacion-transmision (Figura 3).

La patobiologia de los Flavivirus ha sido revisada por varios autores el primer foco de
infeccion en el hospedero, después de la inoculacion del virus por el vector, es la piel. Desde
alli, la infeccion se disemina a los nddulos linfaticos regionales, dando lugar a la viremia
primaria. La progenie viral es vertida hacia el plasma y toma diferentes Organos, en
dependencia de la afinidad por los tejidos. El virus dengue parece tener mayor afinidad por las
células del sistema fagocito-mononuclear. El ciclo de transmision del virus del dengue por el
mosquito Aedes aegypti comienza con una persona infectada con el dengue, que tendra el
virus circulando en la sangre (viremia que dura aproximadamente cinco dias). El virus es
inoculado en los seres humanos con la saliva del Aedes aegypti hembra, este se localiza y se
replica en diversos Organos diana, por ejemplo, nodulos linfaticos locales e higado.
Posteriormente se libera y se difunde por la sangre para infectar los leucocitos y otros tejidos
linfaticos, de ahi son liberados y circula en la sangre. El mosquito ingiere sangre que contiene

el virus. *°

El ciclo que se detalla a continuacion es el “probable” ciclo de multiplicacion del VD, ya que
aun se carece de informacion sobre el mecanismo de varias etapas del proceso. El paso inicial
en la entrada del VD ha sido dividido en adsorcion y penetracion, la adsorcion es un proceso
independiente de la temperatura que ocurre a 40°C como a 37°C, mientras que la penetracién
viral continla solo a 37°C. Cabe destacar que la infeccion viral se lleva a cabo dentro de las
dos horas siguientes a la adsorcion.

1. Adsorcién: Involucra la adhesion a receptores especificos de la superficie celular.
Comienza con la unién de la glicoproteina E con un receptor de la membrana plasmatica

celular, seguida de la penetracién de la particula viral que conduce al desnudamiento y
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liberacion del genoma viral en el citoplasma. Receptores celulares; incluyen tanto proteinas
como glicosaminoglicanos (GAGS), se encuentran proteinas susceptibles a tripsina, el receptor
de alta afinidad para laminina, el receptor de manosa, proteinas de shock térmico, la proteina
asociada al antigeno de diferenciacion mieloide CD14 vy la proteina regulada por glucosa. El
VD infecta los monocitos humanos a través de un mecanismo que implica tanto receptores
proteicos como receptores Fc resistentes a la tripsina. Los principales blancos para el VD en
humanos son las células del sistema monocitico-macrofagico, linfocitos B y células de la
médula ésea. Los mastocitos son ademas blancos potenciales para la infeccidén por VD en vista
a su expresion de receptores Fc.

2. Penetracion del Virus Dengue a las celulas: Despues de la union a la célula huésped los
virus envueltos utilizan dos principales vias de penetracion. EI mecanismo de penetracion y
desnudamiento de los virus envueltos queda aun por esclarecer, mientras algunos grupos de
investigacion sostienen que el ingreso se da por fusion directa entre la envoltura viral y la
membrana plasmatica otros sugieren que la endocitosis es la via elegida. EI mecanismo de
entrada del VD a las células independiente de la presencia de anticuerpos involucra la union
de la glicoproteina E del DENV a la membrana celular. Esta generalmente aceptado que para
una infeccién productiva, la entrada viral de los flavivirus se produciria a través de endocitosis
mediada por receptor. La adhesion del virus y la subsiguiente entrada es impulsada por los

cambios conformacionales en la proteina E.

3. Entrada del virus en una infeccion secuencial heterotipica. En este caso el mecanismo
de entrada del VD a la célula huésped involucraria la unién de complejos virus-anticuerpo a
células que contengan receptores Fc mediante la porcién Fc de la inmunoglobulina G. En
presencia de cantidades sub-neutralizantes de anticuerpos, los receptores Fc pueden mediar la
adhesion y captacién del VD al interior de las células blanco. La infeccion secuencial
heterotipica aumentaria el riesgo de desarrollar DHF o sindrome de shock por dengue (DSS) a
través de un proceso inmunologico conocido como respuesta aumentada mediada por
anticuerpos (ADE), con formacién de complejos inmunes entre el virus y los anticuerpos
heter6logos no neutralizantes que permitirian un aumento de la infeccion de células

monociticas a través de la union a receptores para el fragmento Fc del anticuerpo. *
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Figura 3. Replicacion-transmision
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Inmunopatogenia (Figura 4). EI mecanismo inmunopatoldgico que se desarrolla ante la

infeccion de los serotipos de dengue; no se conoce con exactitud, pero se han desarrollado
modelos hipotéticos para tratar de explicar por qué un paciente puede desarrollar FDH o

quedarse en la fiebre por dengue (FD).™

Las dos teorias més aceptadas son: 1ra: si un caso ha sido infectado en una primera infeccion
por un serotipo, especialmente el Dengue 1, queda protegido contra ese serotipo, pero no
contra los otros serotipos y, al contrario, en una infeccion secundaria o terciaria, los
anticuerpos de la primera infeccion, facilitan la ayuda de estos segundos virus infectantes
hacia 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 deplecion del volumen sanguineo y, como consecuencia, Se
desarrolla el SCD. También se activan las sustancias que estimulan la aparicion de la
coagulacion intravascular diseminada (CID) lo que agrava el sindrome de choque. Se
incluyen, los menores de 1 afio de edad con infeccién primaria nacidos de una madre
portadora con experiencia inmunoldgica con dengue, los cuales portan anticuerpos

transferidos por via transplacentaria > **.

2da: Hay serotipos de virus muy agresivos cuya virulencia se potencia en los pases sucesivos
del mosquito al hombre y del hombre al mosquito, ocasionando formas severas de FHD y de
SSD que pueden llevar a la muerte en la primera infeccion que sufra una persona, tras un

ataque temprano de dengue se forman anticuerpos que son especificos para ese serotipo.

