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Resumen

En la actualidad el dengue es la segunda enfermedad mas importante de las transmitidas por artropodos que afectan
al ser humano, después de la malaria. Se estima que la tasa de infeccion en el mundo es de mas de 100 millones
de individuos al afo, de los cuales 500,000 desarrollan las manifestaciones clinicas mas severas. Mas de 100
paises han informado de la presencia de esta enfermedad en su territorio. El diagndstico de laboratorio es esencial para
la confirmacion del dengue, éste incluye técnicas de aislamiento e identificacion del virus, de diagndstico seroldgico y de
biologia molecular. La deteccidon de antigenos virales en sueros virémicos es necesaria para las investigaciones clinicas vy
epidemioldgicas y debe realizarse rapidamente para implantar tempranamente el tratamiento anti-choque a los enfermos
y para la deteccidn precoz de un brote.

Objetivo

Con el presente estudio se pretendid determinar la presencia de dengue y sus sero-variedades en pacientes de la red
hospitalaria del Instituto de Salud del Estado de México.

Material y métodos

Se colectd suero vy sangre completa de los pacientes en las unidades hospitalarias de referencia y estas se remitieron en
un lapso menor a 72 horas posteriores a la toma al Laboratorio Estatal de Salud Publica del ISEM. EI RNA viral se extrajo a
partir de las muestras de sangre completa.

Resultados

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa del inglés
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) se compararon con los resultados oficiales emitidos al SINAVE (Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica). Las muestras que resultaron positivas a dengue por RT-PCR se cultivaron en
células VERO, después de 7 dias se analizaron de nuevo por RT-PCR vy se confirmo el resultado, siendo todas positivas.

Conclusién

La deteccion del virus del dengue por RT-PCR con los iniciadores IRVQ(1-4)F e IRVQ(1-4)R es adecuada para la deteccion
temprana en muestras de suero gque proceden de pacientes sospechosos de padecer dengue.
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Introduccién

Los primeros brotes epidémicos de dengue fueron
documentados entre 1779 y 1790 en Africa, Asia y América
del Norte. De 1780 hasta 1940 también se documentaron
epidemias asociadas con dengue pero con menor
frecuencia® 3.

Mas de dos quintas partes de la poblacion mundial viven
en zonas en riesgo para dengue y mas de 100 paises
han informado de la presencia de esta enfermedad en su
territorio, Las Américas ha sido una de las regiones mas
afectadas por el dengue y su forma mas grave, la fiebre

hemorragica por dengue (FHD)'. Cada afo se infectan a
nivel mundial aproximadamente 50 millones de personas
con este virus, 500,000 de ellos desarrollan una forma
grave de la enfermedad y mas de 12,000 muertes? 3.

Las primeras epidemias por dengue en América ocurrieron
en las Antillas Francesas en 1635y en Panama en 1699. La
primera vez que se describid la fiebre por dengue (FH) vy
el sindrome de choqgue por dengue (SCD) como entidades
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clinicamente definidas fue hasta 1954 durante el brote
ocurrido en Filipinas; en 1981 el dengue tomo notoriedad
con el brote FHD en Cuba seguido de otro en Venezuela“.

De 1947 hasta la década de los sesentas, la Secretaria de
Salud en México realizd intensivas campafas de erradicacion
contra el vector transmisor del virus de dengue: Aedes
aegypti, y aungue el mosquito fue declarado oficialmente
erradicado del pais en 1963, dos afos después fue detectado
de nuevo. La peor epidemia de la enfermedad producida
por el serotipo 1 fue reportado en la costa oriental de
México durante 1979-19802 Durante 1981, se registraron
aproximadamente 17,000 casos y para 1984 y 1985 se
diagnosticd dengue en 25 de los 32 estados del Pais; para
2009, de manera oficial se reportaron casos en los estados
de Querétaro, Jalisco, Nayarit, Tabasco y Guerrero (165,748
€casos sospechosos)?s.

