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i. INTRODUCCION

En la actualidad existen virus transmitidos de animales a hombre por medio de

vectores biolégicos, los cuales pueden ser artrépodos, quienes ademas de

cumplir un ciclo biologico del parasito dentro de ellos, actian como puerta de

salida para la transmision de algunas enfermedades. Los arbovirus son una

clasificacion de virus con distintas caracteristicas morfolégicas:

Zika: Posee 180 copias de la proteina E (proteina de envoltura), asociada a

la proteina de membrana (M). (1)

Dengue: es un virus icosaedro de 50 nm, aproximadamente, conformado
por una membrana lipidica, posee proteinas estructurales como proteina C,
proteina de membrana, proteinas de envoltura y proteinas no estructurales
como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5.(2)

Chikungunya: Posee 4 proteinas no estructurales (nsP1-4) y 3
estructurales (C, E1-2), en una particula esférica pequeia, de
aproximadamente 60-70 nandmetros de diametro, con envoltura

fosfolipidica donde estan ancladas las glicoproteinas E1 y E2. (3)

Los cuadros clinicos de importancia producidos por Arbovirus, se pueden incluir

dentro de uno de los siguientes tipos:

1. Fiebre, artralgias, mialgias y exantema: En este grupo las enfermedades

a mencionar son Dengue, Chikungunya, Zika Ross River, Oeste del Nilo

entre oftras.

. Fiebre Hemorragica con miocarditis, hepatitis y nefritis: En este grupo

las enfermedades a mencionar son Fiebre Amarilla, Dengue.
Fiebre con Encefalitis: En este grupo las enfermedades a mencionar son

Encefalitis del Nilo, Encefalitis Equina, entre otros.(4)(5)
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La palabra Arbovirus se le ha otorgado a un grupo de virus transmitidos por medio
de artrépodos, se deriva del inglés (arthropod-borne virus). El término descriptivo
de los virus con genoma de ARN de cadena simple, transmitidos por artrépodos,
especialmente mosquitos y garrapatas, Incluye los alfavirus Chikungunya (CHIKV)
y los flavivirus Dengue (DENV), Zika (ZIKV), virus del Nilo Occidental, Fiebre

amarilla, entre otros.(6)

El virus Dengue es un Flavivirus de la familia Flaviviridae, es una de las
enfermedades virales mas importantes en el mundo, existen cuatro serotipos de
dengue y son genéticamente similares, comparten aproximadamente 65% de su
genoma y son transmitidos al ser humano por el mosquito del género Aedes, este
virus es el agente causal de la fiebre por dengue, asi como sus formas severas:
Fiebre hemorragica por dengue y sindrome de shock por dengue, el riesgo de
dengue hemorragico es mayor en caso del serotipo DEN-2, seguido de DEN-3,
DEN-4 y DEN-1. (5)

El virus Chikungunya es un Alfavirus de la familia Togoviridae, es una enfermedad
emergente transmitida por mosquitos principalmente Aedes aegyptiy Aedes
albopictus, originariamente su transmision era solo enzootica con brotes
epidemioldgicos aislados en humanos, a partir del afio 2000 la infeccion se ha
extendido a millones de personas. Los casos diagnosticados en las Américas son
del genotipo asiatico, el virus puede mantenerse en tejidos de articulaciones vy

causar artralgias prolongadas, asociadas a una respuesta inmune persistente. (5)

El virus Zika es un flavivirus de la familia Flaviviridae, es una enfermedad
emergente transmitida a través de la picadura de mosquitos del género Aedes
aegyptiy Aedes albopictus, este virus se ha propagado en las Américas desde el
afo 2014, este virus posee una sintomatologia similar a CHIKV; Ademas se han
descrito complicaciones neuroldégicas y autoinmunitarias, asi como
malformaciones congénitas como son los casos de microcefalia y la asociacion al

sindrome de Guillain-Barré. (5)
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La OMS, OPS y la FDA han desarrollado programas para evitar la propagacion de
los patégenos antes mencionados, en los cuales se incorporan técnicas de
deteccion para la reduccion de patégenos e implementar una conciencia en la
comunidad en la que involucran la eliminacion del vector. Guatemala se ha
considerado como zona endémica segun la OMS, ademas se han reportado

diversos casos clinicos en donde se ve involucrado el mosquito Aedes.(7)
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CAPITULO |
MARCO METODOLOGICO

1. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Dengue, Chikungunya y Zika son enfermedades prevalentes en los tropicos y son
un problema de salud publica en Guatemala, son enfermedades que actualmente
han tenido un aumento significativo en el pais; Zika ha sido declarado por la OMS
una enfermedad de problemética global, es el Unico arbovirus que ha sido
relacionado con efectos teratogénicos. Chikungunya es una enfermedad que tiene
similitud con las manifestaciones clinicas de Dengue y Zika, que al mismo tiempo
comparte el mismo vector y semejantes caracteristicas epidemioldgicas, si bien
no es un flavivirus, como los antes mencionados, comparten caracteristicas que

son importantes de diferenciar.

Tomando en cuenta que Guatemala tiene una elevada presencia de Aedes
aegypti y Aedesalbopictus, y esta demostrada la circulacién de los tres virus
Dengue, Chikungunya y Zika, existe un gran namero de pacientes infectados por
alguno de estos virus, asi como también coinfecciones, debido a que existe un

gran problema de incremento de virus y una deficiencia de técnicas moleculares.

Por lo que es importante aplicar una técnica molecular, debido a que es mas
especifica y sensible, que una prueba de tamizaje, entre los métodos de
diagnodstico de laboratorio para confirmar la infeccion por el virus de Dengue se
encuentra, la deteccion del virus por antigeno o anticuerpo o una combinacion de
ambas técnicas, para Chikungunya y Zika ain no se encuentra en el mercado una
prueba similar a la de Dengue, accesible y confiable. En general, las pruebas con
alta sensibilidad y especificidad requieren tecnologias méas complejas y los
conocimientos técnicos, mientras que las pruebas rapidas pueden comprometer la

sensibilidad y especificidad brindando facilidad de rendimiento y velocidad.
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El aislamiento del virus y la deteccién de acidos nucleicos son mas complejos y
costosos, pero tienen mayor especificidad y sensibilidad comparada con la

deteccion de anticuerpos por medio de métodos seroldgicos.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Guatemala Dengue es una de las enfermedades mas comunes en el afio 2017
se reportaron 4.116 casos(8), Chikungunya se reportaron 349 casos
sospechosos(9) y Zika en Guatemala a partir del 2015-2018 se reportaron 3,907
casos sospechosos, 1,032 casos confirmados y 140 casos confirmados de
sindrome congénito asociado con Zika(10), por lo que es necesario un tamizaje
paralelo de pruebas moleculares y serolégicas para aumentar la captacion de

casos realmente positivos para cualquiera de las 3 enfermedades.
2.1 Definiciéon del Problema

