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l. INTRODUCCION. 

El Dengue es una de las enfennedades Infecciosas de ellologla viral que por 

sus caractertsttcas epidemiológicas y cllnlcas se ha convertido en, una de las 

principales enfermedades que afectan a un gran nC1mero de personas 

principalmente en las reglones tróplcales donde el clima es propicio para el 

desarrollo del vector, el mosquito Aedey M,gJpfl 

En México el dengue presenta un patrón epidémico , caractertzado por su 

presencia la mayor parte del ano en diferentes reglones del pals, pero se presentan 

brotes que llegan a afectar a una o varias poblaciones de cada una de las reglones en 

donde el dengue es endémico, con manifestaciones cllnlcas clásicas (Dengue 

clásico), o con las llamadas fonnas severas de la enfennedad (Fiebre hemorraglca 

del dengue y Dengue con slndrome de choque) siendo estas Ctlllmas las de mayor 

Importancia debido al dallo que Tiegan a sufrir los lndMduos a los cuales afecta. 

La detección oportuna y rápido diagnóstico de esta enfermedad en las 

reglones afectadas por Dengue permlHra establecer la estrategia que impida que el 

brote llegue a afectar a otras poblaciones y además de que las reglones ya afectadas 

cuenten con la ayuda necesaria que Impida que se presenten casos de 

manifestaciones severas del Dengue. 

Desde que el Dengue apareció en México en 1978 solo el laboratorio de 

Vlrologla Dtagnósttca del Insttluto Nacional de Dtagnúsllcv y Referencia 

Epidemiológicos (1.N.D.RE.) se encargaba del dlagnósllco y estudio de esta 

enfermedad a nivel nacional siendo la técnica de Inhibición de la 

Hemaglullnadón (LH) la prueba de rul!na para detección de casos dengue. Existen 

otras t~lcas alternativas como son: la lnmunofiuorescenda, la Fijación de 

complemento, la Nel1trallzación por reducción. de placa; pero la sensibilidad y 

especificidad de estas técnicas esta por debajo de l.H. ó resultan ser demasiado 
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costosas para ser Implementadas en el laboratono como, es el caso de Ja técnica de 

radlolnmunoensayo. 

En el presente trabajo se pretende encontrar una alternativa al diagnóstico de 

dengue que como se menciono , la técnica de l.H. es la técnica de nitina para este 

proposlto, se busca que esta técnica nos proporcione en menor tiempo la obtendOn 

de resultados, sea de mayor sensibilidad y especificidad y ser Implementada en la 

mayor pane de los laborat0t1os regionales del pafs que esten afectados por el 

Dengue. 

La técnica de ELISA recientemente desarrollada en el C.D.C de San Juan. 

Puerto Rlco para la deteroón de anticuerpos lgM especificas contra dengue CMAC:

ELISA), la convierten en una técnica, que por sus caractet1stfcas la hacen ser la 

técnica que pueda sustituir a !.H. por lo cual se hara una comparación de ambas 

técnicas para determinar las ventajas que pueda ofrecer la técnica de (MAC-ELISA) 

sobrel.H. 
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2. GENERALIDADES 

2. 1 !-'JSTORIA 

El término dengue fue Introducido del espanol a la literatura médica Inglesa 

en los anos de 1827-28 durante una epidemia en el Caribe, caracterizada por 

exantema y artralgtas. Este término es una traducción de un dialecto asl.itico 

swahlll: dens¡¡, ctyens¡¡ oKI deJ18il pepqque desalbe •un golpe s<iblto causado por 

un esp1ritu maligno·. El nombre de Knokl:e!-Kllrts dado en Indonesia en 1780 un 

término que antecedió a lo que ahora conocemos como dengue, nombre que se 

aceptó oficialmente en 1869 por la "Royal College of Phystclans" de Londres. ( H) 

La fiebre hemorr.iglca del dengue (FHDl y dengue con slndrome de 

choque (055) fueron Identificados por primera vez en Australia en 1827 y en 

Greda en 1928. Algunas de las epidemias mas grandes se desencadenaron en E. UA 

Australia, Grecia y japón las cuales se presentaron a partir de 1920, en ellas hubo un 

gran número de Individuos afectados . El cuadro cilntco fue reconocido y estudiado 

en Manila en 1954 y en Tailandia en 1958 (Fiebre hemorráglca del Thal). Entre 

t 953-1964 la FHD fue desaita en la India, Malasia, Filipinas, Tailandia y Vietnam A 

partir de entonces existió un considerable aumento en el reporte de casos 

principalmente en el sureste de Asia. ( 2') 

El dengue en las Américas ha Ido definiendo su Identidad como ·un 

problema de salud pClbllca. su evolución Incierta dentro de la historia de. las 

epidemias de la reglón se Inicia con la Importación tanto del vector como del 

agente, continuando con la lenta adaptación de estos a las condiciones locales, en 

forma pai:_alela al desarrollo de las sociedades del continente. ( 21 l 

-3-



Los prtmeros datos sobre la presencia del dengue en la Améncas se 

registraron en Filadelfia en 1790, posteriormente se reportó una epidemia en el 

Cartbe 1827. Entre 1826 y 1828 se descrtbe una gran epidemia, de algo 

semejante al dengue en el sur de los Estados Unidos y en los paises del Cartbe, 

adqulrtendo en este brote el nombre con el cual es conocido hasta la fecha (1'1 . 

Reaparece postertormente en Texas en 1881-1885, se reporta en Cuba y de nuevo 

en Texas en 1897, Invadió Puerto Rico en 1915 y Jamaica en 1917 y se diseminó en 

todo el Caribe en 1922 .. Se desconoce el serotipo asociado a las primeras epidemias, 

los estudios serológlcos en Panam~ sugirieron que el dengue tipo 2 <DEN-2) fue el 

responsable del brote de 1941-42. aunque también estuvo presente el serotipo 3 

CDEN-3> posteriormente se aisló el serotipo 2 en Ttinidad C195a ( 2,3.2tK 5', 57) 

PANORAMA HISTORJCO EN MEXJCO 

Durante los al\os 50s se sabe que circuló por los menos un serotipo en 

México que dejó de hacelio con el control del mosquito Aede< r1€8JPfi en la 

década de Jos 60, después de Intensas campanas por erradicar al vector desde el año 

de 1947, durante esos al\os México se mantuvo libre de dengue. Posteriormente 

se presenta una epidemia en la reglón del Caribe en 1963 producida por el seroU¡x1 

DEN-3. En 1977 se reportaron brotes asociados a los serotipos DEN-2 y DEN-3 , en 

ese mismo ano se Introduce el serotipo DEN-1 en toda la reglón del Catibe, Sur y 

Centro Amél1ca, para invadir México en 1978 (74). 

En el al\o de 1978 el vector invade nuevamente a México, reportándose en 

ese mismo ano Jos primeros casos en el sureste de México marcando el comienzo 

(fQ ltl tl~lividad d9 los flavivirus en nuestro país. Desde entonces la enfem1edad 

presenta ;.n patrón anual, con picos en los meses de lluvia, predominantemente 
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dS~iddv:. ..:u1t iu~ :.t:1uiiµu:. DEN-1 y DEN-4; id 111dyuría e.fo tos Cd.SOSCUl'Sdl'Oll con 

~uaJ1 u u~ Llt:11~1.11.: dd:ti~ dÚU i.:uduüo se noliCiCd1un muy pocos CdSOS e.le 

complicaciones hemorTjgicas {~). 

O.: 1900" 1902 ,., 1t:porlitru11 lirolt:> '"' 19 estados del pals, logt".\nc.lo>t> ese 

último ano comprobar por aislamiento la circulación del scrottpo l. Su posterior 

circul:ición por el ter:itcrlo n:icional o=lcn6 grandes epidemias de dengue c:Uslco. 

Ya en el :ino de 1 ~83 se encontraban afectados :!3 estados del pals tograndosc, atstnr 

por p:imcra oc;:isión tos scrcttpo::; 1, 2 y 4 que drcuJabc1n en regiones con ecosistemas 

diversos (hCmcd:l,trop!cal y de tipo dcs6rticol y altitudes cada vez mayores <hasta 

lSCU metros ::mm}. De los t,~U,'~11.'0 msos que se hLln rcportéldo en el continente 

.'\mcrlc::ino de 1 %'!Ja l 9SS, tos paises más afectados por et dengue son Colombia 

(7.7 3), BmsH C17.2 t;t}, Cuba (34.2 ? .. ),Puerto Rico ( 4.5 3) y México (22 '!J, la 

amplf<l diotribución de serotipos a lo largo de los últimos 20 anos y el amplio 

mosaico de serotipos que han circulado han favorecido ln presentación y dcsarrono 

de epidemias a lo lar¡;o de la historia ( 22.Z! ). 
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2.2- CARACIERISDC\S DEL AGENTE. 

2.2. t CLASIFICACION 

El virus del dengue y sus cuatro serotipos, que anterionnente fueran 

clasificados en 1974 por el lntemattonal Commlttee on Taxonomy of Vlruses dentro 

del género ftavlvlrus, Familia Togaviddae además de los géneros alfavlrus, 

Pesttvlrus, y Rublvlrus y varios miembros adicionales; recientemente ha sido 

reclasificado junto con los otros miembros de este género en la Fanuü;1 

Flavivtrldae Para esta redaslflcadón las ptindpales razones que se adoptaron 

fueron las slgttlcntes. ('111 l 

1.- En las células Infectadas por flavlvlrus no se ha detectado RNAm subgenómlco 

de 265 que corresponde a la porción 3' del genoma que codifica para proteinas 

estructurales.( '11) 

2.- En sistemas de traducción libres de células el RNA de los flavlvlrus genera solo 

proteinas estrudurales, mientras que el RNA genómlco de los alfavlrus genera 

protelnas no estructurales. ('ll) 

3.- El !amano de los Flavivlrus es de aproximadamente 45 nm y el de los otros 

géneros 50-70 nm. (78) 

Basados en estos ctitetios se creó la Familia FlaviVln'dae cuadro No t. la 

que incluye a mas de 60 virus y la cual fue aprobada por el ICTV en 1984, el prefijo 

d9 la familia fito dorivado de Jl¡¡vu..,· Camatillol y refiere a la especie tipo, que es el 

Virus de la fiebre amatilla ( '11 l 
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CU*8.I 

FAMILIA: 

GENERO: 

CLASIFICACION 

Fiebre Amarilla 
Alfuy 
Apol 
Vampiro Dakar 
DENGUE 1,2,3,4 
llheus 

FLAYIYIR/IME 

Flavlvlrus 

Encefalitis Japonesa 
~nfermedad del bosque Kyansanur 
Encefalftls del Valle de Murray 
Fiebre Hemorráglca de Dmsk 

Powassan 
Rio Bravo 
Roclo 
Encefalitis de San Luis 
Vampiro de Entebbe 
Oeste de 1 Nilo 
Zlka 
Uganda 
Usutu 
44 Miembros mas 

FUENlE: Westaway EO. Flevlvfrf<ile. lntervfrollllb' 24: 183-192 ( 1985) 



El Virus del dengue al ser Igualmente un Virus transmllfdo por artrópodos 

pertenece al grupo de los Artxivlrus (Subgrupo B> • El término arbovlrus (del Ingles 

arthropod-bome vfruses) agrupa a los agentes causales de algunas enfermedades 

epidémicas y enzoóttcas más Importantes de la patologla Infecciosa de ortgen viral 

(5:1). 

Además de contar con morlologla y estructura genómlca similares, todos 

comparten determinantes antigénlcos, lo cual dificulta Ja ldenttficación de los 

miembros de esta familia por las técnicas serológicas clásicas. ( 51i) 

La relación de los denguevtrus con otros flavfvfrus fue demostrada 

serológicamente en 1950 por Sabln, quien reportó reacción contra el Virus del 

dengue en Individuos convalescfentes de fiebre amarilla, de encefalitis japonesa y 

de Infección por el Virus del Oeste del Niio. e :n. o J 

2. 2.2 CARACTERIS11CAS MICROSCOPICAS 

El vfnts del dengue ttene forma esférica, ademas de tener una 

nucteocApslde lcosahédrica o lsométrtca de 30 nm de diámetro, el vfrión completo 

mide aproximadamente 45·50 nm de diámetro. En forma slmltar a otros 

flavlvfrus, los vfriones maduros consisten en un genoma de cadena sencilla de 

RNA de polaridad positiva (con caractertsticas de RNA mensajero), con un 

coeficiente de sedimentación de 42 S y con un peso molecular de 4 Kd. El RNA 

viral contiene apro:.:imadamente 11 Kb, con un ·cap· en la reglón 5' y 

posiblemente no existe polladenltadón en el extremo 3' • El RNA del Virus del 

dengue es Infeccioso y puede ser traducido In lli/ro el genoma Viral codifica para 

tres prolelnas estructurales y para varias prolelnas no estructurales. ( 17,a) 

El vlruS del dengue está constituido por tres protelnas estructurales. La protelna 

de la nucteocApslde V2 o C. de 14 Kd, es un pollpéptido básico no glucosltado 
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asociado con el RNA viral, que da lugar a la nucleocápslde, la cual está rodeada por 

una bicapa de llpldos con la cual interacciona una prolelna glucosilada 

transmembranal denominada V3 o E (~-59 Kd). En esta protelna V3/ E residen las 

principales actividades biológicas del virus como son: hemagluttnación, 

neutralización, unión a receptores celulares, neurotroplsmo, etc rn,m. 
Finalmente la protelna VI o M (8 Kdl es un pollpépttdo no glucosllado, 

la localización de esta proteína de membrana dentro del vlrión no es clara, pero se 

postula que es una protelna integral de membrana que puede interaccionar con la 

protelnaV3/E. as! como con el complejo RNA-protelna V2. se ha desaito una 

proteína adicional denominada pre-M que se piensa es el precursor glucosilado de 

la proteína de membrana Vl / M en la fig. 1 se representan la dlstribución de los 

componentes del virus. ( •· ~ ) 

Se desconoce el n(tmero e.xacto y la función de las protelnas no estnicturales, 

sin embargo, recientemente varios grupos de Investigación están estullianllo la 

protelna NS Cantlgeno soluble fijador de complemento) y han demostrado que la 

administración pasiva de Anticuerpos Monoclonales CACMl oontra esta protelna 

protege a ratones Infectados con el virus del dengue 2. Esta protelna esta 

gluoosllada y se localiza en la membrana de las células Infectadas, aunque !amblen 

hay una fonna soluble que se secreta al médio de cultivo. El cuadro No.2 muestra 

las principales protelnas estructurales y no estructurales de acuerdo a la 

nomenclatura aceptada para las protelnas de los ftavlvlrus propuesta originalmente 

por Rice y col.(~. st, . 515 l. 

La envoltura membrana! de los denguevlrus y ftavlvlrus en general deriva 

de la céh.da hospedera de la cual emerge el virus, probablemente a partir de las 

ttUlttlbf<lM8 ittlt'a~"lulafils dlll filliculo endoplásmico. Esta envoltura se f\1siona con 

las membranas de la .célula hospedera durante la pen.etración del vlrión, 

problamente promovida por un dominio de la protelna Vl. C 7 l 
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45-50 nm 

PIG. 1 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PRINCIPAi.ES 
COMPONENTES Yl'RarEINAS ESTRUC1URALES DE 

J.DS DENGUEVIRUS. 
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CUADRO NO. 2 
PROTEINAS DE LOS DENGUEYIRUS Y SU FUNCION 

V2/C NO 13.5 Nucleocápslde 
PROTEINAS prM SI 22 Precursor delamembrana 
ESlllUCTUW.ES V1/M NO 8 Protelna de la membrana 

V3/E SI" 51-60 Proteína de envoltura 
NS1 SI 48 ensambla e viral? 