Generalidades del Dengue

En la actualidad el dengue es la segunda enfermedad mas
importante de las transmitidas por artrépodos que afectan
al ser humano, después de la malaria. Se estima que la
tasa de infeccion en el mundo es de mas de 100 millones
de individuos al afio, de los cuales 500,000 desarrollan
las manifestaciones clinicas mas severas®.

El dengue es una enfermedad infecciosa grave de
origen viral trasmitida por mosquitos. Constituye una
causa importante de muerte, afecta a personas que viven
en areas urbanas que se localizan en regiones tropicales
y subtropicales. Se puede manifestar en tres formas
denominadas: fiebre por dengue o dengue clasico (FD),
fiebre hemorragica por dengue o dengue hemorragico
(FHD) vy sindrome de choque por dengue (SCD); las
Ultimas dos formas son complicaciones potencialmente
fatales y se caracterizan por la presencia de permeabilidad
vascular anormal®.

Inicialmente, la infeccion por el virus del dengue puede pasar
desapercibida por ser asintomatica o bien manifestarse
inespecificamente como FD, caracterizada por fiebre
alta, dolor retro-ocular, mialgias y artralgias. La FD rara
vez persiste mas de siete dias; sin embargo, los pacientes
presentan una larga convalecencia, durante la cual se pueden
presentar sintomas neuroldgicos residuales como fatiga vy
lasitud, que pueden durar meses. En una peguefa proporcion
de los casos, particularmente infecciones secundarias
con un serotipo diferente al que causo la infeccion inicial,
el virus causa FHD que se caracteriza por incremento
en la permeabilidad vascular, didtesis hemorragica vy
potencialmente choque hipovolémico vy distributivo. De
esta manera, la FHD se caracteriza por hemoconcentracion,
trombocitopenia y colapso circulatorio, condicidn clinica
gue se asocia frecuentemente con disfuncién severa de
algunos organos, como el higado, bazo vy el cerebro. Hasta
la fecha muchos grupos se han dedicado al estudio de los
factores que determinan los casos graves de la enfermedad,
se conoce gque la fisiopatogenia de la FHD es multifactorial,
principalmente respecto al papel de la respuesta inmunitaria,
incrementada por factores intrinsecos, tanto del virus como
del huésped’®,

Eldiagndsticodiferencialdedengueserealizaprincipalmente
con: Leptospirosis, Influenza, Encefalitis Virales, Brucelosis,
Rickettsiosis, Rubéola y Enfermedad de Chagas debido a la
similitud entre las manifestaciones clinicas®.

Caracteristicas generales del virus del dengue

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae,
género Flavivirus. Esta familia abarca a mas de 70
agentes virales de los cuales al menos 30 causan
infecciones serias al humano. Existen cuatro serotipos del
virus del dengue (Dengue 1, Dengue 2, Dengue 3 y Dengue
4) todos ellos causantes de la enfermedad™.

Los virus del dengue se caracterizan por tener una capside
icosahédricarodeada porunamembrana lipidica o envoltura,
con un didmetro aproximado de 50 nm. El genoma viral es
RNA de cadena sencilla de polaridad positiva constituido
por aproximadamente 11,000 nucledtidos que se encuentra
encerrado en una cubierta proteica o capside formada por la
proteina C". En la bicapa existen dos proteinas importantes
para el proceso de infeccion, la proteina de membrana
M) vy la de envoltura (E). El genoma viral presenta la
estructura “cap” en el extremo 5" y carece de poli(A) en
el extremo 3 terminal. El Unico marco de lectura abierto
estd flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR) vy
codifica tres proteinas estructurales: las proteinas E, prM
(precursor de la proteina M) y la C; y a las siete proteinas no
estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 21,

