U / & E Universidad Auténoma .
del Estado de México ¢
S
al

FACULTAD DE QUIMICA

IDENTIFICACION DEL ANTIGENO NS1 Y ANTICUERPO IgM PARA EL VIRUS
DEL DENGUE EN ESTUDIANTES DE NIVEL SUPERIOR DE LA UAEMéx

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

ANNEY LILLIAN VELAZQUEZ FLORES

DIRECTOR
DR. EN C. JONNATHAN GUADALUPE SANTILLAN BENITEZ

ASESOR ADJUNTO
DR. EN C. ENRIQUE MORALES AVILA

TOLUCA, ESTADO DE MEXICO NOVIEMBRE 2017



AGRADECIMIENTOS

Mi agradecimiento se dirige a quien ha moldeado mi camino y me ha dirigido por el sendero
correcto, a DIOS, el que en todo momento esta conmigo, ayudandome a aprender de mis
errores y a no cometerlos otra vez. Eres quien guia el destino de mi vida.

A mis padres Amalia y Francisco, por haberme forjado como la persona que soy en la
actualidad; muchos de mis logros se los debo a ustedes, me formaron con reglas y algunas
libertades, pero lo mas importante me motivaron constantemente a alcanzar mis anhelos, y que
a pesar de los tropiezos uno debe levantarse, sacudirse y seguir adelante.

A mi abuelito Antonino (Q.D.G.) por ensefiarme el valor de la humildad y a mi abuelita Paula
por estar al pendiente durante todo este tiempo.

A Alejandro, que a pesar de mis malos ratos no dejo de impulsarme, para lograr este suefio tan
anhelado.

A toda mi familia por su apoyo en algin momento de mi vida, exhortdndome a terminar.

Al Dr. Jonnathan por haberme brindado la oportunidad de recurrir a su capacidad y gran
conocimiento, también por haberme facilitado los medios para llevar acabo las actividades y por
Su gran paciencia para guiarme durante el desarrollo de la tesis. Muchas gracias Profesor.

Al Dr. Enrique por su importante aporte y participacion en el desarrollo de esta tesis.

A mis profesores de clase, amigos y compafieros que me apoyaron en algiin momento para
crecer profesionalmente, pues cada dia aprendia algo nuevo con ellos.

A las personas que integraron el Jurado de Evaluacion Profesional, por sus valiosas
aportaciones en éste trabajo de investigacion.

Al proyecto PRODEP: DSA/103.5/16/10569



Por eso pedt, y se me concedio la pridencia,
supligue y me vino el Fspiritu de la Sabiduria.

La aprendi con sencillez, y la comunico sin envidia,
10 quiero guardar para mi, Sus riguezas.

Sabiduria 77,13



INDICE

Contenido Pagina
INAICE dE TADIAS......c.eceieiieci et 7
INAICE A TIGUIAS ....eoeeee ettt sttt s s saees 8
ADIEVIBLUIAS ...ttt sttt eb b b et et a bt b et b et e e et st e bt e bt e b e st e s e s enneneeneenens 9
L. RESUMEBN ...ttt bbb b s e b e s re e n e r e 10
2. MAICO TEOFICO. ...ttt bttt b ettt b et bbb e s 11
2.1 INFOTUCCION ...tttk b et b et e e b stens 11
2.2 ANTECEABNTES. ...ttt ettt e bbbttt b e eb e bbb e st e e st eneene 12
2.3 CaracteriStiCas Al VECION .........cccouiiiiiirieieieieesee e 13
2.4 Clasificacion y estructura del DENV ... 14
2.4.1 Proteinas @StrUCIUIAIES ........c.occirieirieireicet ettt 14
2.4.2 Proteinas NO @StIUCIUTAIES.........coeiriiirieirieeeeeeese ettt 15

2.5 REPIICACION VIF@L ...ttt sttt 15
2.5.1 Entrada, fusion y denudacion de la particula...........coocveiveneinennencseeee 16
2.5.2 Replicacion del RNA VIFAl........ccooiiiiiiiiceeeeecteeeste ettt 16
2.5.3 Ensamblaje, maduracion y liberacion del DENV ..........cccoovieveiieceececeee e, 16

G - 10 (0o | - USSR 17
2.7 Clasificacion del cuadro clinico del DENV ...ttt 18
2.8 ManifestacioNes ClINICAS.......c.cocireiieireeee e 20
2.8.1 FASE TEDNI ... 20
2.8.2 FASE CIMHCA ..ttt sttt sttt eb et eb e b 21
2.8.3 FASE 0 FECUPEIACION ......eeveeeieieetietectesie ettt sttt seste st s e b e s neeneeneenas 21

2.9 INMUNIAAD ...ttt 22

P2 OB = o1 [T 1 4T ] (oo | = VSO SR 23
2.10.1 Panorama internacioNal. ...........ccccoererierieiiieieeeeseeeeee e 23
2.10.2 Panorama NACIONAL ............ccuvueirieiniiiniiiseeeeee ettt 25
2.10.3 Panorama EStatal...........ccoccveiniiniiiniiicceeee e 26
2.11 Colecta de muestras para el diagnéstico del dengue.............cccoveveeeeciceseciecieeeneen, 28
2.12 Técnicas de identificacion de DENV ... 28
2.02.0 ANTICUBIPO ...ttt ettt ettt et e tesa e eesteent e teeseense st entensesneenseseeeneansens 28



© N o g bk~ w

2.02.2 ANTIZENO. ...ttt sttt sttt b et b e 29

2.13 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent ASSay).......ccccecvveeveneeieerieneeieseeeesie e 29
2.13.1 ELISA COMPELILIVO ..ottt ettt sttt e eaaestesanenne s 30
2.13.2 ELISA NO COMPETILIVO ....ouiviiieiirteeteieteiee ettt 30

2.14 Aislamiento e identificacion del VIFUS.........cooveveieiiinice e 31

2.15 Fundamento de la deteccion cualitativa o semicuantitativa del antigeno NS1 del

virus del dengue en el suero humano mediante el método inmunoenzimético................ 32

2.16 Fundamento de la deteccion cualitativa de anticuerpos IgM contra en antigeno del

ENQUE BN SUBTO ...ttt ettt ettt ettt ettt b bt b st e e et e e st e bt s b s b e e e s et e e eseeneene 32
Planteamiento del problema ..o 33
O [ 3 (o= Tox o o USROS 34
HIPOLESIS ..ottt sttt b ettt b ettt eb e s e 35
ODJELIVO GENEIAL........eoiiieiiieeeee ettt sr e st enes 35
ODbjetiVOS ESPECITICOS. ....cueeiiitieiecie ettt esteeaaenne 35
Y11 (oTo (o] (oo 1= WA 36

8.1 DiSEN0 MELOUOIOGICO.......ccoviireeiecieeteeieste ettt sttt s re et e s teeaaenbesreenee e 36

8.2 DiISEN0 U ESIUTIO .....eevieeeeiecieeiese ettt sttt s e e st e s e ste e s enseseeensens 36

8.3 Material Y MELOUOS .....c.ooveuiieiiieiirieteet ettt sttt s 37

8.4 UNIVEISO A€ trabajO ...ccvecveeiiiieeieciecteeeste ettt ettt sttt s beeae e besaeenne s 37

8.5 TIPO U8 MUESIIBO ...ttt ettt sttt e aa et e st et e s be et e sbeeaaebesrnensenns 37

8.6 TAMANO UE MUESIIA ..c..eviiiiiieiieiteeet ettt sttt nn ettt 37

8.7 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion .............ccccoveeevevieieeciseseseseeeeeees 38

8.8 Operacionalizacion de variables.............ccooevueeieieieiceceseeeeee s 38

8.9 PrOCEIMIBNTOS. ..ottt sttt be st et e ste s e e e e e e ene e 39

8.9.1 Identificacion cualitativa o semicuantitativa del antigeno NS1 del virus del
dengue en el suero o en el plasma humano mediante el método inmunoenzimatico. 39

8.9.2 Identificacion cualitativa de anticuerpos IgM contra en antigeno del dengue en

SUBT O euveveteeesteseete e s teseesessesessesassesessesessesessesesseseeses s et ansesenseseseese s et e ses e sesesseseeseseesenenseneeseneesennas 41
8.10 Caracterizacion de la muestra objeto de estudio ...........ccecvevveieieicinececesceeee, 43
B.L0.1 GENEIO ..ttt sttt sttt sttt ettt n b st n e b ettt b et et et ete e 43
B.LO.2 EAU ...ttt a ettt 43
8.10.3 Desplazamiento en [0S UItIMOS 30 diAS ......ccevvrerenenierieieeeeese e 43
8.10.4 Sintomatologia posterior a la picadura de un MOSQUItO ..........ccccevcerereereereeeenenne. 44
8.11 Determinacion del porcentaje de positividad para Ag NS1y de lalgM.................... 44



O.  CONSIHEIACIONES BLICAS. ... ueeeee et e e e e ee e e e e e e e e easeeesaaaeeeeeaaeeeseaaeeeseaseneseaanees 44

10, RESURAUOS.......oceeiciiicect ettt 45
10.1 Control de calidad para la determinacién de Ag NS1 del DENV .........cccoeevvvvvennenen. 45
10.2 Control de calidad para la determinacion de IgM para el DENV.........c.ccccoceevennenene 46
10.3 Caracterizacion de la muestra para identificacion de Ag NS1..........cccooeoveinennenne 48
10.4 Caracterizacion de la muestra para determinacion de IgM..........c.ccceeevvveveeverieenenne. 51
10.5 Tabla de datos Y reSUIAAOS ..........coeieeiericeeeceeeee ettt 55
10.6 Determinacion del porcentaje de positividad para Ag NS1.........cccoovevevieveeveieenenne. 61
10.7 Determinacion del porcentaje de positividad de la IgM para el DENV...................... 61

L1, DISCUSION ..ottt sttt b et b e bbbt b e a st e et e s e s beneetenes 62

12, CONCIUSIONES ..ottt ettt 67

R T oo £ 01T oa 1)Y= LS OO RSP RRT 69

14, RECOMENUACIONES. ....c.eiuiuiitiietiietereeierte ettt ettt ettt b sttt b e aenes 70

15, BiDlOGrafia.....coeirieiriee et 71

L16.  ANEXOS oottt b et e h e b bt et b et b e e bt et e s b e bt e bt e he et bt anetes 77
Anexo 1. Hoja de recolecCion de datOs ........cccveviiieeieie sttt 77
Anexo 2. Carta de Consentimiento INfOrmado............cocceveireincincincnceeeee e 78

Anexo 4. Carta de aceptacion del protocolo por parte del Comité de Etica para la
INVeStigacion del CICMED ..ottt 81

Anexo 5. Carta de aceptacion de resumen para participar en el X Congreso Nacional de
VIP0IOGIA 2017 ...ttt bbbt e e s 83



INDICE DE TABLAS

No se encuentran entradas de indice.

Contenido

Tabla 1: Casos de reportes de DENV en el continente Americano. SE nimero

B2, 20 Bt
Tabla 2: Operacionalizacion de variables. ..o,

Tabla 3. Interpretacion de resultados de acuerdo a la absorbancia para Ag

Tabla 7. Absorbancia de los triplicados del calibrador........................c

Tabla 8. Obtencion del valor indice del triplicado de los controles positivo y
NEGALIVO . .. e

Tabla 9. Caracterizacion de la muestra para Ag NS1 e IgM del DENV.............

Péagina

24
38

40

42
45
46
46

47
60



INDICE DE FIGURAS

Contenido
Figura 1. Estructura del DENV...... ...
Figura 2. Genoma del DENV....... ..o

Figura 3. Ciclo replicativo del DENV...... ..o

Figura 4. Diagrama de clasificacion del DENV................ccoeviiiiinn,

Figura 5. Casos de reportes de DENV en diferentes subregiones del continente

Y AN 0 1= 7= o Lo T

Figura 6. Casos de DENV, segun region geografica de la Republica Mexicana....

Figura 7. Reportes de DENV por Jurisdiccion Sanitaria en el Estado de México...
Figura 8-9. Analisis estadistico de DENV en el Estado de México de 2011-2016

Figura 10. Diagrama de flujo para la identificacion de AgNSlelgM......
Figura 11. Diagrama de flujo para la deteccion de Ag NS1 del DENV.....

Figura 12. Diagrama de flujo para la deteccion de IgM para el DENV.......

Figura 13. Estados y Municipios a los que principalmente hay desplazamiento....

CARACTERIZACION PARA AgNS1
Figura 14. Caracterizacion de la muestra segun género......................
Figura 15. Caracterizacion de la muestra segun edad........................

Figura 16. Caracterizacion de la muestra segun desplazamiento..........

Figura 17. Caracterizacién de muestra segun el lugar de desplazamiento...........

Figura 18. Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia............

Figura 19. Caracterizacion de la muestra segun tipo de sintomatologia..
CARACTERIZACION PARA IgM
Figura 20. Caracterizacion de la muestra segun género......................

Figura 21. Caracterizacion de la muestra segun edad........................

Figura 22. Caracterizacion de muestra segun el lugar de desplazamiento...........

Figura 23. Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia............

Figura 24. Caracterizacion de la muestra segun tipo de sintomatologia..

Figura 25. Caracterizacion de la muestra segun antecedentes de DENV

24
25
26

36
39
41
43

48
48
49
49
50
50

51
52
52
53
53
54



ABREVIATURAS

DENV: Virus del Dengue
Proteina E: Envoltura

Proteina M: Membrana

Proteina C: Capside

ORF: Open Reading Frame

DH: Dengue Hemorragico

SSD: Sindrome de Choque por Dengue
CD: Celulas dendriticas

AcM: Anticuerpo Monoclonal

NK: Natural Killer

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

MHC: Complejo Mayor de
Histocompatibilidad

Dendritic
Adhesion

Grabiign Non Integrin

DC-SIGN:

Intercellular

Cell-Specific

Molecule-3

BiP: Binding Protein

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay

IgM: Inmunoglobulina M

Ac: Anticuerpo

Ag: Antigeno

NS1: Proteina No Estructural 1

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

CDC: Centers for Disease Control and

Prevention

OPS: Organizaciéon Panamericana de la
Salud

DG: Dengue Grave

SE: Semana Epidemiolégica
ARN: Acido Ribonucleico
Estudio DENCO

IFN: Interferon

IL: Interleucina

COFEPRIS: Comision Federal para la

Proteccion contra Riesgos Sanitarios.