NS2a NO 20 ¿procesadora de NS 1? 
PROTEINAS NO NS:lb NO 14.5 desconocida 
ESTRUCT\JllALES NS3 NO 70 proteasa/ 

NS4a NO 16 desconocida 
NS4b NO 27 desmnodda 
NSS NO 105 RNA · erasa? 

•ta plOlún&Eestir}.icosildaon los4~puonoonlos.._.f1avi.uur 
FUENTE: Heda&I EA. The~ VU.-.ClinMiaob.ltn, Vol.~No.41m.:1!16(1990) 
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PROPIEDADES 8101.0G!CAS. 

Los hospederos naturales de los denguevirus descritos hasta la a.ctualldad 

son los primates y los mosquitos. el hombre se considera un hospedero accidenta!, 

experimentalmente, los chimpancés, y los Mai;acu.•·d!e:,11s. Los gtbones desam>llan 

viremlas, Infectan mosquitos y desarrollan respuesta Inmune stn tener 

manifestaciones cllnlcas . En el laboratorio pueden replicarse en cultivos celulares, 

embrión de pollo , ratón lactante, conejos, cobayos y monos ( MiiGWU•" dt<""l!.•·> • F.! 

virus del dengue se replica principalmente en células del sistema retfculo 

endotellal (macrófagos). (1' , Ml. 

El antfgeno viral se ha detectado en el citoplasma de leucocitos 

mononucleares de la piel, bazo, ganglios linfáticos, sinusoides hepáticos, alveólos y 

corteza tlmlca • Este tropismo del virus del dengue por células del sistema fagodtlco 

ha sido demostrado en monos y en experimentos 1i1 l4hv . La replicación del 

virus se incrementa progresivamente en el tejido linfoide y en leucocitos y llega a 

su máximo cuando tennlna la fase de viremla. (1', :!Jfi) 

Algunos serottpos del virus del dengue tienen marcado neurotroplsmo en 

ratón y presentan una pato!ogla similar a Ja de otros virus neurotróplcos, el virus 

DEN- 2 llene neurotroplsmo en el ratón lactante y es capaz de replicarse en 

neuronas de ratón en cultivo; sin embargo, las cepas salvajes de dengue requieren 

frecuentemente de pases sucesivos en cerebro de ratón lactante antes de que se 

manifieste una completa neuroviru!encia <•l. 

En Infecciones por dengue en humanos se han lnfonnado una gran variedad 

de stndromes neurológicos tales como encefalitis, polineuritis, slndrome de Reye, 

etc. Sin embargo, no se ha demostrado claramente que el virus sea el responsable de 

esos síntomas (61' ). 
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2.2.3 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS. 

El vtrus del dengt1e anttgénlcamente comprende cuatro serottpos 

denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4, los ptimeros aislamientos los 

realizaron Sabln y Schleslnger en t 945 , que distinguieron dos serotipos diferentes 

entonces llamados las cepas • H.ilW.illl • y •Nueva Cuine.il •, que posteriormente "" 

ílamartan DEN-! y DEN-2, los serotlpos DEN-3 y DEN-4 se encontraron de cepas 

aisladas durante las epidemias de fiebre hemorráglca en las Islas Filipinas<•, 5'). 

En los denguevtrus existe un complejo distintivo el cual fue tdentfflcadt' por 

criterios clfnlcos, biológicos e Inmunológicos, los primeros reportes sugieren de 

la existencia de determinantes antigénlcos especlficos del complejo, tamblen se ha 

demostrado la presencia de un determinante antigénlco especifico del complejo en 

la protelna no estructural NS! (antfgeno soluble fijador de complemento). Usando 

un ensayo mejorado de neutralización por reducclón de placa se demostró en 

forma concluyente que los denguevtrus y sus serotipos constituyen un complejo 

<mico de vtrus. Este trabajo fue ampliado por otros Investigad°""' que con 

antlcuerpos monoclonales Identificaron especlflcamente un complejo de epftopos. 

Puesto que la FHD y DSS han sido asociados únicamente con reacciones Inmunes 

dentro del complejo dengue, estos determinantes antlgénlcos pueden jugar t1n 

papel Importante en la lnmunopatologfa de Ja enfermedad. (17, m, !511 , '5) 

Dentro de la estructura antlgénlca de los denguevtrus resalta la protelna V3 

o E, de envoltura o transmembranal, en ella reside una estructura antfgénfca 

compleja can los determinantes anttgénlcas del serotlpo del complejo dengue y del 

grupo flavtvtrus (:111 ) 
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2.2.t AGENTE HTIQLQGICO 

Después de Ja fiebre amarilla, el dengue fue Ja segunda enícnnedad cuya 

etiología lué asociada con un agente filtrable y ultramicroscópico, el. cual era 

transmitido por un artrópodo . Los primeros investigadores sugirieron que era 

transmitida por mosquitos, Jo cual se demostró hasta 1906, en ese ano 

Bancroft publicó la primer prueba de que el mosquito AedesalfJ1»211 era el vector 

de la enfennedad conflnnándolo Oeland y Col. en 1919. "· K,SJ 

Durante Ja 2a Guerra Mundial se hicieron notables esh1dios que 

demostraron el !amano tan pequeno del agente etiológico y otras propiedades de 

este Incluyendo Ja existencia de diferentes serotipos, adaptación del virus al ratón y 

la substgutente mutación al punto de tratar de descubnr una vacuna. En 1944 -

signos y 1945, Sabln y col. aislaron por prtmera vez el virus en •voJuntartos• 

Inoculados con suero de pacientes, esto pennltió disponer de cantidades adecuadas 

de cepas de denguevlrus para realizar trabajos de laboratotio, Investigación y de 

estudios epidemiológicos. Usando suero lnfectanle y la transmisión por mosqt1ilos 

se pudieron detennlnar los s!ntomas y signos cllnlcos después de la Infección 

expertmental, el tamano de la partlcula viral, la sensibilidad de los vinis a los 

agentes desnahualizantes, Ja susceptibilidad de animales a la infección, la 

Inducción y duración de la Inmunidad protectora después de la Infección y la 

Interferencia por virus heterólogos. ( 4i, 5',•) 

La gran etapa en la Virología del dengue comienza con el desarrollo del 

modelo de lnfecclón en el ratón laclante, Klmura y Hotta fueron los primeros en 

reportar la adaptación de las cepas de denguevtrus en el ratón albino suizo. Sabln y 

Schleslnger adaptaron la cepa H.!ilwa/I en ratones de dos semanas de edad y 

demostraron que las cepas adaptadas mantenían las mismas caracteristicas 

serológicas de las cepas silvestres del virus. Ambos investigadores encontran'n que 

-14-



algunos Vlrus adaptados al ratón, estaban atenuados en cuanto a su capacidad para 

enfermar a humanos . Meiklejohn y Col. fueron los ptimeros en sugetir el uso de 

ratones recién nacidos para el cultivo de los denguevlrus ( Cl, • ). 

La adaptación y propagación de ambos tipos de virus (el silvestre y el 

atenuado), a tllulos muy altos en ratón lactante dló como resultado el desarrollo de 

antlgeno para la hemaglutinación y de fijación de complemento, lo que aportó 

grandes progresos en el diagnóstico, en la epidemiología y en la prevenliún del 

dengue. (52) 
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2. 3 PATOGENESIS 

2. 3. 1. ENFERMEDAD 

El dengue es una enfermedad Infecciosa epidémica, que es ocasionada por 

un virus del mismo nombre y el cual comprende 4 serottpos los cuales han sido 

denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4 descrltos en la actualidad. Este virus 

es transmitido al hombre por la picadura de un mosquito del género Aedes $/lP- El 

dengue ha sido conocido !amblen con otros nombres o sinonimias: Fiebre 

Quebrantahuesos, Denguero, Fiebre Polka, Fiebre del 5° dla, Fiebre del 7° dla. etc. 

(25,72). 

La enfermedad presenta diferentes tipc1s u fum1as, Ja fum1a primaria ó 

benigna del dengue conocida como "Fiebre clásica del dengue o dengue clásico"; en 

la cual se ha observado que en nlnos menores de un ano generalmente presentan 

una enfermedad Indiferenciada o una erupción maculopapular. Los ntnos más 

grandes y los adultos usualmente presentan una enfermedad caracterizada por 

fiebre, cefalea, mialgias, slntomas gastrointestinales, y frecuentemente erupción 

maculopapular ( M). 

En contraste a la forma clásica del dengue, existen las llamadas formas 

secundarias ó severas de la enfermedad. la fiebre hemorráglca del dengue (FHD), 

que se caracteriza por anormalidad en la hemostasis y aumento en la permeabilidad 

vascular, y de esta se desprende la segunda forma severa que conduce a un choque 

hlpovolémlco, esta forma se conoce como dengue con slndrome de shock (DSS)). El 

dengue puede Iniciarse como una epidemia urbana explosiva en las estaciones 

lluviosas .Y afectar a un gran ne.mero de Individuos, dentro de los cuales se 

encuentran a turistas y viajeros que visitan áreas endémicas. El patrón de 
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transmisión de la enfermedad es Irregular, aunque se ha obseivado una tendencia a 

Incrementarse blanualmente ( 11, :n , • ). 

En los (tlttmos 20 anos el dengue se ha convertido a nivel mundial en una 

de las enfermedades más importantes del hombre, en virtud del númen' de 

tndlvtduos que llega a afectar una vez que se ha Introducido en una reglón datla 

(ft). 

EACTQRES PE RIESGO 

Existen una serle de faclores secundarlos que determinan que las epidemias 

oonttnúen ocurriendo a inteivalos periódicos blanuales, abarcando extensiones 

cada vez mayores, con un movimiento continuo de los diferente,; scrollpos 

reconocidos. Diferentes estudios realizados sugieren que algunas caracterlstlcas del 

hospedero, del virus y factores epidemiológicos influyen en la severidad de la 

enfermedad y sobre todo para que se manifiesten las formas severas, tales factores 

son: 1 l Factores del hospedero, 11 ) Factores vlrológ!cos, y UD Factores 

epldemiológtcos ( 2!I ). 

Dentro de los factores del hospedero destaca: a) la edad. que es un factor 

Importante en la presentación de la enfermedad, se ha obseivado que en la mayoña 

de los casos de FHD / DSS ha sido una enfermedad de ninos, estudios realizados 

muestran que el 90% de los casos de FHD/DSS ocun'e en los nlnos mayores de 1 

ano. Una prueba nos la da el brote ocurrido en Cuba que demostró que la 

distribución de casos de FHD / DSS indicó que la mayot1a ocurrió en las edades de 3 

a 11 anos, detectandose que nlnos menores de un ano mostraron una respuesta 

tnmunológtca de tipo primario y nlnos mayores mostraron respuesta de tipo 

secundario. b) El sexo es otro factOT, se ha obseivado que las mujeres tienen una 

mayor tendencia a padecer la enfermedad. CJ !.a presencia de antlcueJPOs pre· 

exlstcnlcs" en un individuo es otro factor, un estudio realizado en !langknk, 

Tailandia mostró que madres que presentaban tftulos de anticuerpos neutrallzantes 
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de DEN-2 correlaclonaba con la fecha de tnlclo de la FHD en el nlno, seobsetvóque 

el 90% de los casos de FHD/ DSS ocurrió en Jos nlnos mayores de un ano y el 99% 

de ellos tienen evidencia de una Infección previa, se obselvó tamblen que los ninos 

menorcs de un año con FHO/ DSS C<''lfl lnfecckmcs s1)J1 hijo,; de madrcs ya lmnunes. 

d Algunos dalos epidemiológicos sugieren que Ja :<evcridad de la enfem1cdad 

tamblen .,,;IJ rclaclonada con la ra7.a, se ob.<esvó que la mayor lncidem:la de 

FHD/ DSS en personas blancas que en aquellas de raza negra, observada cturanle la 

epidemia de dengue hemorráglco en Cuba, sugiere la posible participación de 

factores genéticos; sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito ninguna asociación 

de esta enfermedad con antfgenos HlA(,, n, M, '6) 

Los factores Virales que constituyen un riesgo para manifestar las formas 

graves del dengue son: al la variación en la virulencia de las cepas vlricas que 

determinan la gravedad de la lnfecclón. ü la dlstribud6n geográfica endémica de 

diferentes serotlpos del dengue . <M.Sll. 

Los factores epidemiológicos que son Importantes para que se presente l<t 

enfurmedad, y se manifiesten las formas severas de esta son: al el lapso de tiempo 

entre la Infección primaria y la infección secundaria, el cual no debe de ser mayor 

de 3 anos, se ha Visto que cuando el lapso rebasa este limite las posibilidades de que 

se presenten las formas severas disminuyen grandemente seg(Jn otros 

estudlos y obsesvaciones hechas en la epidemia de Cuba . ü Otro factor es l<t 

secueneia entre los serotlpos infectantes lnvestigactones realizadas muestran que 

esta debe de presentar al serottpo DBN-2 como causante de ta Infección secundaria. 

sea cual haya sido el serottpo lnfectante en la infecd6n primaria <DEN-1, 

DEN-3 o DBN-4). o El problema de la eftctencla y la capacidad vectorial en una 

ln~cclón transmitida por artrópodos es otro factor epidemiológico importante, la 

eneteneta-del vector es el de enfrentarse con poblaelones de mosquitos y Virus 

aenéttcamenie cambiantes y la capacidad vedoriaL es la relación del 
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mosquito y el hombre para la transmisión de la enfennedad, esto es preferencia por 

el huésped humano, Mbllos de picadura. susceptlbtlldad del vector y del huésped, 

densidad vectorial y longevidad del mosquito. (zt, H. 25) 

la experiencia vivida en Cuba confirmó que el dengue tipo 1 <DEN-11de19n 

y el dengue tipo 2 <DEN-2l de 1981 fueron responsables de un elevado n<imero de 

entennos que durante la epidemia de t 981 se concentró en un periodo de 

aproximadamente 4 anos lo que habla de una gran circulación del virus , tamblen 

lo que demostró que la población tenla poca protección contra el virus lo que Indicó 

que la existencia de hospederos susceptibles a la enfermedad es otro facior 

epidemiológico Importante. 