En una infeccion posterior por un serotipo diferente los anticuerpos se unen al virus, pero no
solo consiguen neutralizarlo (como podria esperarse de un subtipo diferente) sino que aumenta
su capacidad para infectar a los monocitos. La porcion Fc de la inmunoglobulina unida al
virus se une a los receptores para el Fc de los monocitos y la entrada en la célula por esta via

aumenta la eficacia de la infeccion. La infeccion de un nimero creciente de monocitos
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aumenta la liberacion de citocinas a la circulacién y esto provoca una lesién vascular, el shock
y la hemorragia especialmente en el tracto gastrointestinal y la piel. Se forman anticuerpos
“potenciadores” similares en otras muchas infecciones viricas, pero solo en la fiebre

hemorragica del dengue desempefian un papel patogénico. 2°

El Dengue se presenta en 3 formas clinicas:

' Desarrollo de la enfermedad |
|
[} 1
' Asintomatico | ' Sintomatico |
|
| 1
' Dengue Clasico | ' Dengue Hemorragico |

' Sin Choque | q Con choque (SCD) |

1. Dengue clasico (FD):

El dengue clasico es el mas frecuente. Se caracteriza por la presencia de fiebre de mas de 39°
C, y puede estar acompafiada de uno o mas de los siguientes signos o sintomas:
Cefalea Dolor retro-orbital
Dolor 6steo-muscular Exantema
Manifestaciones hemorragicas (con prueba del torniquete: POSITIVA). 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.?> %%

2. Fiebre hemorréagica por dengue (FHD)

Afecta a pacientes previamente infectados con el virus del dengue principalmente a pacientes
en la edad infantil y en ocasiones adultos. Es una enfermedad febril aguda que se caracteriza
por disminucién de la cuenta de plaquetas y hemoconcentracion en pacientes infectados con
uno de los cuatro serotipos de virus del dengue. Los defectos de la permeabilidad capilar y de
la coagulacion originan manifestaciones hemorragicas y en los casos mas graves choque
hipovolémico (SCD), con mortalidad de 40-50% en pacientes en choques no tratados. Los

sintomas iniciales son indistinguibles de los del dengue clasico, pero las manifestaciones
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hemorragicas evolucionan rapidamente. Son leves en la mayoria de los casos (prueba del
torniquete positiva, petequias, epistaxis), pudiendo llegar a manifestaciones hemorrégicas en
piel, tubo digestivo, sistema nervioso, aparato urinario, o datos de serositis, con derrame
pleural y/o ascitis. En los casos leves o moderados, luego del descenso de la fiebre, el resto de
los sintomas y signos desaparecen. Generalmente los pacientes se recuperan espontaneamente
0 luego de la terapia de reposicion hidroelectrolitica y gradualmente solo necesitan

tratamiento con paracetamol. 2124 226

En los casos graves, rapidamente o después de un descenso de la fiebre entre el 3er y el 7mo
dia, el estado del paciente empeora repentinamente, presentandose cianosis, taquipnea,
hipotension, hepatomegalia, con o sin manifestaciones hemorragicas y falla circulatoria. La
situacion es de corta duracion, pudiendo llevar a la muerte en 12 a 24 horas (1-10% de los
casos) 0 a la répida recuperacion luego del tratamiento anti-choque. Existe un aumento de la
permeabilidad vascular, hemoconcentracion, trombocitopenia, y deplecion del fibrinbgeno
(del factor VII1 'y del, factor XII) con concentracion elevada de sus productos de degradacion.
Hay ascenso del tiempo de protrombina, tromboplastina y trombina. La albimina sérica esta
disminuida, y se presentan albuminuria y leve ascenso de TGO y TGP. El edema, la
extravasacion sanguinea, la necrosis e infiltracion leucocitaria mononuclear también son

complicaciones de la fiebre hemorréagica por dengue. 2”2

3. Sindrome de Choque por Dengue (SCD): Se caracteriza por manifestaciones de dengue
hemorragico, se agrega, pulso débil y acelerado, disminucion de la presién del pulso,
hipertension, desvanecimientos, respiracion dificil, extremidades hiumedas y frias (el tronco
suele estar caliente), palidez, inquietud, insomnio, dolor de estbmago intenso y continuo,
vomitos frecuentes, cianosis en torno a la boca, hemorragias nasales, bucales o gingivales y
equimosis cutaneas. Es comun la hepatomegalia, bronconeumonia, eventualmente con
derrames pleurales bilaterales. Puede haber miocarditis. El estado del enfermo se va
deteriorando progresivamente, hay tendencias hemorragicas, en forma de pdrpura, petequias o
equimosis en los puntos de inyeccidn; a veces hematemesis, melena o epistaxis. Se produce el

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

pone en riesgo su vida. %

Factores de riesgo para el dengue hemorragico:
1. Cepas del virus y anticuerpos anti-dengue pre-existente.
Edad.
Anticuerpos maternos en menores de un afio.
Factores genéticos del huésped.

Infeccidn previa e infecciones secundarias.

o gk~ D

Mayor riesgo en localidades con dos 0 més serotipos en circulacion simultanea a altos

niveles (transmision hiper-endémica). %

Factores sociales:
1. Densidad de la poblacion.
Viviendas inadecuadas.
Periodos inactivos en la casa durante el dia.

Abastecimiento de agua, discontinuo, y agua almacenada.

o & DN

Estado socioecondmico y eliminacion de los desechos inadecuados.

Factores del vector
1. Abundancias y focos de proliferacion de mosquitos.
2. Edad de las hembras y frecuencia de la alimentacion.

3. Disponibilidad de huéspedes vy la susceptibilidad innata a la infeccién *°

Factores para la evolucion clinica del dengue:

1. Choque duradero (>de 1 hora) y choque recurrente.

2. Chogque refractario.

3. Insuficiencia respiratoria.

4. Leucocitosis en ausencia de infeccion bacteriana secundaria.
5

Ser portador de enfermedades cronicas (diabetes, asma, cardiopatias, etc.). **
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DIAGNOSTICO

La amenaza del Dengue no se debe, ni se puede enfrentar aisladamente en las actuales
condiciones mundiales. Los paises centroamericanos deben actuar conjuntamente y de manera
coordinada para solucionar este problema. Dado que los sintomas de infecciones de VD son
suficientemente especificos para la diferenciacién clinica de enfermedad febril y fiebre
hemorragica, el diagnostico definitivo, se basa en aislamiento viral, serologia y deteccion de
RNA. El aislamiento del virus es el "estandar de oro" para el diagndstico y serotipificacion de
infecciones de VD, pero este método es lento y requiere laboratorios sofisticados. La
deteccion de virus de acido nucleico normalmente proporciona un diagnostico mas sensible y
rapido que el método de aislamiento viral tradicional. Sin embargo, diagndsticos moleculares,
tales como la transcriptasa inversa (RT- PCR), requieren experimentados técnicos y
especializados equipos de laboratorios. Aunque la deteccion de anticuerpos con ensayos
basados en el antigeno los inmunoensayo enzimaticos (ELISA) son usados comunmente, las
limitaciones de este ensayo son reactividad cruzada con los serotipos de DV, asi como otros
miembros de la familia Flaviviridae, especialmente en los casos de infeccion secundaria. Por
lo tanto, el diagndstico precoz y la determinacion del serotipo sigue siendo un desafio, ya que

depende principalmente de métodos de aislamiento del virus o RT-PCR.