INDRE: Instituto de Diagnéstico vy

Referencia de Epidemiologicos.



1. RESUMEN

INTRODUCCION

El dengue es una de las principales enfermedades virales de caracter epidémico.
Constituye la arbovirosis mas importante a nivel mundial en morbilidad, mortalidad, en

México, es una de las principales enfermedades transmitidas por vector?.

En el presente trabajo se realizé una identificacién de antigeno NS1 para el virus de Dengue
mediante un método inmunoenzimético en una etapa de tipo sandwich, para la deteccion
cualitativa o semicuantitativa del antigeno NS1 y la deteccién de IgM contra antigenos del

Dengue en suero.
MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 60 muestras para la deteccion del antigeno NS1 para DENV y 68 muestras

para la deteccion de inmunoglobulina M mediante ELISA.
RESULTADOS

En el analisis de deteccién del Antigeno NS1 las 60 muestras procesadas mediante ELISA
fueron negativas; el 35.3% de las 68 muestras analizadas para la deteccion de IgM
resultaron positivas. Las cifras muestran que del grupo de personas positivas a la IgM, al
menos el 83.3% presenta rash/erupcién, el 8.3% ademas de sentir rash/erupciéon también
presenta petequias y finalmente el 8.4% restante presenta cefalea, fiebre y rash/erupcion,
el 58.4% se traslada al sur de la Republica Mexicana, principalmente a Estados
considerados zonas endémicas del DENV, como son Guerrero, Michoacan y Veracruz, y a
algunas comunidades del Estado de México, principalmente, Valle de Bravo, Acambay,
Tejupilco y Malinalco. Amatepec y Villa del Carbon.

CONCLUSIONES

Este estudio mostr6 que los principales factores de exposicion para la IgM positiva son
haber viajado a zonas endémicas de la Republica Mexicana y que el mosquito del género
Aedes que transmite el virus del Dengue se esta adaptando a nuevas alturas debido a la
positividad presentada en las zonas del estado de México donde no se habia presentado,

lo que constituye un serio problema para la salud en México.
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2.  MARCO TEORICO

2.1 INTRODUCCION

El dengue es una de las principales enfermedades virales de caracter epidémico que se
presenta en todas las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Constituye la
arbovirosis mas importante a nivel mundial en morbilidad, mortalidad, en México, es una de
las principales enfermedades transmitidas por vector, y en los ultimos diez afios la
transmisién ha aumentado de manera predominante en zonas urbanas y semiurbanas y se
ha convertido en un importante problema de salud publica.>? El agente etiol6gico del
dengue es un virus del género flavivirus, de la familia Flaviviridae. El dengue es transmitido
exclusivamente por la picadura de las hembras de los mosquitos Aedes aegypti. Las
infecciones pueden cursar asintomaticas, como un cuadro febril inespecifico o presentarse
clinicamente con inicio subito de fiebre, cefalea, dolor retroocular, mialgias y artralgias, en
algunos casos con eritema maculopapular o escarlatiniforme al tercero o cuarto dia del
inicio de la fiebre; eventualmente puede haber diarrea, nauseas y tos. Ocasionalmente se

presentan hemorragias leves como epistaxis o gingivorragias.®

En las Américas el dengue se encuentra ampliamente distribuido. Paises como Brasil y
Ecuador poseen zonas endémicas en donde la infeccion es permanente. En 1980, los
reportes de la infeccién por DENV estaban limitados a la zona sur de México, Puerto Rico,
Honduras, Colombia y Venezuela. Sin embargo, para 1992, la infeccién abarcaba, ademas,
El Salvador, Nicaragua, Peru, Brasil y Paraguay; para 2002 los reportes de infecciones
activas tuvieron lugar en la mayor parte del continente abarcando desde México hasta toda

la region centroamericana y Sudamérica, con una incidencia de mas de 1 millén de casos.*

El dengue es un problema creciente para la Salud Publica mundial, debido a varios factores:
el cambio climatico, el aumento de la poblacibn mundial en areas urbanas de ocurrencia
rapida y desorganizada, la insuficiente provision de agua potable que obliga a su
almacenamiento en recipientes caseros habitualmente descubiertos, la inadecuada
recoleccion de residuos y la gran produccion de recipientes descartables que sirven como
criaderos de mosquitos al igual que los neuméticos desechados. A esto se suman el
aumento de viajes y migraciones, fallas en el control de los vectores eficaces para prevenir

la enfermedad.®
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2.2 ANTECEDENTES

Los virus son pardsitos intracelulares estrictos, son los agentes infecciosos mas pequefos
(20-300 nm) de didmetro. El genoma esta contenido en un solo tipo de &cido nucleico (RNA
o DNA) y en cadenas Unicas o dobles segun el virus de que se trate. El &cido nucleico viral
esta rodeado de una capa de proteina que recibe el nombre de capside. Los virus, llamados
envueltos presentan ademas una cubierta lipoproteica denominada nucleocépside. Durante
su ciclo replicativo, las particulas virales se ensamblan en el interior de la célula infectada

y son liberadas por lisis celular o gemacion para infectar a otras células.®

El dengue es una enfermedad antigua, endémica de los tropicos y subtropicos, su agente
causal es un flavivirus, con cuatro serotipos distintos Denv-1, Denv-2, Denv-3 Y Denv-4, los
cuales causan una respuesta diferente en el hospedero.

El origen del termino dengue viene de la lengua Swahili “ka dinga pepo” que significa "golpe
subito causado por un espiritu maligno" y en castellano dengue, tratando de describir las

molestias del paciente por las artralgias.’

El primer informe de dengue aparece en una enciclopedia medica de la Dinastia Jin (265-
420) en la que se asocia el vuelo de insectos con “agua venenosa”; Benjamin Rush describe
el dengue como “Fiebre rompehuesos” en 1978, y en 1779 la enfermedad fue identificada

y nombrada como tal.’

Los primeros registros de su forma epidémica datan a finales del siglo XVIII en Asia, Africa
y América. La primera de estas epidemias descrita en la historia humana reciente sucedié
en Filadelfia en 1780. Los principales brotes epidémicos en América se originaron en las
islas del Caribe y Centroamérica durante la década de 1960 por la circulaciéon del Denv-2,
mientras que en Cuba esto ocurrié en 1981. En Per( se registraron brotes en 1990 y 1995
con la circulacion del Denv-1, en México, los primeros reportes de dengue se registraron en

1941, cuando se notificaron 6,955 casos en toda la Republica.'®

En México se instrumentd en 1957, una campafia para la eliminacién del vector, objetivo
gue se cumplié en 1963, cuando la Organizacibn Panamericana de la Salud declaré su
erradicacion del pais; esta condicién solo pudo ser mantenida durante dos décadas, periodo
tras el cual nuevamente se inicio la infestacion paulatina del territorio nacional. El patron de
diseminacion en el pais ha sido de Sur a Norte, a lo largo de los estados del sureste y el
golfo hacia la mayoria de las entidades de la republica, sobre todo aquellas que por sus

caracteristicas geogréficas, demogréficas y sociales propician la presencia del vector y, por
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tanto, de la enfermedad. Durante los primeros afios de la epidemia, los estudios viroldgicos
mostraron Unicamente la presencia del denv-1 en los estados afectados; 10 afios més tarde
ya se habian identificado los serotipos 2 y 4 y en 1995 se detecto por primera vez el serotipo
3 en la frontera sur, en el Golfo de México y en el Norte del pais.®

El dengue en los afios recientes se le ha considerado la enfermedad transmitida por las
hembras de los mosquitos Aedes aegypti, que afecta al mayor nimero de humanos, este
padecimiento tiende a tornarse a cuadros mas severos con episodios hemorragicos con

choque, presenta letalidad promedio del 5% en el &mbito mundial.°

2.3 CARACTERISTICAS DEL VECTOR

Los virus llegan a las glandulas salivales del mosquito Aedes, donde se replican (periodo
que dura 10 dias). Luego, el mosquito inocula el virus a una persona al picarla. El insecto
permanecera infectado de por vida. No se document6 transmisién transovarica del virus
durante la reproduccién del mosquito. Como la hembra necesita proteinas que toma de la
sangre humana para madurar los huevos, el mosquito se adapt6 a entornos domiciliarios
(cerca o dentro de la vivienda de las personas). El ciclo del huevo a larva y a pupa se inicia
cuando se cubren de agua los recipientes naturales o artificiales donde deposita los huevos
el mosquito. Segun la humedad y la temperatura del ambiente, el ciclo se completa entre

los 7 y los 13 dias, y asi surgen nuevos mosquitos.

El Aedes mide 5 mm y el rango de su recorrido de vuelo es de 200 a 400 metros; por ello
permanece en el mismo lugar desde que nace, siempre que encuentre condiciones de
alimento (personas), reposo y lugares para la oviposicién. Es la hembra la que pica a los
seres humanos para alimentarse, pero si estos se mueven o la espantan, se interrumpe la
ingesta y volvera a picar varias veces a una persona o a diversas, hasta obtener entre 2y
2,5 ml de sangre. Reposa por dos o tres dias en lugares oscuros de las viviendas, sale en
busca de criaderos artificiales o naturales para la ovipostura y deposita entre 10 y 100
huevos. De este modo, durante un mes de vida, con 10 ciclos de ovipostura, una sola

hembra puede generar entre 300 y 750 mosquitos.*!

El vector se distribuye en forma permanente entre los 35° de latitud norte y 35° de latitud
sur pero puede extenderse hasta los 45° norte y hasta los 40° sur, donde coinciden con una
sotermia de 10 °C en verano, la altitud promedio en donde se encuentra es por debajo de
los 1,200 msnm, aunque se ha registrado en alturas alrededor de los 2,400 metros sobre el

nivel del mar en Africa.’?
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2.4 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DEL DENV

Se trata de un arbovirus con cuatro serotipos agrupados con base en criterios bioldgicos,
inmunolégicos y moleculares en Denv-1, Denv-2, Denv-3 y Denv-4. Las propiedades
inmunoldgicas y antigénicas del virus estan dadas por los antigenos estructurales (P, M, E)
y no estructurales (NS1 a NS5).2 Los virus Denv-2 y Denv-3 son los mas asociados con los
casos graves, seguidos por Denv-1y Denv-4.2® Recientemente, la deteccién de la proteina
viral no estructural NS1 en el suero de los pacientes ha sido descrita como un método
alternativo para el diagnéstico precoz de la infeccion. El antigeno NS1 se encuentra en la
circulacion desde el primero hasta el noveno dia siguiente a la aparicion de la fiebre, y los

indices observados son comparables en las formas primarias y secundarias de infeccion. 4

Presenta 50 nm de diametro y su ARN de simple cadena y polaridad positiva se encuentra
recubierto por la proteina C y las proteinas E y M, las mismas que se encuentran asociadas
formando la bicapa lipidica que da lugar a las proyecciones que salen de la superficie de

los viriones. Figura 1.

Proteina E
Nucleocapside

Capside

Proteina M

RNA ss(+)

Proteina C

Figura 1. Estructura del DENV

2.4.1 Proteinas estructurales

Al igual que todos los flavivirus, el genoma del virus dengue, tiene por caracteristica la
presencia de una cap (capside) en su extremo 5'y la carencia de un tracto poliadenilado en
su extremo 3'. Presenta de igual forma un marco de lectura abierto (ORF: del inglés Open
Reading Frame) que varia en tamafio de acuerdo con cada serotipo del virus, incluso entre

un mismo serotipo. El genoma se compone por genes que codifican para siete proteinas no
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estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) y tres estructurales: de Capside
(C), de Membrana (M), y de Envoltura (E).®

2.4.2 Proteinas No estructurales

La proteina NS1 es una glicoproteina en el ensamblaje, maduracién y transporte de los
viriones maduros, forma dimeros o hexameros asociados a balsas lipidicas (rafts) de la
membrana plasmaética, se puede hallar soluble en el citoplasma y en el espacio extracelular;
por esta razdén, la NS1 puede estimular al sistema inmunitario, contiene 2 sefales del tipo
Asn -X-Ser/Thr, usada para la adicibn de carbohidratos, estos sitios parecen estar
conservados en todos los flavivirus.'® 1" La proteina NS2A puede actuar en el reclutamiento
de las copias de RNA por la replicasa unida a la membrana. La proteina NS2B esta
asociada a la membrana, es un cofactor requerido para la funcidn serina proteasa de la
NS3. En su dominio central existe una regién conservada constituida por 40 aminoacidos
gue es requerida para la actividad de la proteasa NS2B-NS3. La NS3 es una proteina
trifuncional, con actividad proteasa, helicasa y RNA trifosfatasa. Las proteinas NS4A y
NS4B, NS4A participan en la replicacion del RNA anclando componentes de la replicasa a

la membrana celular. NS4B aparece dispersa en la membrana citoplasmética y en el nucleo.
16
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Figura 2. Genoma del DENV?’

2.5 REPLICACION VIRAL

Estudios in vitro han demostrado que el DENV es capaz de infectar a un gran numero de
células humanas, entre las células dendriticas, monocitos, macrofagos, células B y T,
células endoteliales, hepatocitos y células neuronales. Sin embargo, in vivo solo se ha
encontrado a monocitos macréfagos y células dendriticas como blancos primarios de las

infecciones por DENV.!®
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2.5.1 Entrada, fusién y denudacién de la particula

El primer paso de la infeccion requiere la interaccion entre la particula viral y receptores
presentes en la superficie de la célula huésped, que llevan a la entrada del virion a travées
de una endocitosis mediada por receptores. La proteina viral responsable de esta unién es
la glicoproteina E, mediante su dominio Ill localizado hacia su extremo carboxiterminal. La
proteina E interactla con el receptor para lamina LAMR1, la proteina de adhesion celular
ICAM-3 o DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing
Non-Integrin, CD201) o proteoglucanos como el heparan sulfato de la membrana celular

gue median la unién y la posterior endocitosis del virus.81°

Los proteoglucanos como el heparan sulfato, por su alta carga negativa, pueden actuar
como receptor primario para favorecer el acercamiento de las particulas virales a la
superficie celular, que facilitaran la interaccién de la proteina E, para favorecer la

endocitosis.'® La cubierta se funde con la membrana del endosoma.