No hay evidencia alguna de que el area de salud de Izabal cuente con registros
de tamizajes primarios en la poblaciébn para evitar la propagacion de las
infecciones por estos virus, lo cual afecta significativamente la calidad de vida
de la poblacién en Izabal, lo cual no permite que puedan llevar un tratamiento o
monitoreo médico adecuado, mas en el caso de las infecciones por virus Zika

gue pueden afectar el desarrollo del feto y provocar dafios a nivel cerebral.
2.2 Especificacion del Problema

Falta de tamizaje primario con métodos diagndsticos sensibles y especificos
gue permitan el desarrollo de una estrategia a nivel salud publica para evitar

dafios en la poblacion.
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2.3 Delimitacion del Problema

2.3.1 Unidad de Analisis
Plasma con EDTA congelado a — 20°C.

2.3.2 Tamafo de la Muestra
Pacientes masculinos y femeninos de 5 a 80 aflos que se presenten como
parte del publico que atiende el laboratorio clinico los Almendros que

tengan los siguientes criterios de inclusion:

e Fiebre

e Vomito, diarrea

e Conjuntivitis

e Dolor de cabeza

e Dolor en las articulaciones
e Dolores musculares

e Dolor detras de los ojos

e Sarpullido o Rash

2.3.3 Ambito Geogréfico

Laboratorio clinico los AlImendros del departamento de Morales Izabal.
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CAPITULO I
3. MARCO TEORICO

3.1 Dengue

El Dengue es una enfermedad viral, de caracter endémico-epidémico, transmitida
por mosquitos del género Aedes, principalmente por Aedes aegypti, el Dengue
tiene diversas formas de expresion clinica que van desde fiebre indiferenciada
(frecuente en nifios), fiebre con cefalea, malestar general, dolores

osteomioarticulares, con o sin exantema, leucopenia y sangrado. (11)

El Dengue se ha convertido en un importante problema de salud internacional que
afecta a las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, especialmente
las zonas urbanas y periurbanas. La distribucién geografica del Dengue, la
frecuencia de los ciclos epidémicos y el nimero de casos de dengue han
aumentado considerablemente durante las dltimas dos décadas. Ademéds, la
frecuencia de una complicacion potencialmente letal del dengue, llamado fiebre

hemorragica del Dengue ha comenzado a ocurrir con mas frecuencia.(12)

La fiebre del dengue es causada por cuatro virus distintos, pero estrechamente
relacionados llamados serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) y transmitidos
a los humanos a través de las picaduras de mosquitos infectados siendo Aedes

aegypti es el principal vector.(12)
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3.1.1 Historia

Desde la antigiiedad se han descrito casos de epidemia por dengue y que han

llegado a afectar a la poblacion en general, causando catastrofes de diversas

magnitudes. Aunque no se sabe el alcance de las epidemias se han

evidenciado dentro de la historia humana episodios que han tenido un récord,

dentro de los cuales podemos mencionar:

1000 b.c.: En China se reporté una epidemia con sintomas parecidos a los

del dengue.

1779: Se reportan las primeras epidemias en Asia, Africa y América del

Norte.

1950: Se produce la primera epidemia de dengue hemorragico en el

Sureste Asiatico.

1975: El dengue se convirtio en la causa frecuente de hospitalizacion y

muerte de los nifios de muchos paises.
1978: Se detectaron los primeros casos de Dengue en Guatemala.

1988: Sucedieron la aparicion de brotes en 8 departamentos de

Guatemala.

1992: El brote se diseminé a la costa sur, region central, oriente del pais y

Petén.

2009-2010 y 2014-2015: Se han dado afios altamente epidémicos en

Guatemala.

Actualmente son frecuentes las epidemias causadas por serotipos multiples, se

ha ampliado su distribucién geogréfica.(13)
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3.1.2 Epidemiologia

En Guatemala el 8 de noviembre de 2015 las autoridades indicaron que se
reportaron nueve muertos por dengue hemorragico y 14 mil 600 casos por dengue

clasico, seis de los fallecidos ocurrieron en Escuintla.

Las otras tres muertes se registraron en los departamentos de Guatemala, Santa
Rosa y Petén, durante el afio 2014 se registraron 12 mil 353 casos de dengue

clasico, segun las autoridades. (14)

Durante el 2015 Guatemala declar6é "Estado de emergencia sanitaria” a través del
acuerdo ministerial nimero 152-2015, en el que se priorizo la vigilancia, atencion,
movilizacion de recursos y monitoreo en el combate del mosquito transmisor en
los departamentos de Guatemala, Santa Rosa, Retalhuleu, Quetzaltenango,

Petén, Escuintlay Zacapa.

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) con el apoyo técnico
de la OPS/OMS Guatemala, trabaja en el fortalecimiento de la EGI-Dengue, en
intensificar acciones de control y prevencion en las areas de mayor riesgo,
proporcionar asistencia y acompafiamiento a las areas de salud que presentan
mayor problematica en términos de acceso, manejo de pacientes y desarrollo de
actividades de prevencion y control. (15)

El 29 de septiembre de 2017 mas de 600 casos de dengue se han detectado, en
el departamento de Zacapa. De estos 148 han ocurrido solo en la cabecera
departamental, tres de estos casos terminaron en la muerte de dos menores de

edad, un nifio de 3 afios y una bebé de 5 meses. (16)
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Las primeras cuatro areas de
salud representan el 48 % de los
casos (369/771); de la semana
1 a 20 del afio 2018, 11 &reas
de salud se encuentran por
arriba de tasa pais de 4,55 por
100000 habitantes. Los casos
reportados durante la semana

epidemiologica suman 771.

Se reporta decremento de
30,09 % entre los casos de
2018 y 2017, 17 area de salud
no reportaron ningun caso en la
semana veinte del afio 2018.
No se reporta ningln caso

fallecido por Dengue Grave.