Resumtendó cada uno de tos factores de riesgo Flg. 2, se ha presentado la 

hipótesis integral sobre el desarrollo de FHD/ 055, que considera los factores de 

riesgo del huésped, epidemiológicos, as! como los virales. Varios paises de 

América, Incluyendo México están expuestos a un alto riesgo debido a que reímen 

cada uno de los facto re.< antes mencionados y por lo tanto a sufrtr la actividad de los 

denguevtrus y de poder presentar las formas severas de esta enfennedad. La fl'nna 

severa del dengue no tiene definido muy claramente su patogénesls: los principales 

factores son el aumento en la permeabtlldad vascular y la hemorragia. que es 

consecuencia de la trombocltopenla que conduce a defectos de la coagulación 

activación de la vta lnlt1nseca de la coagulación, y esto aunado a los factores de 

riesgo que conducen a la presentación de estas formas de la enfennedad, son 

de trascendencia para que el dengue sea considerada como una de las enfennedades 

con mayor relevancia en salúd p<ibllca. ( P,4t) 
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2, 3, 2, MECANISMO DE TRANSMISION. (VECTORES) 

Los denguevirus tienen hlen definido su mecanl<mn de transmi<ión, esto< 

virus son lransmllldos al hombre mediante la picadura d<> un mosquito, el cual 

act6a como vector. Este mosquito pertenece al género Aed~ siendo la especie 

Aed<M a~ el más común de los vectores • El mosquito pica durante el dla y 

puede lrasmftlr el virus inmediatamente o después de un periodo de 8-10 dlas, 

tiempo durante el cual se multiplica dentro de las glándulas salivales volvtendose 

lnfectante capaz de transmitir la Infección, este pertodo se denomina: periodo de 

Incubación extrlnseco (PIE). Una vez Infectado, el mosquito será capaz de transmitir 

'ª Infección funcionando como vector el resto de su vida. (fl, 'M J. 

Por otro lado el virus puede ser transmitido transováricamente por ciertas 

especies de mosquitos Aed<!>; este fenómeno puede permitir el mantenimiento 

natural del virus y esto explica porque el virus se mantiene actfvo durante periodos 

largos lnterepidémlcos • La transmisión epidémica de este virus es más alta en áreas 

donde abunda A a".lJPfi. Recientemente, A. alhonk:fu.~ ha sido lntmducfdo al 

continente americano y se ha detectado ya en 15 estados de Estados Unidos (12, • ). 

En condiciones favorables, el ciclo de vida de este mosquito se puede 

completar en diez dlas, el habita! de las larvas son los depósitos de agua tales como: 

recipientes de metal, barriles, cisternas, hoyos en los árboles y rocas, llantas de 

automóviles, etcetera. Los mosquitos pican en <tiendo y preferentemente en los 

tobtllos, codos, parte posterior de las rodtllas y del cuello. 4. af!6J1.'fl es un 

mosquito doméstico altamente antropoftllco, prefiere depositar sus 

huevecillos en recipientes de color obscuro y diámetro ancho, especialmente en 

aquello' quo se localizan en Arua.- s.ombruadas. El delo bAstco se desalT'Olla en e1 

hombre y en el mosquito, la fuente de Infección para el mosquito es el hombre en el 

pertodo vtrémlco que puede durar de 5 a 6 dlas. La ocurrencia de casos humanos 
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libres de ~ ademas dllnde se encuentra A alt>l>prcw:; me11ca11a que el 

h()ll'lbre ¡x'C!rla ser un huésped accidental de ese cicll'. en el marco epidemfológloo 

tmal, Ja existencia de un ciclL' selvá!tcll entre monoo y mosquitos tendrla una 

Importancia stgntflca!iva desde el puntl' de vista de sa](id p(>bllca. (27, 1) 

2. 3. 3. PERJOOO DE INCUBACION Y CUADRO CUNICO 

El espectro clinloo de esta enfennedad varla desde un cuadro febtil (dengue 

cMslco o Infección ptimarla) hasta las fcrmas severas que pueden manifestarse 

como fiebre hemL,rráglca por dengue ffHDl o como dengue con stndmme de 

choque (DSS). El dengue clásico o tnfecciL'n pt1mat1a se caracteriza por tener un 

pet1odl' de fncubackm de 3 a 14 dlas. El cuadm cllnloo se presenta bruscamente 

como fiebre bifásica lntennllenle, escalofrloo , cefalea, mialgias, artralglas, dolor 

retro-orbital, exantema máculo-papular en el tnmcll y extremidades, náusea y/o 

vómito es lransllotio y puede verse en las pt1meras 24 - 48 horas del fnlcill de la 

fiebre, Ja fiebre persiste de 4-6 dlas tenntnando en ct1sls, con sudoración Intensa. Ja 

vlremla generalmente coincide con la fiebre. La exploración llstca del paciente 

puede mostrarhepatomegalia moderada, bradicardia y Jlnfadenopatla. Los dalos de 

labcm1torlo son nom1ales, exi:epto por una leucopenia moderada. La Vtremta 

elevada puede durar de 3 a 4 dlas ( 5Z). 

Las formas severas de la enfem1adad (FHD/ DSS) se Inician con un cuadro de 

fiebre elevada que al remitir se asocia con agravamiento del estado general y 

letargo, con taquicardia, hipotensión y disminución en la perfusl6n ttsular 

periférica, con manifestaciones hemorráglcas que Incluyen por los menos una 

prueba de tomlquele poslttva y cualquiera de los siguientes signos: petéqulas. 

p<irpura. equimosis, epistaxis, hematemésls, gtngiVorragia o melena. En el 90 " de 

los casos se presenta hepalomegalla y los exámenes de laboratorio muestran un 
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Incremento en el hcmatocrtto (t1eff1(1conct-ntrac1onJ, leucocttosts moderada, 

hipoalbumtnemta, hlpovolemta, disminución del ftbrtnógcno, depresión de mas 

del 50% de los niveles de C:J y del proacttvador de C:J y menos de 100,000 

plaquetas/ mm 3 ( 24 ). Las caracterlstlcas , la evolución de tos signos y slntomas 

son esquematizados en la figura no.3. 

De acuerdo a lo a.ltcrior la org-Jnl:.aci6n mundial de la salutl !OMS 1975), 

usando dalo• clínicos d" Tailandia se ha fomiuladu una clasificación de fiebrt• 

hemorráglca del dengue en cuatro grados cllntcos de gravedad ( 24 ): 

GRADO Fiebre, slntomas constltuctonalcs y prueba del torniquete positiva. 

GRADO ll Grado I más hemorragia espontánea en la piel, las enctas, el tracto 
gastrointestinal y otros lugares. 

GRADO lll Grado llmás Insuficiencia circulatoria y agitación. 

GRADO IV: Shock profundo; presión arterial no detectable. 

En todas la etapas hay trombocttopenta y hemoconcentraclón. Los grados llly IV se 

llaman !amblen ~indmme de shoc.k por dengue La figura no 4. resume tas 

caracterislicas clinicas de las forrnas graves del dengue. ( 24) 

Otros hallazgos de laboratorio son, elevación de las transaminasas y 

nitrógeno de uréa en la sangre, el tiempo de protromblna se encuentra prolongado 

con disminución en los factores U, V, VL IX y XII de la coagulación. La disminución 

del complemento y la hlpofibrinogenemia correlacionan con el Inicio del shock y 

con la severidad de la enferrnedad. De estos hallazgos se puede definir a la 

FHD/ DSS como un sindrome de aumento agudo de la pemieabilidad vascular, 

acompal'lado por activación del sistema del complemento y de la coagt1lación (MI. 

Hay importantes diferencias clinlcas entre la enferrnedad observada en Asia 

y la observada en las Amértcas. En el Asia, los casos de Ft;JH/ DSS son compatibles 
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con la defln1ct<'m de la OMS; la cnfcnncdad hcmomlg1ca caractenzada Jl'll" un 

severo sangrado del tracto digestivo allo, también ha sido frecuente en Ja mayorta 

de las epidemias de América. E..ie tipo de FDH fue descrito en Tah!U, y fue una 

causa slgnlílcallva de muerte en Indonesia. EncontrasteconlaclásfcaFDH/USS,,;c 

caraderizó por un sangrado masivo del tracio gastrointestinal antes de que se 

lnlciard el chot¡11e sin ninguna evidencia de hemoconcentradón. l.a 

trombodtopenla y Ja coagulación lntravascular diseminada (CID) son hallazgos 

frecuentes. Este tipo de enfermedad hemorrágfca probablemente tiene una 

patogénesls diferente a la de la clásica FDH/ DSS . Además con frecuencia es más 

dificil de manejar y está asociada con una mortalidad alta. Este tipo de 

enfermedad hemorrágfca que es completamente diferente a la clásica FDH/ DSS, es 

más <umún en Am<.rica <111e en Asia . ( • ,'la) 

Un ej1m1plu clá"il'O Ju"" Ja epidemia de FOii/ DSS d;.bi<<• omrrida en Cuba 

por DEN-2 en 1981, en esta se encontraron también mucllos casos con sangrado 

gastrointestinal alto . Ademá" de 13 casos mortales en nll'los de los <1ue se tfüpone 

lnfotnladón cllnlca detallada, de los cuales 12192"> presentaron •sangrado de tubo 

digestivo alto• , se presentaron eVfdendas de hemoccmcentraclón sólo en sets 

pacientes (46'1!.), lo que sugiere que estos nll'los hablan tenido una enfem1edad 

hemorrágfca similar a la descrita en Indonesia. En la epidemia de 1984 por DEN-4, 

en Mérida Yucatál\ México, nueve casos (cuatro mortales), de enfermedad 

hemorrágica, fueron confirmados sero16gicamente o por alslan1lento. en,• ,11). 

Se trató de cinco nlnos y cuatro adultos, un caso fatal (d•9al\os) tuvo una 

historia cllnlca compatible con la clásica FDH/ DSS, con evidencias de 

hemoconcentraciól\ pero el curso cllnlco de los demás casos mortales , Incluyendo 

al ntno antes mencionado se Vieron complicados por un severo sangrado del 

tracto gastrointestinal. ( 41) 
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En resumen, las Infecciones severas o fatales por dengue parecen estar 

aumentando en muchos países de la región. En tanto que algunos de estos casos 

han llenado el criterio de definición de la OMS para la FHD/ 055, otros no. Estas 

diferencias refuerzan la necesidad de que los cllnlcos de las Américas definan el 

espectro cllnlco de la infección por dengue en cada pals durante las epidemias 

causadas por Jos diferentes serotlpos y cepas del virus.( 281 

:Z. 3. 4. MECANISMO DE PATOGENICIDAD. 
Los eventos Inmunológicos que ocurren en la Infección por los 

denguevlrus, son fundamentales para entender y comprender la ffslopatolog!a de 

esta enfermedad y de las formas graves de esta (FHD/ 055). (25) 

Primeramente uno de estos eventos es la existencia de serotipos de 

dengttevlrus (DEN-!. DEN-2, DEN-3, DEN- 4,) en la naturaleza relationados 

serológlcamente y que penetran a sus huéspedes humanos parcnteralmente. Los 

Individuos Infectados con un serotipo mantienen una memoria Inmunológica 

prolongada, para evitar ser infectados por serotipos hom(1logt>S, asi mismo tienen 

un periodo corto de protec.ción cntzada contra serottpos heterólogos, después de lJ"'' 
pasa este pec¡ueno lapso de tiempo son completamente susceptibles a la Infección 

por otros semHpt•s ( 25 ). 

La Infección primaria y secundarla pueden ser distinguidas por respuestas 

serológtcas caractertstlcas. Los anticuerpos formados en una Infección primaria son 

en su mayor parte de la clase !gM y están dirigidos prtnclpalmente contra los 

determinantes anttgénlcos tipo especificas del Virus del dengue; !as Infecciones 

secundarlas Inducen anticuerpos IgG dirigidos contra los antlgenos del grupo 

flavlvtrus ~1 complejo o subcomplejo de los denguevlrus ( 25 ). 
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Después de ta lnocutactón en ta p1et por el mosquito LJ...iJ_egJ721L , de un 

serolipo particular del virus del dengue el virus llega a sus sitios de replicación que 

son primordialmente células del tejido linfoide ( Monodlos, macrófagos, 

hlstlocttos y células de Kupffer) (M). 

Durante esta Infección el huésped genera una respuesta Inmune que 

lnvolutra la fumlalión de antimerpos (Clase IgM), los antiu1eipus generados 

neutralizan los vtrus circulantes y los macrófagos Infectados destruyen a los 

virus Intracelulares. La Infección primaria se resuelve en una semana y los 

pacientes quedan Inmunes contra cualquier Infección de los 4 serotlpos durante un 

lapso de 3 a 6 semanas. Posteriormente la Inmunidad residual es pemlanente solo 

para el serotlpoespeclflco (~25.0). 

Cuando ocurre una nueva Infección en este caso l~m un vints homólogo 

(mismo senitlpol la memoria Inmunológica del hl"--pedero responde elfmlnando al 

virus y no se pn."lC!uce la enfermedad . En una Infección que se da cuando un 

serottpo diferente al de la primera Infección (virus heterólogo) y en especial el 

serotipo DEN-2. el cuadro clfnfco toma un C\mlO diferente, desencadenando una 

serte de eventos que terminan con ta manifestación de tas rormas severas 

(FHD/ DSSJ de la enfermedad ( 51) 

Estos eventos son explicados por ta teorta propuesta por Halstead y sostiene 

que la presencia previa de anticuerpos (Infección primaria) contra un serotlpo y ta 

siguiente relnfecclón con un serottpo diferente (infección secundarla) dentro de un 

tiempo detem1inadu sun l"Onlliciun~s pard que se presenten las fum1as g¡aves de la 

enfermadad Halstead propuso que ta patogénesis central del FHD/ DSS radica 

principalmente en que los anttcueipos (lgGJ prerormados no neutrallzantes y 

heterottplcos '61nllcuerpos .. F1<:1t1tmres· de la tnfecclónl rorman un complejo Ar.· 

virus que facilita la opsonización uniéndose flm1emente a los receptores Fe de los, 

monodlos y macrófagos, este concepto fue demostrado por Daughadayy Col eTios 
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proponen que existen dos mecanismos por el cual el Virus puedf.". tnfo<.1ar cultlvtts 

de monocttos O a traves de un receptor Viral sensible a ltipstna o ti) a traves de un 

receptor Fe que no es sensible al tratamiento con hipslna, sus resultados sugieren 

que la entrada vtral fue facilitada por fagodtttsis de <.·omplejos inmunl's '"' 

receptores Fe. Además de que estos complejos Inmunes facilitan la Infección de 

monoeltos y macrófagos, permiten una amplificación progresiva de la replicación 

Viral en estas células . La evtdencia h1 "1lo que sugiere la participación de 

los anucuerp.">.< ·r...,111100.irr:s•en la enfermedad, es en estudios reaffzade>!I en '"º"°" 
en los cual"5 se observó que la viremia y la presencia del virus en los tejidos fueron 

mas altas en los animales que tenlan anttcuetp05 preformados. Los monoeltos 

lnfeciados se vuelven de esta manera los blancos de los mecanismos Inmunes, esta 

respuesta es probablemente mediada por células T o células T citotóxlcas, estos 

monocltos al ser atacados liberan una seril' de factures (Facto• de peimealiilidadvasrulai • 

..,.imal o.ctivadoiudal «<npi-to, y tiomboplastinal los cuales llenen sus efectos sobre la 

penncabllldad vascular, consumo de flbrfn,,geno y acttvaci6n del Sistema del 

complemento, esta cascada de eventos fistopatólligicos Incluyen pérdlda de plasma, 

htpofenstonyanomalfas en la coagulación ftgurano.5 (1', H,21(,3,25,51). 

Observacinn.,,; hechas en el Jahoralnrio y .,,;ludios rcall•.ados han mostrado 

que Ja cantidad de denguevlrus, la cantidad de complejos Inmunes, el consumo de 

complemento por la Vfa clásica y las disminuciones en la circulacil'n de q¡. <;¡. y 

q¡ están en relación dfrecta con Ja severidad de Ja enfermedad. CH) 
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2 4.- DIAGNQSIJCO. 