2.5.2 Replicacion del RNA viral

Al acidificarse el medio de la vesicula se libera la nucleocapside en el citoplasma, entonces,
se inician los procesos de traduccién y replicacion del RNA. EI RNA gendémico viral del
DENV es procesado en el reticulo endoplasmico por proteasas celulares y la actividad
NS3pro, que libera de forma ordenada a las tres proteinas estructurales (C, My E) y las
siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B. NS3, NS4A, NS4B, NS5) encargadas

de la replicacion del genoma y el ensamblaje viral.®

Durante la traduccién, el polipéptido recién sintetizado es acompafiado por las proteinas
chaperonas BiP, calnexina y calreticulina; luego, cada una de las proteinas virales se
organiza en la membrana del reticulo endoplasmico y es procesada por proteasas como la

furina, la signalasa o la NS3Pro.?°

2.5.3 Ensamblaje, maduracion y liberacion del DENV
El proceso de ensamblaje de las particulas del DENV sucede en distensiones del reticulo
endoplasmico denominadas membranas “convolutas” (convolute), donde ocurre de forma

simultanea la traduccién de la proteina y el ensamblaje del virus.*®

El proceso de ensamblaje comienza con la formacién de la nucleocapside en el citoplasma
de las células infectadas por el virus del dengue, se acumula proteina C en la superficie de
cuerpos lipidicos?! luego se asocian las proteinas prM/M y E, posteriormente se organizan

de forma heterodimérica las proteinas prM/My E, en donde la primera recubre a la segunda;
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esta particula inmadura transita desde el reticulo endoplasmico hasta las regiones cis y
trans del aparato de Golgi, donde se inicia la segunda etapa de maduracién. Por ultimo, un
nuevo procesamiento proteolitico sobre la proteina prM/M por la proteasa furina,
independiza el péptido pr y la proteina M. Esta nueva modificacion estabiliza los
homotrimeros de E y mantiene unido al péptido pr.

Finalmente, cuando el virus es liberado, el pH neutro del espacio extracitoplasmico induce
el desprendimiento del péptido pr y la proteina E adquiere la conformacién final que puede
ser reconocida por las moléculas receptoras de la célula sensible e iniciar un nuevo ciclo

de infeccion en otra célula.'® Como se observa en la figura 3.

Receptor
para el virus

Dengue o
Salida virus, que

Al ARIININTA i) infectaran a mas
células.

Formacion de
virus maduros

Ensamble del
virus

Proteinas
virales Citoplasma

Figura 3. Ciclo replicativo del Virus del Dengue (Tomada y modificada de Nature reviews
(2011). Inmunology )%

2.6 PATOLOGIA

En la infeccidén por dengue se reconocen cuatro fases: la fase de incubacién, que dura de
tres a 10 dias; la fase febril, que se mantiene de dos a siete dias; la fase critica (fuga
plasmatica), que se presenta entre el tercer y el séptimo dia del inicio de la fiebre; y la fase

de recuperacion (reabsorcion de liquidos), la cual ocurre entre el séptimo y el décimo dia.
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La mayoria de los enfermos desarrolla la forma leve, o fiebre por dengue, y algunos la forma
hemorrégica, que puede llevar a la muerte cuando se acompafia del sindrome de choque
por dengue.

Existen diversos factores que ocasionan el desarrollo de formas graves de la enfermedad:

= Del huésped: edad, estado nutricional, factores genéticos e inmunoldgicos.
= Delvirus: serotipo y virulencia de la cepa.

= Epidemiolégicos: vector de transmisidn e intervalo entre las infecciones.

Se ha documentado que con mayor frecuencia los individuos que sufren las formas graves
han tenido una infeccién anterior por un serotipo diferente del virus. Los virus Denv-2 y

Denv-3 son los mas asociados con los casos graves, seguidos por Denv-1 y Denv-4.

2.7 CLASIFICACION DEL CUADRO CLINICO DEL DENV

Segun la clasificacién de la Organizacibn Mundial de la Salud de 2009, existen cuatro

cuadros clinicos, entre los que destacan el dengue grave y el no grave.

Dengue asintomatico.
Fiebre indiferenciada: se caracteriza por fiebre, odinofagia, cefalea y rinorrea.
3. Dengue no grave (fiebre por dengue, antes llamado dengue clasico):
e Sin signos de alarma (Grupo A).
e Con signos de alarma (Grupo B).
4. Dengue grave (fiebre hemorragica por dengue) (Grupo C). Se caracteriza por uno o
mas de los siguientes sintomas:
¢ Manifestaciones de fuga plasmatica.
a) Sindrome de choque por dengue (presion diferencial < 20 mm Hg o bien,
taquicardia y manifestaciones cutaneas de vasoconstriccion periférica).
b) Acumulacion de liquidos con sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA),
derrame pleural o ascitis.
c) Hemoconcentracion: hematocrito elevado o en aumento progresivo.
e Hemorragia grave.

e Afeccidn organica grave.
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a) Afeccion hepatica (ictericia, insuficiencia hepatica aguda, encefalopatia)
0 gastrointestinal (vémito persistente, dolor abdominal en aumento
progresivo o intenso).

b) Alteracion del estado de alerta y manifestaciones neuroldgicas (letargia,
inquietud, coma, crisis convulsivas; encefalitis).

c) Afeccion cardiaca (cardiomiopatia), renal (insuficiencia renal aguda) o de

otros érganos.

Esta clasificacién tiene valor pronéstico y, por lo tanto, utilidad en la toma de decisiones

para el tratamiento. 242°

La clasificacion recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud en el 2009 es la
llamada clasificacion revisada, la cual surgié a partir de los resultados del estudio DENCO,
que incluyo casi 2.000 casos confirmados de dengue de ocho paises y dos continentes, y
establece dos formas de la enfermedad: dengue y dengue grave.?® Figura 4

Con el antecedente de fiebre, la fase critica del dengue, en el dengue grave, aparece con:

e Descenso subito de la temperatura.

e Baja de la cuenta de plaquetas (100,000/mm?® o menos).

e La fuga plasméatica, caracterizada por la presencia de hemoconcentracion
(elevacién del hematocrito), con o sin evidencia de derrame pleural, ascitis o
hipoalbuminemia.

o Diferentes grados de alteracion hemodinamica, en el inicio del choque por dengue.
Tendencia a la hemorragia, como:

o Petequias, equimosis, purpura.

o Hemorragias visibles en mucosas, en el tracto respiratorio o en sitios de
inyecciones.

o Prueba de torniquete positiva.

o Dafio orgéanico en alguno de los diversos sistemas y aparatos, destacando:

hepatico, renal, cardiaco y neurolégico. %

El dengue es una enfermedad sistémica y muy dinamica, en la que en pocas horas un

paciente puede pasar de un cuadro leve a uno grave.
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Figura 4: Diagrama de clasificacion del dengue (Tomada y modificada de la OMS)

2.8 MANIFESTACIONES CLINICAS

Luego de un periodo de incubacion promedio de 7 dias, (rango entre 3 a 14 dias), la
enfermedad comienza bruscamente y evoluciona en 3 fases: febril, critica y de

recuperacion.

2.8.1 Fase febril

Asociada a viremia (alta posibilidad de transmision de la enfermedad) Inicio brusco
Usualmente dura 2-7 dias.

Manifestaciones clinicas: fiebre, dolor muscular y articular, cefalea, dolor retrorticular,
astenia, exantema (<50% de los casos), prurito, y sintomas digestivos tales como: discreto
dolor abdominal y, a veces, diarrea. Algunos pacientes tienen dolor y enrojecimiento
faringeo.

Prueba del lazo o test del torniquete positivo (evalua fragilidad capilar, consiste en insuflar
el manguito del tensibmetro a un punto medio entre presion sistélica y diastdlica durante 5

minutos. La presencia de = 20 petequias en un area de 2,5 x 2,5 cm se considera positiva).?’
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2.8.2 Fase critica

Generalmente dura 24 a 48 horas. En los casos graves, al inicio de la fase critica
generalmente ocurre leucopeniay luego un descenso rapido del recuento plaquetario, antes
de la fuga plasmatica. El grado de ésta varia; dependiendo de dicho grado y del volumen
de liquidos administrados, pueden detectarse derrame pleural y ascitis, clinicamente o
mediante estudios radiolégicos o ultrasonograficos. La elevacion del hematocrito
generalmente refleja la gravedad de la fuga plasmatica. El choque sobreviene cuando se
pierde un volumen critico de plasma, a través de la fuga; generalmente, esta situacion va
precedida de signos de alarma. Durante el choque, la temperatura puede ser subnormal. Si
el periodo de choque se prolonga, la hipoperfusion consecuente de 6rganos vitales resulta
en falla organica progresiva, acidosis metabdlica y coagulacién intravascular diseminada.
Esto, a su vez, lleva a hemorragia grave que hace disminuir el hematocrito y puede
observarse entonces un aumento en la cuenta de leucocitos. La falla organica grave, como
la hepatitis, la encefalitis o la miocarditis, y/o la hemorragia grave, pueden desarrollarse

también sin manifestaciones evidentes de fuga plasmética o de choque.

2.8.3 Fase de recuperacion
Si el paciente sobrevive a las 24 a 48 horas de la fase critica, durante la fase de
recuperacién o convalecencia tiene lugar una reabsorcién gradual de liquido del
compartimiento extravascular, que se traduce en:

e Mejoria del bienestar general.

¢ Retorno del apetito.

e Desaparicion de los sintomas gastrointestinales.

e Estabilizacion hemodinamica.

e Recuperacion de la diuresis.

e Bradicardia.

e Cambios electrocardiogréaficos.

e Estabilizacion o disminucién del hematocrito.

e Elevacion del recuento de leucocitos (temprana)

e Recuperacion del recuento plaquetario (tardia).

o Dificultad respiratoria por derrame pleural masivo, ascitis masiva, si se administraron

demasiados liquidos, en cualquier fase.
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¢ Edema pulmonar o insuficiencia cardiaca congestiva, si se administraron liquidos

excesivos en la fase critica o de recuperacién.

2.9 INMUNIDAD

La respuesta inmune innata o inespecifica y la adaptativa o especifica, juegan un rol
fundamental en la respuesta antiviral. Estudios recientes sugieren un papel fundamental de
componentes celulares y moleculares del sistema inmune innato para la activacion de la
respuesta adaptativa. Los componentes celulares de la inmunidad innata mas relevantes
en la respuesta antiviral son las células dendriticas (CD), las células asesinas naturales y

principalmente los macréfagos, los cuales controlan la fase inicial de la infeccion viral.

La participacion conjunta de estos tipos celulares con los componentes humorales del
sistema innato como el sistema complemento, el papel inmunorregulador de los interferones
y otras citoquinas, como TNF-a, interleuquina-6 (IL-6), IL-10 e IL-8, permiten el
desencadenamiento de la respuesta adaptativa antiviral. Elevados niveles de IFN-a y IFN-
Y sugieren una respuesta protectora del hospedero contra el virus, asi como bajos niveles
de IFN-y pueden reflejar una inadecuada respuesta. La respuesta inmunolégica del
huésped puede ser protectora y conducir a la curacién o patologia, expresada por una
“desregulacion” que se caracteriza por una produccion excesiva de citoquinas, asi como

cambio de la respuesta tipo Thl a Th2 e inversion del indice CD4 / CD8.

El IFN a/p secretado por las células infectadas con virus activa sefiales de advertencia a
las células adyacentes que esta ocurriendo una infeccion, asi como una induccion autocrina
de respuestas antivirales celulares. IFN a/ es un poderoso inhibidor de la infeccién por
DENV 28

Las células NK censan la presencia de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase | en la superficie celular. La carencia o una expresion
baja de las mismas induce la eliminacion de la célula por una de estas dos vias: la via
secretora, que es dependiente de granzimas, y la via no secretora, que depende de Fas

(CD95), que son ademas sefiales de activacién de la apoptosis.?®

Adicionalmente, al activarse las células NK producen IFN-y, que es también un efector
importante de la respuesta antiviral y que participa en la activaciéon de los macrofagos. Los
linfocitos T CD4+ activados por los péptidos presentados en moléculas de clase Il del MHC
proliferan y secretan citocinas que polarizan la respuesta hacia las células efectoras mas

adecuadas para la eliminacién del patégeno.?°
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Los linfocitos T CD8+ especificas de DENV responden produciendo IFN-y y factor de
necrosis tumoral TNF-a, expresando en la superficie celular CD107a marcador de

desgranulacién, y exhibe actividad citotéxica in vivo. *°

La respuesta mediada por 1gG hacia la infeccion por DENV puede perdurar durante
décadas. Los anticuerpos generados son especificos, pero en las formas graves se
presenta reactividad cruzada con los diferentes serotipos. La formacién de complejos
inmunes circulantes pudiera tener un papel importante en la inmunopatogénesis viral por
un mecanismo de hipersensibilidad tipo Ill. Los altos niveles de TNF-a se han relacionado
consistentemente con la gravedad de la enfermedad, constituyendo tal vez uno de los
principales elementos inmunopatogénicos del dengue. Producen aumento de la

permeabilidad vascular y pueden inducir la apoptosis de las células endoteliales. 2°

2.10 EPIDEMIOLOGIA

2.10.1 Panorama internacional.

En el afio 2016, al cierre de la semana epidemioldgica (SE) nimero 52, se han contabilizado
2,338,848 casos de dengue, con una incidencia promedio de 244.8 casos/100,000
habitantes; de los cuales 433,716 casos han sido confirmados en todo el continente, para
una incidencia promedio de 45.4 casos/100,000 habitantes como se observa en la tabla 1.
El mayor nimero de casos graves se observan en las subregiones de Centroamérica y
México, Andina y Cono Sur, con un total de 3601 registros de casos confirmados, sin
embargo, la mayoria de los casos graves se observan en la subregién del Cono Sur quien
aporta el 63.5% (655 muertes) de las defunciones por esta enfermedad, la mayoria
ocurridas en Brasil, seguida de la subregion Andina (26.6%, 275 muertes), en donde
Colombia y Peru aportan la mayor cantidad de fallecidos en esa subregion.®! Figura 5

Los paises con mayor incidencia se encuentran las Islas Turcas y Caicos con 830
caso0s/100,000 habitantes, seguido de San Bartolomé con 662.3 casos/ 100,000 habitantes
e Islas Virgenes Britanicas con 303 casos/100,000 habitantes, México ocupa el lugar
namero 21 teniendo una incidencia de 14.2 casos/100,000 habitantes de 51 paises del

continente Americano.®?
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SUBREGION CONFIRMADOS % Dengue % Dengue  DEFUNCIONES %

CONFIRMADOS Grave Grave DEFUNCIONES
Norte Ameérica 764 0.2 0 0.0 0 0.0
Centroaméricay 26497 6.1 1330 31.1 63 6.1
México
Andina 86399 19.9 1379 32.3 275 26.6
Cono Sur 316246 72.9 892 20.9 655 63.5
Caribe Hispano 1994 0.5 670 15.7 39 3.8
Caribe Inglés y 1816 0.4 3 0.1 0 0.0
Frances
Total 433716 100.0 4274 100.0 1032 100.0

Tabla 1: Casos de reportes de DENV en el continente Americano. Semana Epidemiol6gica numero 52
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0.0 . - .
Norte América Centroamérica y Andina Cono Sur Caribe Hispano Caribe Inglés y
México SUBREGION Francés

Figura 5: Casos de reportes de DENV en la diferentes Subregiones del continente Americano. Semana Epidemiolégica nimero 52
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2.10.2 Panorama nacional

En la actualidad el dengue representa un problema importante de salud publica en nuestro
pais. Con el control de Aedes aegypti en la década de los afios 60, México estuvo libre de
dengue hasta 1978 cuando fue invadido nuevamente por este vector. Desde entonces la
enfermedad presenta un patrén anual, con picos en los meses de lluvia.