Las areas de salud con

mayor incidencia a la
semana 20/2018 son:
Zacapa, Izabal,
Quetzaltenango,

Chiquimula, Escuintla, vy

Guatemala Central, con

rango de tasas entre 27,77

Fuente: SIGSA

Tasa incidencia acumulada por érea de salud,
Guatemala 2017-2018, S.E. 1-20

Casos de la semana 20 217 8

Arsa de Sahud 2017 2018 Casos Tatac Casos Tasas
Zacapa g 2 T 345 GE 27,77
Izatal & & a3 13,18 100 20,91
Queizalienango 1] a 54 599 143 15,66
Chiguimula 3 5 32 7.52 SE 13,63
Esculntia 12 3 112 14,15 95 12,51
Guatemala Central g i} 165 16,69 TE 7.54
El Progreso 4] 1 T 3499 11 627
Santa Rosa 3 3 105 26,68 23 5,89
Sacatepequez 2 3 135 38,15 12 533
Petén Sur Oceldantal 1 i 5 171 15 512
lxzan 4] 1 B 305 ] S.05
Baja Verapaz 1] a 25 793 13 413
Jalapa i} 2 18 479 15 389
Guatemala Nor Ocoidente 2 i} 33 392 31 368
Petén Sur Onenial 1 a g 3,64 7 2,83
Guatemala Nor Criente 2 i} 4 .75 13 244
Petén Nore 1 a 14 572 4 164
Alta Verapaz 1 1 54 405 by | 1.58
Jutlapa 1 i} 17 345 7 1.42
Retalhulau 1 li] B 1,73 4 1,15
Suchitepaguez [ o g 1,51 1 1,01
Chimaltenango 1] a g 124 [ 0,63
Hushustenanga 4] 1 21 1,58 11 D.E3
San Marcas 7 i} 50 426 7 060
Guatemala Sur 1 1 22 204 5 045
Soloia 4 3 B 154 1 019
El Guiche 2 0 21 4,86

Fuente: SIGSA

Dengue
Casos y tasas acumulados

Guatemala 2017 - 2018 S.E. 20

2Mapa de Incidencia

2017

1 Zacaptepequez
2 Zacapa
3 Santa Rosa

5 Escuintla
6 Izabal
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4 Guatemala Central

2018

38,15
31,45
26,88
16,69
14,15

1 Zacapa 7,77
2 Tzabal 20,91
3 Quetzaltenango 15,86
4 Chiquimula 13,62
5 Escuintla 12,51
| 6 Guatemala Central 7,84

Fuente: SIGSA

Fuente: SIGSA

| Area de Salud. Tasa de incidencia

Tasa per 100,000 habitantes



a 7,84 por 100000 habitantes, mencionadas en orden descendente. Y en el 2017
presentaron la misma incidencia las areas de salud de: Sacatepéquez, Zacapa,

Santa Rosa, Guatemala Central, Escuintla e Izabal.
3.1.3 Patogenia
3.1.3.1 Manifestaciones Clinicas
3.1.3.1.1 Dengue Clasico

La infeccion asintomética y la fiebre indiferenciada son las manifestaciones
mas comunes del virus del dengue y representa 50%- 80% de los casos. La
enfermedad tiene un periodo de incubacion de dos a siete dias, comienza de
forma caracteristica con fiebre de aparicion brusca, escalofrios, mialgias
intensas que explican la denominacion popular de “fiebre quebrantahuesos”.
Los pacientes pueden referir también artralgias, pero sin verdadera artritis
detectable. La cefalea es frecuente y en ocasiones intensa y va acompafada
de dolor retro-orbitario. La duracion de los sintomas es bastante variable,
pero en general es de dos a cinco dias, con una evolucion bifasica en

algunos casos.

Algunas veces se produce una meningitis aséptica. Aunque en algunos
casos pueden existir faringitis o signos radiol6gicos de infiltrados
pulmonares, estos virus no son patdégenos respiratorios importantes. El
diagnostico diferencial comprende la leptospirosis anictérica, las rickettsiosis
y los primeros estadios de otros sindromes febriles en general. La
enfermedad acaba con una recuperacion completa, aunque se han descrito

algunos casos con astenia y otros sintomas inespecificos persistentes.(17)
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3.1.3.1.2 Dengue Hemorragico

Los principales mecanismos fisiopatolégicos del dengue hemorragico son:

e Formacion de anticuerpos antiviricos desprovistos de un papel

protector.

Inducida por la invasion previa de un serotipo heterélogo del virus del
dengue, pero a pesar de esto, se unen a la superficie del virion y tras su
interaccion, el receptor Fc (glicoproteina que se encuentra en la superficie
de algunas células que contribuyen a la funcion protectora del sistema
inmunoloégico como los macréfagos, neutrofilos, mastocitos, células
naturales asesinas e inducen a la fagocitosis o citotoxidad de los
patégenos), dirigen a los virus del dengue hacia las células blanco,

originando una infeccion potenciada.

Dafio celular: por accion directa del virus, induce apoptosis, necrosis y
gue puede afectar células como el hepatocito, células endoteliales y las
neuronas. En el endotelio en especial, el dafio si es que puede
observarse, no es proporcional con la salida de liquido a un tercer
espacio.(18)

Accion de anticuerpos contra proteinas no estructurales del virus del
dengue.

Da como resultado una reaccidon cruzada contra proteinas de la
coagulacion como el fibrinbgeno y proteinas de las células endoteliales.
Hay también activacion del complemento con liberacién de anafilotoxinas
y aumento de la permeabilidad vascular. (18)

Lisis celular.

Por la activacién de linfocitos T citotoxicos. (18)
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e Acciodn de citosinas.

Las citocinas como el factor de necrosis tumoral, interferon gamma e
interleucina I, liberadas por monocitos y linfocitos T provocan alteracion en
la permeabilidad vascular que desemboca en extravasacion de liquido,
generando hipovolemia, estado de shock y edema pulmonar no

cardiogénico.(18)

e Proliferacion policlonal de las células B.

Es inducida por la infeccion del virus del dengue y conduce a una
produccion de IgM. Se ha detectado que existe una reaccion cruzada
entre los antigenos virales y moléculas plaquetarias, estos anticuerpos

producen lisis e inhibicion en la agregacion de estas.