2.4. t DI.AGNOOTICO CUNICO DIPERENCIAL. 

El cnteno c.:liml".(,J c.1u~ toman tos nií-t.hl·:os '""" k1s l-entrus de sal\td durdnte los 

bmtes de dengue es muyngumso, con.iste en la selección de aquelk>s pacientes que 

presenten la siguiente smtomatologia: fiebre de por lo menos 38.5º C de 1 a 5 di as de 

duracón y uno o más slntomas o sena les "no especificas• tales cmno dokir detras de 

los OJOS, mialgia, dolor de las coyunturas, vómito y erupción (1' ). 

Durante los periodos mterepidémlcos la enfennedad de dengue aparece 

usualmente en una forma leve y muchas veces encubierta por otras infecciones 

virales, por lo tanto k>s médicos pueden ver con p.ica frecuencia, pacientes c..m 

sintomas de dengue clásico. Por lo tanto para obtener muestras de pacientes puede 

ser necesario que el cnterio climco para la selección de pacientes será simplemente: 

líebre de por lo menos 38.5 •e de 1 a 5 dias de duración y la evaluación del médioo de 

un slndn>me viral incluyendo a pacientes c..m slntl'lfnas de las lilas re..-plratortas st 

fuese necesario. Estí1dios clínioos anteriores han mostrado que los pacientes oon 

dengue pueden quejarse de males respiratorios tales oomo tos, garganta Inflamada y 

rimus. A>i mismo cualquier pactente con slntomas hemorráglcos o enecfaHUc..'5 en 

quienes se sospeche una enfem1edad viral úi tnfomiación que aoompal'le la 

mue.."lra tomada del pactente deberá ser tan detallada oomo sea postble y deberá 

mclu1r temperatura, presión arterial y pulso, cuando realmente se aee que el 

pacter1te tiene dengue errt•mces se debcra Incluir hematocrfü1, prueba de t«mllquete y 

cuenta de plaquetas. Se considera que esta información es la más importante para los 

pacientes con dengue especialmente aquellllS que estAn muy enfennl'lS. ( 7i) 
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2.4.2 DIAGNOSTICO DE IABORATOKIO 

La Clmfiahilidad de Jos resul!ados de las pruebas de labl,ratotfo dependen en 

gran parte del cuidado y juicio can que se tomen, se manipulen y se remitan las 

muestras p:m1 su dlagn6stlco. Con las debidas precauciones de ascp>ia. se tomaran 10 

mi de sangre total. Los recipientes en que se recoja, y a los que se transfiera, no deben 

tener substancias qulmlcas, aditivos ni preservativos. Todas las muestras, 

debidamente rotuladas y especificadas, se enviarán y almacenarán en condlciLmes 

adecuadas de refrigeración para los futuros estudios de dengue. (5.:!) 

2.4.2. a METODOS DE AISLAMIENTO 

Los especimencs para aislamiento de virus deben tomarse durante los 5 

plimeros dias de la eniermedad. Los tubos de sangre se ponen en refrigeración lo 

más pronto posible después de obtenerla Para lograr óptimas condiciones de 

aislamiento, el suero debe ser separado del coágulo al siguiente dia de la toma, el 

suero se guarda en recipientes esténles llenados a 2/3 de su capacidad y se .congelan 

entre ·2ll"C y · 70'C ( 5H 

El virus del dengue es capaz de replicarse en cultivos de células de mamflcn'IS 

y de mosquitos . Actualmente existen varias lineas celulares derivadas de 

mosquitos. las cuales tienen una may.11' sensibilidad para replicar al Virus y se 

emplean como técnicas de diagnóstico para aislar e Identificar a los diferentes 

serotipos. el efecto citopático va desde severo hasta inapanmte, dependlenck.l de la 

linea celular y de la cepa de virus usada. las células se hacen refractlles, redondeadas 

y se fusionan. (45, '15 ). 



l.Als células de mamlfcros que mas se han utllizad•' para pn'J>3gar a !lis denguevtrus 

mcluyen l"l: 

a·1 U.C-MK Obtenida de ril\ón de mono verde 

b1VERO 

el BHK-21 Obtenida de ril\6n de hamster lactante 

dl FRhL Obtemda de putm..'m fetal de mono rt1esus 

Las lineas celulares de mosquitoson altamente susceptibles a la lnfettlón par 
denguevirus l!i:t l : 

a) C6/3f>Qbtenida del mosquito Aeoe· a/bopictus 

bl LSTM-Al'6l Obtenida del mosquito ApseudoscuteUalis 

e) TRA-t7tyTRA-2MSFG. obtenidasdelmosquttos TmndticJúles 

ambomensis 

El método mas sensible de aislamiento reportado es la tnoculd6n 

intratorádca de mosquitos de las especies T. ambo1nensis o A aeBJPh' con este 

método los mosquitos son maculados con material conteniendo VINs e Incubados 

por 14 dlas a &rC. los antlgenos de dengue 5lm detectados en mosquitos Infectados 

mediante anticuerpos de referencia en pruebas de fijación de complemento o 

tnmunatluorescenda IM) 
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24.2. b METODOS SEROL.Cx;JCOS. 

El diagnóstico serológlco en Jos dengueVlrus es compHcado p<lr la existencia 

de rcactlvidad cruzada con los dctermlnanles anllgénfcos que comparten los 4 

scro!Jpos de los dcngucvinJs y mlcmbnis de la famlHa Flil~ , a!Jn después de 

una exposición sencilla, el suero de un paciente en estado convalesciente 

usuahncntc contiene anticueipos con rcaciJVldad Clllzada delectable . Existen varias 

técnicas que permiten Ja determinación de anticucipos antldcngue, en gran parte el 

dlagn6'.1lco scroló¡;ico continua rcalfzandosc con pruebas tradicionales e.mm son : 

La FiilLión de Cvmplementv (FC), Neutxalización por reducción de placa 

(PNRP), Jnlúbir.ión de la !VJmagluúnadón (lli ), y m~s recientemente Ja técnica de 

ELIBAy otras que se discuten m~s adclante.(~i) 

La prueba de PNRP es Ja establecida, aceptada, estandari7.ada y se basa en un 

sistema un tanto Insensible de ensayo en placa con células de mamlíero bajo una 

capa de agar es una técnica muy especifica y se ha empleado como prueba 

conflmiatorta e :rn 
La prueba de FC es de gran utilidad cuando se trata de Identificar anticuerpos 

prodUddos en Infección reciente , n<' sirve C<'ffio prueba confirmatoria par las 

reacdones cuzadas entre los miembros de la famílla Flavi>inaae (X). 

lnhlbld6rullllaHin:nqlutlnad6n 

IR<de '" "P"rición de '"" Infecciones, en Mé><ico en el al\O de 1978 por 

dengul'Viru~ el cli;¡gnóstiro ~mlógico casi se ha limitado a una tecnlca semlógtca 

qu" por su ~ncillP$. P$pedficicl•d y senslbílidad ha sido uhli7.ada como técnica de 

m"yor empleo en el diagnóstico del dengue. Esta tecnlca es la Inhibición de la 
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hemagtutmaciOn UHl desanullada por Oa11<e y casals en 19511 , aprovechando Ja 

capacidad de algunos virus de aglutinar glóbulos rojos de varias especies animales 

lhemaglutmactón VJral), estos al reccitmar ctm sus anllcuerpos homólogos, se 

bloquéa la capacidad hemaglutinante viraL este es el principio de la técnica de IH. 

los ant1cuerptis IH aparecen en el cur,;o de la primera semana de la aparición de k>S 

síntomas; alcanzan sus tltulos má>Omos en las siguientes 4 a 8 sen\anas y bajan 

paulatmamete a lo largo de los anos, pen;JsUendti a niveles detectables hasta pt"'ll" 50 

anos i:M l, en el caso de los dengtteVJrus estos llenen solo la capacidad de aglutinar 

glóbulos ro¡os de ganso, ademas de que esta hemagtutinactón es dependiente del pH 

siendo el rango de 6.0 a 7.0 . Esta técnica tiene la desventaja de que puede presentar 

rea=ón cruzada con miembros de Ja famiHa de los denguevirus, ademas de que 

solo tienen valor diagnóstico cuando se analizan muestras pareadas de suero, una 

muestra tomada en fase aguda y una segtmda mue..1ra ttmiada en fase 

convalesciente 12 a 16 dias después de la la muestra. Los sueros antes de usarlos se 

deben adsorber con kaottn y eritnicltos de ganso para ellmlnar hemaglutfnlnas 

tnespecííicas. La técnica de IH es ideal para conducir progran'laS de investigación 

epidemiológica encaminados a determinar Ja cin:uladón de atbovirus en una región 

n~. a, 11.1. 

F.n anos reoentes el mayor avance alcanzado en el diagn6stlco senil6g¡c.i del 

dengue es el desarrollo de la técmca de ELISA en sus dos modalidades de captura de 

IgM y de lgG. el uso general de esta técnica proporciona nueva información para la 

comprensión de la dinámica de la respuesta Inmune, la que una vez conocida 

ongma la necesidad de una moch!icadón en la estrategia de vigilancia del dengue 

(111. 
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lgM-ELISA 

La técnica de ELISA para captura de anHcuerpos lgM (MAC-ELISA) 

dcs¡monada por vatios Investigadores en el Ccntcr for Dtsease Control de San 

Juan Puerto Rico CD.C posee ciertas caradcrisHcas que la hacen ser en el futuro la 

tecnlca de elección para el dtagnósHco del dengue, una de las caradel1sHcas más 

CIHlcs de este m6todo es el de proveer un dtagnósHco rápido con una sola muestra 

colectada en rase aguda. Estudios realizados por lnnls y col, revelaron que entre 6 y 

10 dlas dcspu6s de haberse Iniciado la enfermedad, mAs del 90 '1o de los espedmenes 

tomados en fase aguda fueron positivos. Con espedmenes colectados en rase 
convalcsclente la posltMdad de lgM se ha reportado en el 98 'l'. de los casos ( S1 ). 

La ttcnlca de ELISA· lgM es muy CIHI para realizar lnvesHgadones 

postep!df:mlca, sin embargo se sabe que la lgM anH-dcngue desaparece alrededor de 

los 2 meses en muchos pacientes despu.::S de la Infección , por 1~ tanto los 

csp<:c!memcs de convalecientes deberan ser coledados antes de que la lgM Uegue a 

niveles no detcctablcs.(15) 

U> dctermlnadón de lgM es extremadamente CIHI como lndlca~or para 

diagnóstico tempmno del dengue. La prueba de ELISA-lgM ha sido uHllzada por 

vatios Investigadores para dlsHngulr entre los titules de IgM donde co-drculan tos 

virus de la enccralltis Japonesa y dengt1e, en esas llreas donde dra.tfan dimos vtnts 

estos autores reportaron una rcaa:l6n auuda después de la Infección por dengue 

de tal manera quf: se debe tener cuidado al Interpretar los teSUltado de lgM-ELJSA 

para dengue en donde se sepa que haya drculadón de virus miembros de la familia 

H.7ii•itidaa. ( Sl) 



2.4.2. e O'fROS MEIUDOS DIAGNOSTICOS. 

Una serie de métodos complemenlarios para el diagnóstico de lnfecdones por 

dengue han sido desarroTiados, en eslos ml!lodos se pone de manlfieslo el amplio 

avance en el campo de la Investigación Vfrológlca ya que los mélodos que aqul se 

mencionan han sido desarroTiados y se emplean principalmente para la 

Investigación viro16gtca mas que en si que para el diagnóstico. 

El recienle desarrono de las técnicas de PCR (Reacción En Cadena de 

la Polim~rasa), es claramenle uno de los principales avances técnicos en el 

diagn6""tlco de las enfennedades virales. la habilidad para amplificar millones de 

veces una minlma cantidad de ácido nudéia> proveé a la técnica de un poder 

extraordinario. Actualmente el PCR ha sido extensamente evaluado en vanos 

laboratorios para el diagnóstico del dengue. Puesto que la 5ecuenda de bases de los.4 
l 

serohpos es conocida pronto se podrá disponer de los pdnle/S tipo-espedficos. 

Actualmente ya ha sido desarrollada una técnica que combina PCR y la 

identificación de Virus por hibridación usando sondas no radiomarcadas (11). 

Los antígenos de dengue han sido detectadllS mediante la imlCUlación de 

células de mosqurto etm anticuetpos de referencia en ensayos de 

lnmunofiuorescenaa (LF), la técnica ha sido introdUdda en muchos paises y ha 

contnbuído grandemente a mejorar la vigilancia global del dengue. ili) 

Para la delecaón del Virus de la fiebre amarilla se desarrolló la técnica de 

Radmmmunoensayo en fase sóhda (RIA) que actualmente se emplea en la 

mveshgación y detección de los denguevirus. La prueba emplea un anticuetpe> 
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mom.>du1wt '""dcli110 di ¡l.l\J¡>O Oa11Mrus pegado a una perta de polieslireno como 

soporte y una su11üa radiomare<sda llpo-especlfico en un RIA simultáneo lipa 

:>dlldwicl\ ta sensibiliddd del ensayo pard virus propagados en cullivo celular fue de 

2 tos 10 dosis inf<:cta1\le de mosqullo/ 100 µ!y ta readlVldad cruzada con ftavlvinis 

fue buen.<. Et uso de :.ontlas ra<liomarcadas llmlla grandemente l.."\ aplicación de esta 

técnica en la mayor1a de los laburalorlos (1') 

Eslos son algunos de tos métodos empleados en ta actualidad para ta 

investigación y üiagnósllco de Infecciones por dengue ¡ sin embargo se están 

Implementado nuevas t(,cnlcas que pennltan en el futuro llO diagnóstico rápido, y 

confiable. 
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2.5.-EPIDEMIOLOOIA Y CONJROL. 

2. 5.l smJACION PRESENffiEN MEXICO 

Los pl'hnems casos de dengue diagnosticados y reportados en México 

apareciemn a fmales de 1978 en la fnmtera sur con Guatemala, en Tapaclnda 

Ottapas. La pnmera impresión diagnóstica que se tuvo en los 38 casos fue rubéola 

Con el d1agnósuco de dengue se lanzó una campa11a de alerta en la regl•'m sur del 

pais y para 1979 el número de casos sospechosos de dengue aumentó a 6,187. 

Raptdamente se diseminó a 9 estados Chiapas ,Oaxaca, Veracruz, Yucatan y 

Quintana Roo fueron los más afectados, Ya que en 15 estados reportaron 

transmisión de dengue a largo del ano. Un total de 51,406 casos se reportó en la costa 

del Golfo y la frontera noreste t:ll 1 

En 1981, la incidencia fue de 17,()46 casos y la transmisión se detectó en los 

estados de la costa del Pacifico, siendo identificado el padecimiento hasta el estado de 

5inaloa. En 1982 la enfermedad se Teelmoció en 19 estados y se reportanm 32,640 

casos en la costa del Golfo y el Pacffico hasta Baja California Sur. En 1983 nuevas 

regiones en el norte y practlcamente toda la costa del J'aeffico deteclarlm la 

transnnSJón de la infección con 19,()28 casos reportados. Hada el nrterior del 

temtono el dengue sólo se habla identificado en zonas aisladas, pero durante este 

ano la transm1S1ón se extendió amphamente en las areas del interior. Durante k>S 

al\os de 1984 y 1985 el dengue se identificó en 25 estados con 27.645 y 13.688 casos 

respectivamente 155). En 1985 se reaHzó una encue..-ia semll\gfca en Yucatán, donde 

se encontró seroprevalencia de anticuerpos de 72.5 % que Indicó lo diseminado e 

mtenSJvo de la transm1S1ón de la infeccil\n en dicha entidad <•>. 
Durante 1986 se realtzó una encuesta seroepidemiológica en 86 localidades del 

pais y en la población menor de 25 aftas. [ns resultados serológloos muestran un 



amplio espectro de prcvalencias de anticuerp<"IS a tos Virus del dengue con un rang,, 

de 0% hasta un 88% en ciertas localidades. Dicho estudio demostró lo amplió de la 

dtstnbuoón de la inlecoón en el pa!s y la Intensidad en cuanto a la transmisión en 

ciertas regiones del pafs l:ill l. 