En el transcurso del 2016, la mayor parte de los casos reportados se concentré en Guerrero,
Jalisco, Michoacan, Nuevo Ledn y Veracruz, sin embargo, la mayor incidencia por poblacién
se encuentra en los estados de Guerrero, Durango, Colima, Morelos y Michoacan en orden
decreciente con arriba de 30 casos/100,000 habitantes. El estado de México tuvo un reporte
total de casos confirmados de dengue de 675 de los cuales 13 dengue grave, quedando
con una incidencia de 3.94 casos/100,000 habitantes.*® En la figura 6 se muestran las zonas
geograficas con mayor porcentaje de reporte de dengue se encuentran Occidente, Noreste,
Suroeste y Oriente.

De acuerdo con los datos arrojados del boletin epidemiolégico de la semana 52 de
enfermedades transmisibles la incidencia de dengue es mayor en mujeres que en

hombres.33

12.6%Confirmados, 4.2% DG, 2.9% Defunciones *
' 19.1%Confirmados, 2.8% DG i
24 .1%Confirmados, 18.6% DG, 11.8% Defunciones
15.7%Confirmados, 11.2% DG, 23.5% Defunciones
1.7%Confirmados, 0.2% DG
6.0%Confirmados, 15.6% DG, 17.6% Defunciones
14.6%Confirmados, 36.7% DG, 25.6% Defunciones
6.5%Confirmados, 10.7% DG, 17.6% Defunciones

Figura 6. Casos de DENV, segun Region geografica en la Republica Mexicana
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2.10.3 Panorama Estatal

De acuerdo con los registros del Boletin Epidemioldgico del Estado de México de la semana
52, en la figura 7 se muestra como el mayor porcentaje de confirmaciones de dengue se
conglomera en la jurisdiccion sanitaria de Tejupilco con 84.2% casos; de los 4 casos de
Dengue Grave, 3 son de esta Jurisdiccion y 1 reporte en la Jurisdiccion Toluca. Las
jurisdicciones que no tienen reporte de dengue son Jilotepec, Tenango del Valle y

Teotihuacan.343°

En un analisis estadistico del nimero de casos de dengue reportados en el Estado de
México se observa un aumento a partir de afio 2012 en mas del 50%, llegando a reportar
248 casos anuales de Dengue sin signos de alarma, en el 2013 se observa un aumento del
60%, manteniéndose hasta el afio en curso como se observa en la figura 8. Con relacion al

dengue Hemorragico este se ha mantenido en menos de 10 reportes anuales. Figura 7

ESTADO DE MEXICO W$E

Amecameca Tejupilco

Atizapan de Zaragoza M Tenancingo
Atlacomulco : 19"3.290 d_elVa[Ie
W Cuautitidn m Touacen
Ecatepec de Morelos B Tlalnepantla de Baz
B |xtlahuaca B Toluca
m Jilotepec
W Naucalpan de Juarez Valle de E’Jravo
. B Xonacatlan
B Nezahualcoyotl -
B Zumpango
www‘mapasparacclcrear.com 0 10 20 40 KM
Fuente: INEGI / CONABIO (2010}

Figura 7. Reportes de DENV por Jurisdiccion Sanitaria en el Estado de México®*
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FIGURA 8. Reporte de casos de dengue no grave por Jurisdiccion Sanitaria en el Estado
de México 2011-2016.
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Figura 9. Reporte de casos de dengue grave por Jurisdiccion Sanitaria en el Estado de
México 2011-2016.
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2.11 COLECTA DE MUESTRAS PARA EL DIAGNOSTICO DEL DENGUE
Todos los especimenes deben recogerse observando precauciones universales en frascos
estériles y rotularse cuidadosamente con los datos de identificacion. Es conveniente

emplear un modelo que incluya los siguientes aspectos:

¢ Nombre, apellidos

e Edad, sexoy etnicidad

e Direccién

e Fecha de comienzo de los sintomas (si existen)
e Fecha de toma de las muestras

¢ Datos clinicos y epidemioldgicos del caso

e Impresion diagnédstica

e Tipo de muestra colectada

Todas las muestras deben ser rotuladas con el nombre del paciente y fecha de toma de la
muestra y deben estar acomparfiadas por los datos anteriores.3

2.12 TECNICAS DE IDENTIFICACION DE DENV
2.12.1 Anticuerpo

Los anticuerpos también conocidos como inmunoglobulinas, son glicoproteinas del tipo
gamma globulina. Pueden encontrarse de forma soluble en la sangre u otros fluidos
corporales de los vertebrados, disponiendo de una forma idéntica que actia como receptor
de los linfocitos B y son empleados por el sistema inmunitario para identificar y neutralizar

elementos extrafios tales como bacterias, virus o parasitos. '

Los anticuerpos son sintetizados por un tipo de leucocito denominado linfocito B. Existen
distintas modalidades de anticuerpo, isotipos, basadas en la forma de cadena pesada que
posean. Se conocen cinco clases diferentes de isotipos en mamiferos que desempefian
funciones diferentes, contribuyendo a dirigir la respuesta inmune adecuada para cada

distinto tipo de cuerpo extrafio que encuentran. 3

Aunque la estructura general de todos los anticuerpos es muy semejante, una pequefia
region del &pice de la proteina es extremadamente variable, lo cual permite la existencia de
millones de anticuerpos, cada uno con un extremo ligeramente distinto. A esta parte de la
proteina se la conoce como region hipervariable. Cada una de estas variantes se puede

unir a una "diana" distinta, que es lo que se conoce como antigeno. *°
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2.12.2 Antigeno

La respuesta inmune es la actuacion integrada de un gran ndmero de mecanismos
heterogéneos de defensa contra sustancias y agentes extrafios. En general, a las
sustancias extrafias se las denomina como antigenos, y son ellos los que desencadenan
en el organismo una serie de eventos celulares que provocan la produccién de los

mecanismos de defensa.*°

2.13 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

La inmunoquimica cobra un gran impulso en las primeras décadas del siglo XX con los
trabajos de Karl Landsteiner (1868-1943). Su primera contribucion de importancia habia
sido la descripcion, mediante reacciones de aglutinacion, del sistema de antigenos
naturales (ABCO) de los eritrocitos humanos (1901-1902), completada (en colaboracion
con Von Dungern y Hirzfeld), con las subdivisiones del grupo A y el estudio de su

transmision hereditaria. #°

Tiselius (1939) demostré que los anticuerpos constituyen la fraccibn gamma-globulinica del
suero. En 1959, Rodney R. Porter y Gerald M. Edelman presentan el modelo fundamental
de las inmunoglobulinas (dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras) y su estructura

guimica.

La identificacion de los complejos Ag-Ac, se hace mediante el empleo de enzimas, bien
unidas al antigeno, o bien unidas al anticuerpo. El ensayo de ELISA puede ser directo o0 no

competitivo, constando de los siguientes pasos:
a) Se tapiza la placa con el anticuerpo especifico frente al antigeno a determinar.
b) Se afade la muestra con el antigeno.

c) Se adiciona el anticuerpo secundario marcado con la enzima que en presencia de
su sustrato da un producto coloreado soluble, este producto es cuantificado
mediante el lector de ELISA, e indirecto o competitivo, se diferencia del caso anterior
en que se afaden los anticuerpos, previamente incubados con la muestra, los
anticuerpos que no se han unido a los antigenos de la muestra lo haran a los
antigenos de los pocillos. Como enzimas se suelen utilizar la peroxidasa, la

galactosidasa o la glucosa oxidasa.
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2.13.1 ELISA competitivo

Los anticuerpos o los antigenos son inmovilizados sobre la fase sélida y su unién con el
conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, es inhibida por la presencia de analito no
marcado en la muestra. Las incubaciones entre muestras y conjugados pueden ser
simultaneas o secuenciales. Esta ultima variante no es estrictamente competitiva, con ella
se alcanza una mayor detectabilidad y es recomendada cuando se quieren detectar
anticuerpos de baja afinidad. En general, la sensibilidad y detectabilidad de estos ensayos
es inferior a otros ELISA.*! La actividad enzimética es inversamente proporcional a la

concentracion de la sustancia que hay que analizar en el espécimen.*?

2.13.2 ELISA no competitivo

La distincién entre los elementos libres y enlazados se logra usando diferentes conjugados,
dirigidos contra distintos epitopos del antigeno, y el producto de una de las enzimas
seleccionadas es el substrato para la otra, pueden subdividirse de acuerdo con el
inmunorreactante inmovilizado, seran, por tanto, ensayos de captura de anticuerpos o de
antigenos. Entre los primeros se destaca el principio de ensayo indirecto, en el cual los
antigenos capturan a los anticuerpos y la reaccidon se evidencia por el conjugado
antinmunoglobulina-enzima, o proteina A-enzima. La cantidad de enzima enlazada indica
la cantidad de anticuerpos en el suero y puede ser medida por la degradacion de su

substrato.**

2.13.2.1 ELISA directo: En este se fija el antigeno al soporte, se lava para eliminar
los no fijados, luego se adicionan los anticuerpos marcados con la enzima para que reaccion
con el antigeno y que, solubilizado el complejo, se lava para eliminar anticuerpos que no
reaccionaron y se agrega un sustrato especifico para la enzima, al final se observa la

coloracion.

2.13.2.2 ELISA indirecto: En este la diferencia es que el elemento marcado por la
enzima es un anti-anticuerpo que va a reaccionar con el anticuerpo, que reacciono junto al
antigeno previamente fijado; finalmente agrega un sustrato especifico para la enzima, se

lava y se observa la coloracion.

2.13.2.3 ELISA sandwich doble: Se fija al soporte el anticuerpo especificos del
antigeno en el suero problema, posteriormente se afiade el suero problema y los antigenos

de fijan a los anticuerpo, luego se lava para eliminar elementos no fijados, posteriormente
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se afiaden anticuerpos conjugados con una enzima(de diferente epitopo a los previamente
fijados) estos reaccionan con los antigenos de la muestra problema que se encuentran
fijados a los otros anticuerpos, se lava la muestra y se afiade un sustrato a la enzima
marcadora y se observa el color visual o por colorimetria, se forma un sandwich, y la
actividad enzimatica unida en el complejo antigeno-anticuerpo es directamente

proporcional a la concentracién de la sustancia que se cuantifica.*243

2.14 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS

Para la técnica de aislamiento del virus, se debe obtener una muestra de suero tan pronto

sea posible o dentro de los cinco dias. Entre las técnicas se encuentran.

Aislamiento viral en ratones: la inoculacion intracerebral de la muestra en ratones recién
nacidos (1 0 2 dias) es el método tradicional y a su vez menos sensible, para el aislamiento

del virus.

Aislamiento en células de cultivos y en mosquitos: lineas celulares de mamiferos como
LLCMK2; BHK21, las células de mosquitos resultan mejores para el aislamiento por la
sensibilidad, faciles de multiplicar, mantener a temperatura ambiente, manteniéndose hasta
14 dias sin necesidad de cambiarle el medio de cultivo, algunas de lineas celulares son
AP61 obtenida de A. pseudoscutellaris; C6/36 de Aedes albopictus; Tra284; CLA-1y AEGY-

28 de Aedes aegypti, previamente obtenida a partir de tejidos embrionarios del vector.1544

Algunas lineas celulares de mamiferos son utilizadas para evaluacion de la infectividad de
algunas cepas del virus del dengue, ejemplo de ello se encuentran VERO linea celular

proveniente de fibroblastos de rifién de mono verde africano y HepG2 linea celular de cancer de

higado de humano.
El procedimiento con lineas celulares C6/36 consta de los siguientes pasos:

a) Multiplicacion de células C6/36
b) Congelacion de las células C6/36
c) Descongelacion

d) Aislamiento viral

e) Identificacién viral por inmunofluorescencia®®
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2.15 Fundamento de la deteccion cualitativa o semicuantitativa del
antigeno NS1 del virus del dengue en el suero humano mediante el

método inmunoenzimatico.