La induccién de la lisis plaquetaria explica, al menos en parte, la
trombocitopenia de la fase aguda que es principalmente causada por la
activacion del complemento. En resumen, es probable que exista una
reaccion anormal de la inmunidad, lo que produce una respuesta
alterada de los anticuerpos ante los elevados niveles de viremia y
antigenos circulantes y con ello la exacerbacion de la produccién de
citocinas, activacion de linfocitos T y alteracion en la eliminacion de

cuerpos apoptoticos.(18)
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3.1.4 Estructuradel virus del dengue
3.1.4.1 Proteinas estructurales
3.1.4.1.1 Proteina C

Proteina de la capside o proteina Core, esta conformada por cuatro hélices
alfa, las hélices 3 y 4 son hidrofébicas permitiendo anclar la proteina de

membrana al reticulo endoplasmico.

La hélice 1 se encuentra orientada al citoplasma, es de caracter basico y se
asocia al ARN gendmico. Protege al ARN viral de la degradacion.

La hélice 2 es hidrofébica e interviene en el ensamblaje de la
ribonucleoproteina y de la particula viral. Interactia con las proteinas
precursoras de membrana y de envoltura, para favorecer y completar el

ensamblaje de las particulas virales.(19)
3.1.4.1.2 Proteina precursora de membrana

Esta presente en los viriones inmaduros, participa fundamentalmente en el

proceso de maduracion de la particula viral. (19)
3.1.4.1.3 Proteina de membrana

Tiene dos dominios transmembrana y un ectodominio el cual induce la

apoptosis.(19)
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3.1.4.1.4 Proteina de envoltura E

Posee tres dominios denominados |, 1l y Ill.

determinantes para las interacciones entre el virus y los receptores de las

células vulnerables.

Es el principal inmundégeno del virus, estimula la respuesta inmune del

individuo e induce la produccion de anticuerpos neutralizadores.

Su importancia funcional radica en que es la Unica proteina viral que
interactia con las moléculas receptoras de la membrana plasmatica de las

células vulnerables, favoreciendo la endocitosis del virus. (19)

3 Proteina de envoltura E

Proteina
de envoltura E

Proteina
de membrana M

Proteina
de cdpside C

ARN de
monocadena
positiva
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3.1.4.2 Proteinas no estructurales
3.1.4.2.1 Proteina NS1

Estd asociada a las balsas lipidicas de la membrana plasmética. Se
encuentra soluble en el citoplasma y en el espacio extracelular, estimulando

el sistema inmunitario.(19)
3.1.4.2.2 Proteina NS2A

Promueve el ensamblaje y la replicacion viral. (19)
3.1.4.2.3 Proteina NS2B

Posee una regidon hidrofébica que ancla a la membrana del reticulo
endoplasmico. (19)

3.1.4.2.4 La proteina NS3

Posee un extremo N-terminal con una funcién proteolitica y un extremo C-
terminal con diferentes actividades enzimaticas; ambas funciones son

indispensables en la replicacion viral.(19)
3.1.5 Entrada del ciclo intracelular

La entrada del virus en células de los mamiferos y en las de mosquito, inicia con
el acercamiento del virus del dengue a la superficie de la célula; la proteina E
interactia con proteinas de la membrana celular que median la unién y la
endocitosis del virus. EI dominio Ill de la proteina E interactia con el receptor
laminina LAMR1, la proteina de adhesion celular ICAM-3 o DC-SIGN (Dendritic
Cell Specific Intercelular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin, CD209) y

con proteoglicanos como el heparan sulfato, entre otras moléculas.(20)
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El endosoma producida por la endocitosis del virus se fragmenta introduciendo la
nucleocapside al citoplasma, liberando el ARN viral. El genoma es traducido a una
poliproteina sencilla, la cual sufre modificaciones(21)por los componentes
celulares del hospedero y las proteasas virales. Se producen las proteinas
necesarias para la replicacion viral y empaquetamiento. La replicacion viral se
lleva a cabo en las membranas intracelulares y se unen al reticulo endoplasmico.
Nuevamente se vuelven a unir las particulas virales y son transportadas al
aparato de Golgi. Por ultimo, las particulas maduras del virus son liberadas por

exocitosis. (22)
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3.2Chikungunya

Chikungunya es una enfermedad febril viral, transmitida por picadura de
mosquitos del género Aedes. La palabra Chikungunya, proviene del makonde, un
lenguaje hablado en el sur de Tanzania y significa "hombre encorvado o
retorcido”, otros lo traducen "el que se inclina hacia arriba”, por la posicion

antalgica de los pacientes debido al dolor en las articulaciones. (23)(24)

El virus del Chikungunya es conocido como un virus artritogénico, pertenece al
género Alfavirus, familia Togaviridae. Es un virus con un genoma ARN de
polaridad positiva, de aproximadamente 11,5 kb de longitud que codifica para
cinco proteinas estructurales que componen la particula viral madura. También
codifica para cuatro proteinas no estructurales (nsPle4) implicadas en la
replicacion viral. Se han identificado tres linajes del virus del Chikungunya: ECSA
(Este, Central y Sur é&frica), africa occidental y Asiatico. La anterior subdivision

esta basada en las secuencias de genes de la proteina E1 de la envoltura
(E1lgp).(23)(25)

3.2.1 Historia

El virus fue descrito por primera vez en 1952 en Tanzania, por W.H.R. Lumsden.
Originariamente su transmision era solo zoondtica, con brotes epidémicos
aislados en humanos, pero a partir del afio 2000 la infeccion se ha extendido a
millones de personas. Los casos diagnosticados en las Américas son del genotipo
asiatico. El virus puede mantenerse en tejidos de articulaciones y causar

artralgias prolongadas, asociadas a una respuesta inmune persistente. (6)
2000: se identificaron los brotes en Africa, Asia y el subcontinente indio.
2005: Se reportaron multiples brotes en toda Africa, Océano Indico.

2006: El brote se extendié a los continentes cercanos del océano indico.
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2013: En la India se reporta un gran brote y también se vio afectados diferentes

paises.
3.2.2 Epidemiologia

En Guatemala se han reportado hasta el 28 de octubre de este mismo afio, 356
casos de Chikungunya, El grupo de edad afectado esta entre los 20 a 59 afos.
Seis areas de salud presentaron la incidencia mas alta son: Santa Rosa, Petén
sur Oriental, Guatemala Nor Occidente, Chiquimula, Quetzaltenango y Jutiapa.
Las areas en riesgo para ambos periodos analizados son: Santa Rosa,
Chiquimula y Peten sur Oriente. (26)

Los casos acumulados de Chikungunya de la semana epidemioldgica de la 1 a la
26 del periodo 2018, representan un descenso de 70% (81/273) respecto al 2017,
nueve areas de salud superan la tasa de pais de 0.48 por cada 100,000

habitantes.

