CONGRESO NACIONAL DE TECNOLOGIA APLICADA
A CIENCIAS DE LA SALUD

"Generacion de Nuevas Técnicas de Diagndstico y Tratamiento"

6, 7'y 8 de Junio de 2013, Tonantzintia, Cholula, Puebla

“ B8 ORE (%

e o o
[

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PRUEBAS RAPIDAS PARA
EL DIAGNOSTICO DEL VIRUS DEL DENGUE

Lépez Guzman Sergio®, Gadna Hernandez Liliana?, Jiménez Fajardo Silvia®, Orozco
Ortiz Ana Patricia*
Laboratorio Estatal De Salud Publica Del Estado De Michoacan® virologialesp@hotmail.com

Universidad Tecnoldgica De Morelia' apoo_21@hotmail.com

RESUMEN

El Dengue es una enfermedad febril aguda de origen viral causada por cualquiera de los 4
serotipos del complejo Dengue los cuales se denominan, Dengue 1 (Den-1), Dengue 2 (Den-2),
Dengue 3 (Den-3) y Dengue-4 (Den-4). Estos se trasmiten al hombre a través de la picadura de
mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes aegypti y Aedes albopictus, dando lugar a la
infeccion. Se estima que entre 50 y 100 millones de casos de Dengue ocurren cada afio en el
mundo, de las cuales 250,000-500,000 casos desarrollan el cuadro severo de la enfermedad y
alrededor de 25,000 fallecen.

El Virus del Dengue desencadena sintomas que de no ser tratados podria ser mortales o
simamente peligrosos para la salud. El aumento en México en el afio 2012 se not6 un
incremento del 275% a nivel nacional. En Michoacan se encuentran tres de los cuatro serotipos

que hay del Dengue, con la excepcion del serotipo 3.

Se realizaron las pruebas rapidas para el diagnostico de Dengue a 100 muestras de suero
sanguineo de pacientes con posible caso de Fiebre por Dengue (FD) y Fiebre Hemorragica por
Dengue (FHD). Estas pruebas fueron confirmadas con inmunoensayos ELISA de captura de
anticuerpos IgM e IgG contra Dengue, las cuales concordaban en un 82% mientras que el

18% discrepaban del resultado confirmatorio por el inmunoensayo ELISA de captura.

Los calculos para la determinacion de sensibilidad y especificidad de las pruebas rapidas
arrojaron un 77.1% en sensibilidad y otro 87.8% de especificidad que de acuerdo a el

Procedimiento para la Aplicacién del Nuevo Algoritmo por Laboratorio de Fiebre por Dengue y
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Fiebre Hemorragica por Dengue, que establece el Instituto de Referencia Epidemioldgica
(INDRE) y la Red Nacional de Laboratorios de Salud Pablica (RNLSP), un porcentaje aceptable

para este diagndstico debe alcanzar 70% de especificidad y sensibilidad.

1. INTRODUCCION

El mosquito transmisor del Dengue, Aedes aegypti, es un ejemplo de adaptacion de una especie
al ambito humano, con criaderos, habitats, fuente de alimentacion y desplazamiento activos y
pasivos ligados al entorno domiciliario. La enfermedad constituye uno de los principales desafios
para el control y la vigilancia epidemioldgica en los albores del siglo XXI. El reto principal para la
prevencion y control del Dengue en México, es hacer mas eficientes las acciones anticipatorias
en todos los estados del pais para evitar la aparicién de brotes y en su caso, atenderlos de
forma oportuna y evitar su dispersién. Aunque la enfermedad depende de la presencia y
abundancia de los mosquitos (vectores), la transmision es ademas, funcién de la circulaciéon de
los diferentes serotipos del virus del Dengue y de la cantidad de personas susceptibles o
inmunes.

La enfermedad esta condicionada en buena medida a la distribucion del Aedes aegypti, que se
reproduce en las viviendas de practicamente todas las zonas urbanas del area de riesgo en

México.

(Larva de mosquito Aedes aegipt)) (Criadero de mosquitos)

En estas areas, las condiciones para la proliferacion del vector se presentan en una sociedad
donde prevalecen la falta de conciencia, conocimiento y actitud de las familias en el control y
eliminacion de criaderos, asi como la carencia de préacticas de autoproteccion, como el uso de
mosquiteros en puertas y ventanas o el uso de insecticidas domésticos, ademas de la dificultad
para que los programas locales de control implementen de forma oportuna, secuencial,
sincronizada y con cobertura completa, las acciones anti-vectoriales, incluyendo la integracion y

participacion de la comunidad.
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La incertidumbre médica se extiende no s6lo a las actividades preventivas, terapéuticas y
prongdsticas sino también a las diagndsticas. En las fases del proceso diagnoéstico intervienen la
historia clinica, la exploracion fisica y la realizacion de pruebas complementarias. Cuando
existen varias hipotesis diagndsticas, se realizara el diagndstico diferencial y las pruebas
complementarias trataran de aclarar las dudas existentes. Si solamente hay una sospecha

diagnéstica, las pruebas complementarias trataran de confirmarla.