Es un método inmunoenzimético en una etapa de tipo sandwich, para la deteccion del
antigeno NS1 del virus del dengue en el suero humano. La prueba utiliza anticuerpos
monoclonales de ratén (AcM) para su captura y revelacion. Las muestras de pacientes y
los patrones son incubados directa y simultaneamente con el conjugado durante 90 minutos
a 37°C en las cupulas de la microplaca sensibilizada por los AcM. En presencia de antigeno
NS1 en la muestra, se forma un complejo inmune AcM-NS1-AcM/peroxidasa. Tras los
lavados al final de la incubacion, la presencia del complejo inmune es revelada mediante
cromoégeno. A los 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la reaccién enziméatica
es interrumpida mediante la adicién de una solucion acida. La densidad 6ptica obtenida a
450/620 nm es proporcional a la cantidad de antigeno NS1 presente en la muestra

ensayada®®

2.16 Fundamento de la deteccion cualitativa de anticuerpos IgM contra

en antigeno del dengue en suero
Cuando estan presentes, los anticuerpos en suero de la clase IgM se unen a los
anticuerpos anti-lgM humana ligados a la superficie de poliestireno de las tiras de
prueba de los micropocillos. Los antigenos se producen usando un sistema de
expresion en células de insecto y se inmunopurifican mediante un anticuerpo
monoclonal especifico. Se agrega un volumen igual de anticuerpo monoclonal (AcM)
conjugado con HRP al antigeno diluido, lo que permite la formacién de complejos de
antigeno-MADb. La placa de la prueba se lava para retirar el suero residual y se agregan
complejos de antigeno-MAb a la placa. Después del periodo de incubacién, los
micropocillos se lavan y se agrega un sistema de sustrato incoloro de
tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno (cromégeno de TMB). La enzima hidroliza
el sustrato y el cromégeno se vuelve de color azul. Después de detener la reaccion con
acido, la TMB se vuelve de color amarillo. Los cambios de color indican la presencia de

anticuerpos IgM contra el dengue en la muestra de la prueba.*
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es uno de los paises catalogados segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
con prevalencia de dengue, debido principalmente a que la altitud y el clima favorecen el
desarrollo y subsistencia del mosquito Aedes aegypti. Pero sobre todo en zonas tropicales
y subtropicales de esta nacion, lo que permite que la enfermedad del dengue tenga cierta
prevalencia, considerdndose como una enfermedad reemergente muy importante,

principalmente en la forma hemorragica

Estudios sobre el calentamiento global sefialan que el Aedes aegypti ya se ha adaptado a
vivir a mayor altura, lo que posibilita la existencia del dengue en zonas donde se
consideraba que no apareceria. El dengue es un problema de salud publica que va tomando
espacios antes considerados inadecuados para su desarrollo debido a que la limitacion del
vector para adaptarse a regiones por arriba de los 1200 m sobre el nivel del mar se ha visto
rebasada, ya que el vector se encuentra bien establecido en diversas areas rurales.

Es importante mencionar que debido a la facilidad con la que actualmente podemos
trasladarnos de un lugar a otro a nivel nacional e internacional, sobre todo en zonas
endémicas del mosquito, el riesgo de que la poblacion se exponga a la picadura del
mosquito es mayor y por tanto contraer la enfermedad del dengue también, ademas cabe
destacar que parte de la poblacién a estudiar proviene de zonas endémicas por lo que
también se podria relacionar su continuo traslado a la ciudad de Toluca con un incremento
en la incidencia de la enfermedad en la zona, por el tipo de transmisiéon paciente enfermo-

vector-persona sana.
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4. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afios se ha prestado mucha atencién a las enfermedades relacionadas
con los virus, pues se tiene conocimiento que muchos de ellos son causantes del desarrollo
de multiples enfermedades que comprometen incluso la vida de muchas personas, a pesar
de que carezcan de anatomia funcional y organizacion celular apoderandose como
parasitos de las células animales y vegetales, son capaces de utilizar todo el mecanismo
de replicacién de estas células para subsistir, pasando inadvertidos en muchas ocasiones.

Algunos virus requieren de transmisores como es el caso del virus del dengue, el cual
requiere del mosquito Aedes aegypti, que, mediante una picadura a los humanos pasa al
organismo, dominando la maquinaria celular, y provocando asi, no solo la activacion del
sistema inmune para atacarlo, sino también la muerte de muchas células y respuesta del

organismo que pueden ser muy dafiinos.

Los virus del dengue frecuentemente se transportan de un lugar a otro en personas que se
infectan en visitas que hacen a regiones endémicas; el periodo de incubacion puede ser de
3 a 14 dias y la disponibilidad de transporte aéreo permite desplazamientos tan distantes
de un estado a otro, o de un pais a otro y hasta de un continente a otro en poco tiempo, si
el destino es una area infestada por especies vectores, y un mosquito susceptible se
alimenta de la sangre del viajero en el periodo virémico de la infeccion y sobreviviera al

ciclo extrinseco del virus, muy probablemente marcaria el inicio de un brote.

Cabe destacar que en las comunidades rurales y del sur de la Republica Mexicana la
presencia de mosquitos es mayor a comparacion de una zona norte de, por tanto, se
muestra principal interés en todas aquellas personas susceptibles a una picadura de
mosquito, ya sea que vivan en lugares endémicos o que por situaciones de desplazamiento

se hayan expuesto.

Es por ello por lo que se pretende hacer un estudio para evaluar la exposicion al virus del
dengue con alumnos de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma del Estado de
México, mediante la cuantificacion de anticuerpos IgM y la determinacion del antigeno NS1

especificos para el virus del dengue.
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5. HIPOTESIS

Debido al continuo desplazamiento de personas que provienen de zonas endémicas del
mosquito transmisor y a la exposicion a la picadura del vector de los estudiantes de nivel
superior de la UAEMéx al trasladarse a lugares endémicos, se encontrara presencia del Ag
NS1 e IgM en el 5% de la poblacion en estudio.

6. OBJETIVO GENERAL

Identificar el Antigeno NS1 del virus del Dengue y el anticuerpo IgM mediante ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) en suero de estudiantes de nivel superior de la
UAEMex.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la muestra, objeto de estudio en funcion al, lugar de residencia,
frecuencia con la que viaja al sur del pais.

e Determinar mediante un método inmunoenzimatico tipo sandwich, de manera
cualitativa o semicuantitativa el antigeno NS1 del virus del Dengue en suero.

e Determinar mediante prueba de ELISA de captura la presencia de IgM para el virus
del dengue en suero.

e Determinar las causas, que promueven la exposicién a una picadura de mosquito

transmisor del Virus del Dengue.
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8. METODOLOGIA

8.1 DISENO METODOLOGICO

Se realiz6 un estudio prospectivo transversal para identificar el Ag NS1 e IgM del Virus del

Dengue en estudiantes de la Facultad de Quimica, de la Universidad Autbnoma del Estado

de México, en un periodo de Abril a Junio de 2017 en el laboratorio de Investigacion de la

Facultad de Quimica. La muestra de estudio para deteccién de Ag NS1 del DENV fue de

60 sueros y para la deteccion de IgM para el DENV fue de 68 sueros. Figura 10.
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Figura 10. Diagrama de flujo para la identificacion de Ag NS1 e IgM

8.2 DISENO DE ESTUDIO

Los principales criterios de clasificacion del estudio fueron:

¢ Finalidad del estudio

e Control de asignacion de los factores de estudio: observacional

¢ Inicio de accién de la cronologia de los hechos: prospectivo
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8.3 MATERIAL Y METODOS

Se contd con el apoyo de los estudiantes de la Facultad de Quimica y de la autorizacién de
parte de los directivos para el uso del laboratorio de investigacion de la misma Facultad
para el muestreo de 3 a 5 mililitros de sangre periférica, mediante puncién venosa en tubo

sin anticoagulante (tapon amarillo o rojo).

En el proceso de recoleccién de datos se utilizd el cuestionario (Anexo 1) y se proporciono
la Carta de Consentimiento Informado (Anexo 2). Para el analisis de la informacion se utilizé
el programa Microsoft Excel Office 2007.

8.4 UNIVERSO DE TRABAJO

El presente estudio se realiz6 mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA), para obtener los resultados se procedié a tomar una muestra de sangre periférica
para la obtencién de suero en estudiantes de nivel superior de la UAEMex, se emplearon

dos kits comerciales uno para el Ac IgM especifico para Dengue y Ag NS1 del DENV.

8.5 TIPO DE MUESTREO

Puncién venosa, para la obtencion de sangre periférica (5mL aproximadamente)

8.6 TAMANO DE MUESTRA

Estudio por conveniencia

El tamafio de la muestra sera determinado de acuerdo con el nUmero de pacientes que
acudan a la toma de muestra, tomando como referencia aquellos que tengan un mayor
indice de exposicion a la picadura del mosquito transmisor del dengue el cual es

aproximadamente del 5% y se obtendra con la siguiente formula:
n=z%p.q/e? n = (2.575)%(0.5)(0.95)/ (1)2

Doénde: n= muestra, z= nivel de confianza (99% = 0.99, z= 2.575), p= probabilidad de que

ocurra (0.5), g= probabilidad de que no ocurra (0.95), e= error maximo permitido (1%).
Se obtendra con un intervalo de confianza del 99%.

Para el estudio se tomara en cuenta a los estudiantes de Nivel Superior de la UAEMéx
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8.7 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION
CRITERIOS DE INCLUSION: Alumnos de la Facultad de Quimica que se encuentren entre

los 18 y 25 afios.

CRITERIOS DE EXCLUSION: Poblacion infantil y poblacion geriatrica.

CRITERIOS DE ELIMINACION: Muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

8.8 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Edad

Género

Lugar de

residencia

Lugar al que se
desplazo
VARIABLE
DEPENDIENTE
IgM

NS1

CUANTITATIVA

CUALITATIVA

CUALITATIVA

CUALITATIVA

TIPO DE VARIABLE

CUANTITATIVA

CUANTITATIVA
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Tiempo transcurrido a partir del
nacimiento de un individuo.
Conjunto de las peculiaridades que
caracterizan los individuos de una
especie dividiéndolos en masculinos
y femeninos
Lugar en que la persona ha vivido de
forma ininterrumpida durante la
mayor parte del tiempo en un plazo de
los ultimos 12 meses
Lugar en que la persona se trasladé
por no mas de 30 dias.

DEFINICION

Anticuerpo inmunoglobulina M
especifica para el virus del Dengue
Proteina no estructural 1 del Virus del

Dengue.

Tabla 2: Variables dependientes e independientes



8.9 PROCEDIMIENTOS

8.9.1 Identificacion cualitativa o semicuantitativa del antigeno NS1 del virus del dengue en el suero o en el plasma
humano mediante el método inmunoenzimético.
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Figura 11. Diagrama de flujo para la identificacion de Ag NS1 del DENV
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8.9.2 Calculo de larelacion muestra para Ag NS1, control de calidad e interpretacion

Los resultados se expresan en forma de Relacién con la ayuda de la férmula siguiente, en

la que S es la densidad éptica (DO) obtenida para la muestra:
* Relacion Muestra = S/CO

CONTROL DE CALIDAD: Para validar la manipulacion, deberdn cumplirse los siguientes

criterios:

e Valor de densidad éptica= CO > 0.200
¢ Relacién R3(Control Negativo) < 0.40
¢ Relacién R5 (Control Positivo) > 1.50

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. Tabla 3.

RELACION RESULTADO
<0.50 Negativo
0.50< 0 <1.00 Equivoco
21.00 Positivo

Tabla 3. Interpretacion de resultados de acuerdo con la relacién éptica.
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8.9.2 Identificacion cualitativa de anticuerpos IgM contra en antigeno del dengue en suero.
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Figura 12. Diagrama de flujo para la identificacion de IgM para el DENV
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8.9.4 Calculo de larelacion muestra para IgM, control de calidad e interpretacién

1. Calcule la absorbancia promedio de los triplicados del calibrador y multiplique por el factor
de calibracion. Este es el valor del punto de corte.

2. El valor indice se puede calcular dividiendo la absorbancia de la muestra por el valor del

punto de corte.
De manera alternativa:
3. Las unidades Panbio se pueden calcular multiplicando el valor indice

absorbancia de la muestra

Valor indi
atorindice valor del punto de corte

Absorbancia media del calibrador = 0.802
Factor de calibracion = 0.62

Valor del punto de corte = 0.802 x 0.62 = 0.497

CONTROL DE CALIDAD: Para validacion de la manipulacion se cumplieron con los

siguientes criterios:

e Control positivo, Valor indice > 1.1
¢ Control negativo, Valor indice <0.9

e La absorbancia de calibradores > 0.200
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo con el valor indice calculado multiplicado por 10, para la obtencién de unidades

Panbio, se realiza la interpretacién de los resultados especificado en la tabla 4.

INDICE UNIDADES PANBIO RESULTADO
<0.9 <9 Negativo
0.9-1.1 9-11 Dudoso

>1.1 >11 Positivo

Tabla 4. Interpretacion de resultados de acuerdo con unidades Panbio.
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8.10 CARACTERIZACION DE LA MUESTRA OBJETO DE ESTUDIO

Se realiz6 la caracterizacion de la muestra objeto de estudio, segun el género, edad,
desplazamiento en los ultimos 30 dias y sintomatologia presentada ante la picadura de

algun mosquito.

8.10.1 Género

Dicha variable se codificé en

1. Femenino

2. Masculino

8.10.2 Edad

Para fines de esta investigacion dicha variable se codificara a partir de los 19 a 25
afnos

8.10.3 Desplazamiento en los ultimos 30 dias

Dicha variable va dirigida principalmente a entidades del sur del pais
(principalmente) como Guerrero, Michoacan y Veracruz que cuentan con las
condiciones favorables para el desarrollo del vector transmisor del DENV como se
observa en la figura 13, aunque debido a la variabilidad del mosquito para alcanzar
nuevas altitudes, en base a los reportes de dengue y la participacion de los
estudiantes de la UAEMex, se consideraran algunos municipios del Estado de
México, entre ellos, Acambay, Amatepec, Malinalco, Tecamac, Tejupilco, Valle de
Bravo y Villa del Carbén.

e, cuentame inegi.org.mx \? o s
FUENTE: INEGL. Marco Geosstadistco Nacionsi 2005 R T ——

Figura 13. Estados y municipios a los que hubo desplazamiento en los ultimos 30 dias.
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8.10.4 Sintomatologia posterior a la picadura de un mosquito

Entre las que se encuentran principalmente:

Rash/ Erupcién
Fiebre

Cefalea

Dolor de cabeza
Petequias

Dolor abdominal

Vomito

© N o g bk~ wdhPE

Dolor retrorticular

8.11 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PARA Ag
NS1Y DE LA IgM

Una vez evaluados los resultados, se determindé la positividad para Ag Nsl1 e IgM a través

de la siguiente ecuacion:

L (Numero de muestras postivas)(100)
% de Positividad =

Numero total muestras analizadas

9. CONSIDERACIONES ETICAS

Atendiendo las caracteristicas del estudio para la identificacion de Ag NS1 e IgM, todos los
datos obtenidos en el estudio fueron tratados respetando la integridad de los participantes,
de acuerdo con el codigo Helsinki (2013) los alumnos participantes firman carta de
consentimiento informado antes de la toma de muestra, dando cumplimiento a uno de los

principios generales de la ética en los estudios clinicos.