Los genomas de los cuatro serotipos del Vvirus
comparten una homologia en la secuencia nucleotidica
de aproximadamente un 70%"“. Cada genoma codifica
para un precursor poliproteico de aproximadamente 3,400
aminoacidos del cual se generan las 10 proteinas virales
antes mencionadas. Las proteinas C, prM vy E forman la
estructura de los viriones, mientras que las proteinas
no estructurales (NS) son proteinas requeridas para la
replicacion y el ensamble del virion: Las proteinas NS1, NS3
y NS5 son extremamente conservadas; las cuatro proteinas
pequenas NS2A, NS2B, NS4A y NS4B son hidrofobicas.
La NS2B y NS3 forman un complejo que funciona como
proteasa; NS4A y NS4B son responsables de posicionar
el complejo de replicacion en la membrana del reticulo
endoplasmico vy la proteina NS5 posee la funcion de RNA
polimerasa dependiente de RNA®,

Algunas proteinas NS estan asociadas con mecanismos
virales de evasion de la respuesta inmune como es el
caso con NS4B, NS2A y NS4A que inhiben la estimulacion
del gen para interferon (IFN) por interferencia con la
funcién del factor de transcripcion STAT1 6 mientras
qgue NS5, ademas de funcionar como la RNA polimerasa
viral, degrada y reduce el nivel de expresion de STAT2.
Estas proteinas participan en la cascada de sefalizacion
inducida por los interferones [] vy [] por lo que se ve inhibida
la respuesta antiviral innata .

Diagndstico del dengue

Eldiagndstico de laboratorio es esencial para la confirmacion
del dengue, éste incluye técnicas de aislamiento e
identificacion del virus, de diagnostico seroldgico y de
biologia molecular’®. La deteccion de antigenos virales
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en sueros virémicos es necesaria para las investigaciones clinicas y epidemioldgicas y debe realizarse rapidamente para
implantar tempranamente el tratamiento anti-choque a los enfermos vy para la deteccion precoz de un brote.

La viremia ocurre en la etapa temprana del
la disminucion de la fiebre y el aumento de
aislamiento viral en muestras tomadas en el
general positivas hasta en un 73 % de los casos'.

periodo febril del
los niveles de anticuerpos, por
primer dia de

dengue y su eliminacion coincide con
lo que los resultados del
la aparicion de los sintomas son por lo

Referente al diagndstico seroldgico, enla década delos 60 empezd a utilizarse una técnica deinhibicion de la hemaglutinacion
con el fin de detectar anticuerpos totales contra los cuatro serotipos del virus del dengue y clasificar las infecciones en
primarias o secundarias. En estudios recientes realizados en infecciones primarias sobre la cinética de la respuesta de
anticuerpos, se demostrd el incremento de las IgM, en practicamente todos los pacientes, a los dos dias de la disminucion
de la fiebre; con un pico en la respuesta aproximadamente a las dos semanas. En infecciones secundarias, la respuesta de
anticuerpos IgM es variable, en algunas ocasiones estad ausente o es muy baja, pero existe un marcado incremento de los
de tipo 1gG 202,

El dengue, por ser de rapida transmision, requiere de un sistema de vigilancia epidemioldgica proactiva capaz de detectar
tempranamente la propagacion viral y predecir las epidemias, a fin de orientar las medidas de control con antelacién al
momento de transmisidn maxima. La eficacia de este sistema depende de la capacidad de diagndstico de laboratorio en la

deteccion temprana de la circulacion del virus y requiere de técnicas de laboratorio rapidas y confiables?® 22 23,

En el Estado de México, los casos de dengue confirmados por laboratorio se han presentado de la siguiente manera?*:

Tabla 1. Casos anuales de dengue, Estado de México.

ANO 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
CASOS
CONFIRMADOS 37 73 2 29 9 138 45 92 255 33

Objetivo

Determinar la presencia de dengue y sus sero-variedades
en pacientes de la red hospitalaria del Instituto de Salud del
Estado de México.

Método

Se colectd suero y sangre completa de los pacientes en las
unidades hospitalarias de referencia y estas se remitieron
en un lapso menor a 72 horas posteriores a la toma al
Laboratorio Estatal de Salud Publica del ISEM.