La modenoa de dengue a lo largo de la década de los 80's ha tdl> en descenso 

con discretos aumentos blanuales. La dastribución de la enfermedad en la población 

tiene un predominio en el grupo de adultos jóvenes. aqu[ debe tomarse en cuenta 

que el padecimiento en la población pediatñca es facilmente confundible coo otras 

enfem1edades propias de la infancia Este patrón tambien responde al erecto de que 

los adultos han e:.-iado mas anos expue:.-ios al riesgo y la pnibabfHdad de enfennan>e 

es mayor que en la población Infantil 1»). 

De los 227;J19 casos de dengue reportadl'5 de 1979 hasta enem de 1990, el 

86% de los casos fueron reportados por 13 entidades federativas: Veracruz (29,715), 

Guerrero 123,816), Oaxaca 117,568), Chiapas (16,468), Yucatan (15,558), Tamaultpas 

(14,9271, Coahuda (14,6971, Nuevo l.eón (12,720), Jalisco (11,472), Sinaloa (11,402), 

Nayant, llll,5551, Puebla 18, 881 l, y Mtchoacan (8,S07l. (»l 

El dengue es una enfermedad epidémica Clm ciertas detemtinantes 

cltmatológ1cas, la btologia del vector se encuentra muy aSOdada a la temperatura y la 

pnccipllaetón plu\llal, de ahf que extste en MéxlCli un patrón de estacionahdad bien 

dehnutado con los picos de transmisión de dengue durante los meses de agosto y 

septiembre(») 

La defnllción del panorama semlógiCli de dengue en nuesro pals es muy 

pobre. La Vigilancia serológica tiene diversas limitantes. la Infraestructura de 

laboratorios para el diagnóstico de dengue se limita al Nacional de Referencia en el 

INDRE. 



Se han delectad<i S<'l<i tres serottp<is en el tenitorl<i, S<iki d<is de elkis han sido 

responsables de varias epidemias y brotes. Hasta ahora sólo Oliapas. Yucatán, 

Tabasro, Guerrero, Oaxaca, Veracniz. )alisro, Nayarlt y Sinaloa tienen 

aislamientos de dos o mas serotipos y soló en estos estados se reconoce el riesgo 

de dengue hemorráglco. El tener una vigilancia serológica lnlcnslva penntllrá 

lograr conocer la dtslrtbuctón geográfica de serotipos e Identificar la proporción de 

infecciones secundanas para poder definir las áreas de mar<ir riesg<i. ( ZZ ) 

PREVENCION 

La prevenctón de brotes en estas áreas endémicas esta basado en el rontn..it a 

largo plazo por medidas antrrnosquilo. Actualmente se llevan a cabo 

mve..-ugaoones para el desarrolili de una vacuna tetravalente en contra de kis 4 

serollpos de dengue, la inmumzación contra el virus del dengue ~m una Cl.'ltlpleta 

protección contra los 4 serottpos podria sensibilizar a los individuos a padecer 

FHD\DSS. La selección de mutantes virales por pases suceslvos en culüvo de 

células pem1ite la selección de vacunas atenuadas (9). 

Uno de los problemas para la generación de vacunas contra el virus del 

dengue es la generación de anticuerpos contra el vims que pueden faa1itar la 

replicación del mismo, a pesar de que vanos grupos de investigacl6n estom 

trabajando en la generación de vacunas atenuadas contra los 4 serotipos de este 

vm1s, los candidatos a vacuna que han sldo ensayad<is hasta la fecha en humanos se 

asocian en mayor o menor grado con sintomas dinicos adversos y/o una 

incompleta respuesra inmune protectoraActualmente se está anaHzando la 

pos1bthdad de utilizar como vacunas a las prote!nas no estmcturales. As! por 

e¡emplo se tiene que la transferencia paslva de anticuerp<is m<"llmckmales cxmtra la 

proteina no estructural NS-1 del vtrus de DEN-2 o la inmunización activa con esta 

pn.itclna en mtnncs y m<mos ha resultado en una resistencia al reto con el virus 

completo .12', 62) 
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A pesar de los esfuerzos que se estlin haciendo en la generación de vacunas 

atenuadas de dengue, es claro que a la fecha no existen vacunas illl"ICUas, 

suitcicntementc efectivas y capaces de inducir protección, se buscan alternativas que 

penrntan resolver el problema como es lllS e:.-tuclios de cllmación del genoma del 

virus. lll 

2. 5.2 DISTIUBUCION GEOGRAFICA. 

La mdyor clrculaciún del vh"us del dengue Fig.6correspondealserolipo DEN-

1; el DEN-2 ha estado hmitado a algunas k•calidades de 5 e:.-tadL>S de la república y el 

seroripo DEN-4, de circulación más amplia que el serotipo DEN-2 se reportó hasta 

1 'i90 ya en varios estados de la repóblica mexicana principalmente en )llS e:.-tados del 

centro y sur del pals. 

2. 5.3. MEDIDAS DE CONTROL. 

P.,r., "1 conlrul de brol"" se llenen que nevar a cabo principalmente dos 

actividades en fcmna simultanea: a) Clmtnil del mosquito y b) tratamiento de 

pacientes en hospitales 14'1. 

Las medidas de control no se hmrtan al vector y tratamiento de pacientes un 

programa básico de control incluye ta Vigilancia de FHD mediante tas siguientes 

act1vidadesl•1 : 

L- VIGHANCIADEIAFIEBRE 

Con el fin de detenninar la presencia de una epidemia de una enfennedad 

febn~ el "programa de Vigilancia de fiebre" deberá mantenerse =mo un programa 

que debe incluir: A) la Vigilancia de casos de fiebre, o B) un estudio etiológico de 

fiebre de origen desconocido. <•l 
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IL- VIGllANCIA DEL VECTOR 

A Jo largo del pais deberá e.,-iablecen;e la presencia, la den>idad, y la 

prevalencia estacional del vector ..cl~ .sR.KXP1f y su susccpttbilidad a los 

Insecticidas.( •1 

llL- VIGllANCIA VIROLOGICA 

El momtoreo de la Infección del virus de dengue y la ocurrencia de los 

seronpos en áreas endémicas debera ser Instituido tan pronto oomo sea posible. A la 

fecha de m1cio la virológica conslstrra en obtener reportes de alslamJento de virus de 

pacientes y de mosquitos en el laboratorio de arbovirus.C•l 

IV.- VIGIIANCIA SEROLOGICA 

La vigilancia serológtca puede ser usada para delectar Infecciones 

astntomátJcas asl como la presencia de diferentes serottpos de dengue, son 

comunidades en riesgo de brotes de FHD si otnos serotipos de dengue fueran 

mtroducidos.C •> 



2. 6. TRATAMIENTO 

En la plimoinfeccil'm no existe la nece:.idad de un tratamlentll e..tiecJfiCll, la 

eníen-nedad es autohm1tada. En los adultos la convalescencia es prolongada, hay 

estado depresivo o postraaón que no amelitan mas que reposo y manejo 

smtom~llco. La aspmna esta contramdicada por Ja po!>iblttdad de agravar la 

tendenaa a las manifestaciones hemorTágicas. (72) 

El fundamento terapéutíCl• principal en los casos de FHD/055, es la rápida 

repos1aón de líquidos mtravasculares mediante la aplicación intravenosa. lDs 

•igtnentes puntos hacen po!>ible estimar que suplement<-.s se requertran. (7Z) 

En las peores situaciones documentadas (Cuba 1981) la prevalencia de 

pacientes gravemente enfermos que requerfan de hospitaHzaci6n, fue de 1 caso por 

100 personas, los casos hospitalizados usualmente requieren terapia Intravenosa con 

solución s11Un11, alrededor del 20.., de todos los casos hospitalizados requerirán 

expansores de volúmen lntravascular como son el OeHtnín 40, 11lbúmln11, o 

pl11sm11. Alrededor del 10.., de lodos los casos hospitalizados requeriran s11ngre, y 

delem:iút\ de la coal4ulopalla de consumo mediante la admil\islraclón de hep11rln11 

y mejoramiento de la hemalosis (0Hlgeno). (12) 

Basandosc en estos datos los requerimientos para poblaciones de 10,000 

habitantes (100 casos de PHD) se necesitan de 200 a 300 litros de solución salina, para 

20 casos de PHD con hlpovolcmla se necesitan 20 litros de cxpansorcs del volúmen. 

Para 10 casos de FHD con hemorragia serán necesarios por lo menos to unidades de 

sangre. La oportunidad de un tratamiento exitoso del dengue hemorraglco, es el de 

alertar tcmpranemcnte su emergencia. La exploración llslca, el curso cltnlco bifásico 

y la hemoconcentración son Cltlles para estableoer un dlagn6sHco precoz e Iniciar un 

tratamiento colTCdivo del estado de choque y de la coagulopatta. <n.> 
45 



3. O B J E T 1 V O S 



OBJETIVOS: 

l.- Realizar las técnicas de MAC-EUSA e Inhibición de la 
Hemaplutinadón en un laboratorio de arbovirus en México para el 
diagnóstico de infecciones causadas por denguevirus. 

2.- Comparar las técnicas de MAC-EUSA y de Inhlbldón de la 
Hemaglutinadón para establecer las ventajas de MAC-ELISA sobre l.H. 
en el diagnóstico de Infecciones por dengue. 

3.- Detenninar la importancia de la detección de anticuerpos lgM en 
infecciones causadas por denguevirus. 

4. - Detectar cuales fueron los grupos de edad. y Estados de la República 
Mexicana que fueron afectrulos en 1990, determinando los meses en que se 
presentan las infecciones por denguevirus en base a la determinación de 
los niveles de anticuerpos lgM y anticuerpos !.H. 



4. MATERIAL 

y 

METODOS 



MATERIAL. 

a) Material Biológico 

t.- Sueros de pacientes con diagnóstico probable de dengue enViados por los 

Centros Regionales de Saiúd Pública de la República Mexicana al laboratotio 

de Virologla del l.N.D.RE. (229 sueros pareados) 

2.- Antlgenos de dengue utilizados en la prueba de Inhibición de la 

hemaglutinación: DEN-1, DEN-2, DEN-4 y Encefalitis Equina de Venezuela 

elaborados en el laboratorio de Virologla del IN.O.RE. 

3- Antigenos de dengue utmzados en Ja técnica de MAC-ELISA: DEN·!. 

DEN-2, DEN-3 y DEN-4, preparados en los laboratorios del C.D.C. de San juan, 

Puerto ruco. 

4.- Qóbulos rojos de ganso macho, los gansos son mantenidos en el bloterio 

del l.N.D.RE. 

5.- Anticuerpo Anti-IgM humano(µ) catalogo No. 01-10·03 Lab. Kirkgoard 

D. Perry Laboratories !ne. 

6.- Anticuerpo monoclonal anti-flaViVirus 6B6C-1 conjugado con enzima 

peroxldasa. 

7.- Albumina Bovina Fraeción V 

ll- Suero Norn1al Humano al 153. 
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b) MATERIAL DE LABORATORIO. 

1.- Pipetas estériles de 1, 2. 5, y 10 mi 

2.- Vasos de precipitado de 50, 150, 250, 500y1000 mi 

3.- Matraces volumétricos de 100, 250, 500, 1000 y 2000 mi 

4.- Matraces er1enmeyer de 125 y 250 mi 

S.- liqulpo. de Mlcrolilulación: 

- Microplacas de polfeslireno de 96 pozos fondo "U" lmmulon 11 

- Pipetas calibradas de 50 y 100 µJ 

- Microdllutores de 25, 50 y 100 µJ 

6.-Tubos de ensaye 13 x100 

7.- Tubos graduados para centr1fuga 

8.- Viales de poHeslireno de 2 y S mi 

9.- Bulbo de goma y perilla de Seguridad 

10.- Pipetas calibradas de 1,5,10,100 y 500 µJ 

11.- Caja h6meda 

12.- Lavador de placas manual 

e) APARATOS 

t.- Balanza anantca (Mettler H 8) y Granatar1a (OHAUS Harvard tripl 

2.- Cenh1fuga reñigerada (DAMON IEC. CO. DPR 6000) 

3.- Potenciómetro (Beckman Zeromalic ss-3 Mod 96) 
4- Refrigerador a 4 'C ( Lab. Une lnstruments, lnc. Fr1gtd Cab) 

5.- Congeladores a -20 y-70 ºC CRHEEM-REVCO- Ultra Low Mod. ULT1185 

B-L-IO 

6.- Vortex. (Vortex Gente 2. Scienlific lnd. MOd G -560) 
7.- Agitador horizontal para microplacas. ( Mlnishaker - Dinatechh Products 

Cat. 002-963-0900) 

8.- Agitador mecanlco para tubos. (Dinatech Products) 

9.- Autoclave. CAMSCO S.A) 

to,. U!dorde Flacas de ELISAcon Impresora CBEHRING EL311) 

t t.- JmpÑsora de lector de ELISA CSTAR DGT MATRIX PRINTER SG· 101 
12.- Estufa a 37'C 



dl REACTIVOSYSOLUCIONES 

(Ver preparación Apéndice) 

1.- Dextrosa- Gelatina-Veronal (DGVJ 

2.- Soludan de Al,;ever's 

3.- Ooruro de sodio 0.85 % y 1.5 M 

4.- Fosfato de sodio dlbflslco 2.0 M 

5.- Fosfato de sodlomonobflslco 2..0 M 

6.- Acldo Bórto 0.5 M 

7.- Solución de borato pH=9 

8.- Borato salino - Alb(lmlna bovina 0.4 % (BABS) 

9.- Suspensión de Kaolln al 25% (Lavado flcldo) 

10.- Solución Amortiguadora de Carbonato pH=9.6 

11.- Amortiguador de Fosfato ( PBS- ELISA) 

12..- L"Che al 0.5 y 1 % en PBS-ELISA 

13.- Sustrato: Soluclon A (2,2'-azlno-dl-(3-elll-benzollazollna sulfonato) 

Soht<.-iún D (1120¿) 
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METODOLOGIA 

PRUEBA DH 61.ISA-lgM fMAC-Hl.!SA) 

FUNDAMENTO: La prueba se fundamenta. en la uUUz:ac16n de un anticuerpo antl

lgM humano purtficado, que se fija a los pozos de una placa de poliesttreno. 
Postertonnente se agregan los sueros problemas, se Incuban y se elimina el exceso de 
reactivos por lavados, las reacciones Ag (!gM humanas del suero) -Ac CAntt-lgMl 
que hayan ocurrtdo no son eliminadas por el lavado y quedan fijas en el pozo. 
Cuando se anade antfgenos de Dengue, ocurrtrá una segunda reacción Ag-Ac entre 
las lgM especifica anti-dengue formando otro complejo , el antfgeno que queda en 
exceso es eliminado por lavados, <..'Uando se af\ade un rea<..1ívo capaz de unirse al 
antlgeno reaccionante ( Anticuerpo antt-flavlvlrus) que previamente ha sido 
conjugado con una enztma (peroxtdasa), este se fija al complejo lgM-Ag. La reacción 
se revela finalmente con un sustrato de la enztma, que al ser transformado forma 
un producto colortdo, este color puede evaluarse a simple vista o ser cuantificado 
por medio de un espectrofotómetro ( FIG. No.7) 

THCNICA DH MAC-ELISA 

1.- Sensibllizaci6n de Mlcroplacas 
a) Diluir antl-lgM humano 1:200 con buffer ele carbonatos (pH 9.6) 
bl Colocaren los 60 pozos centrales 100 µ!/pozo (100 µ!= 0.1 mil 
c) Guardar las mlcroplacas en caja húmeda a 4ªC durante toda la noche. 

