UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO
TESINA DE GRADO PREVIA LA OBTENCION DEL TITULO DE
LICENCIADAS EN CIENCIAS DE LA SALUD EN LABORATORIO
CLINICO E HISTOPATOLOGICO

TITULO:

EFICACIA DE LOS METODOS CROMATOGRAFICOS Y ELISA PARA LA
DETECCION DEL DENGUE EN LOS PACIENTES CON SINDROME FEBRIL,
QUE ACUDEN AL SUB CENTRO N° 1 DE LA CIUDAD DE ESMERALDAS,
DURANTE EL PERIODO DE ENERO A JUNIO DE 2015

AUTORAS:
Dayanna Brito A

Ana Cedefio S

TUTORA:
Lic. Ximena Robalino
Riobamba-Ecuador
2015



CERTIFICACION DEL TRIBUNAL

El Tribunal de Defensa Privada conformada por: Lic. Gisnella Cedefio, Lic. Ximena
Robalino, Dra. Mery Alvear, certificamos que los estudiantes: Dayanna Brito y Ana
Cedefio, egresadas de la carrera de Laboratorio Clinico e Histopatoldgico de la
Universidad Nacional de Chimborazo, se encuentran aptos para el ejercicio académico
de la Defensa Publica de la Tesina, con el tema de investigacion: EFICACIA DE LOS
METODOS CROMATOGRAFICOS Y ELISA PARA LA DETECCION DEL
DENGUE EN LOS PACIENTES CON SINDROME FEBRIL, QUE ACUDEN AL
SUB CENTRO N° 1 DE LA CIUDAD DE ESMERALDAS, DURANTE EL PERIODO
DE ENERO A JUNIO DE 2015.

Una vez que han sido realizadas las revisiones periodicas y ediciones

correspondientes a la tesina.

Riobamba, Marzo 2016

Miembro del Tribunal

O/ /717
L ¥ - L s A ——

-

Miembro del Tribunal



ACEPTACION DEL TUTOR

Por la presente, hago constar que he leido el protocolo del Proyecto de Grado

Presentado por las sefioritas: Dayanna Brito y Ana Cedefio para optar al titulo de
Licenciado en Laboratorio Clinico e Histopatoldgico, y que acepto asesorar al
estudiante (a) en calidad de tutor, durante la etapa del desarrollo del trabajo hasta su

presentacion y evaluacion.

Riobamba, Marzo 2016



DERECHO DE AUTORIA

Nosotros, Dayanna Brito y Ana
Cedefio, somos responsables de todo el
contenido de este trabajo investigativo,
los derechos de autoria pertenecen a la

Universidad Nacional de Chimborazo.

/ % e
Hoyowa DI N~
& %M i et AARGIAS 4
Dayanna Brito Ana Cgdefio :

C.1.020210109-3 C.1080315469-9



AGRADECIMIENTO

Le agradezco a Dios y a mis
padres por haberme acompafiado y guiado
a lo largo de mi carrera, por ser mi
fortaleza en los momentos de debilidad y
por brindarme una vida llena de
aprendizajes, experiencias y sobre todo
felicidad.

Dayanna

AGRADECIMIENTO

Agradezco a todas las personas y en
especial a mis padres que de una u otra forma
estuvieron conmigo, porque cada una aportd
con un granito de arena; y es por ello que a
todos y cada uno de ustedes les dedico todo el
esfuerzo, sacrificio y tiempo que entregué a
esta tesis.

Ana



DEDICATORIA

Dedico esta tesis a Dios por
haberme permitido llegar hasta el final de
mi carrera Yy lograr mis objetivos ademas
de su infinita bondad y amor. A mis
padres por haberme apoyado en todo
momento, por sus consejos, sus valores,
por la motivacion constante que me ha
permitido ser una buena persona de bien y
brindarme su amor. A mis maestros por su
gran apoyo para la culminacion de mis
estudios  profesionales y para la
elaboracion de esta tesis.

Dayanna

DEDICATORIA
Quiero dedicarle este trabajo A Dios

que me ha dado la vida y fortaleza para

terminar mi carrera. A mis Padres por estar ahi

cuando mas los necesité, por brindarme los
recursos necesarios y estar a mi lado
apoyandome, aconsejandome y por hacer de mi
una mejor persona. A mis maestros que en este
andar por la vida, influyeron con sus lecciones
y experiencias en formarme como una persona
de bien y preparada para los retos que pone la

vida.

Ana

Vi



RESUMEN
El Dengue es una patologia que en los ltimos afios ha proliferado en el mundo de forma
alarmante debido a las condiciones sanitarias en los paises de Latinoamérica, el tema: Eficacia
de los métodos Cromatograficos y Elisa para la deteccion de Dengue, como ayuda
diagndstica en la deteccion de la patologia, se realiz6 en el Sub Centro de Salud N° 1 de
la ciudad de Esmeraldas, se tomaron las muestras a 43 pacientes en estado febril, a
quienes se extrajo sangre para realizar las determinaciones de Inmuno Cromatografia y
Elisa, se construyo el marco tedrico, utilizando referentes tedricos correspondientes a
las dos variables, en busca de una interrelacién de las mismas y en qué grado, la
metodologia utilizada fue la investigacion exploratoria, el disefio fue documental y de
campo, para lo cual se utilizaron los métodos inductivo y deductivo, se realizaron las
determinaciones en una muestra obtenida de los pacientes en el momento del pico febril,
la muestra fue de 43 pacientes que se sometieron al estudio, los resultados arrojan una
similitud en los porcentajes de las pruebas utilizadas, con una sensibilidad de 92 y 94 %
para Inmuno Cromatografia y Elisa, mismos que permitieron cumplir los objetivos y
comprobar la hipotesis planteada al inicio del proceso investigativo con la ayuda de un
estadigrafo, de los 43 pacientes analizados obtuvimos 36 positivos, 4 negativos y 3
indeterminados para la deteccion de Dengue por Inmuno Cromatografia, dandonos una
eficacia de 84%, mientras que de los 43 pacientes analizados por el método de Elisa
obtuvimos 37 positivos, 4 negativos y 2 indeterminados dandonos una eficacia del 86%.
Se elaboraron las conclusiones y se propusieron las recomendaciones; como conclusion
principal se determina que para realizar una determinacion de laboratorio para
diagnosticar una patologia, tomar en consideracion las normas de bioseguridad, para
evitar errores o contaminaciones al profesional de laboratorio que menoscabe su salud,
se debe tomar en cuenta que se cumplan los requisitos de control de calidad durante todo
el proceso de analisis clinico, de igual forma verificar la especificidad de las pruebas,
debido a que es importante utilizar técnicas sensibles que tengan una alta especificidad

de esa forma se estaria garantizando la idoneidad de las mismas.
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ABSTRACT

Dengue is a disease that in recent years has proliferated in the world at an alarming rate due
to sanitation conditions in Latin American countries, the subject matter Effectiveness of
Chromatographic and Elisa Methods for detection of Dengue, as a diagnostic aid in
detection of the pathology the effectiveness of Chromatographic and Elisa methods for
detection of dengue must determine, the theoretical framework was constructed using
theoretical references for the two variables, looking for an interrelation between them and
to what level, exploratory research was used as a methodology, the design was
documentary and field, for which the inductive and deductive methods were used,
determinations were performed on a sample obtained from patients at feverish peak, 43
patients were subjected of study, the results showed values that allowed to gather the
objectives and test the hypothesis established at the beginning of the research process with
the help of a statistician, conclusions were drawn and recommendations were proposed; its
main conclusion is established to get through a determination of laboratory to diagnose a
disease, take into account biosecurity standards to prevent errors or Laboratorist
professionals get contaminated that undermines their health, quality control requirements
should be taken into account during the whole clinical analysis process, likewise verify the
specificity of the tests, because it is important to use sensitive techniques that have a high
specificity in consequence would be ensuring the suitability of the testing.
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INTRODUCCION

El dengue es en la actualidad, la arbovirosis humana de mayor importancia. La
enfermedad se reporta en mas de 100 paises y 2,500 millones de personas estan en
riesgo de padecerla. Se estima que anualmente ocurren 50, 000,000 de infecciones con
més de 500,000 casos de hospitalizacion y se producen entre 25,000 y 50,000 muertes.
(OMS, 2013). La abrupta incidencia del Dengue en el mundo, ha puesto en evidencia la
necesidad de buscar métodos nuevos para el diagnostico preciso, que ademas sean
simples, eficientes y répidos desde el punto de vista seroldgico, epidemioldgico y
clinico; caracteristicas que retinen los métodos para la deteccion de anticuerpos IgM;
gue aungue no diferencian el serotipo infectante son las mas usados, aun cuando la
reactividad cruzada que se produce entre los Flavivirus y su amplia distribucion provoca
ciertas polémicas en cuanto a su especificidad y sensibilidad; razones por las cuales han
surgido nuevas técnicas, con el fin de aligerar y hacer menos laborioso el proceso de
confirmacion diagndstica de pacientes que padecen esta enfermedad, al tiempo que

permiten aportar un mejor control, monitoreo poblacional y prevencién. (Valero, 2006).

En el Ecuador el Dengue representa un prioritario y creciente problema de salud publica
en el contexto de las enfermedades transmitidas por vectores, mostrando un

comportamiento endemo-epidémico desde su aparicion a finales de 1988.

Los anticuerpos tipo IgM o IgG, presentes en el suero reaccionan cuando se combinan
con anti IgM e IgG humana, inmovilizados en un soporte o tira, en 2 lineas. El
anticuerpo monoclonal anti dengue marcado con oro coloidal reacciona con los
antigenos virales. En una muestra positiva, el complejo de oro es capturado por la IgM
y/o 1gG en la membrana formando una linea color pdrpura. ElI procedimiento fue
desarrollado segun instrucciones de la casa comercial, ensayando todas las muestras por
duplicados. La prueba Elisa consiste en un inmunoensayo de captura sobre fase solida,
para la deteccion de anticuerpos IgM especificos a virus Dengue. Se utilizan pozos
sensibilizados con anticuerpos anti IgM humana. Cuando se adicionan las muestras de

suero, los anticuerpos IgM presentes en los mismos son capturados y detectados

Xiii



mediante la adicion de un complejo antigeno Dengue/anticuerpo monoclonal
antiflavivirus conjugado a la enzima peroxidasa. Esta reaccion se evidencia mediante la
reaccion con un cromogeno-sustrato para esta enzima (Tetrametilbenzidina/H.0). La
determinacion de anticuerpos IgG se basa en el mismo principio, solo cambia el
anticuerpo que estd adherido a la fase sélida. El procedimiento fue desarrollado segln
instrucciones del fabricante y todas las muestras fueron ensayadas por duplicado.

En Esmeraldas el 75% de enfermos en hospitales, subcentros y clinicas presentan
manifestaciones clinicas de dengue lo cual no se ha podido bajar el indice ya que existe
poco conocimiento en la poblacién sobre la reproduccion de dicho vector

La tesis tiene la siguiente estructura.

El capitulo I, describe el marco referencial, el problema en estudio, la formulacion del
problema, la justificacion e importancias del tema y los objetivos generales vy

especificos, sustentables en un marco teorico que lo transcribimos

Capitulo, capitulo II, estudia los referentes tedricos de las dos variables en estudio, con
definiciones de destacados investigadores sobre la importancia de las técnicas de
determinacion Inmuno cromatografico y Elisa para detectar dengue, sus tipos,

importancia, beneficios entre otros y cdmo influye la una variable sobre la otra.

El capitulo Il1, contiene la metodologia utilizada para la investigacion, tipo, disefio de
estudio, poblacién y muestra, técnicas de obtencidn de datos y de interpretacion de los

mismos.

El capitulo 1V, describe la interpretacion y analisis de los resultados que arrojan los
instrumentos aplicados para obtener informacion que permita comprobar la hipotesis

planteada.

El capitulo V, contiene las conclusiones y recomendaciones, que arroja todo el proceso

investigativo.
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CAPITULO |

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los ultimos afios el dengue en el mundo ha proliferado. La OMS pronostica que cada afio se

producen entre 50 millones y 100 millones de infecciones por el virus del dengue en el mundo.