Como alternativa, se ha propuesto la deteccion de antigenos virales, y mas recientemente la
atencion se ha centrado en proteinas no estructurales 1 (NS1), esta glicoproteina no forma
parte del viridn pero se libera de las células infectadas por virus del dengue participando en la

replicacion viral de RNA.

Esta glicoproteina ha sido altamente conservada y expresada en las formas asociadas de
membrana o secretadas. Posee no sélo grupos especificos, sino, también determinantes
especificos del tipo y ha sido reconocido como inmundgeno importante en infecciones de DV.
Por lo tanto, NS1 podria utilizarse como un marcador de diagnostico precoz, posee una
sensibilidad del 92.8% vy especificidad es entre 98.4% los falsos positivos son

consideradamente raros. 33353
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Los ensayos de captura de anticuerpos IgM anti-dengue (MAC-ELISA) es el maés
comunmente usado para el diagndstico de rutina, las pruebas seroldgicas del dengue son méas
dificiles, porque los anticuerpos del dengue producen reaccién cruzada con otros flavivirus
como: Virus del Nilo Occidental (VNO), Virus de la encefalitis de San Luis (VESL), Virus de
la Encefalitis Japonesa (VEJ) y Virus de la Fiebre Amarilla (VFA). Ademas, la respuesta de
anticuerpos IgM varia considerablemente entre las personas debido a la respuesta inmune
humoral. Los ensayos de antigenos NS1 tienen muchas ventajas sobre ensayos de RT-PCR
incluyendo la rapidez, la comodidad y la rentabilidad, NS1 se ha demostrado que es detectable
desde el primer dia de los sintomas y en la primera fase convaleciente tras la aparicion de la

enfermedad. 334

La deteccion basada en ELISA de antigenos virales y anticuerpos especificos tienen la
ventaja de ser mas faciles de realizar y estandarizar, siendo especialmente adecuado para los
paises endémicos donde el agente es muy frecuente. En consecuencia, estos procedimientos
pueden convertirse en métodos de rutina para el diagndstico de infeccion de dengue. Un
entendimiento de los perfiles cinéticos del dengue NS1, asi como del dengue IgM y respuestas
de anticuerpos lIgG ayudara a aclarar las ventajas y desventajas de estas pruebas para el

diagnéstico de infeccion de dengue. *

La deteccion de antigenos del dengue en el suero de la fase aguda era hasta hace poco inusual
en casos de infecciones secundarias, debido a que dichos pacientes tenian complejos
inmunitarios preexistentes de anticuerpos 1gG del virus. Avances en ELISA y técnicas de
hibridacion en punto mancha dirigidos al antigeno de la envoltura y membrana y la proteina 1
no estructural (NS1), demostraron que se pueden detectar altas concentraciones de estos
antigenos en forma de complejos inmunitarios tanto en casos de infeccion primaria como en
secundaria, hasta nueve dias después de la aparicion de la enfermedad. La NS1 produce una
respuesta humoral muy fuerte. Muchos estudios han estado dirigidos a detectar la NS1 para
hacer un diagnostico temprano de infeccién por el virus del dengue, aunque no distinguen
entre los serotipos del dengue. Su rendimiento y utilidad estan siendo actualmente evaluados
por diferentes laboratorios a escala mundial, incluyendo la red de laboratorios de
WHO/TDR/PDVI.%
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal.

Area de estudio: Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Argiiello (HEODRA), de la ciudad
de Ledn, en el periodo de Noviembre 2009 a Octubre 2010.

Poblacion: Pacientes febriles con diagndstico clinico de dengue, segln criterios de la OMS,
hospitalizados en el HEODRA en la ciudad de Ledn, durante el periodo de Noviembre 2009 a
Octubre del 2010.

Muestra: Integrada por 120 muestras de plasma de pacientes hospitalizados en el HEODRA,
durante el periodo de estudio Noviembre 2009 a Octubre 2010, seleccionadas de manera

aleatoria y por conveniencia.
Criterios de inclusion:

1. Paciente febril con sospecha de dengue segun los criterios de la OMS.

2. Que el paciente haya sido muestreado durante la etapa aguda o convaleciente.

3. Muestras de plasmas de los pacientes en el periodo de Noviembre 2009 a Octubre
2010.

4. Que haya aceptado participar en el estudio antepuesta su firma en el consentimiento

informado.

Fuente: Primaria.
Instrumento de recoleccion de datos:

El instrumento de recoleccion de datos contenia preguntas sobre aspectos epidemiologicos,
clinicos y de laboratorio de cada paciente, cuya informacion recopilada fue reflejada en la
ficha de estudio (Anexol).

Analisis y almacenamiento de las muestras:
La toma de la muestra se realizd a partir de las muestras del estudio clinico del dengue,
donde se tomaron 100 uL de plasma, los cuales fueron transportados, almacenados y

conservados a temperatura de 2°-8°C en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia del
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Campus Médico UNAN-LEON, hasta el dia de su procesamiento. Para el analisis de las
muestras se determind la presencia de antigenos NS1 utilizando la prueba
inmunocromatografica SD Dengue NS1 Ag (Standar Diagnostic) y serologia ELISA de
captura en la determinacion de anticuerpos IgM anti-dengue (MAC-ELISA, Panbio). Las
lecturas de absorbancia se realizaron en el espectrofotometro Human Reader Plus, con

longitud de onda de 450 nm con filtro de referencia de 600-650 nm.

Determinacion del antigeno viral NS1

Descripcion del Kit SD Dengue NS1 Ag: El procedimiento se realiz6 tal como lo describe la
técnica que trae consigo el Kit. La prueba rapida inmunocromatografica SD Dengue NS1 Ag,
estd disefiada para detectar el antigeno viral NS1 del Dengue en suero, plasma o sangre total,
durante la fase clinica de la enfermedad y el tipo de determinacion es cualitativa. La prueba
contiene una tira de 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 se visualiza en la linea en la region del test y otra en la
region del control de la prueba detectando el complejo antigeno-anticuerpo-antigeno con
particulas de oro. El Kit debe estar a temperatura ambiente y cada una de las pruebas, deben

estar en su empaque hasta el momento de su uso.

Procedimientos:
1. Remover el empaque que contiene a la prueba inmunocromatogréfica.
2. Colocar tres gotas de la muestra (plasma, suero y sangre total) 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.

Interpretacion:
1. Se debe observar una linea purpura en la region del control de la prueba. Si la muestra
es positiva se observa una linea parpura en la zona del control de la prueba y otra linea

purpura en la zona del test.
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2. Sisolo se observa una linea en la zona de control la muestra es negativa. De observarse
solamente la linea en la zona del test y no en la zona control la prueba es invalida y se

repite.

Limitaciones del test: Un resultado falso negativo puede ocurrir por la baja cantidad del virus

en la muestra.