2. TEORIA

2.1 Enfermedades Virales Transmitidas por Artrépodos y Roedores.

Los virus transmitidos por artrépodos y roedores (arbovirus) representan agrupamientos de
virus con ciclos de transmisién complejos en los que intervienen artropodos y roedores, estos

virus tienen diversas propiedades fisicas y quimicas y se clasifican en varias familias de virus.

Los artropodos que succionan la sangre transmiten los arbovirus de un huésped vertebrado a
otro. El vector adquiere una infeccion de por vida por la ingestién de sangre de un vertebrado
viremico. Los virus se multiplican en los tejidos (células epiteliales del intestino medio) del

artropodo sin evidencia de enfermedad o dafio.

Las principales enfermedades por arbovirus en todo el mundo son la fiebre amarilla, el
Dengue, encefalitis japonesa B, encefalitis de San Luis, encefalitis equina occidental, encefalitis
equina oriental, encefalitis rusa de primavera-verano, fiebre del oeste del Nilo y la fiebre por

mosca fleboromo.

2.2 El Vector: Aedes aegyptiy Aedes albopictus

Especialmente importantes son el Aedes aeqyptiy el Aedes albopictus. E| Aedes aegypti es el
principal responsable de la transmision en el mundo incluyendo a México. Recientemente, otra
de las especies vectoriales, el Aedes albopictus, ha aumentado su distribucion geografica
alcanzando ya la frontera norte de algunos estados de México, lo que significa la presencia de

un vector comprobado y de otro probable en México.

2.3 Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica por Dengue.
Se debe sospechar que una persona padece Fiebre por Dengue (FD) cuando presenta una

fiebre elevada (40 °C) se acompafia de dos de los sintomas siguientes: dolor de cabeza muy
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intenso, dolor detras de los globos oculares, dolores musculares y articulares, nauseas, vomitos,
agrandamiento de ganglios linfaticos o salpullido. Los sintomas se presentan al cabo de un
periodo de incubacién de 4 a 10 dias después de la picadura de un mosquito infectado y por lo

comun duran entre 2 y 7 dias.

El Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) es una complicacién potencialmente mortal porque
cursa con extravasacion de plasma, acumulacion de liquidos, dificultad respiratoria, hemorragias
graves o falla organica. Los signos que advierten de esta complicacion se presentan entre 3y 7
dias después de los primeros sintomas y se acompafan de un descenso de la temperatura
corporal (menos de 38 °C) y son los siguientes: dolor abdominal intenso, vomitos persistentes,
respiracion acelerada, hemorragias de las encias, fatiga, inquietud y presencia de sangre en el
vomito. Las siguientes 24 a 48 horas de la etapa critica pueden ser letales; hay que brindar

atencion médica para evitar otras complicaciones y disminuir el riesgo de muerte.

2.4 El Virus del Dengue

El Virus del Dengue (VD) esta constituido por una cadena simple de alrededor de 11 kilobases
(Kb) de ARN de polaridad positiva. Este complejo viral formado por cuatro serotipos
filogenéticamente diferentes (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) estrechamente relacionados con
los serotipos del genero Favivirus de la familia Flaviviridae, tiene un genoma que codifica tres
proteinas; la proteina C, que compone la capside que rodea y protege al acido nucleido; la
proteina M, que forma la membrana viral y la proteina E, que conforma la envoltura; y siete
proteinas no estructurales. (Ver figura 5). Se sabe que la glicoproteina E desempefia un papel

fundamental durante la penetracion del virus en la célula y en la respuesta inmunitaria.

2.5 Cuadro Clinico

Los rasgos clinicos de la FD dependen frecuentemente de la edad del paciente; los lactantes y
nifios pequefnos pueden manifestar un cuadro febril indiferenciado con erupcion maculopapular
y que puede confundirse con otras infecciones virales exantematicas. Los nifios mayores y los
adultos pueden presentar un sindrome febril leve o la enfermedad clasica incapacitante de inicio
brusco, fiebre alta, cefalea, dolor retroocular, mialgias, artralgias, erupcion cutanea, nausea y
vomito; generalmente la prueba de torniquete es positiva. Se puede encontrar leucopenia y

rara vez se observa trombocitopenia. La tasa de letalidad es muy baja.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Resultado

En el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan se procesaron 100 muestras
procedentes de las diferentes municipios del estado de Michoacan, de pacientes con posible
caso de Dengue, las cuales de a cuerdo al algoritmo establecido por la RNLSP y el InDRE, se
procesaron a IgM e IgG, las cuales dieron resultados positivos y negativos. Posteriormente,
estas muestras se procesaron a pruebas rapidas Human Hexagon para comparar sus
resultados. Se marcaron la discrepancias entre ambas pruebas ELISA y Human Hexagon,
tomando en cuenta que ELISA tiene una alta Sensibilidad y Especificidad (IgM: sensibilidad de
94.7% vy especificidad del 97.2%) (IgG: sensibilidad del 94.5% y especificidad del 97.3%), su

resultado es el que se tomo en cuenta para dar el diagnostico a los pacientes.