El RNA viral se extrajo a partir de las muestras de sangre
completa; se utilizd el kit QlAamp viral RNA Mini Kit cat.
52906 (QIAGEN, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con el
protocolo establecido por el fabricante y posteriormente se
almacenaron en tubos eppendorf de 2 ml a menos 702 C.

Se disefaron cuatro juegos de iniciadores in silico, uno
para cada serotipo y para el desarrollo de los mismos se
realizaron alineamientos de los genomas completos de
cada serotipo en el software Vector NTI Advance versiéon
1.5 (Invitrogen), basandose el disefo en la regidon C-prM-E
por ser altamente conservada.

Se realizd la mezcla para RT-PCR de la siguiente forma:
15QL de mix de reaccion (0.5 QL de primer Forward, 0.5 QL
de primer Reverse, 0.5 yL de SuperScript Il RT/Platinum
Taqg, 6.25 puL de amortiguador de reaccion 2X -dNTP’s 0.4
puM y MgS0O4 6 mM-, 14.25 uL de agua grado PCR) y 5 uL de
muestra de RNA total, en microtubos de 200 ul.

Una vez realizada la RT-PCR las muestras se depositaron
en un gel de agarosa al 1.5 %, y se desarrolld a 90V durante
75 minutos utilizando TAE (1X; 40 mM Tris-Acetato ph
8.0; ImM de EDTA) como amortiguador de corrida, en una
cdmara de electroforesis Biorad, modelo Mini-Sub Cell GT
con fuente de poder PowerPac Basic. Posteriormente fue
teAido con bromuro de etidio por 10 minutos y se analizd
en el trasluminador Biorad, modelo GelDoc XR+, esperando
observar bandas de 443 pb para el virus del dengue, serotipo
1 (DENV-1), 780 pb para el serotipo 2 (DENV-2), 1059 pb
para el serotipo 3 (DENV-3) vy 839 pb para el serotipo 4
(DENV-4) en las muestras analizadas.

Los iniciadores se probaron con cepas de referencia: DENV1
cepa Hawaii, DENV2 cepa Nueva Guinea, DENV3 cepa
H-87 vy DENV4 cepa H-241. El producto de la RT-PCR se
reamplificd, purificd y envid a un servicio de secuenciacion
(UNAM-IBT). Las secuencias de nucledtidos de cada
muestra de control se alinearon en el programa Mega 4.0.
Las secuencias obtenidas se compararon mediante el Basic
Local Alingnment Search Tool (BLAST, http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) y fueron concordantes con las cepas
y serotipos esperados.

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR se compararon
con los resultados oficiales emitidos al SINAVE, dichos
diagndsticos basados en ELISA: Platelia® Dengue Ns1 Ag,
Bio-Rad, determinacion de 19G e IgM, asi como RT-PCR en
tiempo real.



Veldzquez-Quiroz Isaac R, Jiménez-Estrada Juan Manuel, Salas Benito Juanet. al. Desarrollo de RT-PCR para la deteccion vy tipificacion de virus del dengue. Avances de investigacion.
Gkl

Inteligencia Epidemiologica 2012;1:17-21.

Resultados

Se recibieron un total de 117 sueros provenientes de pacientes sospechosos de presentar FD en base al cuadro clinico;
seis de las muestras no cumplieron con los parametros de inclusion y fueron descartadas; siete mas fueron referidas como
control de calidad, quedando un total de 104 sueros sospechosos.

Todas las muestras recibidas para diagndstico molecular fueron pareadas y remitidas por via oficial al Laboratorio
Estatal de Salud Publica del ISEM para su diagndstico acorde a los lineamientos oficiales establecidos. Los datos
de cada muestra fueron recabados segun los reportes oficiales establecidos en la Plataforma Unica del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE).

Se recibieron muestras de 16 Unidades de Salud, provenientes de 37 localidades; de las cuales el 51.9% (54) de las muestras
pertenecian al sexo masculino, mientras que 50 (48.1%) al sexo femenino.