2. - Prevend6n de Reacción no especifica. 
a) Lavar mtcroplacas 5 veces con PBS-ELISA 
bl Colocar solución de bloqueo (Leche al 0.5% en PBS 300 µ!/pozo.) 
el Incubar a temperatura de sala por 15-30 mtn. 
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3.- Reacción con muestra de suero. 
a) Lavar S vec<?s con PBS. 
b) Diluir las muestras 1:20 o 1:40 con leche al 0.5% en PBS-ELISA 
e) Colocar las muestras (Incluso controles positivo y negativo) 
50 µ!/pozo. 
dl Incubar las mlcroplacas a 37"C por 2 horas, en caja h(lmeda. 

4. - Reacción con antígeno. 
al Lavar 5 veces las placas con PBS. 
b) Diluir los antlgenos (16 UHA/ 50 µ!)con suero normal humano se puede 

preparar una mezcla de 4 antlgenos (DEN 1,2,3,4) 

e) Colocar 50 µI de anti geno/ pozo. 
d) Incubar a temperatura de 37"C por 2 horas en caja húmeda. 

S. - Reacción con Conjugado. 
a) Lavar las placas S veces con PBS. 
b) Diluir el conjugado 1: 5000 (Anticuerpo humano antiílavlvlnis conjugado 
con enzima peroxidasa) usando Suero Normal Humano (SNH) al 15 % como 
diluente 
e) colocar25 µI /pozo 
d) Incubar por 1 hora a 37"C usar caja h(lmeda 

6.- Reacción con Sustrato. 
a) Lavar 5 veces con PBS 

b) Mezclar Igual cantidad de solución Ay solución B, colocar 100 µ!/pozo 
e) Incubar 30 mln a 37"C 
d) Incubar 2 horas mas a temperatura de sala 

7.- Leer en lector de ELISA a 410nm o en fom1a visual escoger pozos 
positivos aquellos que presenten color Azul-Verdoso. 
Valores de Densidad Opttca (0.0) ,;; O.OSO se consideran negativos 
Valores. de Densidad Optica (0.0) >O.OSO se consideran positivos 
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Deben Montarse Jos siguientes contralos: 

a) Suero control Positivo: Suero positivo alto 
Suero positivo medio 
Suero positivo bajo 

b) Suero control Negativo • 
e) Control de pozo solo con Antfgeno + sustrato• 
d) Control de pozo solo con Anti-lgM + sustrato • 
e) Control de pozo para cada sucm pniblcma ·• suslr.ilo • 
f) Control de pozo solo con sustrato 
• En estos controles no debera haber desam:illo de color 
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t.- AnU~gM odsollllda o l• placo 

2.- llloc¡uto de sitios lnespec\fic:os ron solución de leche ol 
0.5~ 

3.· Adld6n del suero problema 

4.- Adld6n del 111Ugeno de 111fem1do 

5.- Adld6ndel anticuerpos antl-llav!vlrua humano 
conJu1!1'4o con lo enzima peroxldose.. 

6.- Adlcllm del sullnto de la enzima, 

Cll.P. 



PRUliUA UE INHIDICION DE LA HEMAGLUJ]NACION. 

FUNDAMENTO: La hemagultlnación viral es el agrupamiento de glóbulos rojos 

con virus debido a algunas propiedades especificas del virus como son 

hemagluttnactón, neurotroplsmo, unión a receptores. Los glóbulos rojos Uenen 

algunos sitios receptores los cuales llenen afinidad por el antlgcno Viral, el antlgeno 
Viral hemaglutlnante o hemagluttntna actua como un puente entre Jos sl11os 

receptores de los erttrocitos, ocasionando de este la hemaglutfnactón.( U) 

La hemagluttnactón es Inhibida por antlcuerpos especlffcos. La prueba de 
Inhibición d1> la h1>maglutlnact6n es usada para Identificar, demostrar Inmunidad y 

para estudiar reacciones antlgénlcas entre virus. ( UJ 

A) Preparad6n de glóbulos rojos de ganso. 

1.- Sangrar aséptlcamente al ganso de Ja vena del ala usando una 

Jertnga con aguja del número 20, contenfendo 1.5 mi de solución de 

Alsever's por cada 8.5 mi de sangre. 

2.- Filtrar en gasa estéril para ellmfnar Ja presencia de coágulos. 

3.- La sangre se lava tres veces en DGV. 

4.- Se coloca en un tubo de centrifuga y se centtifuga a 1500 rpm 
durante 15 minutos. 

5.- Se prepara una suspensión de glóbulos rojos al 83 

6.- A partlr de esta suspensión, se prepara otra de glóbulos rojos 1: 24 
usando como diluyente lo< PAS'< de pH's diferentes (6.0, 6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0). 
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B) Tratamiento de sueros: 

Extracción con kaolln y adsorción con glóbulos rojos de ganso. 

1.- Se etiquetan tubos de ensayo (13 x 100) y se adicionan: 

Suero a probar____ 02 mi 

Borato salino pH=9·--- 0.8 mi 

Kaolln al 253 - .. -- 1.0 mi 

Se mezclan y se agitan durante 30 minutos en un agitador mecánico 

horizontal. 

2.- Centrtfugar a 2500 rpm durante 30 minutos 

3.- Decantar el sobrenadanle y adicionar una gota (0.1 mi aproximadamente) 

del paquete celular de glóbulos rojos de ganso, mezclar. 

4.- Se colocan los tubos 20 minutos a 4ºC, con agitación ocasional 

5.- Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos en una centrffuga refrtgerada 

a4'C 
6.- Decantar el sobrenadante. El sobrenadante es una dilución 1:10 del suero 

original. 

C) Titulac16n del antígeno: (H.A) 

1.- Se prepara una dilución del antfgeno 1:10 en BABS, pH=9 !Mantener en 

bano de hielo). 

2.- Realizar diluciones dobles del antfgeno en placas de microtitulación 

probando diferentes pH's. Ver Flg 8. 

Adicionar 0.1 mi (100 µI) de la dilución del antfgeno 1:10 al primer 

pozo; del segundo pozo en adelante agregar O.OS mi (50 µI) de BABS. 

Utiltzando mtcrodilutores de SO µI hacer las diluciones, pasando del primer 

pozo al segundo y a través de todos los pozos restantes. Descartar los 50 µI d<"I 

Ctltimo po¡:o. 

3.- Agitar la placa. 
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4.· Preparar los glóbulos rojos de ganso en los diferentes pH's (suspensión 
1:24) y adicionar 50 µI a cada pozo. 

5.- Se agita la placa y se Incuba a temperatura ambiente (22-27'C) >in muve1; 
durante 30 minutos. 

fl.. tlBlí!l'tllitl:lf ül llltilo df! hf!t1lagluHt1aciót1 y el pH óptimo. rara la prueba de 

inhibición de la hemaglutinación se prepara la dilución del antlgeno que 
contenga de 4 a 8 unidades hemaglutlnantes (UHAl/0.025 mi. 

1 U HA = La mAs alta dilución del an\lgeno que muestra una 
hemaglutinaclón completa. 

7.- Interpretación: PATRONES DE HEMAGLUTINACION 

• 
...... .,..., .. .;~~· 

• . . 
. . 

D) TITULACION DE ANTICUERPOS INHIBIDORES DE LA HEMAGLUTINACION: 

1.- Marcarlas placas con el número de suero y el antlgeno a probar. VerFlg9. 
2.- Colocar 0.05 mi (50 µl) del suero tratado en el primer y úlllmo pozo, del 

segundo pozo al último agregar 0.025 mi (25 µl ) de BABS. Realizar las 
diluciones utilizando microdilutores de 25 µl. 

3.- Adicionar a cada pozo 25 µl de antlgeno (diluido lo necesario para contener 
de 4 a 8 UHi\/2~ µ!),agitarla placa en un agitador mecánico horizontal para 
mlcrnplaca<. 

4.- Cubrir la placa e Incubar a 4'C toda la noche. 
5.- Al dla siguiente, se colocan las placas a temperatura ambiente y se prepara 
la suspensión de glóbulos rojos de ganso 1:24 en el pH óptimo; se agrega 0.05 
mi (50µ1) de esta suspensión a cada pozo. El p H óptimo es aquel en el cual se 
proGenta ta mb:lma hemaglutlnact6n. 
6.· Se agita la placa y se Incuba a temperatura ambiente de 30 a 45 mln. 
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7.- l.eér el titulo de Inhibición de Ja hemaglutlnactón. 

El titulo se tiene en Ja más alta dilución de suero que no presenta 

hemagluUnación (Inhibición completa de la hemaglutlnaclón) . 

._..,,,.. ..... ,,,~. 
~ 
~ • , . 

Deben montarse Jos siguientes controles: 

a) Retrotltulaclón del antlgeno 

b) Suero homólogo positivo para cada ant!geno (control positivo). 

e) Control de glóbulos rojos de ganso para cada suero. 

d) Control de glóbulos rojos de ganso, sin suero y sin antlgeno. 

9.- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE l.H. 

1.- Muestra Negativa: No hay anticuerpos detectables. 
II.- Muestra Positiva: 

a) Respuesta Primaria (lnfecctón reciente): Cambio en cuatro veces ó 

más en el titulo de anllcuerpos en el suero de fase convalesclente 

con respecto al suero de fase aguda, con respuesta monotlpica a un 
solo seroUpo de dengue. 
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b) Respuesta Secundaria (Infección reciente): Cambio en cuatro veces 
6 más en el titulo de muestras pareadas adosó más serolipos de 
dengue, titulas mayores o Iguales a 1: 640 

e) Respuesta Secundaria ( Infección pasada): Titulos estables en en 
sueros pareados, de 1: 20 a 1: ::\20 sin incremento de 4 veces para 

uno o varios antlgenos de dengue considera negativo. 

d) No concluyentes: cambios en los mulos de 1 : 10 a 1: 20 para uno 6 
más anttgenos de dengue , se requiere de otra muestra postenor a la 
tomada en fase convalesclente 
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5. RESULTADOS 



Se recibieron en el laboratoriu de virolugla diagnóstica del l.N.D.RE. 

aproXimadamente 2800 muestras para diagnóstico de dengue, durante el pertodo de 

enero a diciembre de 1990, de estas muestras se tomaron aqueltas que presentaban 

buen estado ( No hemoltsados, no contaminados, suficiente volumen), ademas de 

que estuvieran acampanadas de su historia cllnlca respectiva, detallando en elta los 

prlnctpales datos de las muestras e Procedencia, slntomas y signos cllnlcos 

compatibles con dengue o fiebre hemorráglca de dengue, edad, fecha de lnlctl1 de la 

enfermedad y fecha de loma de la muestra). lle estas muestras se seleeclL'namn 

solo 229 sueros pareados (sueros en fase aguda y sueros en fase convalesciente 

tomados con 15 a 20 dlas después del !nieto de la slntomalolog1a, aunque se 

presentaron casos en los c¡ue hubo sueros hasta con 40 dlas de evoluctón, dando un 

total de 458 sueros), para ser procesadas por las técnicas de MAC· ELISA y de 

lnhlblctón de la hemagluttnactón esto en base a las posibilidades de material, equipo 

y reactivos del laboratorio. 

La tabla No. 1 muestra los resultados obtenidos por MAC-ELISA y su 

pos!Uvtdad encontrada en base a los dlas de e110luctón cl!nfca del pactente, ta figura 

No.10 representa la posltfvidad encontrada en 286 sUCl\1< C<11ectados C<11l 2 a 42 dla,; 

de evoludón cllnlca detectados por la técnica de MAC-ELISA para d1agnóst1co de 

dengue, además de mostrar la var!adón lle l'.Sta positividad en base al !lempo lle 

evolución de la enfermedad 

La tabla No. 2 muestra los resultados obtenidos por las técnicas de MAC

ELISA e l.H. en 229 casos y la frecuencta en los titulas de anticuerpos JgM detectados 

por ELISA en comparación con los Ululas de anticuerpos !.H. 
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la tabla No. 3 muestTa los resultados obtenidos por las técnicas de 

MAGEUSA e l.H. y la d1str1bución de seroposlllvldad y seronegallvldad de acuerdo a 

grupos de edad. 

la tabla No. 4 reune los resultados obtenidos por la técnicas de MAC-ELISA y 

de Inhibición de la Hemaglulinación (l.H.) y las frecuencias de seroposltlvldad y 

seronegatlvldad, adem~s de la dlstr1buc1án de estos resultados en 13 estados de la 

RepC1bhca Mexicana que remitieron muestras para dlagnóstlco de dengue en 1990 al 

laborator1o de Vlrologla del INDRE. 

la Tabla No. S reporta los resultados que se obtuvieron por tas técnicas de 

MAC-ELISA e LH. y la frecuencia de seroposlt1v1dad y seronegatlvldad de acuerdo al 

mes de Inicio, ta figura No. 11 nos muestra la poslt1v1dad encontrada por ambas 

técnicas y las frecuencias que se obtuvieron según el mes de presentación de ta 

enfermedad. 

la tabla No. 6 muestra las principales ventajas observadas de MAC

ELISA sobre ta prueba de l.H. 
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TABLA No. 1 
POSITIVIUAO CNCOHl ltAUA CH 286 SULROS COLlC'l 11005 COH 2 1 42 01°'5 

DE EVOLUCION CLINIC" CSTUOl ... 005 POR ""e-rus .... 11EXICO 1990 

DIAS 
DIEVOLUCION 

2 
6 
8 
to 
H 
t8 
22 
26 
30 
32 
34 
36 
38 
40 
42 

NO.CASOS• NoCASOS 
POSITIVOS 

20 e 
57 lt 
32 29 
St 46 
26 21 
30 27 
21 19 
t6 te 
t2 to 
6 5 
s e 
o o 
6 3 
o o 
4 t 

286 204 
• Sueros de r1se aguda y fese conviilesclenle 
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'IPOSITIVIDAI) 

20 
36 

90.6 
90.t 
80.7 
90 

90.4 
87.5 
83.3 
83.3 
80 
o 
50 
o 
25 



TABLA No 2 
COMPARACIOH [NTRE LOS NIHLES D[ ANTICUERPOS IQl1 Y ANl ICUlRPOS l.H. 