Determinacién de anticuerpos IgM anti-dengue.

Método de eleccion para la vigilancia seroepidemioldgico del dengue, es el inmunoensayo
enzimatico sobre la fase solida de captura para IgM (MAC ELISA) anti-dengue. Este método
es especifico, sensible, econémico, sencillo y de relativa rapidez que determina infeccion

aguda, pero no permite identificar los serotipos circulantes.

Principio del ensayo:

Los anticuerpos en suero de la clase IgM, cuando estan presentes, se combinan con los
anticuerpos anti-lgM humana con los que esta recubierta la superficie de poliestireno de las
tiras de micropocillos de prueba (placa de ensayo). Se diluye al volumen correcto de trabajo
con diluyente para antigenos un conjunto de antigenos recombinantes de dengue concentrados
de los serotipos 1-4. Los antigenos se producen utilizando un sistema de expresion en células
de insecto y se inmunopurifican utilizando un anticuerpo monoclonal especifico. Al antigeno
diluido se le agrega un volumen equivalente de perdxidasa de rabano (HRP) y anticuerpos
monoclonales conjugados (MAD), permitiendo la formacion de complejos antigeno-MAb. Se
desecha el suero residual de la placa de ensayo mediante lavados y se agregan complejos
antigeno-MADb a la placa de ensayo. Entonces, estos complejos antigeno-MADb se unen a los
anticuerpos IgM especificos contra dengue del suero. Después de la incubacion, los
micropocillos se lavan y se afiade un sistema de sustrato incoloro, tetrametilbencidina /
perdéxido de hidrégeno (Cromogeno TMB). La HRP hidroliza el sustrato, si esta presente y el
cromogeno cambia a color azul. Después de interrumpir la reaccién con écido, la TMB cambia
a amarillo. EI cambio de color indica la presencia de anticuerpos IgM anti-dengue en las

muestras ensayadas (Anexo 2).
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Procedimientos:

Nota: Comprobar que todos los reactivos se han estabilizado a temperatura ambiente (20-
25°C) antes de comenzar el ensayo. Si se realiza el ensayo fuera de los intervalos de tiempo y
temperatura que se indican, se pueden obtener resultados no validos. Deberan repetirse todos
los ensayos que no estén comprendidos en los tiempos e intervalos de temperatura

establecidos.

Pre-dilucion suero:

1. Extraer el nimero necesario de micropocillos de la bolsa de aluminio e insertarlos en el
soporte de tiras. Se necesitan cinco pocillos para el Control Negativo (N), Control
Reactivo (R) y el Calibrador (CAL) por triplicado. Comprobar que el resto de los
micropocillos no utilizados se guarden en la bolsa de aluminio bien sellada.

2. Uso de tubos adecuados de ensayo o una placa de microtitulacion, se diluye y el
Control positivo, Control negativo, el Calibrador y muestras de los pacientes:

2.1 Afadir 1000 ul de diluyente de la muestra a 10 ul de suero. Mezclar. Alternativa.

2.2 Afadir 90 ul de diluyente de la muestra a 10 ul de suero. Tomar 20 ul de suero diluido

y afiadirlo a 180 ul de diluyente de la muestra. Mezclar

Procedimiento de ELISA:
Antigeno:
1. Determinar el nimero necesario para su andlisis. Diluir 1/250 de antigeno con el
diluyente de antigeno. Se recomienda, como minimo, diluir 10 ul de antigeno en 2.5
mL de diluyente de antigeno. Esto es suficiente para un maximo de 5 tiras (40 pozos).
Es necesario un volumen de 0.5 ml de antigeno diluido por tira. Una vez que se tiene el
antigeno se afiade el antigeno diluyente de la solucion y se convierte en un color azul
palido. Asegurase de que el resto de Ag concentrado no utilizado se mantenga a 2-8°C.
2. Extraer el volumen requerido de antigeno diluido y mezclar con un volumen igual de
trazador MADb, en un vial limpio de plastico o de vidrio. Mezclar suavemente la
solucion de antigeno y trazador MAb (solucion marcador) y dejar a temperatura
ambiente (20-25°C) hasta su utilizacion. (Incubar por 60 minutos). Deseche la parte no

utilizada que diluye al antigeno.
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3.

10.

11.

12.

A los 10 min, después de mezclar el trazador MAb y antigeno diluido. Pipetear 100 ul
del diluido de las muestras de pacientes y controles en sus respectivos micropocillos de
la placa de ensayo.

Cubrir la placa e incubar durante 1 hr a 37°C £ 1°C.

Lavese seis (6) veces con tampon de lavado diluido. (Consulte el procedimiento de
lavado).

Mezclar el antigeno MAb solucién marcador antes de transferirlo. Pipetear 100 uL de
antigeno-MAb complejos, desde el vial de antigeno a los pocillos correspondientes de
la placa de ensayo.

Cubrir la placa e incubar durante 1 hr a 37°C £ 1°C.

Lavar seis (6) veces con tampén de lavado diluido. (Procedimiento de lavado).

Pipetear 100 ul de TMB en cada pozo.

Incubar durante 10 min a temperatura ambiente (20-25°C). A partir del momento de la
primera adiccion un color azul se desarrollara.

Pipetear 100 ul de solucién de parada o de Stop en los pocillos en la misma secuencia 'y
tiempo como la adicion de TMB. Mezclar bien. El color azul cambiara a amarillo.
Dentro de 30 minutos, leer absorbancia de cada pocillo en longitud de onda de 450nm,

con un filtro de referencia de 600-650 nm.

Nota: La lectura de los micropocillos a 450 nm sin un filtro de referencia pueden resultar

valores superiores de absorbancia debido a fondo.

Lavado: El lavado es eficaz para eliminar de las muestras residuos, es requisito

1.
2.

fundamental en el procedimiento de ELISA.
Lavadora automatica de placas. (No aplica).

Lavado Manual:

2.1 Desechar el contenido de la placa en un recipiente apropiado para desechos.

2.2 Llenar los pocillos con tampoén de lavado (350 ul por cada pozo) utilizando un frasco

adecuado. Evitar la propagacion del tampon de lavado, ya que puede reducir el lavado

eficiente y deséchelo de inmediato.

2.3 Vuelva a llenar los pozos con tampon de lavado y desechar inmediatamente.

2.4 Repita el paso (3) 4 veces mas. Esto hara un total de 6 lavados con tampdn de lavado.
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2.5 Después del lavado final, deseche el contenido de los pozos e invierta la placa sobre
una toalla de papel absorbente para asegurar que todo el tampon de lavado es

eliminado.