Dada la emergencia y reemergencia del dengue y la fiebre hemorragica del dengue, su
diagnostico se convierte en un objetivo de primer orden para cualquier pais, por la
necesidad de diferenciarlo de otras enfermedades y como soporte a los sistemas de
vigilancia de la enfermedad.

En este sentido, la confirmacion de laboratorio ocupa un papel prioritario, siendo el
inmunoensayo enzimatico para la captura de IgM anti-dengue el método de eleccién por

su elevada especificidad, sensibilidad y rapidez de ejecucion.

En los ultimos 50 afios, su incidencia ha aumentado 30 veces con la creciente expansion
geogréfica hacia nuevos paises y, en la actual década, de areas urbanas a rurales. Se
calcula que 2,5 mil millones de personas viven en areas expuestas al riesgo del dengue
ya que es la enfermedad viral transmitida por mosquito de mas rapida propagacién en el

mundo.

En el Ecuador el Dengue representa un prioritario y creciente problema de salud publica
en el contexto de las enfermedades transmitidas por vectores, mostrando un
comportamiento endemo-epidémico desde su aparicion a finales de 1988; afio a partir
del cual, de manera progresiva y en concordancia con la dispersion del vector y la
circulacion de nuevos serotipos virales, se han registrado varios ciclos epidémicos. La
persistencia de la transmision de la enfermedad esta asociada a determinantes sociales,
econdémicos, ambientales y culturales que en mayor 0 menor magnitud estan presentes
en aproximadamente el 70% de la extension territorial del pais, donde se estima habitan

87220.000 habitantes que estan en riesgo de enfermar por esta patologia.



Durante el afio 2012 se reportaron 287 enfermos de los cuales el 1.8% corresponden a
dengue grave y dengue sin complicaciones el 91.6%, las condiciones son propicias para
la reproduccién del dengue trasmitido por el Aedes Aegypti, que deposita sus huevos en

aguas estancadas, recipientes sin tapa, charcos, llantas en desuso entre otros.

En Esmeraldas el 75% de enfermos en hospitales, sub centros y clinicas presentan
manifestaciones clinicas de dengue lo cual no se ha podido bajar el indice ya que existe
poco conocimiento en la poblacidn sobre la reproduccion de dicho vector. En el mes de
noviembre se presentaron 19 casos de dengue y solo se reportd6 lcaso grave sin

complicaciones. (Ministerio de Salud Pablica, 2012).

La transmision del dengue se mantiene de manera endémica durante todo el afio y los
ciclos epidémicos generalmente coinciden con la temporada de lluvias, donde se dan las
condiciones propicias para la explosiva reproduccion del Aedes Aegypti vector de la

enfermedad en una serie de recipientes que se encuentran en las viviendas.

Las causas parecen ser: la presencia de llantas en las viviendas, tarrinas, botellas o

recipientes inservibles en el patio de las casas que pueden contener agua.

El depdsito de sus huevos lo hace en recipientes que contengan agua "limpia™ (floreros,
porta macetas, latas, botellas, tambores, cubiertas usadas con agua de lluvia) y asi
depositar sus huevos proximos a la superficie, los que adheridos a la parte interna de los
recipientes artificiales o naturales, forman verdaderos criaderos. Los huevos eclosionan
en 2 o 3 dias convirtiéndose en larvas en condiciones favorables de temperatura y
humedad. Los huevos constituyen la fase de resistencia del ciclo, dado que pueden
mantener vivo el embrion hasta un afio. Por lo general EI Aedes Aegypti vive unas pocas

semanas, no superando el mes.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢De qué forma se puede determinar la eficacia de los métodos Cromatogréaficos y Elisa
para la deteccion del dengue en los pacientes con sindrome febril que acude al Sub

Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas durante el periodo de Enero a Junio de 2015?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Determinar la eficacia de los métodos Cromatograficos y Elisa para la deteccion del
dengue en los pacientes con sindrome febril que acuden al Sub Centro N° 1 de la ciudad
de Esmeraldas durante el periodo Enero a Junio de 2015.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Ultilizar pruebas de screening Inmuno Cromatograficas y Elisa para la deteccién
del Dengue

e Comparar la sensibilidad de las pruebas Inmuno Cromatogréficas y Elisa para la
deteccion del Dengue

e Establecer la eficacia de las pruebas mediante un estadigrafo como ayuda de

diagnostico del Dengue cualitativos y cuantitativos

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA:

El dengue es una enfermedad epidémica de alta potencia, que en los Gltimos afios se ha
estado presentando en sus formas, clasicas y hemorragicas, en gran parte del territorio

del Ecuador, debido a la propagacion del mosquito Aedes Aegypti.



En este proyecto se toma el dengue como problema de investigacion, debido a que esta
enfermedad se presenta durante todo el afio con mayor prevalencia en la estacion
invernal, alterando la salud de las personas que lo sufren y generando casos graves que

conducen a la muerte.

La importancia de este tema estd en que la poblacién hace caso omiso de la informacion
emitida por los organismos competentes sobre las formas de prevenir la enfermedad,
convirtiéndose estas causas en la principal para que el virus se propague al resto de
zonas costeras del pais, debido a que no todas las personas estan informadas de esta
patologia, a pesar de que se desarrollan programas de prevencién, mismos que no han
tenido un efecto positivo en vista de que los casos por la enfermedad aumenta cada afio,
motivo por el cual es necesario dar a conocer los mecanismos de accion del Dengue, sus
caracteristicas, y fundamentalmente establecer la especificidad de las pruebas Inmuno
Cromatogréficas frente a las Elisa para la deteccion de la enfermedad.

Debido a la alta prevalencia de la enfermedad cada afio se utilizan noveles técnicas para
la deteccion del virus, es este nuestro interés de conocer cual de las pruebas

mencionadas en este estudio es mas precisa para detectar el virus.

La factibilidad de este proyecto esta en que se cuentan con los recursos, bibliograficos,
técnicos, tecnologicos, temporales y econdmicos que serdn aportados por las

investigadoras.

Los beneficiarios directos seran los pacientes que acuden al Sub Centro de salud N ° 1
de Esmeraldas, y los beneficiarios indirectos seran los estudiantes de la carrera de

laboratorio clinico de la Unach.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1 POSICIONAMIENTO PERSONAL.

Es muy relevante realizar la determinacion de Dengue y la investigacion minuciosa en
pacientes que acudieron al Sub Centro de Salud N° 1 en Esmeraldas, ya que esta
enfermedad se ha incrementado en lo que se direcciona en esta poblacion para realizar la

presente investigacion.(Recalde, 2011)

De acuerdo con lo expuesto las tesistas estdn de acuerdo con la escuela pragmatica, del
conocimiento, por ser las ciencias de laboratorio Clinico un area donde se interacciona la
teoria con la practica, es fundamental utilizar este enfoque, al poner en préctica las
consideraciones teoricas y fundamentos del objeto estudio a fin de obtener resultados
veraces que sean ayuda para que el profesional médico confirme o reformule su

impresion diagndstica.

2.2 FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1 Virus

Los virus son microorganismos intracelulares, compuestos por ARN o por &cido
desoxirribonucleico (ADN) nunca ambos y una capa protectora de proteina o de proteina
combinada con componentes lipidicos o glucidos. En general, el acido nucleico es una
molécula Unica de hélice simple o doble; sin embargo, ciertos virus tienen el material
genético segmentado en dos o més partes. La cubierta externa de proteina se Ilama
capside, y las subunidades que la componen, capsémeros. Se denomina nucleocapsida al
conjunto de todos los elementos anteriores. Algunos virus poseen una envuelta adicional

que suelen adquirir cuando la nucleocapsida sale de la célula huésped. La particula viral



completa se Ilama virion. Los virus son paréasitos intracelulares obligados, es decir: s6lo
se replican en células con metabolismo activo, y fuera de ellas se reducen a

macromoléculas inertes.

El tamafio y forma de los virus son muy variables. Hay dos grupos estructurales basicos:
isométricos, con forma de varilla o alargados, y virus complejos, con cabeza y cola
(como algunos bacteridéfagos). Los virus més pequefios son icosaédricos (poligonos de
20 lados) que miden entre 18 y 20 nanémetros de ancho (1 nanémetro = 1 millonésima
parte de 1 milimetro). Los de mayor tamafio son los alargados; algunos miden varios
micrémetros de longitud, pero no suelen medir mas de 100 nanémetros de ancho. Asi,
los virus mas largos tienen una anchura que esta por debajo de los limites de resolucion
del microscopio Optico, utilizado para estudiar bacterias y otros microorganismos.
(Avirutnan, 2008)

2.2.2 Virus del Dengue

El virus dengue pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus. Se han
descrito cuatro serotipos antigénicamente diferentes, DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4. El genoma viral esta constituido por un ARN de cadena sencilla y polaridad
positiva, el cual codifica para una poliproteina que se fragmenta por la accién de
proteasas virales y celulares para originar 10 proteinas virales individuales, tres
estructurales y siete no estructurales. Las proteinas estructurales tienen funciones que
incluyen desde el proceso de interaccidn con los receptores de la célula blanco (proteina
E), pasando por la induccion de la respuesta antigénica, hasta la formacion de las
estructuras del virion, mientras que las no estructurales son importantes para la
replicacion viral; ademas, las estructuras secundarias de tipo tallo-bucle presentes en los
extremos 5’ y 3’ de las regiones no traducidas (5’UTR y 3’UTR) facilitan y potencian la
traduccion de las proteinas virales. (Chiu WW, 2005)



Gréfico N. 2. 1 Estructura genomica del virus del Dengue
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Gréfico N. 2. 2 Estructura del virus del Dengue
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El ciclo replicativo del virus dengue se inicia cuando un mosquito infectado pica a un
huésped susceptible y le transfiere particulas virales infecciosas. Inicialmente, las
particulas virales son capturadas por las células dendriticas intradérmicas (células de
Langerhans) que se movilizan hacia los ganglios linfaticos locales (mientras el virus se

replica) para realizar la presentacion antigénica a los linfocitos T; simultdneamente, el



virus infecta a otras células blanco de los ganglios, como los macrofagos y los linfocitos
T. (Bartenschlager R, 2008).

Gréfico N. 2. 3 Ciclo replicativo del virus

Fuente: http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid

De las enfermedades transmitidas por artrépodos, aquellas causadas por el virus dengue
se consideran las mas importantes en cuanto a morbilidad y a mortalidad. Existen cuatro
serotipos de este virus, DENV-1 a DENV-4, todos capaces de producir varios tipos de
enfermedad en el humano, conocidos cominmente como “dengue”. Este término incluye
tanto las formas no aparentes o silentes de la enfermedad como las formas clinicas

severas y no severas. (Kurane I, 2001).

Mas de 2,5 billones de personas habitan en zonas endémicas para el virus dengue y se
estima que anualmente se presentan entre 50 y 100 millones de casos de dengue en todo

el mundo.

Entre los factores responsables de la emergencia y la reemergencia del virus se

encuentran el crecimiento de la poblacion y la circulacion constante de varios serotipos



en las mismas areas endémicas, asi como la gran densidad y la distribucion geogréfica
de los vectores. Estos factores, sumados a la alta morbimortalidad de la infeccion, hacen
que la enfermedad no solo sea un serio problema de salud publica, sino también un
problema social y economico en los paises en via de desarrollo. Debido a que hasta el
momento no existe una vacuna licenciada para la prevencion de la infeccion ni una
terapia especifica para controlar la enfermedad, el diagndstico temprano y especifico es
de vital importancia para brindar un tratamiento rapido y oportuno al paciente.
(Mackenzie JS, 2004).

El diagnostico presuntivo de la enfermedad se basa en las manifestaciones clinicas, pero
el diagndstico confirmatorio se debe hacer con base en pruebas de laboratorio, ya sean
celulares (aislamiento de virus en cultivos) o inmunoldgicas (deteccion de IgM en fase
aguda o seroconversion en fase convaleciente). Adicionalmente, los avances en técnicas
de biologia molecular han abierto la posibilidad de un diagnéstico mas réapido y
especifico que podria ayudar a mejorar el tratamiento de los pacientes y por

consiguiente, a controlar el desarrollo de la enfermedad.