Human
Total de Casos ELISA Hexagon
100 100 100
Human
ELISA Hexagon
De las Cuales...
POS NEG POS NEG
40 60 26 74

Tabla 1. Informe Global Total por Pruebas ELISA y Human Hexagon.

De las muestras obtenidas y procedentes de los diferentes municipios que pertenecen a ocho
jurisdicciones sanitarias del estado de Michoacan, se muestra una grafica de los casos

reportados por jurisdiccion de una muestra aleatoria de muestras del periodo Marzo-Abril del
2012. Asi como el porcentaje de casos reportados por jurisdiccion en el estado de Michoacan.

La relacion de resultados entre las pruebas ELISA y Human Hexagon es la siguiente:

ELISA HUMAN

IgM 1gG IgM 19G

NEGATIVAS 72 71 81 82

POSITIVAS 27 28 19 18
INDETERMINADAS 1 1

100 100 100 100

Tabla 2. Relaciéon de Casos entre ELISA y Human Hexagon
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Casos Confirmados por Municipio

W Apatzingdn 5
mAquila2

W Brisefias 0

W Buena Vista 3

W Chinicuila 1

B Churumuco0

m Coahuayana Ot

W Francisco ). Mdjica 0
m Gabriel Zamora 0

m Huetamo 3

B La Huacana O

N La Piedad 0

m Lazaro Cardenas 15
W Los Reyes 0

u Morelia 0

m Mocupétaro 1

® Nuevo Urecho 0

® Pardcuaro 1

W Patzcuaro 1

W Quirogal

Sanlucas 2

Figura 3. Esquema de Casos Confirmados por Municipio

Calculos Para Determinar la Especificidad de las Pruebas Rapidas
Tomando estos datos y sustituyendo en la formula correspondiente a la Sensibilidad, el

resultado para calcular la Sensibilidad de las Pruebas Rapidas, es el siguiente:

Sensibilidad = vP X100
VP +FN
Donde:
Verdadero positivo (VP)
Falso negativo (FN)

Sensibilidad = 35 X100 = 63.63%
35+20

N\



CONGRESO NACIONAL DE TECNOLOGIA APLICADA
A CENCIAS DE LA SALUD
"Generacion de Nuevas Técnicas de Diagnostico y Tratamiento"
6, 7y 8 de Junio de 2013, Tonantzintla, Cholula, Puebla

@,.& TZTET @ @ (10

T o Ao
L1

% de Sensibilidad

H 63.63% Logrado
M 36.37 % Mo Alcanzado

Figura 18. Esquema Porcentual de Sensibilidad de las Pruebas Rapidas Human
Hexagon

Tomando en cuenta los resultados, se sustituyendo en la formula se obtendra el valor de la
Especificidad de las Pruebas Rapidas.

Tomando como datos para calcular la Especificidad, los valores seran:

Especificidad = VN X 100
VN +FP
Donde:
Verdadero negativo (VN)
Falso positivo (FP)

Especificidad = 143 X100 = 98.86%6
143 +2

% de Especificidad

W 98.86 % Logrado
W 1.13% No Alcanzadc

Figura 19. Esquema Porcentual de Especificidad de las Pruebas Rapidas Human

Hexagon

4. CONCLUSIONES
La infeccion por Dengue puede ser peligrosa si no se trata a tiempo, y puede desarrollar

complicaciones como Fiebre Hemorragica por Dengue y Choque por Dengue. Por tal motivo, su
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deteccién oportuna es de vital importancia, puesto que una vez que una persona se diagnostica
con la infeccion y se le da el tratamiento adecuado se puede reducir a menos del 1% la tasa de
mortalidad incluso una vez diagnosticada la Fiebre Hemorrégica por Dengue. Por tal motivo las
pruebas rapidas resultan ser de vital importancia sobretodo en zonas rurales donde la atencion

médica no esta al alcance de las unidades médicas correspondientes.

Las Pruebas Rapidas empleadas para el desarrollo de este proyecto resultaron ser aceptables
en cuanto a su Especificidad, mas no por la Sensibilidad que estas presentan y que no
alcanzaron las pruebas rapida, puesto que el Instituto de Referencia Epidemioldgica (INDRE) Y
la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) aceptan un porcentaje de 70% o mas
de Sensibilidad y Especificidad. En realidad no hay un organismo o norma que regule el
porcentaje debido que debe cumplir una prueba rapida para el diagnostico de Dengue, pues
estos estdndares son implementados por el mismo laboratorio que los elabora y aceptados por

los laboratorios de diagnostico que los emplean.
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