Interpretacion de los resultados:

El dengue IgM de captura determina el nivel de anticuerpos IgM contra dengue en sueros de
pacientes. Un resultado positivo (>11unidades PANBIO) es indicativo de un activo de dengue
infeccion primaria o secundaria. Si la diferenciacion entre la infeccion primaria y secundaria
es necesaria, el Dengue DUo (E-DEN01D) ELISA debe ser utilizado.

INDEX PANBIO UNIDADES RESULTADO
<0,9 <9 Negativo

09al1l 9all Equivoco
>1.1 > 11 Positivo

Negativo: No hay anticuerpos IgM. El resultado no descarta la infeccion del dengue.
Adicionales la muestra debe ser probado en 7-14 dias, si hay sospecha de infeccion. Otros

ensayos del dengue se deben realizar para descartar una infeccidn aguda.

Positivo: Presencia de anticuerpos IgM. Otros ensayos serologicos para dengue se deben de

realizar para confirmar la infeccion del dengue.

Limitaciones de la prueba:

1. Los resultados de este método no son diagndstico por si solos y deberan valorarse junto
con las manifestaciones clinicas de la enfermedad presentada por el paciente.

2. Estudios sero-epidemiolégicos en la poblacion pueden variar con el tiempo en
diferentes regiones geograficas.

3. El valor predictivo positivo depende de la probabilidad de que el virus este presente.
Las pruebas sélo se deben llevar a cabo en pacientes con sintomas clinicos o cuando la
exposicion se sospecha.

4. Lareactividad cruzada seroldgica cruzada a través del grupo flavivirus es coman (entre

serotipos 1, 2, 3, 4 dengue, Encefalitis del Valle de Murray, Encefalitis Japonesa,
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Fiebre Amarilla y el Virus del Oeste del Nilo). Estas enfermedades deben excluirse
antes de la confirmacién del diagndstico.

5. Anticuerpos heterofilos son una causa bien conocida de interferencias en los
inmunoensayos. Estos Acs de animales 1gG dan reaccion cruzada con anticuerpos
reactivos y generan una sefial falsa positiva. Debe de excluirse antes de la
confirmacion del diagnostico.

6. Este ensayo emplea proteinas expresadas en insectos. La reactividad cruzada o la
interferencia de los Acs anti-insectos es desconocido con los resultados del ensayo.

7. Todo suero que demuestre un resultado positivo en la prueba por el PANBIO Dengue
IgM ELISA de captura, debe ser referido a un laboratorio de referencia para la
confirmacion de la positividad y registro epidemioldgico. Se utiliza IgM de captura
igual que el método ELISA IgM e 1gG determinados en sueros diluidos

Plan de analisis: Se realizo a través de una base de datos creada en el Programa SPSS version
14.0 en el que se introdujeron las variables de estudio, donde los resultados fueron presentados

en tablas y gréaficos.

Aspectos éticos:

1. Los datos que identificaban al paciente se mantuvieron bajo estricta confidencialidad,
anterior el consentimiento informado.

2. Los pacientes incluidos no recibieron remuneracion econdémica alguna.

3. Se utilizaron codigos identificadores previamente establecidos para cada ficha
recolectora de datos.

4. Todos los materiales y documentacion del estudio se mantuvieron en un lugar seguro y
restringido solo para colaboradores del mismo.

5. En el estudio se incluyeron personas de diferentes sexos, raza, religion o partido
politico.

6. Los resultados obtenidos fueron utilizados sélo para fines del estudio.
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RESULTADOS

Caracteristicas epidemiolégicas. En los 120 pacientes hospitalizados con diagndstico clinico
de dengue, en el periodo Noviembre 2009 a Octubre 2010 en el HEODRA, la edad promedio
fue de 22 afios, la mayoria de los casos investigados estaban entre 16 y 30 afios (41%) vy el
género predominante fue el femenino (56%). EI 60% de los casos fueron del &rea rural y la
mayoria eran estudiantes (50%) seguidos por amas de casas (36%). De los 120 pacientes
analizados, 47 (39%) fueron diagnosticados con clinica y laboratorio como dengue-positivo.
La edad promedio de los dengue-positivos fue de 19 afios. El grupo etareo de 6 a 15 afios 51%,
(OR= 2.1, p = 0.08) y el sexo femenino 48%, (OR= 3.8, p= 0.003), y del total de 8 nifios
menores de 5 afios el 50% (n=4) correspondieron a casos dengue positivo por NS1 los cuales
fueron significativamente los mas afectados (Tabla. 1).

TABLA 1. Relacion entre la presencia de la proteina NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue en

diferentes grupos etareos y sexo.

Variable NS1-positivo® (%) IgM-positivo® (%) Dengue Positivo® (%)
Edad
0-5 afios (n=8) 4 (50)° 3 (38)° 4 (50)
6-15 afios (n=37) 12 (32) 9 (24) 19 (51)°
16-30 afios (n= 49) 5 (10) 13 (27) 16 (33)
31 a més (n= 26) 3(12) 7(27) 8 (31)
Total 24 (20) 32 (27) 47 (39)
Sexo*
Femenino (n=67) 12 (18) 25 (37) 32 (48)
Masculino (n=53) 12 (23) 7 (13) 15 (28)

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

@ NS1-positivo vs grupos de edades, (OR= 4.6, p = 0.007); ® IgM-positivo vs grupos de
edades, (OR= 0.845, p = 0.892); ¢ Dengue-positivo vs grupos de edades, (OR= 2.1, p = 0.08);
¢ Dengue-positivo vs género (OR= 3.8, p = 0.003).
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TABLA 2. Presencia del antigeno viral NS1-positivo e IgM-positivo y su relacion con las

manifestaciones clinicas de la enfermedad del dengue.

Variable Frecuencia NS1-positivo IgM-positivo
n=120(%o) n=24(%) n=32(%o)
Fiebre 120 (100) 24 (100) 32 (100)
Cefalea 118 (98) 23 (96) 32 (100)
Mialgia 117 (98) 22 (92) 31 (97)
Dolor Retroorbital 119 (99) 24 (100) 32 (100)
Dolor abdominal 80 (67) 14 (58) 24 (73)
Vémito 57 (48) 12 (50) 16 (48)
Prueba de Torniquete 46 (40) 11 (46) 14 (42)
Rash 39 (33) 10 (42) 15 (45)
Diarrea 34 (28) 4 (17) 7(21)
Petequias 18 (15) 4 (17) 4 (12)
Gingivorragia 8 (7) 3(13) 5 (15)
Hematemesis 2(2) 0 0
Sangrado vaginal 2 (2) 0 13
Hematuria 2 (2) 0 0
Artralgia 1(2) 0 13
Melenas 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.
Caracteristicas clinicas. EI > 98.0% de los pacientes estudiados presentaron fiebre, cefalea,
mialgia y dolor retro-orbital. Se observo dolor abdominal, vomito y diarrea en 67 %, 48 % y
28%, respectivamente. Un 40% fueron positivos a la prueba del torniquete, se observé rash y
petequias en 33% y 15%, respectivamente. Otras manifestaciones hemorragicas como:
gingivorragia, hematemesis, sangrado vaginal y hematuria se presentaron en menores
proporciones (< 7%). Se observd > 92% de la presencia del antigeno viral NS1 con las
manifestaciones clinicas de dengue como fiebre, cefalea, mialgia, y dolor retro orbital, un
58%, 50% y 17%, en dolor abdominal, vémito y diarrea, un 46% a la prueba de torniquete fue