De las 11 muestras analizadas mediante RT-PCR: 11 (9.9%) fueron positivas a DENV-1 (Figura 1); 10 provenientes de
muestras remitidas y 1 de control de calidad. El Hospital Municipal San Pedro Limdn enviod un total de 28 (26.4%) muestras
provenientes de 15 localidades, resultaron 6 positivas; 4 masculinos y 2 femeninos, mientras que el Centro de Salud Rural
Disperso Bejucos envid 8 (7.5%) muestras, de las que resultaron 4 positivas; 2 masculinos y 2 femeninos. Respecto al
diagndstico solicitado por laboratorio: 89 (80.2%) solicitaron NST1, 14 (12.6%) IgM, 4 (3.6%) IgG vy 95 (85.6%) PCR.

Figura 1. Electroforesis de deteccién de DENV por RT-PCR en muestras de pacientes y controles. MPM, 1000 pb Biorad, 1.- DENV-1 cepa
Hawaii, 443 pb; 2-5.- Suero 14, Negativo; 6-9.- Suero 15, Positivo DENV-1; 10-13.- Suero 16, Positivo DENV-1. Gel de agarosa al 1.5% tefido
con bromuro de etidio.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

1000

400

Acorde a lo reportado en el inserto de la prueba de ELISA: Platelia® Dengue NSI1, Bio-Rad, (utilizada para el diagnostico
temprano de dengue) y mediante prueba de Kappa se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 2. Comparativa entre RT-PCR y NSI1.

Permite Valor Valor Concordancia indice de
Prueba | Sensibilidad Especificidad diferenciar | predictivo | predictivo
. g . entre pruebas Kappa
serotipos positivo negativo
NS_I O, [0) [0) )
ELISA 92.32% 100% NO 90% 97%
RT 98.9% 90.94
PCE& 100% 98% Sl 100% 98.9%

Las muestras que resultaron positivas a Dengue por RT-PCR se cultivaron en células VERO, después de 7 dias se analizaron
de nuevo por RT-PCR vy se confirmo el resultado, siendo todas positivas.

El tiempo promedio de procesamiento y emision de resultados a partir de la recepcion de la muestra remitida al Laboratorio
de Biologia Molecular del LESP del ISEM mediante el RT-PCR desarrollado fue de 6 horas. El tiempo promedio entre inicio
de sintomas y toma de muestra fue de 4 dias (O dias minimo, 10 maximo); favoreciendo el apoyo diagndstico del laboratorio
al médico tratante, unidades de epidemiologia asociadas y brigadas de control entomoldgico.

20
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Discusién

Los estudios anteriores han demostrado que el RNA viral puede ser detectado en casi un 90% de las muestras clinicas y que
los métodos inmunoenzimaticos (NS, IgG, IgM) alcanzan un porcentaje de sensibilidad similar debido al perfeccionamiento
tecnoldgico 2°2125 Sin embargo, la especificidad y sensibilidad de cualquier sistema inmunoenzimatico no es comparable
con el RT-PCR durante los primeros siete dias a partir de que se manifiestan signos y sintomas de la enfermedad, de tal
manera que el uso combinado de métodos inmunoenzimaticos y RT-PCR facilitaria la deteccion temprana, disminuyendo
el riesgo de obtener resultados indeterminados o reacciones cruzadas.

El analisis comparativo entre el diagnodstico mediante RT-PCR vy PlateliaTM NS1 Ag arroja que tanto la sensibilidad como
el valor predictivo positivo reportada para RT-PCR es del 100%, con lo que se mejora la oportunidad en el diagnodstico
temprano, identificando el serotipo involucrado y no sdlo la presencia del virus.

Conclusién

La deteccion del virus del dengue por RT-PCR con los iniciadores IRVQ(1-4)F e IRVQ(1-4)R es adecuada para la deteccion
temprana en muestras de suero que proceden de pacientes sospechosos de padecer dengue, ayudando a mejorar los
indicadores epidemioldgicos de Notificacion Oportuna, Clasificacion Oportuna y Tipificacion Viral.
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