Dicho protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion
del CICMED con el registro nimero 2017/05
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10. RESULTADOS

10.1 CONTROL DE CALIDAD PARA LA DETECCION DE Ag NS1 DEL
DENV

Para validacién de manipulacion se cumplieron con los siguientes criterios

e Valor de la densidad 6ptica
C0>0.200

e Relaciones

Relacion R3(Control Negativo) < 0.40

DOg3
Relacion R3 =
elacion O
Relaciéon R5 (Control Positivo) > 1.50
Relacién R5 =
elacion Co

Calculo del valor umbral CO, corresponde al valor medio de las densidades 6pticas de los
duplicados del calibrador.

Se obtuvieron las siguientes densidades Opticas del calibrador. Tabla 5

CALIBRADOR DENSIDAD

OPTICA
R4 1,033
R4’ 0.87
(6{0) 0.952

Tabla 5. Absorbancias del duplicado del calibrador para Ag NS1

Para obtener la relacion, se requirié del valor de las absorbancias de R3 Y R5 (control
negativo y positivo respectivamente). Tabla 6.
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0.379
R3 0.379 Relacion R3 = 0.398 Sl

0.952 CUMPLE
2.354 .

R5 2.354 Relacion RS 2.472 S|
0.952 CUMPLE

Tabla 6: Obtencién de la relacién de control negativo y control positivo

10.2 CONTROL DE CALIDAD PARA LA DETERMINACION DE IgM PARA
EL DENV

Para validacién de la manipulacién se cumplieron con los siguientes criterios:

e Control positivo, Valor indice > 1.1
¢ Control negativo, Valor indice <0.9

e La absorbancia de calibradores > 0.200
Célculos

Para obtener el punto de corte se calcul6 el promedio de los triplicados del calibrador y
posteriormente se multiplicé por el factor de calibracién. Tabla 7.

CALIBRADOR ABSORBANCIA

1 0.233
2 0.209
3 0.229
4 0.216
5 0.211
6 0.224
7 0.223
8 0.227
9 0.214
PROMEDIO 0.221
SD 0.008

Tabla 7. Absorbancia de los triplicados del calibrador
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Factor de calibracién = (0.221) * 0.62
=0.137

El valor indice se obtiene de la divisién de la absorbancia del control entre el factor de
calibracién. En la tabla 8 se puede apreciar el célculo de los triplicados del control positivo

y negativo.

absorbancia del control

Valor indice = - —
factor de calibracion

CONTROL ABSORBANCIA CALCULODE RESULTADO CUMPLE

VALOR INDICE

Positivo 0.685 _ 0.685 5.006 Sl
0.137

Positivo 0.655 0.655 4.787 Sl
0137

Positivo 0.678 _ 0,678 4.955 SI
0.137

Negativo 0.091 _0.091 0.665 Sl
0.137

Negativo 0.063 _ 0.685 0.460 Sl
0.137

Negativo 0.074 _0.685 0.540 SI
0.137

Tabla 8. Obtencién del valor indice del triplicado de los controles positivo y negativo.
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10.3 CARACTERIZACION DE LA MUESTRA PARA IDENTIFICACION DE
Ag NS1

10.3.1 Caracterizacion de la muestra segun Género

La muestra en estudio para la identificacion de Ag NS1 estuvo constituida por 60
participantes, de las cuales el género predominante fue el femenino con un 58.3% (n=35),

mientras que el masculino alcanzo6 un 41.7% (n=25) como se observa en la figura 14.

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

% PORCENTAJE

femenino masculino
GENERO

Figura 14. Caracterizacion de la muestra segun Género
10.3.2 Caracterizacion de la muestra segun edad

En la figura 15 se observa el porcentaje de participacion por grupo de edad a partir de los
19 afos hasta los 25 afios, quedando de la siguiente manera; el grupo de edad con mayor
porcentaje de participacion es de 22 afios con 28.3%(n=17), en segundo lugar es el de 21
afios con 26.7% (n=16) y en tercer lugar el de 20 afios con un 23.3% (n=14), se tuvo menor
participacion de los grupos de edad de 23 afios con un porcentaje del 8.3% (n=5), 24y 25

afios con un 5% (n=3) cada uno y finalmente el de 19 afios con un 3.3% (n=2). Figuralb.

30.0

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0 I

o m H B
19 20 21 22 23 24 25

EDAD DEL PACIENTE

% PARTICIPACION

Figura 15. Caracterizacion de la muestra segun edad
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10.3.3 Caracterizacion de la muestra segun desplazamiento en los ultimos 30 dias

antes de latoma de muestra de sangre periférica.

De un total de 60 pacientes, 65% (n=39) tuvieron viajes recurrentes a zonas endémicas del
vector y a algunas regiones del Estado de México y 35% (n=21) no se desplazaron como
lo muestra la figura 16. Del 65% de las personas que se desplazaron en la figura 17 se
muestra que al estado al que han tenido mayor desplazamiento ha sido Michoacén con un
25.6% (n=10), siguiéndole el Estado de Guerrero con un 15.4% (n=6), Valle de Bravo con
un 12.8% (n=5), Villa del Carbén y Querétaro con un 10.3% (n=4) cada uno, entre los
lugares con menor porcentaje de desplazamiento son algunos municipios del Estado de
México, como Acambay con un 7.7% (n=3), Malinalco 5.1% (n=2), Tejupilco, TecaAmac,
Amatepec con un 2.6% (n=1) y finalmente los estados de Puebla y Veracruz con un 2.6%

(n=1) cada uno.

70
60
50
40
30
20
10

0

% PERSONAS

Si no

DESPLAZAMIENTO

Figura 16. Caracterizacion de la muestra segun desplazamiento
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25.0
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R 15.0
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0.0
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LUGAR DE DESPLAZAMIENTO
Figura 17. Caracterizacion de muestra segun el lugar de desplazamiento
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10.3.4 Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia presentada después de

la picadura de un mosquito

De un total de 60 personas estudiadas, en la figura 18 se observa que Unicamente el 45%
(n=27) presento sintomatologia, el 55% (n=33) no presenta algun sintoma al recibir la

picadura de algun tipo de mosquito.

Del 45% con sintomatologia tenemos que el 88.9% (n=24) presenta rash/erupcion, el 7.4%
(2) ademas de sentir rash/erupcion también presenta petequias y el 3.7% (n=1) presenta
cefalea, fiebre y rash/erupcion como se observa en la figura 19.

si SINTOMATOLOGIA no

Figura 18. Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

rash/erupcion rash/erupcion, petequias  rash/erupcion, fiebre,
cefalea

%

SINTOMAS

Figura 19. Caracterizacion de la muestra segun tipo de sintomatologia
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10.4 CARACTERIZACION DE LA MUESTRA PARA DETERMINACION
DE IgM

10.4.1 Caracterizacion de la muestra segun Género

En la figura 20 se muestra que para la identificacibon de Ag NS1 se conté con 68
participantes, de los cuales el género predominante fue el femenino con un 58.8% (n=40),

mientras que el masculino alcanz6 un 41.2% (n=28).

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

% PARTICIPACION

masculino femenino
GENERO

Figura 20. Caracterizacion de la muestra segin género

10.4.2 Caracterizacion de la muestra segun edad

Los participantes se agruparon por afo a partir de los 19 afios hasta los 25 afios, quedando
el porcentaje de participacion de la siguiente manera como se aprecia en la figura 21; el
grupo de edad con mayor porcentaje de participacion es de 21 afios con 27.9%,(n=19) en
segundo lugar, es el de 22 afios con 26.5% (n=18) y en tercer lugar el de 20 afios con un
22.1% (n=15), se tuvo menor participacion de los grupos de edad de 23 y 24 afios con un
8.8% (n=6) y 5.9% (n=4) correspondientemente, finalmente los grupos de edad de 19y 25

anos tuvieron un 4.4% (n=3) cada uno.
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EDAD (ANOS)

Figura 21. Caracterizacion de la muestra segun edad.

10.4.3 Caracterizacion de la muestra segun desplazamiento en los ultimos 30 dias

antes de latoma de muestra de sangre periférica.

En la figura 22 se muestra el porcentaje de desplazamiento al que tuvieron los 24 pacientes
positivos a IgM (100%) en diversas regiones de la Republica Mexicana (principalmente el
sur). Se observa que al Estado al que han tenido mayor desplazamiento ha sido Guerrero
con un 29.2% (n=7), siguiéndole el Estado de Michoacan con un 25% (n=6); y algunos
municipios del Estado de México como Valle de Bravo con un 16.7% (n=4), Acambay 8.3%
(n=2), Malinalco, Amatepec, Tejupilco y Villa del Carbdn con un 4.2% (n=1) cada uno,

finalmente el Estado de Veracruz con un 4.2% (n=1) Figura 22.
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Figura 22. Caracterizacion de muestra segun el lugar de desplazamiento
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10.4.4 Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia presentada después de

la picadura de un mosquito

De un total de 24 personas con IgM positiva, el 50% presentaron sintomatologia, mismo
porcentaje que tuvieron los pacientes sin sintomas presentados el cual se muestra en la
figura 23. En la figura 24, de la mitad de pacientes con sintomatologia el 83.3% (n=10)
presenta rash/erupcién, el 8.3% (n=1) ademas de sentir rash/erupcién también presenta

petequias y finalmente el 8.4% (n=1) restante presenta cefalea, fiebre y rash/erupcion.

Si no

SINTOMATOLOGIA

60.0
50.0
40.0

X 30.0
20.0
10.0
0.0

Figura 23. Caracterizacion de la muestra segun sintomatologia
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Figura 24. Caracterizacion de la muestra segun tipo de sintomatologia
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10.4.5 Caracterizacion de la muestra segun antecedentes de dengue.

De los 24 pacientes que resultaron positivos para IgM, el 83.3% (n=20) refiere no tener
antecedentes de DENV, 12.5% (n=3) de la poblacion desconoce si ha tenido la enfermedad
y una persona (4.2%) refirio haber tenido antecedentes de DENV, se muestra en la figura
25.
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Figura 25. Caracterizacion de la muestra segun antecedentes de DENV.
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10.5 TABLA DE DATOS Y RESULTADOS

FOLIO GENERO EDAD DOMICILIO DESPLAZAMIENTO ANTECEDENTES SINTOMAS RESULTADOS RESULTADOS

(ANOS) ULTIMOS 30 DIAS DE DENV A LA IgM AgNS1
PICADURA

1 F 25 Toluca Si Morelos no No negativo negativo

2 F 23 Ixtlahuaca Si Malinalco no rash positivo negativo
erupcion

3 F 19 Metepec Si Querétaro no rash negativo negativo
erupcién

4 F 21 Michoacan Si Zitacuaro no rash negativo negativo
erupciéon

M 21 Michoacan Si Tuzantla no No negativo negativo

6 M 22 Toluca Si Acapulco no No positivo negativo

7 M 20 Toluca no Fhokkk no rash negativo negativo
erupcion

8 F 22 Michoacan Si Acambay no No positivo negativo

9 M 23 Acambay Si Villa del no rash negativo negativo
Carbon erupcion

10 F 25 Toluca no Fhkkk no No negativo negativo

55



11

12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22
23

24

25

T

=T 22 5

21

21
25

21

20

21

21

19

22

22

23

21
21

21

21

Toluca

Toluca

Zinacantepec
Guerrero
Guerrero
Metepec

Toluca
Temascalcingo
Toluca
Toluca

Toluca

Zinacantepec

Toluca

Toluca

Valle de Bravo

Si

no

no

Si

Si

no

Si

Si

no

Si

Si

no

no

no

Si

Cuetzalan,
Puebla

*kkkk

*kkkk

Taxco, Gro

*kkkk

*kkkk

Michoacéan

*kkkk

Michoacéan

Acapulco
Iguala
Coatepec,

Veracruz

kkkkk

kkkkk

Taxco, Gro

*kkkk
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No

Desc.
No

no

no

no

no

no

Desc.

Desc.

Desc.

no

no

no

no

rash
erupcion
No
rash
erupcion
No
No
No
No
No
rash
erupcion
rash
erupcién
No

No
rash
erupcion
rash
erupcion

No

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
positivo
negativo

positivo

negativo

negativo

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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27

28

29

30

31

32

33
34

35
36

37
38
39

22
22

22

21

20

21

20

21
21

23
22

22
22
22

Zinacantepec

Metepec

Tejupilco

Toluca

Santiago
Tlacotepec
Tenango del
Valle

Jocotitlan

Toluca

Toluca

Toluca

Ixtlahuaca

Toluca
Morelos

Toluca

no

Si

Si

Si

Si

Si

no

no

Si

Si

Si

no
no

Si

Guerrero
Valle de
Bravo
Valle de
Bravo
Villa del
Carbon
El Oro

Malinalco

*kkkk

*kkkk

Villa del
Carbon
Querétaro
Valle de

Bravo

k*kkkk

k*kkkk

Tejupilco
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Desc.
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no

no

no

no

no

no

no
no

no

No
rash
erupcion
rash
erupcion
No

rash
erupcién
rash
erupcion
rash
erupcion
No
rash
erupcién
No
No

No
No
No

positivo

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

negativo

positivo

negativo
negativo

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
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40

41
42
43

44
45

46

47

48

49

50

51

22

24
20
20

21
20

20

20

22

20

23

22

Atlacomulco

Toluca
Toluca

Toluca
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Toluca

Toluca

Toluca

Toluca

Toluca

Michoacan

Almoloya de

Juérez

no

Si
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no
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*kkkk

Querétaro
Tecamac
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*kkkk
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*kkkk

*kkkk

Zitacuaro,
Michoacan
Zitacuaro,
Michoacan
Paracuaro,

Michoacan
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no

no
no

no

no

no

no

no

no

Desc.

No

no

rash
erupcion
petequias
No
No
rash
erupcién
No
rash
erupcion
No
No
No

No

rash
erupciéon
petequias

rash

erupcion

negativo

negativo
negativo

positivo

negativo

positivo
negativo
negativo
positivo

positivo

positivo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
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53

54

55

56

57
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59

60

61

24

20

20

22

22

22

20

20

24

20

Toluca

Toluca

Toluca

Toluca

Coatepec
Harinas
Santiago
Tenango

Valle de Bravo

Jilotepec

Malinalco

Tenango del
Valle

Si

Si

Si

Si

no

Si

Si

Si

Palmatr,
Amatepec
Valle de
Bravo
Tlalpujahua,
Michoacan
Chilpancingo,
Gro.