positiva, rash en 42% y otras manifestaciones hemorragicas en una menor proporcion. Con
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respecto a la positividad de IgM se observd muy buena correlacion > 97%, con las
manifestaciones clinicas fiebre, cefalea, mialgias y dolor retro-orbital, un 44% de positividad a
la prueba de torniquete, 47% rash, 50%, y 75% vémito y dolor abdominal, y las

manifestaciones hemorragicas se presentaron en proporciones minimas (Tabla 2).

Relacion entre dias de infeccion y presencia del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM
anti-dengue. Un total de 24 (20%) muestras de 120 analizadas presentaron el antigeno viral
NS1 y la mayoria de estas (92%) tenian < 6 dias de infeccion. Un total de 32 (27%) muestras
analizadas presentaron anticuerpos IgM anti-dengue y la mayoria (88%) de esos casos tenian >
4 dias de infeccion. Un porcentaje importante (8%), tenian el antigeno viral NS1 y anticuerpos
anti-dengue (IgM), esta caracteristica se presentd en pacientes con >3 dias de infeccion
(Fig.1). Un paciente fue declarado positivo al dengue si presentaba al menos uno de los dos
marcadores de diagndstico investigados en este estudio. La frecuencia de dengue-positivo
observada en este estudio fue de 39% (47/120) (Tabla. 1)

Fig. 1.
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Correlacion entre la presencia del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM segun edad:
Este estudio revela que ambos marcadores de diagnéstico pueden encontrarse en un mismo
paciente. La informacion que se manifiesta es que a medida que aumenta la edad disminuye la
proporcién de casos positivos a NS1 siento mas afectados los nifios menores de 5 afios (OR=
4.6, p =0.007), pero dicho efecto no se observd cuando se analizé la IgM (Fig. 2).0Otro
hallazgo interesante es que las mujeres resultaron mayormente positivas a IgM (37% vs 13%)
no observandose asi en la deteccion de NS1.

Fig. 2. Presencia del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue en relacion a la edad
en pacientes hospitalizados en el HEODRA, Noviembre 2009 — Octubre 2010.
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TABLA 3. Correlacion entre presencia del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM en pacientes
hospitalizados en el HEODRA durante el periodo de Noviembre 2009 a Octubre 2010

Variable IgM
Positivo Negativo Total
NS1 Positivo 9 (8%) 15 (13%) 24 (20%)
Negativo 23 (19%) 73 (61%) 96 (80%)
Total 32 (27 %) 88 (73%) 120 (100%0)

Fuente: Resultados de Lahoratorio.

En nuestro estudio se encontré un 13% (15/120) de positividad solamente para NS1, un 19%
(23/120) para IgM, y un 8% (9/120) de positividad por ambas pruebas, para un porcentaje total
del 20% de NS1-positivo y un 27% en IgM de dengue-positivo. Con una positividad global de
39% (47/120) dengue-positivo respectivamente. La cantidad de casos negativos fue del 61%
(73/120) de dichos casos estudiados (Tabla 3).
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DISCUSION

Este estudio parte de la premisa que la combinacion de la determinacion de antigenos NS1 y
anticuerpos IgM anti-dengue incrementa la tasa de diagndstico de la enfermedad del dengue.
Los resultados encontrados demuestran que efectivamente la combinacion de la determinacion
del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue incrementan sustancialmente el nimero
de casos confirmados como dengue-positivo en pacientes hospitalizados, es decir, mediante la
determinacion de IgM solamente se hubiese confirmado 27% de los casos, pero al sumar el
analisis de NS1 incremento hasta 39%. Durante el estudio se documento la circulacion de tres
de los cuatro serotipos (Den-1, Den-2, y Den-3), de este virus, donde la mayoria correspondian
al serotipo 3, donde las infecciones secundarias resultan ser muy comunes. Se recolecto
Unicamente una muestra por paciente, lo considerable hubiese sido tomar muestras pareadas,
la primera en fase aguda y la segunda en fase convaleciente, esto permitiria hacer los anélisis
de 1gG anti-dengue e investigar seroconversion, pues algunos estudios sugieren que la
sensibilidad de la prueba de NS1 es serotipo dependiente y menos efectiva en infecciones
secundarias. Este estudio pone de manifiesto que la deteccion de antigeno NS1 en
combinacion con anticuerpos IgM aumenta la sensibilidad de diagnostico de dengue en fase
aguda y se extiende la ventana de deteccion mejorando la utilidad clinica de las pruebas
rapidas inmuno-cromatograficas para dengue coincidiendo con un estudio realizado por Scott
R, et.al., en el 2011.*°

Un estudio realizado por Tricou, et.al., en el 2011, encontré que la deteccion de NS1 y
anticuerpos IgM tienen ventanas complementarias de deteccion observandose una mejora
gradual de la sensibilidad a partir del 2do dia de infeccion mediante la deteccion del antigeno

NS1 combinado con anticuerpos IgM.*°

El diagnostico precoz del dengue es importante ya que permitiria un mejor manejo clinico del
paciente. Gonzélez A, et.al., estudiaron una cohorte de 328 pacientes hospitalizados por
dengue en los afios 2006 y 2007 en Bucaramanga, Colombia, observando que la edad fue el

factor més determinante de la gravedad, los nifos <5 afios presentaban los sintomas tipicos del
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dengue con menos frecuencia, pero con mayor severidad. En dicho estudio la combinacion de
sintomas y hallazgos de laboratorio en el dia del ingreso permitié predecir la aparicion de
complicaciones como: ascitis, derrame pleural y sangre, y un mayor riesgo de desarrollar

insuficiencia respiratoria.*

En este estudio el 98% de los 120 pacientes hospitalizados presentaron las manifestaciones
tipicas de la fiebre por dengue (Tabla.2). Un diagnostico rapido y la clasificacion de la
infeccion por el VD son importantes para el manejo clinico oportuno y control epidemiol6gico
de la enfermedad, donde las infecciones secundarias son de esperar debido a la co-circulacion
de los diferentes serotipos a su vez se debe considerar que la sintomatologia en curso puede
obedecer a otras patologias con presentacion clinica muy similar a la del dengue; es posible
desarrollar un cuadro de FHD en pacientes con una infeccidn primaria y en estos casos