Chikungunya, tasa de incidencia acumulada por &rea de salud, hasta la

semana epidemioldgica 26 Guatemala, 2017 - 2018

Las tasas de incidencia de Chikungunya por 100,000 habitantes y estratificadas
por cuartiles en el periodo que comprende de la semana epidemiolégica de 1 a la
26 del afio 2017, evidencia que las areas de salud con mayor riesgo para este
evento son: Santa Rosa, Guatemala Central, Quetzaltenango, Zacapa, Baja
Verapaz y Escuintla con un

rango de tasas 2.5a 7. 7.

5 Tasa de incidencia
Acumulada por area de salud J

|
e

Chikungunya

OmEO0§

Fuente: SIGSA
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En el periodo 2018, se encuentran dentro del cuartil de mayor riesgo cuatro areas

de salud siendo: Guatemala Central, Escuintla, Quetzaltenango e Ixcan, con

rangos de tasa de 0.8 a 2.7 por 100,000 habitantes.

Patogenia

3.2.2.1 Manifestaciones clinicas

3.2.2.1.1 Enfermedad Aguda

Después de un periodo de incubacion de 3-7 dias, tras la picadura del
mosquito el de CHIKV causa una enfermedad febril generalmente
asociado con artralgia/artritis (87%), dolor de espalda (67%) y cefalea
(62%).

La viremia persiste hasta 8 dias desde el inicio del cuadro clinico. Los
tobillos, las mufiecas y las articulaciones pequefias de la mano
tienden a verse mas afectados. Entre las articulaciones mas grandes
también se incluyen rodilla, escapula y columna vertebral. Poliartritis
‘migratoria’ con edema fueron vistos en alrededor de 70% de los

casos. (27)

En la mayor parte de los pacientes, los sintomas desaparecen en 1 a
3 semanas. Sin embargo, algunos pacientes pueden presentar
recaida de los sintomas reumatoldgicos (por ejemplo, poliartralgia,
poliartritis, tendosinovitis) meses después de la enfermedad aguda.
Proporciones variables de pacientes notifican dolores persistentes de
las articulaciones por meses a afos. Las secuelas neuroldgicas,

emocionales y dermatoldgicas también se describen.

Los individuos mayores y aquellos con trastornos articulares

subyacentes reumaticos y traumaticos parecen ser mas vulnerables
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para presentar los sintomas cronicos articulares. La mortalidad es rara

y ocurre principalmente en los adultos mayores.(27)
3.2.2.1.2 Manifestaciones atipicas

Aunque la mayoria de las infecciones por CHIKV se manifiestan con
fiebre y artralgias, también pueden ocurrir manifestaciones atipicas.
Estas manifestaciones pueden deberse a efectos directos del virus, la
respuesta inmunolégica frente al virus, o la toxicidad de los

medicamentos.

Las manifestaciones atipicas son mas comunes en ciertos grupos,
como la meningoencefalitis y la dermatosis vesiculobulosa se

observan con mas frecuencia en nifios y lactantes.(28)
3.2.2.1.3 Manifestaciones subaguday crénica

Después de los primeros 10 dias, la mayoria de los pacientes sentira
una mejoria en su estado general de salud y del dolor articular. Sin
embargo, posteriormente puede ocurrir la reaparicion de los sintomas.
Algunos pacientes pueden presentar sintomas reumaticos como
poliartritis distal, exacerbacién del dolor en articulaciones y huesos
previamente lesionados, y tenosinovitis hipertréfica subaguda en
mufecas Yy tobillos. También pueden desarrollar trastornos
vasculares periféricos transitorios, tales como el sindrome de

Raynaud.

La enfermedad cronica se caracteriza por la persistencia de sintomas
por mas de tres meses. El sintoma persistente mas frecuente es la
artralgia inflamatoria en las mismas articulaciones que se vieron
afectadas durante la etapa aguda. Algunos pacientes desarrollan

artritis destructiva, semejante a la artritis reumatoide. Otros sintomas
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0 molestias durante la fase crénica pueden incluir fatiga y depresion,
los factores de riesgo para la persistencia de los sintomas son la edad
avanzada, los trastornos articulares preexistentes y enfermedad

aguda severa. (28)
3.2.2.1.4 Manifestaciones en el recién nacido

A partir del tercer dia de nacido y hasta el séptimo dia, con una media
de 4 dias, puede iniciar uno o mas de los siguientes signos y
sintomas: fiebre, inapetencia, dolor, edema distal, diversas
manifestaciones de la piel (erupcion maculopapular, vesiculas o
bulas), crisis convulsivas, meningoencefalitis y anormalidades

ecocardiograficas.(29)
3.2.3 Estructuradel virus Chikungunya
3.2.3.1 Proteinas Estructurales
3.2.3.1.1 Glicoproteinas transmembranales tipo |, E2y E1

Forman proyecciones y media el reconocimiento del receptor para el

virus en la célula diana.
3.2.3.1.2 Capside viral

Ubicada en la regién central, de simetria icosaédrica y formada por
alrededor de 240 copias de la proteina C, encierra una molécula de
ARN de una sola hebra de polaridad positiva de aproximadamente
11800 pares de base de longitud, la cual constituye el genoma viral y
posee una estructura de metilguanilina en posiciéon 5 'y una cola de

poli-A en su extremo 3'.(30)
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3.2.3.2 Entrada del Ciclo Intracelular

El mosquito adquiere el virus al tomar sangre de un hospedero infectado
por el virus. El virus infecta y se reproduce en las células epiteliales del
mesenterdn, intestino medio del mosquito. Los virus de la progenie son
liberados a través de la membrana basal, para alcanzar la hemolinfa del

insecto.

Por esta via se disemina e infecta a otros tejidos, entre ellos las
glandulas salivales. Aqui el virus establece una infeccidn persistente,

alcanzando altos titulos en la saliva.