EN 229 CASOS ESTUDIADOS EN 1990 

Ho. CASOS TITULO DE lle l.H. TITULODE lle l.H. TITULO DE ·--· 

" MUCSTRA 21. MUESTRA lle, lgM (D.0.) • 

''º <10 0.001 
<10 <10 0.005 
< 10 <10 0.009 
<10 <10 0.01' 
<10 <10 0.018 

VAIDl!IS <10 <10 0.071 

BAJlS 4 ( 10 <10 0.023 
2 <10 <10 o.on 
2 <10 <10 0.031 
2 <10 <10 0.035 

40 320 0.036 
80 640 0.041 
<10 <10 0.046 
<10 <10 o.oso 
( 10 <10 0.057 
( 10 <10 0.063 
<10 <10 0.069 
<10 <10 0.073 
( 10 <10 0.061 

4 ( 10 <10 0.085 
3 < 10 <10 o.osa 
5 <10 <10 0.093 

<10 <10 0.096 
<10 <10 0.101 
<10 <10 0.104 
<10 10 0.118 
<10 10 0.12;. 

4 <10 10 0.139 
3 10 40 0.171 
2 <10 10 0.201 
3 <10 10 O.?:'l:'í 

YAIDRES 10 ºº 0.2ri7 
lllmlCS <10 10 0.7a1 

1 <10 40 0.290 
5 10 160 0.301 
4_ ( 10 10 0.319 
2 40 160 0.37' 
5 10 eo O.MI 
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TABLA No 2 cont tnuoclOn 
COMPARl\CIOH [HTRE LOS NIVELES DE AHTICUERP05 lgM V AHTICU[RP05 p1. 

fN 229 CASOS ESTUDIADOS EN 1990 

10 160 0.380 

Vl\IDKES <10 10 o.~9!i 

llElllC5 • •O 160 MOi 

c..a.-iio ;¡ <10 BO 0.480 

6 40 160 0.493 
10 320 O.SOi 

2 10 40 0.505 

10 160 0.511 

40 MO 0.541 

2 10 640 0.549 

160 640 0.631 

3 80 >640 O.fi75 
160 640 O.M!i 
10 320 0.7:i0 

;¡ 10. 160 0.812 

10 640 0.849 

VAJDRl:S 40 >640 0.971 

AU05 3 10 040 0.967 
10 320 0.995 

1 40 >640 1.0B6 

2 10 640 1.121 
<10 >fi40 1.124 

2 80 >640 1.208 
10 320 1.217 
10 >640 1.340 
10 640 1.~2~ 

•o >ó40 1.611 
<10 80 1.601 
<10 >640 1.695 
10 640 l.C99 

2 40 MO 1.901 
1 <10 160 1.041 
3 10 >640 2.003 

10 )040 2.019 

SE TllA&A.JOCOIHA 2a MUESTllA EN MAC·ELISA DEBIDO A OOE EL POllCENTAGEDE POSITIVIDAD 
AU11ENTA EN ESTAS 11UESTllAS POR LA TECNICA OE 11AC-ELISA 
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TOTl\L 

TABLA No. 2 Conlinu•ciOn 
Mu~t:-o: que montuvieron c:l mi::mo titulo c:n lo 1ey21:1 mue~tro por 1.H. 
y Q'J'! íut-!"'On Maal1..,u por MA.C-ELIS,t., 

No. CASOS TITULO Df Ac 1.11. 

2 
1 
2 
2 
2 
1 

4 
1 
1 
1 
2 

229 

to MU[STIIA 
10 
10 
40 
10 
l~O 

10 
60 
40 
10 
20 
40 
60 
~o 

60 
40 
10 
•o 
40 
60 
160 
40 
10 
10 
40 

TITULO DE Ac t.H. TITULO DE 
21. MUESTIIA Ac. tgM (O.O.) 

10 0.001 
10 D.016 
«> 0.009 
10 0.009 
l~O 0.009 
10 0.021 
60 0.021 
40 0.021 
10 0.041 
20 0.041 
40 0.041 
60 0.001 
40 0.002 
60 0.027 
40 0.027 
10 0.03~ 

40 0.036 
40 0.016 
80 0.016 
160 0.016 
«> 0.031 
10 0.046 
10 0.023 
40 0.02:; 

• SE TRA~-AJOCC<I LA~' MUE$TRA rn MAC-!.LISA OEélDO A aut EL POOCENTAGE DE PO:.ITIVICAO 
AUMENTA El/ ESTAS MUESTRAS ;·oo LA TECNICA DE MAC-!.LISA 
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TABLA NO. 3 
CASOS CONFIRMADOS DE DENGUE POR LAS TECNICAS Dl 
HAC-Ell5" Y/O DE INHIBICION DE LA HEHAGLUllNACION 
EN 156• CASOS, POR GRUPO DE EDAD. MlXICO 1990 

GRUPOS DE No.CASOS l.H, t MAC-EUSAY 
EDAD(al\ol) ESTUDIADOS NEGATIVOS a . POSl!IVOS NEGA!IVOSb POSl!IVOS 

1-10 21 10 11 6 15 

11-20 33 15 (7) 18 12 21 

21-30 30 17 (12) 13 13 17 

31-40 28 8 (6) 20 5 23 

41-50 29 19 (1) 10 17 12 

51 -60 7 1 6 2 s 
61·76 8 s (2) 3 s 3 

TOfALES ·. 156 75 (28) 81 60 96 
o T1tulosncoat1vos <JO en Jcy2cmul!!ltrc 

( ) Sueros que mantuvieron en su 2c muestra el mismo titulo de la la, Infección pesada y que fueron 
detectaoos como negativos por Moc-ELISA. 

b lgM-ELISA negativos aquellas.muestras que mostreron con una O.O. 1 O.OSO 
' Se trobajoron muestras poreades 
Y Se trabajaron muestras únicas. . 156 de 229 casos totales presentaron et dato de edad en su historia clfnlco, todas son muestras 1 
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llabla No.(, 
RESULTllOOS OBHHIDOS POR LAS lECHICf\S DE MllC - ELISA E 
INlllBICION 0[ LA lt(Mf\GLUTIHllCION [H 229' CASOS PllRll Dlf\GHOSTICO 
0[ DCNGU[ EH 13 ESl/\OOS Ol LA RLPUULICI\ MlXICÁH .... MlXICO 1990 

ESTAOOS No.CASOS J.H. t MAC-tuSAY 
ESWD!ADOS NEGATIVOS a POS!TIVOS NEGATIVOS b 

_CO_Ll_M_A--~~2~~~~0,,.._~-~72~~~~ Ó-· POS!T!VOS 2 ... 

NAYARIT 4 1 3 Ü 4 
JALISCO 21 15 (5) 6 6 15 
M!CllOACAN 6 4 2 2 4 
VERACRUZ 28 10 18 8 20 
TABASCO 5 2 3 3 2 
QROO 1 0 1 0 1 
SONORA 7 1 6 1 6 
NUEVOLEON 33 11 (4) 22 6 27 
TAMAUUYAS 50 27 (9) 23 19 31 
S.L.P 14 3 11 2 12 
PUEBLA 50 40 (21) 10 32 18 
EDOMEXICO 8 0 8 1 7 
1UTALl!S 229 114 ( 41) 115 80 149 
e Tltulosnegattvos<IOen lay2amuestre 

( ) Sueros que mantuvieron en su 2a muestra el mismo \\lulo de la la, Infección pa>OOó\' qu~ f\I~'~" 
delectooos como negativos por Mac-ELISA.. 

b lgM-ELISA. negativos eQuelles muestres que mostraron con une O.O. i O.OSO 
' Se trabajaron muestras pareada~ 
Y ·Se trabajaron mueslr as únicas. 
* 229 SUEROS PAREADOS ( 1 a y 2a Muestras) 
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lABLf. No.5 
HUMERO DE CASOS POSITIVOS ENCONTRADOS POR LAS TECHICAS DE 

··11AC- ELISA Y DE INHIBICIOH DE lA HEl1A6LUTIHACIOH EH 164' 
CASOS DE ACUERDO Al MlS Ul INICIO. MLXICO IYYO 

Mt'S No.CASOS !,H.+ ·· ·- MAC-EUSAV 
ESTUDIADOS NEGATIVOS a l'OSlTIVOS NEGATIVOS b fOSITIVOS 

ENF.RO 32 23 (16) 9 20 12 
FEBRERO 17 11 (3) 6 11 6 
MARZO 3 1 2 o 3 
ABRIL 3 3 (1) o 3 o 
MAYO 3 3 o o 3 
JUNIO o o o o o 
JULIO 10 6 (2) 4 1 9 
AGOSTO 12 6 6 4 8 
SEPTIEMBRE 35 15 (4) 20 8 27 
OCI1JBRE 28 16 (5) 12 7 21 
NOVIEMBRE 21 7 (3) 14 2 19 
DICIEMBRE o o o o o 
TOfAI.ES 164 91 (34) 73 56 108 
a Titulon11¡alivot<l0on1ay2amuort1a 

() SuezotqUitm&ntuvi11oncn,u2amuetha elmismo tltulo dt la 1a,inftcci6npat1.d1.yq,uafu.uon 
dctectado1 como nep livo1 por Mac·EUSA. 

b !&1'4.WSAnt¡ativosa¡uellumut1hu¡ue mostmonconll'.a D.0.S0.050 
+ St babajaion mutthat p1.1Hd1.t 
V Stba.bajuanmuesbasW.ic..at, 
• 164 dt 229 ca101 total u prucnlum tJ dato dt mu de inicio en tuhitto:ria cllnica todas tonmutth&t panada: 
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TABl.A No. 6 
COMPARACION DE LASTECNJCAS DE MAC-EUSA e 

INHIBICION DE lA HEMAGLUTINACION 

··.::.:::: ·:·:::::.::MH.C~ELISH .: 

'licmpo de duración y obtención de 
resutt•dos 6 • 7 hrs 

Se requiere de 1 muestra 

·.·.·.·.·., .......... ·.::):::::::-:':l.H;': ...... , ...... ·.,:,.,., ... , .. 
··.······::· .. :::::·· 

Se requiere de 2 muestras: 
Muestra fase aguda 
Muestra fase convalesciente 

No requiere de tratamiento previo del •uero Requiere de una extracción previa con lcaoUn 
se uh1iza suero completo y absorción con glóbulos rojos de ganso para 

extraer inhibidores inespeáflcos de aglutinación 

Se pueden trabajarhas!a 60 muestras por 
placa y hasta 500 muestras por semana 

se trabajan solo 10 muestras porpl.aca 
m~xlmo hasta 200 por semana 

No requl= de el manteniente de animales requl= el mantenimiento de animales de 
de granja granja (gansas) 

El suero se maneja con una wl.a díluc:ión I"" requiere de mayor n6mero de díluc:iones 
mayor ga.to de reactivos. 
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FIGURA No. 10 
, POSITIVIDAD ENCONTRADA POR LA TECNICA DE MAC-fLISA 

EN 2D6 CASOS CONFIR/1ADOS DE DENGUE CON 2 - 42 DIAS 
DE EVOLUCION CLINICA. MEXICO 1990 
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FIGURA Ha. 11 
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Y/O INHIBICIOH DE LA HEMA6LUTINACION EN 164 CASOS 
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6. D I S C U S 1 O N 



Con la finalidad de encontrar una altemattva al dfagnósttco serológfco de 

Infecciones causadas por el Virus del dengue en MéXfco, el presente trabajo filé un 

estudio comparativo entre las técnicas de ELISA en su modalidad de captura de lgM 

(MAC·ELISA). y Ja técnica de Inhibición de la hemaglutlnación (l.H.J la cual es Ja 

técnica de rutina para dlagnóstlcn serológfco de dengue, y que se Viene realf7andn en 

el laboratorto de Vlrolagla Diagnóstica del l.N.D.RE. que es el centro de referencia 

en el país para la Investigación epldemlalóglca y diagnóstico de dengue en México. 

En la prtmera. fase del estudio se seleccionó una población de 229 sueros 

pareados (456 sueros en total), provenientes de los centros de sahld de diferentes 

estados de Ja República Mexicana, que en el ano de 1990 remitieron estas muestras 

al l.N.D.RE. para su diagnóstico y confirmación de dengue. 

La técnica de MAC·ELJSA nos dfó Ja ventaja de que con una sola muestra se 

pudo confirmar el diagnóstico, siendo esto una gran ventaja sobre !.H. con esto Jos 

Jaborafortos de referencia tendrtan una gran ayuda, ya que se tiene Ja experiencia en 

el !.NO.RE. de que en muchos casos una segunda muestra no es enVfada al 

laboratorio, o ciue. e.s tomada con mas de 2 semanas después d"I inidl> de k; 

enfennedad, cuando el nivel de anticuerpos !.H. probablemente ha decrecido 

dandonos resultados falsos negativos. Se hizo necesario determinar cual es el 

momento adecuado para la toma de la muestra para su uso por MAC-ELISA, Ja tabla 

No. i· nos muestra que de 286 sueros (considerando dentro de estos sueros de fase 

aguda y sueros de fase convalesciente), se determinó que Ja posltfVfdad de estos 

sueros se eleva hast;; un 90 'ló a partir del S- d(a de evolución manteniendose con 

poca variación hasta el dla 26 en que los niveles empiezan a declinar en Ja F'lg Na 

10 se muestra de manera gráfica el comportamiento de estos resultados y cual fué Ja 

posftfVfdad por MAC·EL!SA en base a los dlas de evolución clfnlca de Ja 



enfennedad. estudios realizados por lnnls y col. (:Wl Indican que del 6° al to• 

dla en el 90 3 de los casos aparecieron lgM detectables por ELISA, de tal modo se 

detenninó qué a partir del 8° dia es el idóneo para la toma de la muestra. En el caso 

de muestras tun1adas e.un n1enos de 8 dias e.te evolución clínica. est~1s puedt:"!n ser 

utilizadas para tratar de lograr el aislamiento del Virus por alguno de los métodos ya 

mencionados en las generalidades. estas muestras no son de uttlidad para un 

diagnóstico semlóglcn por la lécnlc.' de MAl. m .ISA, debido a que como lo 111ucslra11 

nuestros resultados el porcentaje de positiVfdad es muy bajo en esos dias dandonos 

posibles resultados negativos, al Igual las muestras tomadas despues del dia 26 de 

evolución cllnlca no son útiles para el diagnóstico de dengue por MAC·ELISA 

En la tabla No. 2 se muestran las frecuencias de titules obtenidos por MAC· 

ELISA (0.0.J en comparación con los titulas obtenidos por l.H. en 229 casos 

estudiados en 1990, los resultados son consistentes con la observación de que los 

anticuerpos lgM detectados por ELISA aparecen en paralelo con los anllcuer¡x,s l.H. 

además se nbscrva que valnrc:;; bajos, mcdln:-1 y allns :snn similares en arnhas 

técnicas aunque no necesariamente esto quiera decir que por eje111pln un valor de 

densidad óptica de 0.500 corresponda o se asede exactamente a un valor de 1:160de 

. I.H. tal como se observa en nuestros resultados. Observamos qué en titulas de LH. 

en los que no hay variación en la ta y 2a muestra, aunque detectamos anticuerpos 

presentes por la técnica de l.H. la técnica de MAC-ELISA no detectó estos, dando 

valores de Densidad óptica negativos ( :!> 0.050), podemos discutir esto a que los 

anticuerpos detectados por l.H. son de una Infección primaria pasada, posiblemente 

de isolipo lgGno detectable por MAC·ELISA 

Debido a que el ne.mero de sueros trabajados es llmltante para cada <<.So 

(Grupo de edad, mes de Inicio. estado de la República) se optó por hablar de 

frecuencia de positividad que para este estudio nos dió una mejor perspectiva y mas 
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real de lo que sucede con la enfermedad del dengue en México, no se manejo el 

porcentaje de positiVidad ya que los resultados que se hubiesen obtenido en este 

trabajo contrastatian con los resultados que emite la Dirección General de 

Epldemlolog1a (0.G.E.) hasta el ano de 1990, dando un panorama falso de lo que 

sucede con esta enfermedad en nuestro pa!s. Sugertmos en este trabajo la 

Importancia de seleccionar, bajo crlterios epidemiológicos establecidos, un número 

de muestras adecuado y de este modo manejar los pun,.,ntajes de positividad y 

negattvtdad que lndlcar1an el comportamiento y diseminación de la enfermedad a 

nivel nacional. 