En los ultimos afios, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estableci6 una agenda
de prioridades en investigacion de dengue, en la que se recomienda, entre otras cosas,
validar las nuevas técnicas de diagndstico descritas recientemente, haciendo especial
énfasis en las moleculares, ya que son mas sensibles y rapidas que las técnicas celulares
e inmunoldgicas; ademas, son una herramienta epidemioldgica importante para detectar
el serotipo viral, y mediante secuenciacion de regiones especificas en el genoma
permiten identificar las cepas circulantes, lo que las convierte en una herramienta Gtil en
estudios de evolucion viral. Teniendo en cuenta estos antecedentes, es necesaria una
revision de literatura en relacion con las técnicas que histéricamente se han empleado
para el diagnostico de dengue, con el fin de facilitarle al médico o al personal de
laboratorio la eleccion de un método diagnostico en aquellos casos en donde hay

sospecha de dengue. (Pierre V, 1994)



2.2.2.1 Aedes Aegypti

Es un insecto pequefio, de color oscuro con rayas blancas en el dorso y en las patas.
Emite un resplandor plateado, segln la incidencia de la luz sobre su cuerpo. Adopta una
posicion paralela a la superficie de reposo. Es de habitos diurnos, se muestra activa a
media mafiana y poco antes de oscurecer. Sus habitos son domésticos y su costumbre es

seguir a las personas en sus desplazamientos.

Elige habitar tanto en areas interiores o exteriores de las casas o departamentos,
especialmente en lugares frescos y oscuros. Su alimentacion, como la de otros insectos
de su especie, consiste en el néctar y jugos vegetales, pero ademas, la hembra
hematofoga (pica a cualquier organismo vivo que tenga sangre caliente), ya que después
del apareamiento necesita sangre para la maduracién de sus huevos. Su ataque es
silencioso, picando las partes bajas de las piernas del hombre, especialmente los tobillos.
(Chiu WW, 2005).

2.2.2.2 Ciclo de vida

El Aedes Aegypti tiene dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida: fase acuética
con tres formas evolutivas diferentes (huevo, larva y pupa) y fase aérea o adulto.

o La fase acuética dura aproximadamente siete dias, con rangos entre tres y doce

dependiendo de la temperatura.

e Los huevos soportan la desecacion hasta de un afio, por eso es muy frecuente
encontrar grandes cantidades de larvas en las temporadas de lluvias, en diversos

recipientes.

o EIl periodo de larvas comprende cuatro etapas evolutivas. El tiempo aproximado
para pasar de una etapa a otra, es de aproximadamente 48 horas.
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o El estado de pupa corresponde a la ultima etapa de maduracion de la fase acuética.
De ahi emerge (del agua) el mosquito que corresponde a la fase aérea.

e« Una vez que los mosquitos hembras han emergido, buscan a los machos para
copular y luego se alimentan con sangre para facilitar la maduracion de los huevos.
Realizan una postura cada 3 dias y después de cada postura necesitan alimentarse con

sangre.

o La sobrevivencia de los mosquitos adultos tiene un promedio de cuatro a ocho
semanas, aunque puede variar por circunstancias climatoldgicas; la hembra sobrevive
mas tiempo que el macho y es mas resistente a las variaciones de temperatura y

humedad ambiental.

La sobrevivencia de los mosquitos depende de la capacidad para alimentarse,
reproducirse, protegerse y dispersarse. Generalmente el apareamiento se realiza cuando
la hembra busca alimentarse; se ha observado que el ruido que emite al volar es un
mecanismo por el cual el macho es atraido asi como con otras substancias que liberan

los moscos.

Una vez copulada e inseminada la hembra, el esperma que lleva es suficiente para
fecundar todos los huevecillos que produce durante su existencia, no aceptando otra

inseminacién adicional

Las hembras de estos vectores son hematdfagas, es decir se alimentan principalmente
de sangre y es en ese momento cuando transmiten los virus causantes de la enfermedad.
Los machos se alimentan de néctares de plantas que se encuentran a su alrededor;
frecuentemente estan cercanos a las fuentes de alimentacion de las hembras para realizar
el apareamiento. Estdn predominantemente asociados al habitat humano.
(Bartenschlager R, 2008)
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2.2.3 Dengue

2.2.3.1 Sintomas y Signos del Dengue:

Pueden existir tres manifestaciones diferentes de la enfermedad: fiebre de dengue, fiebre

hemorragica de dengue y el shock hemorragico.

La fiebre de dengue es una grave enfermedad de tipo gripal que afecta a los nifios
mayores y a los adultos, pero rara vez causa la muerte. En cambio, la fiebre hemorragica
de dengue (FHD) es otra forma mas grave, en la que pueden sobrevenir hemorragias y a
veces un estado de shock, que puede llevar a la muerte. En los nifios es sumamente
grave y el solo el diagnéstico precoz, seguido del oportuno tratamiento puede prevenir la
muerte. Los sintomas de la fiebre de dengue varian segun la edad y el estado general de
salud del paciente. Los lactantes y los nifios pequefios pueden presentar un cuadro de
fiebre y erupcion parecida al sarampion, pero dificil de diferenciar de un estado gripal,
una enfermedad eruptiva, el paludismo, la hepatitis infecciosa y otras enfermedades
febriles. Los nifios mayores y los adultos pueden tener sintomas an&logos o un cuadro

sintomatico variable entre leve y gravisimo. (Avirutnan, 2008)

2.2.3.2 Tratamiento

No existe ningn medicamento en la actualidad dirigido a combatir el virus del dengue,
por lo tanto s6lo se puede realizar un tratamiento para aliviar los sintomas. Entre ellos,
para la fiebre se puede administrar paracetamol (acetaminofén), nunca hay que tomar
aspirina (&cido acetilsalicilico) ni otros analgésicos del grupo de los antiinflamatorios no
esteroideos tales como el ibuprofeno, pues pueden aumentar el riesgo de

manifestaciones hemorragicas.

Para evitar la deshidratacion se debe tomar abundantes liquidos y guardar reposo en

cama.

12



Si el paciente tiene manifestaciones de dengue hemorragico, debe acudir a un centro
hospitalario, ya que probablemente necesite fluidos por via endovenosa, e incluso podria
requerir la administracion de concentrado de plaquetas o de transfusiones de sangre si

existen pérdidas importantes de la misma.

2.2.3.3 Clasificacion Clinica del Dengue

El dengue es una enfermedad que se caracteriza por presentar manifestaciones clinicas
que pueden ser graves 0 no graves. Estas manifestaciones permiten clasificar la
enfermedad, de acuerdo con los criterios actuales propuestos por la OMS, como dengue
(conocido anteriormente como dengue clésico o fiebre de dengue) o como dengue grave
(conocido anteriormente como fiebre hemorragica de dengue). ElI dengue cursa con
manifestaciones clinicas como fiebre, nduseas, vomito, malestar general, eritema, dolor
corporal generalizado, mialgias, artralgias, cefalea, petequias y sangrado de mucosa;
estos sintomas se presentan en la fase febril que dura entre tres y cinco dias. (OMS,

programa para la investigacion y capacitacion en enfermedades tropicales, 2009)

Posteriormente, la fiebre disminuye, aumenta el hematocrito a causa del incremento de
la permeabilidad vascular con la consecuente extravasacion de los liquidos, y también se
presenta una marcada y progresiva leucopenia y trombocitopenia, lo que da lugar a la
fase critica, que dura entre 24 y 48 horas. Finalmente, en la fase de recuperacion, la cual
ocurre en aquellos pacientes que logran sobrevivir a la fase critica, se produce la
reabsorcién de liquidos extravasculares, mejora el estado general, disminuyen los
sintomas gastrointestinales, se normaliza el hematocrito y el recuento de leucocitos vy,

posteriormente, se normaliza el recuento de plaquetas.

Por su parte, el dengue grave se caracteriza por la extravasacion de plasma, lo que puede

originar choque por dengue, con o sin insuficiencia respiratoria, sangrados graves y
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deterioro de drganos. Estos pacientes pueden presentar alteraciones como hipoxia y
acidosis, lo que puede conducir a una coagulacion intravascular diseminada o a una
insuficiencia multiorganica, en la cual se afecta principalmente el higado, el corazon o el
cerebro. Se han identificado diferentes factores que pueden desencadenar el dengue
grave; estos involucran tanto al virus como al hospedero. De los factores asociados al
virus, los serotipos DENV-4 y DENV-2 son mas patogénicos que DENV-3 y DENV-1.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que las cepas del genotipo del sudeste asiatico de
DENV-2 son mas virulentas que las cepas de otros genotipos, incluso se ha evidenciado
un desplazamiento de las cepas locales del continente americano, por cepas
pertenecientes al genotipo del sudeste. (OMS, programa para la investigacion y

capacitacion en enfermedades tropicales, 2009)

2.2.3.4 La Importancia del Diagnéstico en el Dengue

La sintomatologia que se presenta durante la infeccion por el virus dengue orienta el
diagndstico clinico, el cual es de tipo presuntivo; sin embargo, muchos de los sintomas
también se pueden presentar en infecciones producidas por otros agentes etioldgicos, lo
que puede llevar a falsos positivos o falsos negativos. Es por ello, que el diagnéstico se
debe confirmar mediante pruebas de laboratorio. Adicionalmente, en Colombia,
teniendo en cuenta las normas del Ministerio de Salud y Proteccion Social, es de caracter
obligatorio notificar los casos a las instituciones responsables de la vigilancia
epidemioldgica. Por lo tanto, las Instituciones Prestadoras de Salud se encargan de
notificar los casos sospechosos de dengue a las instituciones de vigilancia del Gobierno,
ya sean departamentales o estatales, que casi siempre son quienes realizan la

confirmacion de los casos. (Minproteccion, 2008)

2.2.4 Inmunologia
La Inmunologia es la parte de la Medicina que se preocupa del correcto funcionamiento

del sistema inmunitario: aquel que defiende al cuerpo de los invasores, como son los
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microbios o las células cancerosas, por ejemplo. Este sistema debe reconocer al extrafio,
movilizar sus fuerzas y atacar. Para ello nuestro cuerpo esta capacitado para llevar a
cabo una compleja red de procedimientos que producen una rapida respuesta inmune

cuando es necesario. (lafiez, 2008)

2.2.4.1 Antigenos

Se denomina antigeno a cualquier agente extrafio que al entrar en el organismo
desencadena  la  produccién  de  anticuerpos  especificos  contra  él.
Los antigenos suelen ser moléculas grandes que se hallan formando parte de las
estructuras superficiales de los microorganismos (capsula o pared bacteriana, envoltura o
capside de los virus, etc) o de las toxinas que éstos segregan en el medio interno.
Para cada antigeno que puede entrar en el organismo, existen linfocitos B capaces de
reconocerlo y de sintetizar proteinas que se unen especificamente al antigeno con el fin

de desactivarlo. Estas proteinas se denominan anticuerpos. (lafiez, 2008)

Virtualmente toda molécula ajena a un determinado organismo se comporta frente a éste

como un antigeno, Se pueden diferenciar dos caracteristicas primordiales en un antigeno.

Por una parte la inmunogenicidad o capacidad que presenta una molécula para generar
una respuesta inmune en un organismo dado y la antigenicidad o particularidad del
antigeno que hace que éste sea reconocido por un determinado anticuerpo. Ambas
propiedades pueden o no estar presentes en un determinado antigeno. Moléculas de
pequefio tamafio (haptenos o péptidos) son poco inmunogénicas y por ello se asocian a
proteinas transportadoras de alto peso molecular o ‘carriers' para inducir una respuesta
inmune adecuada. Macromoléculas ubicuas (albiminas, citocromos, etc...) o de especies
filogenéticamente relacionadas, son poco inmunogénicas. En estos casos, para obtener
una respuesta adecuada es aconsejable utilizar como animal huésped una especie

filogenéticamente alejada a la del antigeno a inocular.