Cuando el mosquito pica huevamente secreta saliva, la cual contiene
elementos anticoagulantes que evitan el taponamiento de la probdscide,

y transmite el virus al nuevo hospedero.(31)

6 Modelo de la multiplicacion de los alphavirus y su expresion
genética

P1234 D O D2

P123 0 D nsP4
w’ nsP1

w? nsP2
w’ nsP3
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En el hospedero el virus entra en la célula diana, monocito/macrofago,
mediante mecanismos de endocitosis mediada por receptores y se multiplica
en el citoplasma celular. Luego de la acidificacion de la vesicula y la
correspondiente decapsidacion, el genoma viral consiste en un ARNm, es

traducido en una proteina, llamada P1234. (31)

Esta poliproteina es escindida por la proteasa viral nsP2 en las cuatro
proteinas no estructurales, necesarias para la transcripcion y la replicacion
del ARN viral. Estas cuatro proteinas realizan actividad de ARN-polimerasa
para la sintesis de ARN viral; colocacién del capuchoén en el extremo 5 del
ARNm viral y en el ARNm subgenémico que da origen a las proteinas
estructurales; actividad helicasa, implicada en el desenrollamiento de la
molécula de ARN durante la replicacibn gendémica y actividad de proteasa

para el procesamiento de la poliproteina P1234.(31)

La expresion de las cuatro proteinas no estructurales a partir de protedlisis
de la P1234 procede mediante mecanismos que estan implicados en la
regulacion de la replicacion del ARN viral. Mediante un proceso de
autoprotedlisis, la poliproteina precursora origina la proteina intermediaria
P123 y la proteina madura nsP4, capaces de realizar la sintesis de ARN de
polaridad negativa (ARN-) viral pero que no son muy eficientes en la sintesis
de ARN de polaridad positiva (ARN+). Una nueva proteolisis de P123 entre
los polipéptidos nsP1 y nsP2 da lugar a una actividad polimerasa que es
capaz de sintetizar, en forma eficiente, tanto ARN- como ARN+. Una
segunda protedlisis entre nsP2 y nsP3 origina una polimerasa capaz de
sintetizar ARN+. Se ha propuesto que la regulacién de la replicacién del
ARN procede mediante una protedlisis diferencial de P123. En las etapas
precoces de la infeccion, nsP4 y P123 forman complejos de replicacion de
ARN- transitorios que desaparecen con la proteolisis de P123. (31)
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En las etapas tardias de la infeccidon, un nivel elevado de actividad de
proteinasa viral elimina la sintesis de novo de P123 y ninguna sintesis
adicional de ARN- es posible. En contraste, nsP4 y los productos de la
protedlisis de P123 forman complejos de replicacion de ARN+ que son

estables y permanecen activos a lo largo del ciclo de infeccion. (31)

Las proteinas de estructura, consistentes en la proteina de la capside, C, las
glicoproteinas de envoltura, E3, E2 y E1 y la proteina 6K son traducidas
como una poliproteina a partir de un ARNm subgendmico, sintetizado en las
etapas tardias del ciclo de multiplicacion que preceden al ensamblaje viral.
El ARNm subgendémico es sintetizado por la polimerasa viral, utilizando
como molde una molécula de ARN antigenémico. Una vez sintetizada la
poliproteina precursora, la proteina C es liberada de esta mediante una

actividad autocatalitica.

La poliproteina remanente, consistente en una glicoproteina, es insertada
mediante secuencias sefales en el reticulo endoplasmico, donde es
escindida por enzimas celulares alli localizadas para originar la proteina
precursora de E2, la glicoproteina PE2, la pequefia proteina 6K y la
glicoproteina E1. Las glicoproteinas PE2 y E1 permanecen unidas formando

un heterodimero, que es transportado hacia la membrana plasmatica.(31)

La maduracion de PE2 es realizada durante su transporte a la membrana
plasmatica por parte de la enzima celular furina, lo cual origina la pequefia
glicoproteina E3 y la glicoproteina de envoltura E2. El proceso de protedlisis
por parte de la furina celular es imprescindible para la obtencidén de virus

maduros infecciosos. (31)
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3.3 Zika

El virus Zika pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, el mismo
al que pertenecen el virus del dengue, la fiebre amarilla o la encefalitis
japonesa, la enfermedad por virus Zika presenta una sintomatologia por lo
general leve que puede pasar desapercibida o diagnosticarse erroneamente
como dengue, chikungunya u otras patologias virales que cursen con fiebre

y exantema. Los sintomas principales son:

e Elevacion de la temperatura corporal por encima de 37,2°C.

e Exantema maculo-papular que se extiende frecuentemente desde la
cara al resto del cuerpo.

e Artritis o artralgia pasajera con inflamacion de articulaciones
(principalmente en las articulaciones pequefias de manos y pies).

e Hiperemia conjuntival o conjuntivitis bilateral.

e Sintomas inespecificos como mialgia, cansancio y dolor de cabeza.

El periodo de incubacion oscila entre 3 y 12 dias y la duracion de la
sintomatologia entre 2 y 7 dias. Las infecciones asintométicas son
frecuentes y se estima que tan solo 1 de cada 4infectados desarrolla clinica.
(32)(33)

La transmisién del virus se produce a través de la picadura del mosquito
vector. En humanos el virus se ha detectado en sangre, saliva, orina, semen
y leche materna por lo que se ha planteado la hipotesis de la posible
transmision a través de transfusiones sanguineas, contactos sexuales o a
través de leche materna. En todo caso, no se conoce el papel que pueden
jugar estos posibles modos de transmisibn en la extensiéon de la
enfermedad.(34)(32)

37



3.3.1 Historia

El descubrimiento del Virus del Zika fue el resultado de programas de
investigacion para la fiebre amarilla patrocinado por la fundacién Rockefeller
en 1914 a 1970.Hay considerables datos de la seroprevalencia del ZIKV en
Africa, pero siendo esta regién una con los nimeros mas altos en cuanto a
Flavivirus, siempre se representan reacciones cruzadas entre los virus,

haciéndolo dificil de interpretar. (35)

e 1947: El virus del Zika fue aislado por primera vez.

e 2007: El primer brote de Zika fue reportado en las islas Yap de
Micronesia.

e 2013: Epidemia en las Polynesias francesas en el sur del pacifico.

e 2014: Brotes pequefios en Nueva Caledonia, las Islas Cook y las
Islas de Pascua.

e 2014: El virus del Zika hizo su primera aparicién en las Américas,
Brasil.

e 2015: Durante la semana epidemiolégica 47, las autoridades de
Salud de Guatemala reportaron la deteccion del primer caso
confirmado del virus del Zika en el departamento de Zacapa.

e 2016: Se reportaron casos de Zika en los territorios de Suramérica,
Centroamérica, Norteamérica y el caribe; también en ese mismo

afio, se reportaron brotes en el este de Africa.(36)
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3.3.2 Epidemiologia

En la semana epidemiologica 47 del afio 2015, las autoridades sanitarias
de Guatemala informaron la deteccion del primer caso confirmado de Zika,
transmitida por vectores autdctonos en Guatemala, en el Zacapa

Departamento.