*kkkk

k*kkkk

Acapulco,
Gro.

Acambay
Valle de

Bravo

Guerrero
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no

no

no

no

no

no

no

no

no

rash
erupcion
No

No

rash
erupcién
fiebre
cefalea
rash
erupcion
No

No

rash
erupcién
rash
erupcion
No

positivo

positivo

positivo

positivo

negativo

negativo

positivo

positivo

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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sin dato
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21
19
21
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Toluca
Toluca

Jiquipilco

Metepec

Jocotitlan

Ixtlahuaca

no
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no

*kkkk

*kkkk

*kkkk

*kkkk
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*kkkk

no
no
no
no

Si

Si
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No
No
No
No
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rash
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Tabla 9. Caracterizacion de la muestra para Ag NS1 e IgM del DENV
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10.6 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PARA Ag
NS1

Una vez evaluados los resultados de 60 muestras analizadas, se determiné el porcentaje

de positividad para Ag NS1 a través de la siguiente ecuacion:

(0 muestras positivas)(100)

% de Positividad =
0 60 muestras analizadas

EL PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PARA EL Ag NS1 DEL DENV ES 0%

10.7 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE POSITIVIDAD DE LA IgM
PARA EL DENV

De un total de 68 muestras analizadas para la identificacion de IgM se determiné el

porcentaje de positividad de la siguiente manera:

L (24 muestras positivas)(100)
% de Positividad = - = 35,3%
68 muestras analizadas

NEGATIVO 36 53.0
DUDOSO 8 11.7
POSITIVO 24 35.3

EL PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PARA IgM PARA EL DENV ES DE 35.3%
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11. DISCUSION

En este estudio se plante6 como objetivo principal, identificar el Antigeno NS1 del virus del
Dengue y el anticuerpo IgM para el DENV mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) en suero de estudiantes de nivel superior de la UAEMex, con la finalidad
de determinar la presencia de Ag NS1 e IgM en al menos el 5% de la poblacion estudiada
gue se exponen al virus del Dengue mediante la picadura del mosco del género Aedes.

Algunos métodos de diagnéstico utilizados en la actualidad reducen significativamente los
tiempos de procesamiento y aportan informacion detallada sobre el agente etiolégico de la
enfermedad, pero lamentablemente resultan ser muy costosos como lo es el aislamiento
del virus o el desarrollo de la RT-PCR que se realiza a partir de muestras agudas de menos
de cuatro dias del inicio de los sintomas, y que ademas requiere personal capacitado en

biologia molecular y un laboratorio con infraestructura de Nivel de Bioseguridad 2.4748

Por lo que regularmente se sigue recurriendo a métodos menos costosos pero que brindan
la confiabilidad necesaria en los resultados emitidos como es el caso de la deteccion de Ag
NS1 del virus del dengue y deteccién de IgM, mediante ELISA, para el virus del dengue.

Para la deteccion del Ag NS1 del DENV se trabaj6é con una poblacién de 60 estudiantes de
nivel superior de la Facultad de Quimica, de la Universidad Autbnoma del Estado de México,
principalmente el estudio fue dirigido a aquellas personas que viven o viajaron a zonas

donde se han reportado casos de dengue.

De las 60 muestras analizadas el género predominante de participacion fue el femenino con
un 58.3%, mientras que el masculino alcanzé un 41.7%, de acuerdo al cuestionario
realizado, 65% de la poblacion en estudio tuvieron desplazamiento y 35% no se
desplazaron, de este 65% de las personas que se desplazaron encontramos que al estado
al que han tenido mayor desplazamiento ha sido Michoacan con un 25.6%, siguiéndole el
Estado de Guerrero con un 15.4%, Valle de Bravo con un 12.8%, Villa del Carbén y
Querétaro con un 10.3%, entre los lugares con menor porcentaje de desplazamiento son
algunos municipios del Estado de México, como Acambay con un 7.7%, Malinalco 5.1%,
Tejupilco, Tecamac, Amatepec con un 2.6% Y finalmente los estado de Puebla y Veracruz

con un 2.6%.
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En relacién con la sintomatologia presentada al momento de recibir la picadura de algun
mosquito se encontrd que el 55% de la poblacion no presenta algun sintoma y 45% presenta
sintomatologia, de este porcentaje, el 88.9% presenta rash/erupcion, el 7.4% ademas de
sentir rash/erupcion también presenta petequias y el 3.7% presenta cefalea, fiebre y
rash/erupcion.

La positividad de la serologia para el antigeno NS1 del DENV fue 0%, al momento de la
toma de muestra no se observdé que algun paciente cursara por fiebre, presencia de
petequias o algun otro sintoma caracteristico de la enfermedad, cabe destacar que esta
proteina no estructural ampliamente utilizada para el diagnéstico de dengue es detectable
desde el primer dia de fiebre hasta los nueve dias de enfermedad en suero *°, lo cual indica

gue ningun paciente estaba cursando por la enfermedad.

Sin embargo, existen otro tipo de determinaciones como lo es la identificacion de IgM contra
el DENV, la cual fue identificada mediante ELISA, en 68 pacientes, cuyo porcentaje de
participacion de hombres y mujeres fue de 41.2% y 58.8% respectivamente.

De acuerdo al cuestionario realizado, el 100% de la poblacién que resulté positiva para IgM
tuvieron desplazamiento, 29.2% fueron a Guerrero, Estado al que han tenido mayor
desplazamiento; en segundo lugar se encuentra el Estado de Michoacan con un 25%,
siguiéndole algunos municipios del Estado de México entre los que estan Valle de Bravo
con 16.7%, Acambay con 8.3%, Malinalco, Amatepec, Tejupilco y Villa del Carb6n con un

4.2% y finalmente el Estado de Veracruz con un 4.2%.

En relacién con la sintomatologia presentada al momento de recibir la picadura de algun
mosquito se encontrd que el 50% de la poblacién no presenta algun sintoma y el otro 50%
presenta sintomas. La mitad de la poblacién positiva para IgM que presenté algin sintoma
posterior a la picadura de un mosquito el 83.4% presenta rash/erupcion, el 8.3% ademas
de sentir rash/erupcién también presenta petequias y el 8.3% presenta cefalea, fiebre y

rash/erupcion.

En el estado de México hace 6 afios no se observaban reportes de casos de dengue tan
considerables como en la actualidad, estos resultados muestran que el vector se ha
expandido, principalmente por la informacion insuficiente en torno a los sintomas, el
mecanismo de transmision y los reservorios del vector, o algunas dimensiones culturales

que obstaculizan la prevencién del dengue: informacién confusa e insuficiente, la atribucion
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de la responsabilidad de prevenir a otras personas u organismos publicos y la excesiva

confianza en la fumigacién como medida preventiva.°

De los 24 pacientes que resultaron IgM positivos solamente una paciente tuvo antecedente
de la enfermedad en cuestion, tuvo hospitalizacién 6 meses antes de la toma de muestra,
lo que indica que los anticuerpos IgM séricos ademas de detectarse en pacientes infectados
por el dengue entre los primeros tres y cinco dias posteriores el comienzo de la fiebre, y
que generalmente persisten durante 30 a 90 dias, también existen niveles detectables a los

ocho meses de la infeccion.*®

El porcentaje de positividad para IgM contra el DENV fue de 35.3%, una negatividad de
74.7% y un pequeiio porcentaje dudoso de 9.9% el cual se considera como negativo debido
al contraste que se realizd con el cuestionario aplicado ya que los ocho pacientes que
estuvieron en este porcentaje negaron haber viajado y/o vivir en zonas endémicas y
presentar sintomas como fiebre, erupcién cutanea, petequias o algun otro sintoma al recibir
la picadura de algin mosquito, ademas de que las densidades épticas de estas muestras
se encuentran muy cerca al punto de corte cuyo valor es de 0.137.

En relacibn con el porcentaje de positividad, 25 pacientes negaron haber tenido
hospitalizacién por DENV en los Ultimos seis meses antes de la toma de muestra, lo que
indica que recibieron la picadura del mosquito, pero cursaron de forma asintomatica, se
estima que esto ocurre en cuatro de cada diez casos. Ademas, la IgM contra el dengue
puede ser detectada en el 99% de los pacientes hasta dos o tres meses después de la

infeccion.2°49

El Dengue Asintomatico es la infeccion por el virus del dengue que no presenta
manifestacion clinica, pero deja memoria inmunolégica que puede ser detectada desde el
sexto dia de contacto con el virus; se describe como la forma de infeccién del Dengue mas

frecuente segln algunos autores.°

Cabe destacar que la gravedad de la enfermedad depende de la carga de la viremia, de la
respuesta del sistema inmune y de la magnitud de las sustancias reactivas de la fase aguda,
dando una gama de cuadros clinicos que van desde infecciones inaparentes, cuadro febril
inespecifico, Fiebre por Dengue 6 Dengue Clasico, Dengue Hemorragico (DH), hasta el

mas grave, el Sindrome de choque por Dengue (SSD).51*2

La gravedad y el tipo de respuesta inmune pueden depender de los polimorfismos del gen

DC-SIGN (CD209) que codifica para la lectina de tipo C, conocida por ser el principal
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receptor de dengue en células dendriticas humanas, y un el polimorfismo de un solo
nucleotido (SNP) en la regién promotora de CD209 (2336 A/G; rs4804803) es susceptible
a muchas enfermedades infecciosas. Razonamos que las variaciones en el gen DC-SIGN
podrian tener una amplia influencia en la replicacion viral y respuestas inmunitarias del

huésped.*

Aunque también las caracteristicas clinicas dependen a menudo de la edad del paciente,
los nifios mayores y los adultos pueden tener una enfermedad febril leve o la clasica
enfermedad incapacitante de inicio abrupto, fiebre alta, cefalea intensa, dolor retrorbital,
dolores musculares y articulares y erupcion cutanea. Los lactantes y preescolares pueden
sufrir desde una enfermedad febril indiferenciada con erupcién maculopapular hasta

complicaciones mayores.>

De acuerdo con las guias de diagnoéstico clinico de DENV en México, entre las pruebas
confirmatorias para ello se encuentran IgG positiva, IgM positiva y Antigeno NS1 positivo
desde el dia de inicio de fiebre hasta os 5 dias posteriores en ELISA, la aparicién de
sintomas del dengue se caracteriza por la presencia del antigeno NS1 (dengue) en el suero
del paciente. NS1 es una glicoproteina comun a todos los serotipos del dengue y se la
puede utilizar para detectar infecciones primarias o secundarias en las primeras etapas de

la enfermedad.®

El InDRE menciona que las pruebas seroldgicas para los anticuerpos especificos al dengue,
tipos 1gG e IgM, pueden ser Utiles para confirmar el diagnéstico primario o secundario. En
las infecciones primarias y secundarias, IgM se presenta después de aproximadamente 5
dias; mientras que IgG se produce entre 2 y 4 semanas después de la apariciéon de la
infeccion primaria y casi inmediatamente después de la aparicion de una infeccion

secundaria.®®

Las causas de la positividad de IgM en muestras de paciente que viajaron a municipios
donde el reporte de casos de dengue ha sido muy bajo, convienen principalmente a que el
mosquito transmisor del virus se estd adaptando a nuevas alturas debido al cambio
climatico y evolucion del mismo principalmente, y a condiciones que favorecen su
transmision como dejar agua estancada por mucho tiempo, y aunque el estado de México
se encuentre dentro de una incidencia baja de dengue hay riesgo de contagio en municipios

como Amatepec, Acambay, Malinalco, Valle de Bravo, Tejupilco y Tecamac.
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De acuerdo con el seguimiento del dengue en Estado de México se observa una mayor
incidencia a partir del afio 2012, con un incremento muy notorio del 2013 hasta la fecha
principalmente en las Jurisdicciones Sanitarias de Tejupilco, Tenancingo, Amecameca,
Ecatepec y Nezahualcoyotl, y aunque se observe un menor nimero de casos reportados
en las Jurisdicciones Sanitarias como Atlacomulco, Ixtlahuaca y Jilotepec, es imprescindible
prestar mucha atencién a estas zonas,** debido a que la incidencia del dengue ha
aumentado de manera constante en México, de 1.7 casos por 100 000 habitantes en el afio
2000 a 43.03 casos por 100 000 habitantes en el 2012, debido a la urbanizacion creciente,
sin controles adecuados, a la migracion humana, a factores asociados al cambio climético
con modificaciones en el ambito ecoldgico, que han redundado en una expansion de los

vectores, Aedes aegypti y A. albopictus.

Cabe destacar que en México ya se cuenta con la vacuna contra el dengue; vacuna
quimérica tetravalente (para serotipos I, I, lll y IV), elaborada a partir de virus vivos
atenuados contra dengue (CYD-TDV), la cual se dio a conocer en un comunicado de prensa
por la COFEPRIS, el 9 de Diciembre de 2015, en el cual hace mencion que la autorizacion
esta indicada para poblaciones en las que el dengue es endémico, su seroprevalencia sea
mayor al 60% y para personas entre 9 y 45 afios de edad, rango en el que la eficacia de la
vacuna llega a un punto méaximo de conformidad a las recomendaciones emitidas por el

Instituto Nacional de Salud Publica.>®

Es importante mencionar que la vacuna tiene mayor eficacia contra el serotipo Denv-4 y
Denv-1, es decir, que si alguna persona se enferma de dengue con el serotipo Denv-3 Y
especialmente Denv-4°" es muy probable que no haya desarrollado inmunogenicidad y por
tanto contraiga la enfermedad y aunque ya se aprob6 en diversos paises, otra interrogante
es ¢responderan de la misma manera todos? es muy probable que no, debido a la

diversidad de polimorfismos que tenemos en México y el Mundo.

Aungue una de las ventajas que se tienen con la introduccion de la vacuna DENGVAXIA,
registrada por Sanofi Pasteur es que, el control del mosquito vector y la administracion de
la vacuna en sus tres dosis que debe realizarse antes de cada segundo semestre en México

reducira principalmente el indice de casos reportados.
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12. CONCLUSIONES

En las dos Ultimas décadas, en México se ha considerado una enfermedad de importancia
para la salud publica por su magnitud y trascendencia, dado que en el territorio nacional
existen areas que reunen condiciones que favorecen su transmision. El dengue es una
infeccion que ataca principalmente a los nifios y a los individuos en edad productiva, lo que
ocasiona pérdidas econdémicas y sociales.