Habitualmente se emplean como antigenos puros o previamente enriquecidos mediante

técnicas de concentracion o de separacion electroforética. Uno de los criterios de mayor
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importancia en la obtencion de un suero monoespecifico es la inmunizacion con

antigenos puros.

A la region del antigeno reconocida por un anticuerpo se le denomina epitope o
determinante antigénico. Un antigeno puede presentar un nimero variable de epitopes de

estructura Unica o repetitiva.

La complejidad estructural de las proteinas favorece que éstas presenten por lo general
un namero elevado de epitopes distintos, mientras que los acidos nucleicos y los
polisacaridos, dada su repetitividad estructural, poseen un namero escaso de epitopes
diferentes. (lafiez, 2008)

2.2.4.2 Anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas de peso molecular aproximado de 150 KkDa,
pertenecientes al grupo de las inmunoglobulinas (Ig). Son moléculas capaces de
reconocer otras moléculas, los antigenos. La capacidad de reconocimiento de un
anticuerpo radica en las secuencias variables de sus cadenas proteicas, generadas por
recombinacion de una serie de 'gene cassettes" en el proceso de produccion de los

linfocitos B durante el desarrollo embrionario.

La combinatoria de estas secuencias puede producir mas de un billon de secuencias
diferentes. Esta informacién es almacenada en el 'pool' de linfocitos B presentes en

nuestro tejido linfatico.

La estructura basica de un anticuerpo se esquematiza en la figura: formado por dos
cadenas proteicas pesadas y dos ligeras, unidas por puentes disulfuro. Se dividen en
varias clases que se identifican segun el tipo de cadena pesada en: IgG, IgM, IgA, IgD e
IgE. (lafez, 2008)
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Gréfico N. 2. 4 Estructura Basica del anticuerpo

ESTRUCTURA DE LA UNIDAD BASICA QUE FORMA LOS ANTICUERPFPOS

+2)

Fuente: http://es.slideshare.net/julianrl10/inmunoglobulinas-e-hipersensibilidad

2.2.5 Pruebas confirmatorias de Dengue

2.2.5.1 Diagnostico de Laboratorio de Dengue.

La confirmacion de laboratorio se realiza mediante pruebas que para detectar la
presencia del virus, como es el aislamiento viral y pruebas moleculares o la

determinacion de anticuerpos a través de pruebas serologicas.

La determinacion de anticuerpos IgM e 1gG son de utilidad para determinar si se trata de
una infeccién primaria o secundaria; ademas, los estudios de IgG por Panbio pueden
determinar si a pesar de tratarse de una infeccion secundaria, también hay una infeccion
reciente. (Uribarren, 2010)

Algunos de los métodos moleculares que se emplean en algunos centros de investigacion
son: RT-PCR, electroforesis en gel de agarosa y secuenciacion Automatica.
(NORMA Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2014).
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1. Condiciones de la muestra para identificacion de dengue

Para poder diagnosticar dengue se necesita una muestra de sangre tomada en el periodo
agudo de la enfermedad y una segunda muestra que puede tomarse desde el sexto dia

después del comienzo de los sintomas.

Deben recolectarse asépticamente 10 ml de sangre total la cual sera transferida a tubos
estériles libres de aditivos o preservativos. Los tubos que contienen la sangre se

colocaran lo mas rapido posible en hielo o en el refrigerador (40C).

La separacion del suero del coagulo se realizara el mismo dia de la toma de la muestra 'y
asépticamente. Los tubos con el suero se congelaran y almacenaran a temperatura de -
700C. EI suero debe enviarse lo antes posible al laboratorio realizando el transporte en
congelacion. En las primeras 24-48h de colectado el suero, el mismo puede mantenerse a

40C hasta su envio al laboratorio (a igual temperatura). (Kouri, 2013)

2. Condiciones del paciente

La muestra debe obtenerse de pacientes que presenten cuadros febriles agudos con

menos de cinco dias de evolucién desde el inicio de los sintomas

Identificacién de anticuerpos IgM para dengue: los anticuerpos IgM para dengue
aparecen en el suero aproximadamente al quinto dia de iniciado el TABLA febril y
persisten dos o tres meses. Su presencia indica infeccion actual o reciente. La muestra
debe obtenerse en los casos que presenten sintoma febril con mas de cinco dias de

evolucion. (Kouri, 2013)

2.2.5.2 Técnicas para el Diagnostico de la Infeccion por el Virus Dengue

A través de los afos se han implementado diferentes técnicas diagnosticas, que abarcan
desde las técnicas celulares hasta las moleculares, pasando por las inmunoldgicas, que
son las mas comunes. En general, las técnicas de diagndstico se pueden clasificar como
directas, si identifican particulas virales completas o proteinas que actGan como

antigenos; o indirectas, si identifican la respuesta inmune que induce la infeccion por un
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virus (presencia de anticuerpos especificos). También se pueden clasificar de acuerdo
con su fundamento en técnicas de aislamiento viral, inmunoldgicas y moleculares.
(Dutra NR, 2009).

2.2.5.3 Técnicas Inmunoldgicas

Las técnicas inmunoldgicas permiten la deteccion de anticuerpos (métodos indirectos) o
de antigenos (métodos directos) presentes en el suero de un paciente infectado. Estas
técnicas se basan en reacciones antigeno-anticuerpo (formacién de inmunocomplejo), las
cuales se pueden evidenciar por métodos de precipitacion, aglutinacion, fluorescencia,
actividad enzimatica o lisis celular. Teniendo en cuenta el curso clinico de la
enfermedad y el comportamiento de la respuesta inmune (en una infeccion primaria o
secundaria), la OMS recomienda el uso de sueros pareados, es decir, una muestra de
suero tomada en fase aguda y otra tomada en fase convaleciente, pues dada la
seroconversion (suero en fase aguda negativo para IgM y suero en fase convaleciente
positivo para 1gG), la cuadruplicacion de los titulos lleva a un diagnéstico positivo de
dengue. A continuacion se describen las técnicas inmunologicas disponibles para el
diagnostico de la infeccion por el virus dengue. (Ocazionez RE, 2007).

2.2.5.4 Cromatografia

Los virus del Dengue, una familia con distintos serotipos de (Den 1, 2, 3,4), de cadena
simple, envuelto, de los virus de ARN positivos. Los virus son transmitidos por picadura
en el dia por la familia Stegemyia, principalmente el Aedes Aegypti, y Aedes
Albopictus. Hoy, mas de 2.5 billiones de personas que viven en areas tropicales de Asia,
Africa, Australia, y las Américas estan en riesgo de infectarse por Dengue. Se estima
quel00 millones de casos de fiebre del dengue y 250,000 casos de dengue hemorragico

mortal ocurren anualmente en el mundo.
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La deteccion seroldgica es el método mas comun para el diagndstico de la infeccion con
el virus del Dengue. Ultimamente, la deteccion de antigenos liberados durante la
replicacion del virus en el paciente infectado muestra resultados muy prometedores. Se
permite el diagndstico desde el primer dia después del inicio de la fiebre hasta el dia 9,
una vez que la fase clinica de la enfermedad termina, lo que permite un tratamiento

precoz.

Método de analisis que permite la separacion de gases o liquidos de una mezcla por
adsorcion selectiva, produciendo manchas diferentemente coloreadas en el medio
adsorbente; esta basado en la diferente velocidad con la que se mueve cada fluido a

través de una sustancia porosa.

La prueba rapida Dengue Ag es un Inmunoensayo Cromatografico de flujo lateral para
la deteccion cualitativa del antigeno del Dengue (Dengue Ag) en suero o plasma
humano. Este es usado por profesionales como tamizaje y ayuda diagndstica de
infeccion con el virus del Dengue. Las muestras reactivas con la prueba rapida ad-bio

Dengue Ag deben confirmarse con métodos alternativos.

SD BIOLINE Dengue Duo

Intencidn de uso

QuickView™ Dengue Test es un es una prueba inmuno-cromatogréfica rapida para la
deteccidn simultanea de anticuerpos IgG e IgM al virus del Dengue en sangre total,
suero o plasma humano. La prueba esta disefiada para el tamizaje de la infeccion viral
del Dengue y como una ayuda en el diagnostico diferencial de infecciones en conjuncion
con otros criterios. La fiebre del Dengue es una de las enfermedades mas importantes del
mosquito-borne en el mundo en los términos de morbilidad, mortalidad. La fiebre del
virus Dengue (Serotipos 1-4) pertenece al grupo flavivirus y se trasmite en la naturaleza

mediante picadura-diaria de mosquitos. El vector mas importante del mosquito es
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altamente domesticado y especies urbanas Aedes Aegypti. La infeccion primaria del
Dengue, conocida también como la Fiebre Dengue, es el tipo mas comin de enfermedad
de Dengue. Esté asociado a la fiebre templada y alta, dolor de cabeza, dolor muscular y
erupciones de la piel. La infeccion secundaria es conocida como Fiebre Hemorragica
Dengue (DHF) o sindrome de Shock de Dengue y resultados frecuentes en fiebre alta y
en muchos casos con hemorragias eventuales y fallas circulatorias. El indice de fatalidad
en pacientes con Sindrome de shock de Dengue puede ser tan alto como un 44%. El
dengue se presenta tipicamente con una fiebre de un repentino inicio de dolor de cabeza,
dolor retrobullar, dolor de espalda y los miembros (fiebre de hueso-roto) linfaderopatia y
erupciones maculopalpares. Los pacientes diagnosticados con Dengue en areas
endémicas generalmente tienen una infeccién secundaria, mientras que pacientes en
areas no-endémicas son generalmente diagnosticados con infeccién primaria. La
respuesta anticuerpo especifico al virus del Dengue permite una serodiagnosis y
diferenciacion entre infecciones de Dengue Primario y Secundario. QuickView™
Dengue Test es una nueva generacion de prueba Inmuno Cromatografica empleando el
antigeno recombinante viral Dengue para los cuatro serotipos para detectar la respuesta

del anticuerpo especifico.

Principios de la prueba

QuickView™ Dengue Test emplea el principio de Inmuno Cromatografia. Los
anticuerpos raton anti-humano IgM y humano IgG son inmovilizados en la membrana de
nitrocelulosa respectivamente, como dos lineas de prueba individuales (Linea IgM Linea
IgG) en la ventana de prueba del dispositivo. La linea IgG en la ventana de prueba muy
cercana a la ventana de muestra y seguida de la linea IgM. Como la muestra de prueba
fluye a través de la membrana dentro del dispositivo de prueba ElI Dengue coloreado
especifico conjugado recombinante oro coloidal se compleja con los anticuerpos
especificos (IgM y/o IgG) del virus del Dengue si esta presente en la muestra. Este

complejo se mueve mas en la membrana hacia la regién de prueba donde es capturado
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por los anticuerpos humanos IgM e IgG revestidos en la membrana, conduciendo a la
formacion de una banda coloreada que indica el resultado positivo. La ausencia de esta
banda coloreada en la ventana de prueba indica un resultado negativo. Una linea de
control incorporada siempre aparecera en la ventana de prueba cuando la prueba se ha
realizado correctamente a pesar de la presencia o ausencia de los anticuerpos del Virus

del Dengue en el espécimen.

Reactivos y material suministrado

Cada kit contiene:

1. QuickView™ Dengue Test Card en un sachet de aluminio
2. Buffer de muestra

3. Instrucciones de uso

Almacenaje y estabilidad

Los sachets sellados en el kit de pruebas deben ser almacenados entre 4-30°C para la

duracion del tiempo de caducidad como se indica en el sachet.
Advertencias y precauciones

1. Para uso de diagndstico In Vitro solamente

2. Para uso de diagnostico Profesional solamente

3. Leer las instrucciones con cuidado antes de efectuar la prueba

4. Este producto no contiene ningin material de procedencia humana
5. No usar el producto luego de la fecha de expiracion

6. Manejar todos los especimenes como potencialmente infecciosos.

7. Sequir los estandares de procedimientos de laboratorios y guias de bioseguridad para
el manejo y desecho de material potencial-mente infeccioso.
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Cuando el procedimiento de la prueba se complete desechar los especimenes luego de
auto clavado a 121°C por 20 min. Alternativamente, pueden ser tratados con hipoclorito

de sodio al 0.5% por 1-2 horas antes de su desechos.