Los casos acumulados de Zika de la semana epidemiologica 1 a la 20 del
periodo 2018, presentan decremento de 75% (268/66). No hay casos
notificados en diez &reas de salud. De los casos acumulados en Guatemala
central se observa 66% de decremento. Durante la semana epidemiologica

20 ningun area de salud notifico casos, el decremento es de 100%.

7 Casos y Tasas Acumulados por habitantes Zika

ZIKA
Caszos y Tasas Acumulados por 100000 habitantes,
GUATEMALA 2017 - 2018 S.E. 20

Casos de la semana 20 2017 208

Area de Salud 2017 2018 Casos Tasas  Casos Tasas
Guatemala Central [ 0 127 12,77 43 4,32
Zacapa 1] 1] 1 041 2 0,82
CQuetzaltenango 0 0 14 1,55 7 0,78
Suchitepéquez 1] 1] 4] 0 4 0.67
Guatemala Sur 0 4] 2 0.74 8 0.56
Santa Rosa 1] 1] 20 512 1 0,26
Jutiapa 3 0 i0 203 1 0,20
E=scuintla 2 1] 23 201 1 0,13
Alta Verapaz 1] 1] 2 0,15 1 0,08
Guatemala Mor Occidents 0 4] 3 0.36 ] 1]
Huehustenange 1] 1] 0,08 0 4]
El Quiche 1] 1] 1,30 0 o
Retalhulzu 1] 1] 0,29 0 1]
Izabal (1] (1] 4 0,54 1] o
Chiguimula 0 0 35 822 ] o
Baja Verapaz 0 0 2 0,63 ] o
Petén Morte 1 0 2 082 0 o
Petén Sur Oriental 1] 1] 2 0,21 0 o
Petén Sur Occidental 0 0 2 0,68 0 o

Fuente: SIGSA/Calculo DE.
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3.3.2.1 Distribucion Geogréafica

En el afio 2017, a partir de la semana 28, Guatemala inform6 casos
sospechosos de Zika en 20 &reas de salud. Las tasas de incidencia
mas altas se registraron en Guatemala central (14 casos por 100,000
habitantes), Chiquimula (6 casos por 100,000) y Santa Rosa (5 casos
por 100,000). En 2016, las tasas de incidencia mas altas se registraron
en las areas de salud de Santa Rosa (106 casos por 100,000), Zacapa
(106 casos por 100,000) y Chiguimula (61 casos por 100,000).

3.3.2.2 Tendencia

Desde finales del 2015 hasta la semana epidemiolégica 6 del 2016, se
observé una tendencia creciente de casos de Zika en Guatemala.
Desde entonces, se ha observado una reduccion del numero de casos
semanales, con un ligero aumento en las primeras semanas del 2017.
En las Ultimas 8 semanas informadas (semana epidemioldgica 24al 31
del 2017), un promedio de 7 casos sospechosos de Zika por semana

reportados.

Casos de Zika sospechosos y confirmados por semana epidemioldgica en Guatemala. Semana

Epidemiol6gica 41 del 2015 a Semana Epidemiolégica 31 del 2017

Suspected cases

Confirmed cases

Number of cases
=
=1
a

4143454749511 3 5 7 9 111315171921232527293133353739414345474951 1 3 5 7 9 1113151719212325272931
2015 2016 2017

Epidemiological week

Fuente: Datos reportados por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala
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Con respecto a la distribucion de casos por edad y sexo, segun los
datos disponibles, en el 2017 la mayor tasa de incidencia de Zika se
observo en mujeres de 15 a 39 afios, seguidas por mujeres de 20 a 24
afios probablemente debido a un sesgo en la deteccion de mujeres
embarazadas infectadas con Zika. En la mayoria de los grupos de
edad, la tasa de incidencia observada en las mujeres fue mas alta que
la de los hombres, con la excepcion de los menores de 1 afio, de 5a 9
afios y los de 60 a 64 afos.

Tasa de incidencia de casos de Zika por 100,000 habitantes por edad y sexo en Guatemala.

Semana Epidemioldgica 1 a Semana Epidemioldgica 28 de 2017.

B Male @Female

Greater than 64 years
60 to 64 years
50 to 59 years
40 to 49 years
25 to 39 years
20 to 24 years

15 to 19 years
10 to 14 years
5to 9 years

1 to 4 years
Less than 1 year

40 20 0 20 40 60 80

Incidence rate of Zika cases

Fuente: Datos reportados por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala y reproducidos por la OPS / OMS.

3.3.3 Patogenia
3.3.3.1 Manifestaciones clinicas
3.3.3.1.1 Formas Sintomaticas

Cuadros autolimitados que tienen una duracion promedio de 4 a 7 dias y

se caracterizan por presentar sintomas como fiebre, conjuntivitis no
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purulenta, cefalea, mialgia, artralgia, astenia, exantema maculopapular
qgue inicia en la region cefalica, edema en miembros inferiores y con
menor frecuencia, dolor retro ocular, anorexia, vomitos, diarrea o dolor

abdominal.

También puede presentarse anomalias congénitas en recién nacidos
cuyas madres estuvieron en contacto con el virus del Zika durante la
gestacion, principalmente durante el primer o segundo trimestre de

gestacion.

Estas malformaciones incluyen microcefalia, anomalias cerebrales,
sindromes polimalformativos que incluyen lesiones cerebrales, disfuncion
del tronco cerebral y ausencia del reflejo de deglucion.Sus potenciales
complicaciones de tipo autoinmune a nivel neurolégico y hematoldgico

como el sindrome de Guillain-Barré. (37)
3.3.3.1.2 Sindrome Guillain-Barré

Es una polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda de origen
desconocido. Su fisiopatologia no estd completamente aclarada y se
sefiala que un organismo infeccioso induce una respuesta inmunoldégica,
de origen tanto humoral como celular, la que produce una reaccion
cruzada contra la vaina de mielina de los nervios periféricos que causa

su destruccion.(37)
3.3.3.1.3 Complicaciones del Zika en embarazadas

Las mujeres embarazadas no difieren de otros grupos poblacionales en
cuanto a la frecuencia de las complicaciones, pero al ser una virosis con
alta afinidad por tejido nervioso, las afectaciones en el sistema nervioso
central y periférico, tanto de la madre como su(s) feto(s) pueden verse

comprometidos en grado muy variable, que dependeran de la virulencia, de
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la carga viral, de la susceptibilidad de la mujer y de su respuesta

inmunologica personal.