tampoco se debe descartar una co-infeccion.®

La deteccion de NS1 en fase aguda se ha propuesto para el diagndstico temprano de la
enfermedad por dengue.® Si bien es cierto la fase critica de los pacientes, es en los primeros
dias de evolucién de la enfermedad, por lo que el abordaje clinico en esta fase no se beneficia
con la determinacion de anticuerpos IgM anti-dengue, que generalmente alcanzan niveles

detectables después del quinto dfa de evolucion de la enfermedad.*°

La mayor frecuencia de positividad de NS1 se encontrd en los nifios < 5 afos y se observo
una disminucion con el incremento de la edad, en dicho grupo etareo, también se encontro
mayor frecuencia de IgM-positivos pero a medida que aumentaba la edad no se observé
ninguna tendencia (Fig. 2). La explicacion de hallazgo puede deberse a ciertas condiciones ya
que la prueba NS1 es una herramienta especifica para el diagndstico del dengue agudo, aunque
la sensibilidad del método por si solo (65%), se ve influenciada por el nivel de viremia y la
respuesta inmune humoral,® la cinética de la desaparicion de NS1 en las muestras con
infecciones primarias, el rapido aumento de una respuesta de anticuerpos IgG en las muestras
de ensayo y la presencia de una infeccion secundaria los niveles de NS1 pueden ser
rapidamente enmascarados por anticuerpos circulantes o borrados de la circulacion. *° Se debe

tener presente que los cuatro serotipos del VD son antigénicamente distintos, y pueden
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provocar una reactividad cruzada no deseada y en co-circulacién de otros miembros de la
familia Flaviviridae permitiendo la formacién de complejos auto-inmunes debido a que los
flavivirus comparten epitopos comunes de grupo, en particular en la proteina estructural E de

envoltura.®

Al incrementar la edad aumenta el namero de exposiciones al VD la deteccién de antigeno en
la fase aguda de infecciones secundarias puede verse comprometida por la pre-existentes de
IgG formando inmunocomplejos que se dirigen a la NS1. Se ha demostrado en otros estudios
que altas concentraciones de este antigeno puede ser detectado en pacientes con infecciones
primarias y secundarias hasta 9 dias después de la aparicion de la enfermedad donde NS1 es
sintetizada por todos los flavivirus y secretada por las células infectadas. La presencia de NS1
secretada (NS1s) en el torrente sanguineo estimula una respuesta humoral fuerte, y se encontrd
que NS1 puede ser detectable hasta 14 dias después de la aparicion de la enfermedad donde las
personas hubiesen estado expuestas a varios flavivirus a medida que viajan a regiones
afectadas por dengue,® lo que se traduce al fortalecimiento de la capacidad inmunoldgica para
responder a la infeccion, estas exposiciones pueden generar anticuerpos anti-NS1 que van a
responder ante la presencia de antigenos circulantes en sangre, pudiendo presentar una prueba
NS1-negativa. En contraste los anticuerpos IgM anti-dengue no muestran tendencias porque

estos son detectables cada vez que el individuo se infecta.*®

En este estudio la deteccion de NS1 fue relativamente alta durante los 3 primeros dias de
enfermedad, ademas, se observd que a medida que incrementa la frecuencia de IgM,
disminuye la frecuencia de NS1(Fig.1), encontrandose resultados similares en un estudio
realizado en el 2010 por Wang S, et al.° Estas observaciones son interesantes porque
aparentemente a medida que incrementa la repuesta inmunoldgica disminuye la circulacién de
NS1 en sangre, es decir, se produce una presion sobre la replicacion viral. No obstante,
encontramos 3 casos NS1-positivos en el dia 6to, el cual es considerado con mayores titulos de
IgM y 2 NS1-positivos uno en el dia 7mo y otro en el 10mo, probablemente algunos factores
genéticos del huésped han permitido que el virus siga replicandose en presencia de anticuerpos

IgM. Otros investigadores han encontrado resultados similares.?* La cantidad de NS1s en el
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suero de individuos infectados con el VD ha demostrado que se correlaciona directamente con
la viremia y la patogénesis de la enfermedad.?*

La IgM es detectable inicialmente en sueros de fase aguda entre el dia 3 y 7 después de la
aparicion de la fiebre en los pacientes, encontrandose relativamente alta frecuencia en aquellos
que presentaron 6 dias de infeccidn. La deteccion de IgM es muy importante en el diagnéstico
de dengue ya que estos se mantienen elevados hasta finales de la 2da semana (de 13 a 15 dias)
y descienden hacia los 28 dias, su presencia es indicio de infeccion primaria causada por
cualquiera de los cuatro serotipos del VD.*

En las infecciones secundarias los niveles de anticuerpos IgM pueden aparecer en bajas
concentraciones y en infeccion primaria una respuesta de anticuerpos IgM, aparece en niveles
detectables una vez finalizada la fiebre y la viremia, por lo que se recomienda que la toma de
muestras utilizadas para la determinacion de este anticuerpo sean extraidas después del quinto
dia del establecimiento de la enfermedad, estos anticuerpos aparecen levemente antes de los
anticuerpos 1gG, al 5to dia estan presentes en el 80% de los pacientes, entre el 6to y 10mo dia
en el 93% y entre el 10mo y 20mo dia en 99%, algunos pacientes pueden presentar al segundo
o0 al cuarto dia y otros tardan al menos 7 u 8 dias. La IgM deja de detectarse a los 60 dias, sin
embargo persisten hasta los 90 dfas.®® En nuestro no se evalud el tipo de infeccion que
presentaban los pacientes ya sea primaria 0 secundaria, por lo que se sugiere realizar otras
investigaciones que complementen la deteccion de NS1 con la determinacidén de anticuerpos
IgM/1gG como herramienta importante en el incremento de la identificacion de casos que seria
potencialmente Gtil para el diagndstico de la enfermedad del dengue y un mejor manejo clinico

de los pacientes infectados por el VD.
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CONCLUSIONES

1. Se encontr6 asociacion de riesgo (OR= 4.6) en el grupo de edad (0-5 afios) en
presencia de NS1-positivo, IgM-positivo, 0 ambos marcadores, con un porcentaje de
(50%).

2. Se observo diferencias estadisticamente significativas (OR= 3.8, p= 0.003) entre

dengue-positivos y el género femenino.

3. EI98% de los pacientes estudiados presentaron las manifestaciones tipicas de la fiebre

por dengue.

4. La frecuencia de positividad en NS1 e IgM en los pacientes investigados en este

estudio fue de 20% Yy 27% respectivamente, y el 8% fueron positivos a ambas pruebas.