8. No pipetear los reactivos con la boca y no fumar o comer mientras se realiza la

prueba.
9. Usar guantes durante todo el procedimiento de la prueba.
Coleccion del espécimen y preparacion

1. No requiere una preparacion especial previa del paciente antes de tomarle la muestra.
2. De preferencia Suero/Plasma frescos. El Suero/Plasma debe ser almacenado 2°-8°C
hasta por 3 dias en caso de demorar la prueba. Para almacenajes prolongados congelar el

espécimen a -20°C por 3 meses 0 -70°C para periodos més largos.

3. La prueba trabaja mejor con muestras frescas de sangre entera. Si las pruebas no se
pueden ejecutarse de inmediato, la sangre entera recolectada con un anticoagulante
apropiado con el EDTA o Heparina u Oxalato debe ser almacenado de 2-8°C hasta por 3

dias. Las muestras de sangre no deben ser congeladas.
4. Debe evitarse la repeticién de congelamientos y descongelamientos del espécimen.

5. No usar especimenes hemolizados, coagulados, contaminados, lipémicos y

viscosos/turbios.

6. Los especimenes conteniendo particulas deben ser centrifugados y usar para la prueba

solamente el sobrenadante claro
7. Debe evitarse la inactivacion térmica de la muestra

8. Los envios de muestra deben cumplir con las normas locales de transportes de agentes

etioldgicos
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PROCEDIMIENTO
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Fuente:http://www.pfhlabmedic.com.pe/catalogo/wp/INSERTO_DENGUEL.pdf

2.2.5.5 Elisa

Es una técnica de inmunoensayoen la cual unantigeno inmovilizado se detecta
mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable,
como cambio de color o algun otro tipo; en ocasiones, con el fin de reducir los costos del
ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo primario que reconoce al antigeno
y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima
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anteriormente mencionada. La aparicion de colorantes permite medir indirectamente

mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.

Grafico N. 2. 5 Técnica de Elisa

Paciente Paciente
con anticuerpos sin anticuerpos
contra dengue contra dengue
( 7 ( <z Placa cubierta con
antigeno virus
] — (’_L- = dengue
Anticuerpo
anti-ilg
conjugado
con enzima
A ( — Incubacion con el
( . Antigeno suero del paciente
virus ‘1 g &8
(—L & dengue
g}:ggerpo s, Incubacion con el
dengue en . ‘ . anticuerpo de
suero del deteccion
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‘ Sustrato L a
.\(' Adicion del sustrato
[ y deteccion del
< cambio de color
'—L — QL- —- del cromdégeno
Figura 11. Técnica de ELISA para el diagndstico de dengue. (1) Placa cubierta con antigenos del virus. (2) Se
adiciona el suero del paciente y se incuba. (3) Se adiciona anticuerpo detector unido a la enzima (4) Se adiciona
sustrato enzimatico y se produce el cambio de color (prueba positiva). el cual es proporcional a la concentracion de
anticuerpos del paciente.

Fuente: (Vazquez, 1998)
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Elisa de captura de IgM (MAC- ELISA)

A partir de la década de los 80 se comenzaron a desarrollar los sistemas
inmunoenzimaticos conocidos como ELISA, los cuales han sido de gran utilidad en el
diagnostico serologico del virus dengue. EI MAC-ELISA aplicado para la deteccion de
anticuerpos IgM a dengue, se ha convertido en una de las pruebas mas utilizadas en los
laboratorios, brindando un alto grado de sensibilidad y especificidad. Hasta el presente,
este sistema es un invaluable método para la vigilancia de la FD y FHD/SCD,
considerandose los anticuerpos IgM un importante marcador serologico de las
infecciones por dengue. Estos anticuerpos comienzan a ser detectable con la caida de la
fiebre, por lo que se recomienda que las muestras de suero utilizadas sean obtenidas

después del 5to dia de comienzo de los sintomas. (Innis, 1989)
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Gréafico N. 2. 6 Mac Elisa
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Figura 12. Mac-ELISA para el diagndstico de dengue. A. Las placas estan recubiertas con anticuerpos anti-igM, Id
cuales capturan la IgM presente en el suero del paciente infectado, y a éstas se une el antigeno del virus denguj
posteriormente, se une el anticuerpo anti-dengue conjugado con la enzima y al reaccionar con el sustrato se produd
cambio en el color (prueba positiva). B. Las placas estan recubiertas con anticuerpos anti-igM, pero si el paciente 1
tiene anticuerpos IgM contra el virus, no se forma el inmunocomplejo y por lo tanto no se une el anticuerpo anti-dengy
conjugado con la enzima y no se produce cambio de color (prueba negativa).

Fuente: (Vazquez, 1998)
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Método Elisa de inhibicion (MEI)

Dos tipos de respuesta seroldgica se observan principalmente en el dengue: primaria y
secundaria. La primaria se presenta en aquellos individuos que no son inmunes a
flavivirus. La respuesta secundaria se observa en aquellos individuos con una infeccion
aguda por dengue que han padecido previamente una infeccion por flavivirus. (Innis,

1989)

La inmunidad a un serotipo se considera de larga duracion y efectiva frente a una
segunda infeccion por el mismo serotipo. La existencia de los cuatro serotipos virales

posibilita que se produzcan infecciones terciarias y cuaternarias.

En los individuos que sufren su primo infeccion, los anticuerpos IgG anti dengue

comienzan a incrementarse lentamente a partir del 5to-6to dia de comienzo de los
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sintomas siendo maximos hacia los 15-21 dias. Posteriormente declinan permaneciendo
detectables practicamente durante toda la vida. En el transcurso de una infeccion
secundaria, los anticuerpos IgG se elevan casi simultdneamente al comienzo de los
sintomas, permaneciendo elevados durante varias semanas declinando posteriormente.
Estos altos niveles de anticuerpos IgG permiten un diagndstico presuntivo en
monosueros tomados durante la fase aguda de la enfermedad. (Innis, 1989)

Ademés del MAC-ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM a dengue, se han
desarrollado otros ELISAS para la deteccion de anticuerpos 1gG que son de gran apoyo
para el diagndstico serologico de esta enfermedad (2-4) entre ellos el ELISA de
Inhibicion ha sido ampliamente aplicado, ya que ademas de su utilidad en poder
confirmar un caso y definir el tipo de infeccion (primaria o secundaria) puede también

ser empleado para estudios sero-epidemiolégicos. (Vazquez, 2005)

Gréafico N. 2. 7 Elisa de inhibicion

ELISA DE INHIBICION

MUESTRA NEGATIVA MUESTRA POSITIVA
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conjugado .
anti-dengue
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antigeno
Y Ig anti dengue Y

Fuente: (Vazquez, 1998)
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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ELISA DE CAPTURA DE ANTICUERPOS IgG CONTRA DENGUE
Para la deteccién de infecciones secundarias por dengue

Uso Previsto

El ensayo ELISA de captura de anticuerpos IgG contra dengue de Panbio se utiliza para
la deteccidn cualitativa por presuncion de niveles elevados de anticuerpos 1gG contra el
virus del dengue (serotipos 1-4) en pacientes con infecciones secundarias. Esta prueba
esta prevista como una ayuda para el diagndéstico clinico de laboratorio de pacientes que
presentan sintomas clinicos consistentes con una infeccion por virus del dengue y debera
utilizarse junto con el ensayo ELISA de captura de anticuerpos IgM contra dengue vy el
ensayo Early ELISA para detectar dengue de Panbio, que también detectan infecciones
primarias por virus del dengue. Los niveles altos de IgG indicativos de infeccion
secundaria por dengue son detectables mediante el ensayo ELISA de captura de
anticuerpos IgG contra dengue de Panbio ya a los 3 dias del inicio de la enfermedad. Sin
embargo, el periodo ventana éptimo de deteccion para un diagndstico preciso de
infeccion secundaria es de 6-15 dias después del inicio de la enfermedad. Los resultados
positivos son presuntos y se deberdn confirmar mediante aislamiento viral, analisis de
sueros pareados, deteccion de antigenos mediante técnicas de inmunohistoquimica o

deteccion de &cido nucleico viral para poder confirmar la infeccion por virus del dengue.

Principio del ensayo

Los anticuerpos en suero de la clase 1gG, cuando estan presentes, se combinan con los
anticuerpos anti-lgG humana con los que esta recubierta la superficie de poliestireno de
las tiras de micropocillos de prueba (placa de ensayo). Se diluye al volumen correcto de
trabajo con diluyente para antigenos un conjunto de antigenos recombinantes de dengue
concentrados de los serotipos 1-4. Los antigenos se producen utilizando un sistema de
expresion en ceélulas de insecto y se inmunopurifican utilizando un anticuerpo

monoclonal especifico.
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Al antigeno diluido se le agrega un volumen equivalente de peroxidasa de rabano (HRP)
y anticuerpos monoclonales conjugados (MADb), permitiendo la formacién de complejos
antigeno-MADb. Se desecha el suero residual de la placa de ensayo mediante lavados y se
agregan complejos antigeno-MAb a la placa de ensayo. Entonces, estos complejos
antigeno-MAb se unen a los anticuerpos IgG especificos contra dengue del suero.
Después de la incubacion, los micropocillos se lavan y se afiade un sistema de sustrato
incoloro, tetrametilbencidina / peréxido de hidrégeno (Cromdgeno TMB). La HRP
hidroliza el sustrato, si esta presente y el cromogeno cambian a color azul. Después de
interrumpir la reaccion con acido, la TMB cambia a amarillo. El cambio de color indica

la presencia de anticuerpos IgG contra dengue en la muestra de ensayo.

Materiales que se suministran

1. Micropocillos Recubiertos con Anti-lgG Humana: (placa de ensayo) (12x8 pocillos).
Listo para usar. Los micropocillos no utilizados deben volverse a sellar y almacenar con
el secante.

Estable a 2-8°C hasta su caducidad.

2. Antigenos de Dengue 1-4 (recombinantes): Un vial con tapa transparente, 150 pL
(Rojo) de antigenos virales de dengue 1, 2, 3 y 4 concentrados. El antigeno diluido no
utilizado debera desecharse. El antigeno concentrado es estable a 2-8°C hasta su
caducidad.

3. Tampdn de Lavado (20x): Una botella, 60 mL de solucién salina tamponada con
fosfato (pH 7,2-7,6) concentrada 20x con Tween 20 y conservante (ProclinTM al 0,1%).
Puede cristalizarse a temperaturas bajas. Para corregirlo, incubar a 37°C hasta que esté
trasparente. Mezclar bien. Diluir una parte del Tampdn de Lavado con 19 partes de agua
destilada.

El tampdn diluido se puede almacenar durante una semana (2-25°C).

4. Diluyente de la Muestra: Dos botellas, 50 mL (Rosa). Listo para usar. Solucién salina
tamponada con Tris (pH 7,2-7,6) con conservantes (Proclin™ al 0,1%) y aditivos.
Estable a 2-8°C hasta su caducidad.
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5. Diluyente de Antigeno: Una botella, 50 mL (Transparente).

Listo para usar. Tampdn fosfato con conservantes (ProclinTM al 0,1% y gentamicina al
0,005%). Estable a 2-8°C hasta su caducidad.

6. Trazador de Anticuerpos Monoclonales Conjugados con HRP:

Una botella, 7 mL (Verde). Listo para usar. Trazador de anticuerpos monoclonales
conjugados con peroxidasa de rdbano con conservante (Proclin™ al 0,1%) y
estabilizadores de proteinas. Estable a 2-8°C hasta su caducidad.

7. Cromégeno TMB (TMB): Una botella, 15 mL. Listo para usar.

Una mezcla de 3.,3°, 5,5’-tetrametilbencidina y perdxido de hidrégeno en tampon de
citrato-acido citrico (pH 3,5-3,8).

Estable a 2-8°C hasta su caducidad.

8. Control Reactivo: Un vial con tapon Rojo, 200 puL de suero humano (contiene azida
de sodio al 0,1% y sulfato de gentamicina al 0,005%). Estable a 2-8°C hasta su
caducidad.