La determinacion de Ag NS1 del DENV fue negativa para una poblacién de 60 estudiantes,
sin embargo la identificacion de IgM antidengue mediante ensayo por inmunoadsorcién
ligado a enzimas (ELISA) en suero de estudiantes de nivel superior de la UAEMex, fue
positiva en un 35.3% de una poblacion total de 68 muestras, demostrando la infeccion
reciente por cualquiera de los serotipos y ademas, en ausencia de mas de dos sintomas
nos dice que se trata de Dengue Asintomatico, este porcentaje de positividad se debe
principalmente a factores de exposicion como el desplazamiento que existe a zonas
endémicas del pais como son Guerrero, Michoacan y Veracruz, pero también al
desplazamiento que hay a algunas zonas del estado de México como Amatepec, Acambay,
Malinalco, Valle de Bravo y Tejupilco. Por lo que no se cumplié con la hipétesis.

Se realizé la caracterizaciéon de muestra en funcién al género para la identificacion de Ag
NS1 e IgM donde el género predominante fue el femenino con un 58.3% y 65.4%

respectivamente

Se caracteriz6 la muestra, objeto de estudio en funcién al desplazamiento que tuvo a zonas
como Michoacan, Guerrero, Veracruz y municipios del Estado de México como Amatepec,

Malinalco, Acambay, Valle de Bravo y Villa del Carbén

Las causas de la positividad de IgM en muestras de paciente que viajaron a municipios
donde el reporte de casos de dengue ha sido muy bajo, convienen principalmente a que el
mosquito transmisor del virus se estd adaptando a nuevas alturas debido al cambio
climético, evolucion del mismo y a los medios favorables que existen en zonas rurales como

encharcamiento de agua principalmente

Otros de los factores que favorece la IgM positiva son haber viajado a zonas endémicas del

DENV como Guerrero, Michoacan y Veracruz
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Se determiné mediante un método inmunoenzimatico tipo sandwich, de manera cualitativa

0 semicuantitativa el antigeno NS1 del virus del Dengue en suero el cual fue del 0%

Se superd la expectativa de un 5% de positividad esperada como minimo resultado ya que
en la determinacion de IgM mediante prueba de ELISA de captura para el virus del dengue

en suero, resulté positiva en un 35.3% de 68 muestras analizadas.

El uso de la vacuna contra el dengue debe seguir un enfoque integrado, es necesario
evaluar la coadministraciéon de CYD-TDV en el grupo de edades entre 9 y 16 afios. Si
México desea maximizar el impacto de la vacunacion a corto plazo debe considerar
campafas de recuperacion y debe garantizar que cuentan con una capacidad de cadena
de suministro adecuada a nivel nacional y en las zonas endémicas de dengue

determinadas.
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13. PERSPECTIVAS

A través de este estudio se pueden establecer nuevas investigaciones en los diferentes
departamentos de salud que existen en cada municipio del Estado México sobre la
serologia presente al detectar que existe un caso de dengue, pues es muy importante y

necesario contar con estudios de este tipo ya que es muy escasa.

Que este estudio permita la prevencion adecuada del dengue, a nivel nacional, sobretodo
prestar mucha mas atencion a las medidas necesarias para evitar tener las condiciones
Optimas para el crecimiento y la propagacion del vector, asi mismo el cuidado personal

como uso de repelentes, mosquiteros y ropa de manga larga.

Se espera que con este trabajo nuevas oportunidades de investigacién se abran para los
estudiantes en el &rea de diagndstico oportuno del dengue y que el Quimico Farmacéutico
Biblogo sea visto como un elemento de colaboracién imprescindible para la promocién de

la salud.
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14. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio aleatorio por municipios donde no se reporté dengue
antes del 2010.

Realizar la determinacién de cada serotipo circulante del DENV a nivel municipal en Estado

de México debido al incremento considerable en los Gltimos 5 afos.

Alertar e informar a la poblacién de las medidas necesarias para evitar el contagio del
dengue, sintomatologia probable y a dénde acudir.

Que el personal de salud cuente con la habilidad de poder diagnosticar adecuadamente la
enfermedad de acuerdo al cuadro clinico ya que podria confundirse, para evitar una
evolucién grave de la misma, y recurrir a pruebas de diagndstico que nos permitan valorar

mejor la enfermedad.

Tener mejor acceso a pruebas de diagnostico como determinacion de IgM e 1gG para el
dengue en zonas no endémicas de la Republica Mexicana, asi como la facilidad de vacunar

contra la enfermedad en cuestién.
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16. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de recoleccion de datos

Con el fin de complementar los resultados de la determinacién de antigeno NS1 del virus
del Dengue, le solicito conteste los siguientes cuestionamientos con la mayor veracidad

posible, ademas de ello le informo que sus datos permaneceran en confidencialidad.

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

1. NOMBRE

2. No. TELEFONICO 3. EDAD
3. DOMICILIO

5. PERTENENCIA ETNICA 6. SEXO

En el siguiente apartado marque con una X la(s) respuestas.

DATOS ESPECIFICOS

6. ¢ Ha tenido desplazamiento en los ultimos 30 dias?

i D no D

7. ¢ Municipio o localidad a la que se desplaz?

8. ¢ Antecedentes de dengue?

si D no D desconocido

9. ¢ Algun familiar ha tenido antecedentes de dengue?

si D no D desconocido

DATOS CLINICOS

10. En caso de recibir una picadura de mosquito ¢ presento alguno de estos sintomas?

fiebre dolor abdominal
rash/erupcion Vomito

diarrea Petequias
cefalea dolor retrorticular

GRACIAS
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Anexo 2. Carta de Consentimiento Informado

Nombre del paciente

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Toluca, México, a de de 201__ .

Se le invita a participar en el proyecto de investigacion “IDENTIFICACION DEL ANTIGENO
NS1Y ANTICUERPO IgM PARA EL VIRUS DEL DENGUE EN ESTUDIANTES DE NIVEL
SUPERIOR DE LA UAEMex”

Informacion general:

El objetivo del estudio:

Identificar el Antigeno NS1 del virus del Dengue mediante ensayo por inmunoadsorcién

ligado a enzimas (ELISA) en suero de estudiantes de nivel superior de la UAEMex.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en acudir a una cita en la cual:

Firma de carta de consentimiento informado y contestar cuestionario de factores
predisponentes.

Se me pedira donacidn de muestra de sangre periférica para determinacion de Ag
NS1 e IgM del virus del dengue, el resto de la muestra se dispondra de acuerdo a
la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental,
Salud ambiental, Residuos peligrosos biologico-infecciosos, Clasificacion y

especificaciones de manejo.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,

inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio,

que son los siguientes:

Riesgos, inconvenientes y molestias: El material empleado es nuevo, desechable
y estéril. La toma de muestra no genera alguna intervencién por parte de los
investigadores que genere algun dafio o lesién al paciente. Las molestias son

aquellas propias del proceso al cual esta solicitando.
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e Beneficios: Se me hard entrega del resultado por escrito de los estudios en los que
haya participado, asi mismo, se me podra orientar el tipo de institucion de salud que

pudiera atenderme.

El Investigador se ha comprometido a darme informacién a responder cualquier pregunta 'y

aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que

se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la

investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo

considere conveniente, sin que ello afecte la atenciébn médica que recibo en el Centro.

El Investigador me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones
0 publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi
privacidad seran manejados en forma confidencial, quedando registrado con el NUMERO
DE FOLIO

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacién titulado:
“IDENTIFICACION DEL ANTIGENO NS1 Y ANTICUERPO IgM PARA EL VIRUS DEL
DENGUE EN ESTUDIANTES DE NIVEL SUPERIOR DE LA UAEMex”.

Nombre y firma del paciente

Dr. en C. Jonnathan G. Santillan Benitez
Investigador Responsable

Facultad de Quimica, UAEMex

79



Anexo 3. Autorizacion para realizar toma de muestra en la Facultad de
Quimica, UAEMex

Universidad Autdnoma
del Estado de México

UAE

Oficio No. 178
Subdireccion Académica
03 de Abril de 2017

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DEL
CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS MEDICAS,
UAEM

PRESENTE:

Enviando un cordial saludo, informo a usted que la C. Anney Lillidn Veldzquez Flores, alumna egresada
de la licenciatura de Quimico Farmacéutico Bidlogo, solicita la autorizacion para realizar toma de
muestra de sangre periférica a los estudiantes de la Facultad de Quimica, por lo que invita a los
alumnos a participar en el proyecto de tesis que tiene por titulo "“Identificacion del Antigeno NS1 y

Anticuerpo IgM para el Virus del Dengue en Estudiantes de Nivel Superior de la UAEMex".

Interesados favor de comunicarse con:

Dr. Jonnathan G. Santillan Benitez 217-38-90 ext. 134

Anney Lillidn Velazquez Flores 7225-63-43-55

Agradeciendo de antemano la atencion que se sirva brindar al presente y sin otro particular, quedo

de usted.

PATRIA, CIENCIAYY TRABAJO
“2017, Ano del Centenario de Ia/f'5
Estados Unidos Mexicanos”

ion de la Constitucion Politica de los

U.A E. M.
EACULTAD DE QUIMICA
SUBDIRECCION ACADEMICA

Subdirector Académico

C.C.P. DR. JONNATHAN G. SANTILLAN BENITEZ, Profesor Investigador de la facultad de Quimica.
C.C.P. EXPEDIENTE.

WWww.Uaemex.mx

Facultad de Quimica * Paseo Colon Esq. Paseo Tollocan ¢ Toluca Estado de México
Tel. y Fax: 217-5109 y 217-3890 * fquim@uaemex.mx



Anexo 4. Carta de aceptacion del protocolo por parte del Comité de Etica
para la Investigacion del CICMED

Univerudad Autonoma del Estado de México
TRnYT O Teacdn en Canc of TASE Aot
- -

P.Q.F.B. ANNEY LILLIAN VELAZQUEZ FLORES

Toluca, México a 4 de agosto de 2017

PRESENTE

For este conducto s le comunica que of Comité de Etica de 1a Investgackn del
CICMED en fa sesidn del 3 de agoste del ano en curso, acordé aprobar el protocoio

de mvestigaodn de tesis de Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, que
fiene Comd it

Identificacion del antigeno NS1 Y anticuerpo IgM e IgG para of virus del
dengue en estudiantes do nivel superior de la UAEMex.

Yir que cumple con s aspectos abcos y metodaldgoos acorde a la Investgacion
centfica, quedando reqistrada con el nimero 2017/05. Dicha investigacidn se
desarallara bajo su responsabadad, con el compromesa de hacer #egar al términe
de la misma un informe a este Comité. Regstro COFEPRIS 15CI115108014

ATENTAMENTE
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
PNTANe del Contenavio de e prama'gacian e fa Comstiucion Politica de los
Estados Unidos Mexicanos™

Comite de Etica de la Investigacion
Contro de Investigacion en Ciencias Médicas

Dva Meuriam V. Flores Marno

_,.c;_-— \‘
Dra Ma. Victona Dominguez Garcia _4,;1.'._‘_"
Vol 4
/ \
M an C. Sarcira M. Lopez Heydook "' 'C'l (“ - —
77 Aoad!
‘{ | l' !
m.mep.J.erdpaAmd

Coordinador del CICMED

Av. Jeds Coocraa i 20,
Cod UrivissdOd) Tokooa, A
Cr N

Tebe (D1 FZHIZ MO
%402
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Usiverddad Autbosima dul Extado de México

St S maenigacon en OO MeSocs

Toluca Meéxco A 4 Sk agusio da 2017

F.O.F.B. ANNEY LILLIAN VELAZQUEZ FLORES

PRESENTE

For este conducto se ke notifics qus al ser ageobnda su ProSocoky Co mweshgaaon por ef
Comite de Elica de la Investigodon del CICMED “Identificacion del antigeno NS1 Y
anlicuncpo gt & IgG para o virus ded dongue en estudisntes de nivel Supecior do la
UAEMex", Usiad y sus tutores Dr. Jonnathan G. Santitén Benliez ¥ Bx Ennque Moraiea
Awila han adquinds oe sguientes compeorisas

3 Para reslear cusiquier mocscacin el protocclo aprobued. mciuyendo ol 1o,
Ceberd someter al Camid |5 snmienda comesgondiente pam sU aniiss ¥y &n =
Cai0 3P obaGhén

4 Dabard hacer Segar ol terming de Iy investigackin Lo indoarme drgido & Dr, an C
Octano Marquer Mendoza Presidande del CEl con firma anbyala de los
faporsables de R Investigacin, bayjo of sigulanta femals

v Nowdwe del resporsabie del proyeds y coaboradares,

¥ Fecha de aprobacidn y ndmero de regsiio ¢ CEL (anexar copia o i carta
da aprobacién)

< Focha de graduaciin {en caso de besis) o trmine oo ia iInvestigactn

v Producsos ablenidos (anexar documentos).

ATENTAMENTE
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJD
20T, Alo def Conunaric de e promuigacion de la Conatitecicn Poltica de kos
Lstodos Unidos Mexicanos

Comité de Etica de 1a Investigacion
Centro de Investigacion en cTcln Medicas
ey
“AAN 4
\ " .'\.

"

o M Jovesigen!

De.enEP. J. o A LU -
CIOMED - L o

Coordina

Cop. Ov Jovabun G Sacttdn Benbaz. Tutor academioo
cop v Urogue Morakes Avia Cosasr
G0 Achies

Ay dmdn Conoryo i 208
Col Srfwacdand, Tooo, Mad.
CF. S

Yol MNTINIZ0 T
Nan
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Anexo 5. Carta de aceptacion de resumen para participar en el X
Congreso Nacional de Virologia 2017.

Dra. Blanca Lilia Barron

Estimado Colega.

Es un plan:er informarle que su tral:aju:l ha sido aceptadﬂ- en su modalidad
seleccionada, para ser presentado en el X Congreso Nacional de Virologia.

Una vez las memorias estén listas con todos los trabajos, se le informara el
horario de su presentacion

De antemano agradecemos su apoyo y presencia en este congreso el cual
promete ser de los mas exitosos.

Saludos Cordiales

Comité Organizador

Dra. Sofia Lizeth Alcaraz Estrada- CMN "20 de Noviembre”, ISS5TE
Dra. Rosa Elena Sarmiento Silva- FMVZ, UNAM,
Dr. Carlos Sandoval Jaime - IBT, UNAM
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