5. El 39% de casos investigados en este estudio fue designado como dengue-positivo en
base a los resultados obtenido por la prueba inmunocromatografica NS1 y ELISA IgM

de Captura.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar la toma de muestras pareadas para investigar si en infecciones secundarias la

prueba NS1 tiene el mismo alcance que en este estudio.

2. Investigar si la sensibilidad de la prueba NS1 con la determinacion del serotipo, es

serotipo dependiente.

3. Investigar si la combinacion de deteccion de los métodos NS1, IgM/IgG y PCR
ayudaria al incremento de la confirmacién en la deteccion de casos de dengue.
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ANEXO. 1. DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS. UNAN — LEON
FICHA EPIDEMIOLOGICA

Estudio: Efecto de la determinacién del antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM anti-dengue sobre el diagnéstico integral del dengue
en pacientes hospitalizados en el HEODRA durante el periodo de Noviembre 2009 a Octubre 2010.
1. DATOS GENERALES

1.1 SILAIS: 1.2. Municipio: 1.3. Unidad de Salud:
1.4. NUmero de expediente: 1.5. Cod. Vivienda: 1.6. Fecha / /

2. DATOS PERSONALES

2.1. Nombres y Apellidos:
2.2. Edad / 2.3. Fecha de Nacimiento: / / 2.4 Sexo: F () M () 2.5. Ocupacion:

2.6. Nombre del padre y/o madre:

2.7. Direccion:

2.8. Procedencia: Urbano __ Rural 2.9, Embarazada: Tiempo de embarazo: meses
2.10. Enfermedades cronicas: a.Asma____ b. Alergia Respiratoria______ c. Alergia dermatoldgica
d. Diabetes _____e. Otros

2.12. Enfermedad aguda adicional: a. Malaria____b. Neumonia ____c. Infec. De vias urinarias____d. Otra

3. DATOS CLINICOS

4.1. Fecha de inicio de los sintomas: / / 4.2. Fecha de toma de la muestra: / /
4.3. Hora de toma de lamuestra: ____a.m./p.m. 4.4, Hora de refrigeracion de lamuestra: __~_ a.m./p.m.
Marque: Si (S) No (N) Desconocido (D)
4.5. Sintomas: 4.6. Signos:
a. Fiebre a.rash__ m. prueba del torniquete positivo
b. cefalea b. epistaxis n. P/ A (sistilica / diastolica) _ mmHg
c. mialgia____ C. petequias fi. Frec. Cardiaca o pulso ____ / min.
d. artralgia d. melenas o. llenado capilar ___ / seg.
e. dolor retrorbital e. hematemesis p. temperatura____ °C.
f. dolor abdominal __ f. gingivorragia g. Frec. Respiratoria____/ min.
g. diarrea g. hematuria r.vomito
h. escalofrios __ h. hemorragia vaginal ____ s. hepatomegalia
i.anorexia i. derrame pleural __ t.disnea
j.tos_ u.ictericia
k. piel fria v. radiografia
I ascitis w. ultrasonido
4.7. AL INGRESO HOSPITALARIO: MARCAR: SI (S) NO (N) DESCONOCIDO (D)
PRFSFNCIA DF SIGNOS DF DFSHIDRATACION: a_ llanto sin lAarimas h. miicosas secas ¢ aloho ocular hendido

4. LABORATORIO CLINICO

5.1. HEMATICA: hematocrito __ Hemoglob. Plaquetas ___ G/Blancos LINF SEG MON
5.2. Resultados seroldgicos y Virolégicos de Dengue: Inmunocromatografia:

ELISAIgM __ IH____ ELISAInhb. _ RT-PCR_____ SD Dengue NS1 Ag:

Resultado Final Gota Gruesa

Pagina 47




DCNOLED
N31

DENGUE
NS1

DErJIZUE
TR}

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA UNAN-LEON

DETERMINACION DEL ANTIGENO VIRAL NS1

(Inmunocromatografia “SD dengue NS1 Ag”)
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DENGUE IgM CAPTURE ELISA

E-DENO1M/E-DENO1MO05
ANTIGEN-VIAL ASSAY PLATE
Stabilised dengue-antigens ¢-human IgM
1. Add 10 pL of Antigen in 2.5 mL of Antigen Diluent and mix. 3. Add 100 pL of diluted samples and
Unused concentrated antigen should be stored at 2-8°C. Controls to assay plate.

2. Remove required volume of diluted antigen and mix with an
equal volume of MAb Tracer in a separate glass vial or test
tube. DISCARD UNUSED DILUTED ANTIGEN.

-

4a. Incubate 1 hour at 20-25°C. 4b. Cover plate and incubate 1 hour at 37°C + 1°C
-

HRP

¢

5. Wash the assay plate x 6. After gentle rotation to mix the
antigen-MAD solution, transfer 100 L per well to the assay plate

!

6. Cover plate and incubate 1 hour at 37°C £ 1°C

X

i

7. Wash the assay plate x 6. After the final wash, add 100 pL TMB per
well and incubate at 20-25°C for 10 minutes. Stop the reaction with
100 pL Stop Solution and read at 450 nm (Reference 600 - 650 nm).
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Concepto Indicador Escala o Categoria
Afios transcurridos a partir de | Ficha de recoleccién | 0-5 afios
Edad la fecha de nacimiento de datos 6-15 afios
16-30 afios
31 a mas
Condicion de género Ficha de recoleccion | Femenino
Sexo determinada por de datos Masculino
caracteristicas fisicas y
genéticas.
Lugar de origen del paciente. | Ficha de recoleccién | Urbana
Procedencia de datos Rural
Ocupacion Actividad a la que una persona | Ficha de recoleccién | Obrero
se dedica en un determinado de datos Ama de casa
tiempo. Estudiante
Profesional
Caracteristicas Signos y sintomas que Ficha de recoleccién | Fiebre
clinicas presentan los pacientes de datos Cefalea
durante su hospitalizacion Mialgias
hasta en dia de la toma de Artralgias
muestra para el analisis de Dolor-retroocular
laboratorio. Anorexia
Vomitos
Rash

Dolor abdominal
Hemorragias

Otros

SD Dengue NS1 Método Presencia o ausencia | Positivo
Ag inmunocromatografica que de la proteina no Negativo

permite identificar la presencia | estructural NS1.

de antigenos NS1.
ELISA de Captura | Método Inmunoensayo Positivo
IgM Dengue enzimatico, cualitativo para la Negativo
(Panbio) deteccion de anticuerpos IgM Lecturas de

anti-dengue en los pacientes
con clinica y sintomas
compatibles con la fiebre del
dengue.

Absorbancia mayor
al CUTT OFF
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