9. Calibrador: Un vial con tapon Amarillo, 400 uL de suero humano (contiene azida de
sodio al 0,1% y sulfato de gentamicina al 0,005%). Estable a 2-8°C hasta su caducidad.
10. Control Negativo: Un vial con tapén Verde, 200 uL de suero humano (contiene azida
de sodio al 0,1% y sulfato de gentamicina al 0,005%). Estable a 2-8°C hasta su
caducidad.

11. Solucién de Parada: Un botella con tapén Rojo, 15 mL. Listo para usar. Acido
fosforico 1M. Estable a 2-25°C hasta su caducidad.

Extraccion y preparacion de la muestra
La sangre obtenida por puncion venosa se debe coagular a temperatura ambiente (20-
25°C) y centrifugar después segun las normas del Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) (Approved Standard - Procedures for the Collection of Diagnostic
Blood Specimens by Venipuncture, H3-A5, 2003).
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El suero se separara tan pronto como sea posible y se conservara refrigerado (2-8°C) o
congelado (< -20°C) si no se va a analizar en el plazo de dos dias. Para el

almacenamiento no se recomienda utilizar congeladores con descongelacion automatica.

No se recomienda usar suero ictérico, hemolizado, lipémicos o con crecimiento
bacteriano. EI CLSI proporciona recomendaciones para almacenar muestras de sangre
(Approved Standard - Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens,
H18-A3, 2004).

Protocolo del ensayo

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

temperatura establecidos.

Predilucion del suero

(i) Extraer el nimero necesario de micropocillos de la bolsa de aluminio e insertarlos en
el soporte de tiras. Se necesitan cinco micropocillos para el Control Negativo (N), el
Control Reactivo (R) y el Calibrador (CAL) por triplicado. Comprobar que el resto de
los micropocillos no utilizados se guardan en la bolsa de aluminio bien sellada. (ii) Con
tubos de ensayo o una placa de micro titulacién adecuada, diluir el Control Negativo, el
Control Reactivo, el Calibrador y las muestras del paciente:

(a) Afadir 1000 pL de Diluyente de Muestra a 10 uL de suero. Mezclar bien.

Como alternativa,

(b) Anadir 90 pL de Diluyente de Muestra a 10 puL de suero.

Tomar 20 pL del suero diluido y agregar 180 uL de

Diluyente de Muestra.

Mezclar bien.
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Procedimiento del Elisa

Ver un resumen del método en la figura adjunta.

(a) Antigeno

(i) Determinar el nimero necesario de pocillos para el ensayo.
Diluir el antigeno 1/250 utilizando el Diluyente de Antigeno.

Se recomienda diluir como minimo 10 pL de antigeno en 2,5 mL de Diluyente de
Antigeno. Esta cantidad es suficiente para cinco tiras (40 pocillos). Es necesario un
volumen de 0,5 mL de antigeno diluido por tira. Una vez que se ha afiadido el antigeno
al Diluyente de Antigeno, la solucion adquiere un color rojo palido. Asegurese de que el

antigeno concentrado no utilizado permanece a 2-8°C.

(ii) Extraer el volumen necesario de antigeno diluido y mezclar con un volumen igual de
trazador de MADb en un vial limpio de pléstico o de vidrio. Mezclar suavemente la
solucidén de antigeno y trazador de MAD y dejar a temperatura ambiente (20-25°C) hasta
que se necesite (es necesario incubar durante 60 minutos). Desechar el antigeno diluido

no utilizado.

(b) Placa de ensayo
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(i) 10 minutos después de mezclar el Trazador de MAD y el antigeno diluido, pipetear
100 puL de muestra del paciente diluido y de los Controles diluidos en sus respectivos

micropocillos.
(i) Cubrir la placa e incubar durante 60 minutos a
37°Ct1°C.

(iii) Lavar seis (6) veces con Tampén de Lavado diluido (consultar el procedimiento de

lavado mas adelante).

(iv) Mezclar la solucion antigeno-trazador MAb antes de realizar la transferencia.
Pipetear 100 pL de complejos antigeno-MADb del vial de antigeno a los pocillos

apropiados de la placa de ensayo.
(v) Cubrir la placa e incubar durante 60 minutos a
37°C+1°C.

(vi) Lavar seis (6) veces con Tampon de Lavado diluido (consultar el procedimiento de

lavado mas adelante).

(vii) Pipetear 100 pL de TMB en cada pocillo.

(viii) Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-
25°C), cronometrando desde la primera adicion.

Aparecera un color azul.

(ix) Pipetear 100 uL de Solucion de Parada en todos los pocillos en la misma secuencia
y cronometrando igual que cuando se afiadi6 TMB. Mezclar bien. El color azul se

volvera amarillo.

(x) Antes de los 30 minutos leer la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda

de 450 nm con un filtro de referencia de 600-650 nm.

33



Nota: Si se dispone de un espectrofotémetro de doble longitud de onda, fijar el filtro de
referencia entre 600-650 nm. La lectura de los micropocillos a 450 nm sin filtro de
referencia puede dar como resultado valores de absorbancia mayores por el ruido de

fondo.

Procedimiento de lavado

En el procedimiento ELISA es fundamental realizar un lavado eficaz para eliminar la
muestra o los componentes que no han formado complejos.

A. Sistema de lavado automatico de las placas
(1) Aspirar completamente todos los pocillos.
(2) Llenar todos los pocillos hasta el borde (350 puL) durante el ciclo de lavado.

(3) Al terminar los seis (6) lavados, invertir la placa y golpear firmemente sobre papel

secante para garantizar que se elimina todo el tampoén.

(4) El mantenimiento de los sistemas de lavado automatico de placas debe ser continuo
para garantizar un lavado eficaz. Se deben seguir las instrucciones de limpieza del

fabricante en todo momento.
B. Lavado manual
(1) Desechar el contenido de la placa en un contenedor apropiado.

(2) Llenar los pocillos con Tampdn de Lavado utilizando una botella flexible. Evitar
formar burbujas con el Tampén de Lavado, lo que reduciria la eficiencia. Eliminar el

Tampon de Lavado de los pocillos inmediatamente.
(3) Volver a llenar los pocillos con Tampdn de Lavado y eliminar rapidamente.
(4) Repetir el paso (3) otras cuatro veces. El lavado con

Tampon de Lavado debe repetirse seis (6) veces en total.
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(5) Después del altimo lavado, eliminar el contenido de los pocillos y golpear la placa
sobre papel secante para garantizar que se ha eliminado todo el tampon

El ensayo ELISA de captura de anticuerpos IgG contra dengue de Panbio detecta por
presuncion niveles elevados de anticuerpos 1gG contra el virus del dengue en el suero de
un paciente. Un resultado positivo (>22 Unidades Panbio) indica una infeccion
secundaria activa. Si se sospecha una infeccidén primaria, este ensayo deberia utilizarse
junto con el ensayo ELISA de captura de anticuerpos IgM contra dengue (E-DENO01M)

de Panbio.

iNDICE UNIDADES PANBIO RESULTADO
<1.8 <18 MNegativo

1.8-22 18 -22 Dudoso
=22 =22 Positivo

Fuente: www.panbio

2.2.6 Especificidad y Sensibilidad de las pruebas

La sensibilidad estudia la posibilidad de que una prueba resulte positiva, en una persona
a quien se ha diagnosticado la enfermedad, es decir la sensibilidad sirve para excluir la

enfermedad.

VP
Sensibilbidad = ————
VP+ FN
La especificidad estudia la posibilidad de que la pruebe resulte negativa en un paciente a
quien no se ha diagnosticado la enfermedad, la especificidad afirma le enfermedad.
Donde:

VP= Verdaderos positivos
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VN= Verdaderos negativos
FN= Falsos negativos

2.2.6 Control de calidad

El control de la calidad se podria definir como las técnicas usadas para estandarizar algo.
La funcion del control de calidad existe primordialmente como una organizacion de
servicio, para conocer las especificaciones establecidas por la ingenieria del producto y
proporcionar asistencia al departamento de fabricacion, para que la produccion alcance
estas especificaciones. Como tal, la funcién consiste en la coleccién y analisis de
grandes cantidades de datos que después se presentan a diferentes departamentos para

iniciar una accién correctiva adecuada. (Jurna, 2005)
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2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Anticuerpo: Proteina sintetizada por las células plasmaticas como respuesta a la
presencia de determinados antigenos o elementos extrafios a la sangre. La infeccion por
VIH provoca la creacion de anticuerpos en la sangre por parte del organismo, que son
detectables gracias al test ELISA y al Western Blot (los mas usuales), y que sirven para
determinar el estado seroldgico y saber si una persona es seropositiva. También se suele
representar con la sigla Ac.

Antigeno. Sustancia que el organismo reconoce como extrafia (por ejemplo, el VIH)
que puede inducir una reaccion como la creacion de anticuerpos para combatir su

presencia. Se representa con la sigla Ag.

Aedes Aegypti: EI mosquito de la fiebre amarilla, es un culicido que puede ser portador
del virus del dengue y de la fiebre amarilla, asi como de otras enfermedades.

Cromatografia: Método de andlisis que permite la separacién de gases o liquidos de
una mezcla por adsorcion selectiva, produciendo manchas diferentemente coloreadas en
el medio adsorbente; estd basado en la diferente velocidad con la que se mueve cada

fluido a través de una sustancia porosa.

Dengue: Enfermedad epidémica caracterizada por fiebre, dolores en los miembros y una

erupcioén cutanea, parecida a la escarlatina, seguida de descamacion.

Elisa: Es una serie de pruebas sanguineas utilizadas para diagnosticar la infeccion por el

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) de tipo cronica.
Fiebre: Aumento de la temperatura del cuerpo por encima de la normal, que va

acomparfiado por un aumento del ritmo cardiaco y respiratorio, y manifiesta la reaccién

del organismo frente a alguna enfermedad
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Hematdfagos: Individuos que se alimentan de sangre. En los mosquitos solo las
hembras pueden alimentarse de sangre.

Hemorréagica: Son un grupo de enfermedades que son causadas por varias familias de

virus: Arenavirus, Filoviridae, Bunyaviridae, Flavivirus.

Infeccion: La invasion del cuerpo por microorganismos que provocan una
enfermedad.
Larva de mosquito: Es una forma intermedia entre el huevo y la pupa.

Vive en el agua y se mueve mucho.

Microelisa: Es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable, como cambio de color o algln otro tipo; en ocasiones, con el fin de reducir
los costos del ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo primario que
reconoce al antigeno y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que
Ileva enlazado la enzima anteriormente mencionada. La aparicién de colorantes permite

medir indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.

Mosquito adulto: Insecto que presenta el cuerpo dividido en tres regiones (cabeza, térax
y abdomen), poseen un par de antenas, dos pares de alas (uno reducido) y tres pares de

patas.
Pupa de mosquito: Transicién entre el estado de larva y adulto. Ocurren profundas
transformaciones que llevan a la formacién del adulto y al cambio del habitat acuatico

por el terrestre.

Salud publica: La ciencia y el arte de promover la salud, prevenir la enfermedad y

prolongar la vida mediante esfuerzos organizados de la sociedad.
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Transmision: Proceso por el cual un parasito (en este caso virus del Dengue y de la
Encefalitis de San Luis) es transportado por un mosquito (para estas enfermedades) de

un individuo a otro (personas y/o animales).

Vacuna: Son sustancias que contiene patdgenos debilitados o muertos pero no provocan
enfermedad. Cuando se administra en el cuerpo de un organismo genera anticuerpos que
facilmente matan y reconocen al virus que produce una enfermedad. La proxima vez que

el virus infecta a la persona, el organismo ya esta preparado para combatirlo.
Virus: Agente infeccioso (microbio) responsable de numerosas enfermedades en todos

los seres vivos. Son los causantes de diversas enfermedades, requieren de células vivas

para multiplicarse y depender de ellas como parésitos.
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2.4 HIPOTESIS
La eficacia de los métodos Cromatograficos y Elisa permite la deteccion del dengue en
los pacientes con sindrome febril que acuden al Sub Centro N° 1de la ciudad de

Esmeraldas durante el periodo de Enero a Junio de 2015.