Al determinar la distribución de nuestros resultados obtenidos por MAC

ELISA e I.H. de acuerdo a Grupo de edad, Mes de aparición de la enfermedad y 

Entidad federativa, detectamos que al comparar estos resultados se observó que en el 

caso de grupo de edad Tabla No_ 3 MAC-ELISA detectó un mayor número de casos 

positivos 96/156 (61.S'IQ mientras que I.H. detectó 85/156 (51.9~) observamos 

que los grupos mas afectados son el grupo de 11 a 20 anos y de 21 a 30 anos, lo que 

Indicó que en 1990 estos grupos de edad son los de mayor riesgo a Infeccione,; por 

dengue. 

En el caso de los estados de la República Méxicana, Tabla No. 4 los resultados 

obtenidos por MAC-ELISA indimmn que 149 de 229 casos resultamn positivos 

(65.05,.l mientras que por I.H. solo detectó 115 de 229 casos positivos (50.2~). 

siendo los estados de jalisco, Nuevo León, Veracruz, Tamaullpas y Puebla los mas 

afectados en t 990, pero sin descartar que los 7 estados restantes puedan estar en 

riesgo de presentar mayor número de casos posltlvos y además se hace nect-sario que 

en esos es_tados se tenga una mayor vigilancia de la enfennedad para eVitar el riesgo 

de brotes de las fomias graves. 
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La tabla No. 5 muestra que los meses de Enero, Septiembre, Octubre y 

Novtembre son los meses en los que se det~ctó un mayor número de casos positivos 

siendo meses en los que debido a la epoca del ano. el clima se hace propicio para .,¡ 

des.mullo d"I mc•squitu ,..¡.,.,¡,._.. ae¿,_ipti y por k1 ~~1al se dl'be k1wr may•.>r 

Vigilancia y control de esta enfermedad. por MAC-ELISA se determinaron 108 de 164 

casos(65.85 '!(.) mientras que por !.H. solo 73 de 164 C44.S'lQ, la Fig. No. tt nos 

representa gráficamente estos resultados mostrandonos el comportamiento de la 

enfermedad durante el afio de 1990. 

Basados en reportes y datos emitidos por la D.G.E. hasta enero de 1991, 

nuestros resultados obtenidos por ambas técnicas indican el comportamiento real ele 

la enfermedad en cada caso. ( IO ) 

Los resultados obtenidos muestran una mayor seroposlttvtdad obtenida por 

MAC- El .ISA , en comparación con la obtenida por l.H. esto nos indica que MAC. 

ELISA resultó ser mas sensible que 1.H. ; existe la crlttca hecha con respecto a la 

sensibilidad de MAC-ELISA en el sentido de que no es compar.iblc con la 

sensibilidad de l.H. por el hecho de que MAC-ELISA determina solo IgM mientras 

que l.H. tanto IgM como lgG, pero basandonos en conclusiones y estudios hechos 

por Dltmar (11), que Indican que MAC-ELISA resultó más sensible que I.H. ya que 

solo un titulo de l:IU resultó positivo por l.H. mientras que por ELJ~A dió valores 

positivos hasta una dilución de 1:200 con ese mismo suero. En nuestro estudio 

hubo sueros que en la dilución 1:10 resultaron ser negativos por I.H. mientras que 

por MAC-ELISA mostraron ser positivos a Ja dilución 1: 40. El '7o de posltlvtdad de 

MAC-ELISA e !.H. no se pudo detem1inar ya qué no se contó con los datos que nos 

dijeran el nC!mero de verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos, y 

falsos negativos ya que para ello necesitamos que mediante un ailasmienro Viral ele 

cada muestra. nos indicara los parametros antes mencionados, para detem1inar el <;;. 
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de Sensibilidad y Especificidad de ambas técnicas. La razón de no contar con estos 

dalos es que en et laboratorio de virologla no se realiza la técnica de aislamiento 

viral como rutina en los sueros enviados. Solo un nCtmero de pequel'lo de muestras 

de nuestra población de sueros (68 sueros 1 se obtuvo atslamlento vtrat. 

En nuestro trabajo se presentaron 2 casos en los que muestras positivas a I.H. 

fueron negativas e MAC-ELISA esto se debe a que estos sueros presentan infecciones 

secuntlmias fantit·\lerpos de lsottpo lgGl t]\le no son detectados por MAC-ELlSA De 

Igual manera hubos casos en los que muestras positivas a MAC-ELISA fUeron 

negativas a !.H. aunque con valores de densidad óptica no mayores de 0.100 MAC

ELISA detectó anticuerpos lgM presentes en esos sueros, estos resultados nos Indican 

una mayor sensibilidad de MAC-ELISA sobre l.H. 

Se realizaron amhas técnicas, en base a ta metodología planteada para cmla 

una de ellas, se contó con la infraestructura necesaria en el laboratorio de arbovirus 

del LN.D.RE. para la realización de la técnica de MAC-ELISA. posteriormente se 

determinaron las ventajas de MAC-ELISA sobre l.H. tabla No-6, la Importancia de 

MAC-ELlSA no radicó no solo en la parte técnica de la misma, se determinó que Ja 

detección de anticuerpos lgM a partir de una muestra sérlca nl1S pnwcé de la 

siguiente información, al ser producidos primeramente los anticuerpos lgM aunque 

de poca duración dan una evidencia serológica temprana de una Infección en 

curso, adicionalmente de que los anttcuerpt>s lgM muestran poca reactMdatl 

cruzada con litros seroUpos (14.25> ; Ja conftnnacll"ln t'Cclcntc es occc.~1r1.1 no :o:;nln p;ir,.1 

fines epltlemlológicos sino para casos de emergencia, vigilancia , contml y 

prevención de posibles Infecciones secundarlas que desencadenen manifestaciones 

hemorrágicas <Formas graves del dengue). 
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La definición del panorama serológico de dengue en nucsll\1 pdl< es fllUY 

pobre la vigilancia serológica llene diVersas llmitantes, Ja infraestructura de 

laboratorios para el diagnóstico de dengue se limita al Nacional Referenti<t en el 

l.N.O.R.E. el sistema de toma y envio segulran siendo insuperables mientras exista 

la centralización del diagnóstico en la Quda_d de México donde el problema de 

dengue no extste. Nuestro trabajo nos da la pauta ha pensar que la técnica de MAC

ELISA es una opción a decentrallzar el diagnóstico y una de varias soluciones a los 

problemas antes planteados. 

Una parle fundamental de este estudio radica !amblen en que es importante 

el comparar los respect1vos avances, limitaciones y peligros con los métodos 

convenctonales para una mejor Interpretación de los resultados. Por otro lado 

muchos centros de tnvest1gación, como el laboratorio de Vlrologla Diagnóstica del 

I.N.D.RE. los cuales trabajan en la obtención de los reactivos utilizados en la !étnica 

de ELISA hacen pensar que en el futuro la técnica sera más barata y por consiguiente 

mas accesible a los laboratorios de diagnóstico cllnlco en los diferentes centros 

regionales de salüd del pals. 
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7. e o N e L u s 1 o N E s 



i~n t~J~!S 
t.:;,,.~ 

l:;¡¡j ~~~E 
S~l~\l ffí LA ~i8LIOíEC1 

t. - Se realizó la técnica de MAC· ELISA conjunlamenle con la prueba de lnhlhlclón 

de la HemagJutinaclón en el laboratorio de Arbovlrus del l.N.D.RE. d~termlnando 
que es posible Implementar la técnica de MAC·ELISA como prueba de rollna par~ el 
diagnóstico de Infecciones por el virus del Dengue en México. 

2.- Se compararon las técnicas de MAC-ELISA e Inhibición de la Hemaglutinaclón 
(l.H.) utiltzadas en el dlagn6st1co de tnfeeciones por vlms del Dengue, pmtemos 
concluir que la principal utllidat.l t.le la prueba t.le MAC-ELISA sobre 1.11. resultó por 
su mayor sensibilidad, debido a su íácll desarrollo permllló un mayor nómero de 
valoraciones, el dtagnóstlco se logró con una muestra y no requtere de un 
tratamiento previo del suero. 

3.- Podemos concluir que Ja Importancia en Ja determinación de anticuerpos lgM 

especificas antt·dengue detectados por MAC-ELISA, está en que es una pmt'ba que 
strva como una medida de prevención y control de infeeciones secundarias en zonas 
afectadas por denguevlrus, se determinó qué la recha de toma de la muestra para 
MAC·ELISA debe ser del 8" dia y hasta el dla 26º de evolución cUnica de la 
enfermedad, para obtener una mayor conflabOldad en los resultados. 

l- En base a una frecuencia de positMdad se determinaron los niveles de 

anticuerpos lgM anti-dengue detectados por la prueba de ELISA y anticuerpos 
detectados por l.H. de acuerdo al grupo de Edad, Estados de Ja Rep(1blica y Mes de 
aparición de la enfermedad durante el alío de t 990, encontrándose que en ese alío, 
los grupos de t t a 20 y 21 a 30 anos tueron los mas afectados, los estados de Jalisco, 
Nuevo León, Veracruz. Tamallllpas y Puebla fueron los que tuvieron mayur lndil., 
de seroposltividad, y siendo los meses de enero, septiembre, octubre, y noviembre 

donde hubo mayor n<imero de casos positivos. 
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8. APENDICE 



APENDICE. 

PllEPAllACION DE SOLUCIONES 

1.- Acido Bórico. 

Addo b6rtoo _____ _ 

Agua desb1ada Caliente ___ _ 

Agua destilada c.b.p-----

30.92 g 
700 mi 
1000 mi 

2.- Albúmina bcMna' 4'!. (fracción V) BABS 

Albúmina bovina 
Borato salino pH• 9 ___ _ 

4.0 g 
100 mi 

Estertllt.ar por mtradón 

3.- Solución de Alsever's 

Dextrosa 20.S g 
Ooruro de sodlo 42 g 

Addo dtri 05Sg 

Citrato de sodlo 8.0 g 

Agua destilada 1000 mi 
l¡sten1izar en autoclave a 10 lbs de presión duranter 10 mín. 

4.- Borato salino pH = 9 

Ooruro de sodio 1.5 M,_ __ _ 
Acido b6ria> 05 M..__ ___ _ 

Hidróxido de :tadio 1D N, ___ _ 

Aguadestilada c.b.p -----

- 80 -

80 mi 
100 mi 
24 mi 
1000 mi 



5.- Ooruro de sodio 1.5 M 

aoruro 

Agua 
de sodio 

b1des!Jlada _____ _ 

7.- Dexlrosa·GelaHna·Veronal (DGV) 

87.68g 
l(XXJ mi 

Barbital (veronal) O.SS g 

GelaHna 0.60 g 
Barbital sódico 038 g 
Ooruro de calcio anhidro 0.02 g 

Sulfato de magnes1o 0.12 g 
Ooruro de sodio 85 g 

Dcirtrma 100 g 
Agua deshlada c.b.p 1000 mi 

El barbital y Ja gelaHna son disueltos en 250 mi de agua ca!ienle. Esten1izar 

por autoclave a 10 lbs de pre510n durante 10 mln. 

8.- Fosfato de sodio dibásico 2.0 M 

Fosfatodesodio dibásico anhidro __ _ 

Agua des!11ad"-------

9.· Fosfato de sodio monobáslco 2.0 M 

283.96 g 
1000 mi 

Fosfato de s6dio monobásico ---

Agua dest11a~------

276.02 g 
1000 mi 
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10.- fosfato de sodio mono~lco 02 M· Ooruro de sodio 0.15 M 

Ooruro de sodio 15 M----
Fosfato de sodio monobAslco 2.0 M __ 

Agua desh1a~------

100 m1 
100 mi 

800 mi 

11.· Fosfato de sodio diMsico 02 M· cloruro de sodio 0.15 M 

Ooruro de sodio 1.5 M ____ _ 

Fosfato de sodio dibásico 2.0 M __ _ 

Ague de!b1ad•------

100 mi 
100ml 
800 mi 

13.· Tabla de valores de pH (Buffers para la prueba de !HA) 

Na~4 0.2M-NaCI 0.1SM 

12.5 mi 
22.0 mi 
32.0 mi 
45.0 mi 

SS.O mi 
64.o m1 

NaH~40.2M0 NaCI O.lSM 

875 mi 
78.0 mi 

68.0 mi 

SS.O mi 

45.0 mi 
36D mi 

pH 

6D 

62 
6.4 

6.6 
6.8 
7D 

El pH es obtenido por mezcias de votmnnes Iguales de borato sahno pH= 9 y el 
buffer elegido 
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14.- J<aottn al 25.'llo 

i:..ottn, lavado 6cido ____ _ 

Borato salino pH = 9 
Mantener en agitad6n durante 30 mln. 

15.- Buffer de Carbonatos. 

Sotudón A: Blc.arbonato de sodio 1.0 M --
Solud6n B: Carbonato de sodio 1.0 M __ _ 

Agregar 45.3 mi de sol. A con 182 mi de solución B. 
Madir agua desh1ada c.b.p. tllXJ mi 

Ajustar p H a 9.6 

16.- Amortiguador de fosfatos (PBS) de ELISA. 

NaO 8 8 
KO 02 g 

Na.,iHP(\....................... 0.91 g 
KH;iPO.-- 0.14 g 
Agua desh1ada.___ !rol mi 

17.- Leche para bloqeo O.S 'llo 

2.5g 
100ml 

84 g ( 1!mml agua 

!OOg/ 1!mml agua 

U!che sin grasa, deshidratada (Camationl- S g 

Amortiguador PBS·EUS 1<nl ml 
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18.· Suero Nannal Humano (SNH). 

a) Obtener suero de ~onas (suero negativo a Dengue) se ponen 10 mi ""un 

vaso de precipitado de 21XX! mi 

b) Al\adlr 500 mi de acetona y agttar por 15 minutos a temperatura ambiente 

e) Inclinar el vasa y dejarlo asl hasta el airo clia. 

d) Se forma un ~ado "" el wso, n:tirar el sobnmadante (Acetona) con una 

bombadevadn 

e) Agitar y esparcir el precipitada (de prnlelnasJ en las paredes del vaso y dejar 

secar a 37'C hasta el airo clia. 

f) Disolver el precipitado con 20 mi de PBS agitando por 2 horas a temperatura 

ambiente. Se considera este producto 100 'X. de SNH 

g) Guardarlo ""viales (2·3 mi/vial) a -20 'C. 
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