2.5. VARIABLES

2.5.1. Variable independiente
Métodos Inmuno Cromatograficos y Elisa

2.5.2. Variable dependiente
Deteccion del Dengue
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2.5.3 Operacionalizacion de las variables

VARIABLE CONCEPTO CATEGORIA INDICADOR TECNICASE
INDEPENDIENTE INSTRUMENTOS

Métodos Inmuno La cromatografia

Cromatograficos y Elisa | es un método | Método Fisico Absorcion TECNICA
fisico de selectiva Inmuno Cromatografia
separacion Velocidad y Elisa
basado en la INSTRUMENTO
distribucion  de Manual De Técnicas
los componentes | Separacion Fija Panbio para Elisa.
de wuna mezcla Movil Técnica Inmuno
entre dos fases Cromatografica  SD
inmiscibles, una BIOLINE Dengue
fija o estacionaria Duo
y otra movil.

VARIABLE . .
DEPENDIENTE CONCEPTO CATEGORIA INDICADOR TECNICA

Deteccion del Dengue Es una prueba de | Prueba de Micro Elisa
laboratorio que se | laboratorio Cromatografia TECNICA
utiliza en Inmuno Cromatografia y
ocasiones  para | Infeccion viral DEN- 1 Elisa
evaluar a los DEN- 2 INSTRUMENTO
pacientes con DEN- 3 Manual De Técnicas
sospecha de DEN- 4 Panbio para Elisa.
infeccion viral Técnica Inmuno
trasmitido por el | Aedes Aegypti Dengue Cromatografica SD

mosquito  Aedes

Aegypti

Fiebre amarilla

Chucungufia

BIOLINE Dengue

Duo.
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CAPITULO I11
3. MARCO METODOLOGICO

3.1 METODO CIENTIFICO

Metodo Deductivo: Este método observa el fendmeno de lo general a lo particular
en este caso se utilizé para analizar los resultados de las pruebas, de Elisa e Inmuno

Cromatografia.

Método Inductivo: Este método analiza el problema de lo particular a lo general. En
esta investigacion se utilizo para analizar las causas de la patologia, el vector que

transmite el dengue y cuales los efectos en los pacientes.

3.1.1 Tipo de Investigacion

Exploratoria: En esta investigacion se utiliz6 para estudiar el dengue desde su etiologia
hasta sus efectos en el ser humano, buscando establecer la relacién entre las técnicas de

determinacion y el dengue.
Descriptiva: Una vez analizados los procesos fue necesario describir las técnicas y

procedimientos a utilizar. En nuestro caso se utilizd para especificar, caracteristicas y

rasgos importantes de la enfermedad del dengue

42



3.2.2 Disefo de Investigacion

De Campo: Porque la investigacion se realizo en el lugar en el que ocurrieron los
hechos, el Sub Centro de Salud N 1 en Esmeraldas, en el servicio de laboratorio clinico,

al realizar las determinaciones de Cromatografia y Elisa.
Bibliogréfico: Se hizo uso de documentos, libros, revistas especializadas, documentos

electrénicos, pagina web que ayudaran a desarrollar las variables fundamentales en el

proceso investigativo.
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3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacién
43 pacientes con sindrome febril que acudieron al Sub Centro de Salud N° 1 en

Esmeraldas en el periodo Enero a Junio de 2015.

3.2.2. Muestra

Por ser la poblacién relativamente manejable no fue necesario extraer la muestra, misma

que fue de 43 pacientes.

3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Se utilizaron los reportes de laboratorio de las pruebas de Inmuno Cromatografia y Elisa

3.4. TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS.

Los resultados fueron:
Ordenados
Tabulados
Graficados

Analizados e interpretados
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3.5 TECNICAS DE PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla N°. 3. 1. Pacientes investigados por edades que asisten al Sub Centro N° 1
de la ciudad de Esmeraldas

EDAD | FRECUENCIA | PORCENTAJE
5-15 7 16 %
16-25 5 12 %
26-35 7 16 %
36-45 5 12 %
46-55 4 9%
56-65 9 21 %

66 0 mas 6 14 %
TOTAL 43 100 %

Fuente: Examenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Gréfico N°. 3. 1 Pacientes investigados por Edad que asisten al Sub Centro N° 1 de
la ciudad de Esmeraldas

10
8
: j I
; [] 1 1 I
66 0
5a15| 16-25 | 26-35 | 36-45 | 46-55 | 56-65
mas
B FRECUENCIA 7 5 7 5 4 9 6
W PORCENTAJE| 16% 12% 16% 12% 9% 21% 14%

Fuente: Examenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

ANALISIS

Referente a la edad de los examinados, 7 pacientes que corresponde al 16 % estan en la
edad de 5-15 afios, 5 pacientes, equivalente al 12 %, en edad de 16-25 afos, 7
pacientes, correspondiente 16 % edad de 26-35 afios, 5 pacientes que corresponde al 12
% estan en sobre los 36-45 afios de edad, 4 pacientes que corresponde al 9 % estan en
sobre los 46-55 afios de edad, 9 correspondiente al 21 % estan en sobre los 56-65 afios
de edad y 6 pacientes que corresponde al 14 % estan en 66 0 mas afios de edad.

INTERPRETACION
La mayor cantidad de pacientes examinados esta en la edad de 56 a 65 afios, seguido de
26 a 35 afos.
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Tabla N°. 3. 2 Determinacion de Dengue por género en pacientes que asisten al Sub

Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

Fuente: Exdmenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas en el Sub

Gréfico N°. 3. 2 Determinacién de Dengue por género en pacientes que asisten al

FRECUENCIA | PORCENTAJE
FEMENINO 19 44 %
MASCULINO 24 56 %
TOTAL 43 100 %

Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Sub Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

Titulo del eje
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19
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W PORCENTAIJE

44%

56%

100%

Fuente: Examenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

ANALISIS

Mediante las pruebas de laboratorio realizadas, se determina que, 4 pacientes
equivalente al 9 %, presentan valores normales, mientras que, 37 pacientes que
corresponde al 86 %, se encuentran fuera de los valores normales y 2 como
indeterminado que corresponde al 6 %.

INTERPRETACION

Mas de la mitad de los pacientes que se realizaron la determinacién por cromatografia,

se encuentran fuera de valores normales.
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Tabla N°. 3. 3 Determinacién de Dengue por Inmuno Cromatografia en pacientes
que asisten al Sub Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

FRECUENCIA | PORCENTAJE
NEGATIVO 4 9%
POSITIVO 36 84 %
INDETERMINADOS 3 7%
TOTAL 43 100 %

Fuente: Examenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas en el Sub
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Grafico N°. 3. 3 Determinacion de Dengue por Inmuno Cromatografia en pacientes
que asisten al Sub Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

Inmuno cromatografia
50
40
30
20
10
o | . _——
NEGATIVO POSITIVO INDEEEORSMINA TOTAL
B FRECUENCIA 4 36 3 43
B PORCENTAIJE 9% 84% 7% 100%

Fuente: Exdmenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

ANALISIS

Mediante las pruebas de laboratorio realizadas, se determina que, 4 pacientes
equivalente al 9 %, presentan valores normales, mientras que, 36 pacientes que
corresponde al 84 %, se encuentran fuera de los valores normales y 3 como
indeterminado que corresponde al 7 %.

INTERPRETACION

Mas de la mitad de los pacientes que se realizaron la determinacion por Inmuno

Cromatografia, se encuentran fuera de valores normales.
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Tabla N°. 3. 2 Determinacion de Dengue por Elisa en pacientes que asisten al Sub

Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

V. FRECUENCIA | PORCENTAJE
REFERENCIA
NEGATIVO 1-17 U.panbio 4 9%
POSITIVO > 22 U.panbio 37 86 %
INDETERMINADOS | 18-21 U.panbio 2 5%
TOTAL 43 100 %

Fuente: Examenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Gréfico N°. 3. 4 Determinacion de Dengue por Elisa en pacientes que asisten al Sub
Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas

ELISA
40
30
20
o L B
0
NEGATIVO POSITIVO INDETERMINADOS

m V. REFERENCIA 17 22 21

m FRECUENCIA 4 37 2

PORCENTAJE 9% 86% 5%

Fuente: Exdmenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

ANALISIS

Mediante las pruebas de laboratorio realizadas, se determina que, 36 pacientes
equivalente al 84 %, presentan valores fuera de rangos normales, mientras que, 4
pacientes que corresponde al 9 %, se encuentran dentro de los valores normales, 3 que

corresponde al 7 % como indeterminado.

INTERPRETACION
La mayor parte de pacientes que se realizaron la determinacién de dengue por Elisa, se
encuentran fuera de valores normales. Un pequefio grupo presenta valores dentro de los

considerados normales.
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Tabla N°. 3. 3 Anélisis Comparativo

NEGATIVO | POSITIVO | INDETERMINADO
INMUNO CROMATOGRAFIA 9% 84 % 7%
ELISA 9 % 86 % 5 %

Fuente: Exdmenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas

Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

Grafico N°. 3. 5 Analisis Comparativo
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B CROMATOGRAFIA 9% 84% 7%
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Fuente: Exdmenes de laboratorio realizados en el Sub Centro de Salud N.1 Esmeraldas

Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio

ANALISIS.

Como se puede evidenciar en el gréafico, el 86 % de pacientes que se realizaron la

determinacion de dengue por Inmuno Cromatografia, resultaron con valores positivos de

los normales, lo cual nos evidencia que la prueba Inmuno Cromatografia es mas

especifico para determinar dengue, que la prueba de Elisa que reporta el 84 %. La

técnica de Elisa presenta un falso negativo mas que la Inmuno Cromatogréafica
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Determinacion de la sensibilidad de la prueba.

La sensibilidad estudia la posibilidad de que una prueba resulte positiva, en una persona

a quien se ha diagnosticado la enfermedad, es decir la sensibilidad sirve para excluir la

enfermedad.
Férmula
VP
Sensibthhdad = ———
ensibilrda VP + FN

Sensibilidad para Inmuno Cromatografia

36
36+ 3

S =

S=92 %

La sensibilidad de la prueba de Inmuno Cromatografia es el 92 %, considerada buena,

pero puede presentan falsos negativos por cuanto es cualitativa.

Sensibilidad para Elisa

37
37+ 2

S=94 %

La sensibilidad de la prueba de Elisa es el 94 %, considerada buena, si toma en cuenta

que la sensibilidad aceptable es del 90 al 98 %.
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COMPARATIVO

120% -
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100% - 100%

B0%
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60% -

40% A
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0% - 0 '
CROMATOGRAFIA ELISA TOTAL

ANALISIS

Como se puede evidenciar en el gréfico, la sensibilidad es mayor en la prueba de Elisa
en relacion a la de Inmuno Cromatografia.

3.6 COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

a) Modelo légico

Hi= La eficacia de los métodos Inmuno Cromatogréaficos y Elisa permite la deteccion
del dengue en los pacientes con sindrome febril que acuden al Sub Centro N° 1de la
ciudad de Esmeraldas durante el periodo de Enero a Junio de 2015.

Ho= La eficacia de los métodos Inmuno Cromatograficos y Elisa no permite la

deteccion del dengue en los pacientes con sindrome febril que acuden al Sub Centro N°
1de la ciudad de Esmeraldas durante el periodo de Enero a Junio de 2015.
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Modelo Matematico

Hit Z'e > 2

Ho: X e = 2t

Modelo Estadistico

ey (= f)

Z =
c fe
COMPARATIVO
POSITIVOS
CROMATOGRAFIA 84 % melsA
ELISA 86 %

La hipotesis planteada se comprueba bajo los siguientes argumentos:

Del total de 43 pacientes que fueron analizados en el laboratorio del Sub Centro N° 1 de
la ciudad de Esmeraldas, en la determinaciéon de dengue mediante Inmuno
Cromatografia el 84 % presenta valores altos, lo cual demuestra la especificidad de las

pruebas.

En relacion a la determinacion de dengue por el método de Elisa, del total de pacientes
que fueron analizados en el laboratorio del Sub Centro N° 1 de la ciudad de Esmeraldas,
el 86 % presenta valores fuera de lo normal, lo cual demuestra que las dos pruebas
deberian realizarse en conjunto.

Con los antecedentes expuestos, al establecer el porcentaje significativo de pacientes con
determinacion del dengue, la hipétesis planteada se comprueba positivamente.

Por lo tanto se comprueba la hipotesis.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se utilizaron las pruebas de Inmuno Cromatografia y Elisa como screening a los
pacientes en estado febril que acudieron al Sub Centro de Salud N° 1 de
Esmeraldas, para someterlas a un estudio comparativo a fin de determinar la
sensibilidad de cada una de ellas y establecer la eficacia en el diagndstico de

laboratorio para identificar el Dengue.

La sensibilidad de la pruebas se establece mediante la formula que valora la
cantidad de valores positivos de cada determinacion, frente a los falsos
negativos, de esta forma se determina que la prueba de Elisa es mas sensible en
un 94%, que la Inmuno Cromatografia la cual nos dio un porcentaje de

sensibilidad del 92%, para la deteccion de Dengue.

Mediante el estadigrafo utilizado en Microsoft Excel, se establece la eficacia de
los métodos utilizados, los dos detectan en porcentajes similares la patologia,
para Inmuno Cromatografia en un 84% y Elisa en un 86%, con lo cual queda
demostrada su idoneidad para la determinacion de Dengue, por lo tanto podemos
decir que ambas pruebas tienen un alto grado de eficacia y deberian usarse en

conjunto.
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4.2 RECOMENDACIONES

Una vez que se han expuesto las conclusiones se proponen las siguientes
recomendaciones:

e Para la deteccion de Dengue, utilizar dos pruebas distintas mediante un screening
de forma que se puedan realizar los andlisis comparativos y verificar si los
resultados positivos, también lo son en la prueba complementaria, garantizando

la calidad del ensayo implementado en el laboratorio.

e Establecer la sensibilidad diagnostica de la pruebas mediante la formula que
valora la cantidad de positivos de cada determinacion, frente a los falsos

negativos, garantizando los resultados que ayudan al diagnéstico médico.

e Utilizar un estadigrafo para graficar la eficacia de los métodos utilizados, en el
diagnostico de Dengue, realizar los controles de calidad provistos en la técnica
del reactivo, asi como la que implementa cada laboratorio para evitar errores en

las etapas, pre, analitica y pos analitica.

e Luego de utilizar las pruebas de screening para la determinacion en del Dengue,
es recomendable realizar las pruebas confirmatorias como el aislamiento viral,

pruebas moleculares.
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ANEXOS
Anexo 1

Evidencia fotogréafica

Kit de determinacion
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Tubo contenedor de muestra
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Preparacién de reactivos
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Preparacion de las soluciones
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Reaccién de color
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Microposillos contenedores de los reactivos
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Equipo de determinacion
Fuente: Laboratorio del Sub Centro de Salud N° 1 de Esmeraldas
Elaborado por: Dayanna Brito y Ana Cedefio
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Anexo 2 Tabla General

TABLA GENERAL
NUMERO| SEXO EDAD ELISA (U Panbio) CROMATOGRAFIA
1 Masculino 31 23,57 POSITIVO
2 Masculino 16 32,18 POSITIVO
3 Masculino 60 25,20 POSITIVO
4 Femenino 5 45,32 POSITIVO
5 Masculino 35 27,90 POSITIVO
6 Masculino 41 22,98 POSITIVO
7 Masculino 60 37,39 POSITIVO
8 Masculino 2 27,45 POSITIVO
9 Masculino 14 45,12 POSITIVO
10 Femenino 2 35,34 POSITIVO
11 Masculino 23 27,80 POSITIVO
12 Masculino 34 29,30 POSITIVO
13 Masculino 29 24.98 POSITIVO
14 Femenino 49 27.56 POSITIVO
15 Masculino 37 27,90 POSITIVO
16 Masculino 52 22,98 POSITIVO
17 Masculino 30 37,39 POSITIVO
18 Masculino 14 27,45 POSITIVO
19 Femenino 15 08,12 NEGATIVO
20 Femenino 10 07,50 NEGATIVO
21 Femenino 52 25,60 POSITIVO
22 Masculino 41 27,45 POSITIVO
23 Masculino 21 27,66 POSITIVO
24 Masculino 41 28.43 POSITIVO
25 Masculino 3 19.21 INDETERMINADO
26 Masculino 20 19.43 INDETERMINADO
27 Femenino 31 09.41 INDETERMINADO
28 Femenino 65 06.15 NEGATIVO
29 Femenino 67 45,32 POSITIVO
30 Masculino 45 27,90 POSITIVO
31 Masculino 52 22,98 POSITIVO
32 Masculino 38 37,39 POSITIVO
33 Masculino 6 27,45 POSITIVO

64



34 Femenino 14 45,12 POSITIVO
35 Masculino 21 35,34 POSITIVO
36 Masculino 29 27,80 POSITIVO
37 Masculino 32 29,30 POSITIVO
38 Femenino 43 22,98 POSITIVO
39 Masculino 32 37,39 POSITIVO
40 Masculino 18 27,45 POSITIVO
41 Femenino 7 45,12 POSITIVO
42 Masculino 5 66.91 POSITIVO
43 Masculino 56 10.40 NEGATIVO

65




Anexo 3 Insertos

Elisa de captura
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N

panbio

' imemess madcal

Prohibida su venta o distribucion en los Estados Unidos de América,
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Inmuno Cromatografia

Qdﬂ( VEw"  Dengue IgG/igM Combo Test
Video dispon\b\asenl‘u Wi youtube comfumiquick

01

Sélo para Uso de Diagndstico In Vitro

FPrueba Rapida Inmunocromategrafica Para La Deteceion Simultanea De Anticuerpos Igg /Igm
Al Virus Del Dengue En Sangre Total, Suero () Plasma Humano

INTENCION DE USD

(uickView™ Dengue Test 8 un &8 una prucha inmunc-cromatogrifica ripid para by detecesin simultinea de
snticuerpos gl ¢ IgM al virus del Dengue en sangre total, suero o phisma humano. La prueba esth dusefiada para el
amizaje de [ infeceide viral del Dengue y como una ayuda en el diagndstico diferencial de tnfecciones en conjunciln
o ol crilerios.

INTRODUCCION

Lt febee el Dengue o8 wma de ks enfermodades i importantes del moscquilo=bome en of mundo en los Vrmsinos i
morbiftad, mortalidd. La ficbre del vins Dengue (Serotipos 1=4) pertencie al grupo Mavivin y s¢ tmsenile en |3 nauraers
meckane picadiraedhari de mosquiles. Aceder. I vector mes mportante del misguilo e altaménle dosnsticad y especies
Urbns Aecles Aegnpi. L infeccadn primaria del Dengue, conocids también como la Fiebre Dengue, e ¢l tipo mis comin
e enlermedad de Dengue, Extt asociak a 1y e templad y i, dolor de caber, dolor muscubr y erupeiones de a piel.
L:Wu.uﬁuunl:n:umﬂmrmﬂummllmfDHI‘}u!lndnmdeMkd:EuwynnﬂIahs
(recuentes e ficbee lt y it El ndhce de Entalidd e pacieries
com Sindvome de shock de Dengue p!ﬂemhnihmm#%ﬂdmnmnmmnnﬁﬁudm
repenting incto de dolor e cabeza, doloe retmbullr, dolor de sl y L miembecs {febre i hussioruto) lmfadevopata y
mmmmudlwmhn;mdumw&nmlhwtmmmmmmmmfmw
secmdary b L st
lmwrpmspmfmﬂw&l&mzmmmu&xymﬂﬁmmmummfmm&ﬂquhwy
Secundario. QuackView™ Dengue Test o8 una rueva generacadn de prucha mmunocomlogrifics empleando ¢f antipeno
tecombinante viral Dengue para los custro serobpos para delectsr lo respuesta el anbicuerpo especilico.

PRINCIFIOS DE LA PRUEBA

(usckView™ Dengue Test mglw d pmlpuek TeM y bumano
140 s el 5 como do s e proeha i Liea b
LmuLg.lﬂe\Iamm&thmwu‘hlmlg‘(inhwmdeMmuymelxvmdemwn
 seguids e 1 inea 1M, Como b suesies e preba My o tvis de b mimsbeand denro del dispositvo de proeba EL
Dengue coloread especifce conjugado recombinante oro colodal s compleja con los anticuerpos wpecifices. (IgM Yo
(g0 del wirus def Dengue si esth presente en b muestra. Esde complego se mueve ms en a membeana hacta b regatn de
prucka donde e capturado por s anicuerpes bumanos IgM ¢ [gCi revestidos en b membrans, conducsendo 2 la formacitn
e b coloveadda que mibca e resultado positivo. La ausencia de esta bands coloeeads en b ventana de procha mdica
un resultsdo negativo. Una linea de control incorperada ssempre aparecerd en b ventana de prucha cuando la pruca se ha
realizad cormectamente a pesar de b presencia o susencia de b anticuerps del Vin del Dengue en o espécimen.

L ani e

REACTIVOS Y MATERIAL SUMINISTRADO
Cada knt contien:

1.Quick View™ Dengue Test Card en un sachet de aluminio
2 Buler de muestra

$ Instruceions de usa

MATERIALES NO SUMINISTRADOS

1. Conenidor para coleccian de espécimen
1. Pipetade 12ul

3. Timeromdy

ALMACENAJEY ESTABILIDAD

Lo sachets sellados en el kit de prubas deben ser almacenados entre 3070 pars 13 duracat del tiempo de caducidad
camo i indica en el achel.
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso de diagndstico In Vitro solamente

1. Pard uso de diagndstico Profesional solmente

3. Leer bt insrucesones con cudac ants de eléctuar |a prucka

Pagha | a2

4. B producio no ennifens ningiin materis] de procédencia bumang

5. Nowarl product b e b fchs e xpircin

b, Mangar odos bos especimenss como polencialments infeceaoses,

T Segur s estindbwes de proced e Ihoraleros y guiss de b . perd el mangy y desecho e matert] polencede
e nocioso, Cuando f pocedimient de | prock e complte dsechar s eecimenes lego de o clvado . 11T
por 20 . Alerty pladen et lomto de sodoal 05% por 122 | s deechin.

B, o pipetear s eactives con s boca y no fuar o comer moenirs @ refza b procha,

9. Usar gants e (odo ef procedimiento de b prh.

COLECCION DEL ESPECIMEN Y PREPARACION

L i prepiractin especta previa del paente antis de tomark: b st

b3 szmimnwmfm 1 StoerofPlasena debe ser almacenodo 2%8°C hasta por 3 dias en caso de demorar
I prh, Para almacenaies prolongados congelar el espécimen 1 -27C. par 3 meses o TP paa pesiodbs mshggos,

3. Lapruecba trabaja mejor con muestras frescas de sangre entera. §1las pruebos no se pueden ejecutarse de tnmediato, la

sangre entera recoleclada con un anticoagulante apropiado con el EDTA o Higaring u Oabato debe ser almacenado de

40 hasta por 3 dias. Las muesteas de sangre no deben ser congeladas.

Debe evitarie b repeticion de congelimientos y descongelanvientos del espécimen.

Nousar especimenes hemolzzados, coagulados, contaminados, lpshermicos y viscososhurbis.

Lo espect particulas deben ser ' Lt pard a ek ¢l sobrenadante ckro

Dehe exilarse b mactivacion termica de 2 mussitra
Lios emvios e muesira dheben cumplie con las normas locales d transpories de agentes etiokigicos.
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PROCEDIMIENTO

Llevar hos componentes a lemperatura ambiente anles de su wo

Abrir el sachet y retirar ol cassette

= T

Una vez ahierto, el cssette debe ser usado de inmedialo

Apticar Sul de sero, plsana o sangre otal buman 2
e 51" Indicado por |a marca de b flecha

Al cufminar lo et I

resultadis. Una muests positiva
Adieionr 7 golas de

Tl puede mosiru resulados
buer de muesira al

oakimen

pizo tircado con “5” r -

Hiota: Lo resultacos bisgo de fos 20

minuios pusdan no s saures
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