Dentro de las complicaciones encontramos las siguientes:

e Complicaciones neurolégicas: encefalitis, parestesias,

meningoencefalitis, pardlisis facial y mielitis.

e Complicaciones autoinmunes: sindrome de Guillain-Barré, purpura

trombocitopénica.

e Complicaciones fetales: microcefalia, microftalmia, calcificaciones
intraoculares, intracraneales e intrahepaticas, patologia de fosa

craneal posterior, muerte embrionaria o fetal y abortos.(37)
3.3.4 Estructuradel virus del Zika
3.3.4.1 Proteinas estructurales
3.3.4.1.1 ProteinasEy M

Proteinas contenidas en la membrana del huésped, origina bicapa
lipidica que envuelve al nucleocapside. La proteina E compone la mayor
parte de la superficie del virién, participa en la replicacion, la unién y

fusion de la membrana del huésped.
3.3.4.1.2 Proteinas Ey M

Une al ARN para formar la nucleocapside, asistencia durante la

estabilizacion, conformacion-folding y secrecion de la proteina E.
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3.3.4.2 Proteinas no estructurales
3.3.4.2.1 Proteina NS1

Se localiza en la superficie celular y es secretada extracelularmente,
modula la sefalizacion del sistema inmune innato, los Anti-NS1 median
trombocitopenia, provoca dafio endotelial, antagoniza C4, induce

apoptosis.
3.3.4.2.2 Proteina NS2A

Proteina encargada de la sintesis del ARN y el ensamblaje viral.

3.3.4.2.3 Proteina NS3

Junto con la proteina NSA2B actda como una proteasa de serina. Induce
a la apoptosis, modula en RNA en la célula afectada bloquea la sefial del

INF tipo I, estimula la liberacién de granulos de stress de la célula.
3.3.4.2.4 Proteina NS4A

Participa en la replicacion del ARN, inhibe la sefial del INF- tipo I, induce
la autofagia, inhibe la apoptosis.

3.3.4.2.5 Proteina NS4B

Inhibe la sefial del INF- tipo I.

3.3.4.2.6 Proteina NS5

Participa en la sintesis de ARN
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3.3.4.3 Entradadel ciclo celular

Los datos de la patogénesis del ZIKV son muy escasos. El fibroblasto de la
piel, los queratinocitos epidérmicos y las células dendriticas inmaduras son
permisibles a la infeccion. La sefial DC, la proteina de membrana AXL,
Tyro y el factor de adhesion TIM-1 permiten su entrada. La replicacion del
virus activa la respuesta inmune antiviral y la produccion del interferon | en

las células afectadas.

La formacion de auto fagosomas esta asociado al aumento de la
replicacion viral, y en la induccién de la agrupacion de expresién antigénica
viral (RIG-1, MDA-5 y TLR3) los cuales son detectables en la presencia de
la asociacion patégeno-patrén molecular que fue observada después en los
fibroblastos de la piel. La infeccién induce a la autofagia programada
confirmada por la presencia de caracteristicas como las endosomas en los
fibroblastos infectados. Las células activadas durante la fiebre son (thl,
th2, th9 y th17).

3.4 Pruebas utilizadas para la deteccion de Arbovirus
3.4.1 Pruebas Serolégicas

La prueba rapida para Dengue Ag es un inmunoensayo cromatografico de
flujo lateral para la deteccion cualitativa del antigeno del virus del dengue

(Dengue Ag) en suero humano, plasma.

Su funcion es diagnosticar la infeccion por virus del dengue. Cualquier
muestra positiva confirmada con la prueba rapida debe de ser confirmada

con un método alternativo mas especifico.

La deteccion del anticuerpo Serolégico IgM es el método mas comun para el
diagndstico del virus del dengue. Ultimamente, la deteccion de antigenos

liberados durante la replicacion del virus en pacientes infectados muestra
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resultados prometedores. Permite el diagnostico desde el primer dia o al dia

siguiente de que comienza la fiebre hasta el9no dia.

La prueba rapida de Dengue Ag es un inmunoensayo cromatogréafico de

prueba de cassette consiste en:

1. Una almohadilla de conjugado con colorante tinto que contiene raton
anti-dengue NS1 conjugado con oro coloidal de conjugado de dengue
Ag.

2. Una tira de membrana de nitrocelulosa que contiene una linea de
prueba (Linea C) y una linea de control (linea C). La linea T esta
previamente rociada anticuerpo ratén anti-dengue NS1IgG y la linea C
esta previamente rociada con anticuerpos de los 4 serotipos del virus
del dengue.(38)

3.4.2 Pruebas Moleculares PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro
gue amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante
varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanca es copiada fielmente.
Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa
que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células.

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN o
ADNCc), la enzima, los oligonucleétidoso primers, los desoxirribonucledétidos
trifosfatados(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina),el ion magnesio
(Mg +), una soluciéon amortiguadora o buffer y H20. Todos estos elementos
interactian en tres etapas principales de las que se compone el PCR:
desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los equipos en donde se realiza
la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados para
establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura

y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos.(39)
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Cada uno de los ciclos consta de las tres etapas siguientes:

e Desnaturalizacion del ADN bicatenario presente en la muestra:
Tipicamente Calentando la muestra a 93-95°C, durante unos 30
segundos, se consigue la separacion de la doble hélice en dos cadenas
sencillas por rotura de los enlaces dehidrégeno y consiguiente des

apareamiento de las bases complementarias.

e Hibridacion: Union especifica de los cebadores a las cadenas sencillas
mediante complementariedad de bases a temperaturas que varian entre
50 y 70°C, dependiendo de la Tm (temperatura de fusion) del duplex
esperado y durante un tiempo aproximado de unos 20 segundos, cada
uno de los primers se une a una cadena diferente delimitando la
secuencia diana que se pretende amplificar.

e Extension o elongacion: Tipicamente a 70-75°C, comienza a funcionar
la replicacion incorporando nucledtidos sobre los primersy haciendo una

copia completa y exacta de la cadena molde. (40)
3.4.2.1 PCRentiempo real

Los primeros que sentaron las bases para desarrollar la PCR en tiempo real
fueron Higuchi y colaboradores, en 1992.EI principio de la técnica se basa en
la PCR punto final, sélo que la forma en cdmo se detectan y analizan los
productos de la amplificacién es diferente. El término en tiempo real se
refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en cada
ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a
gue es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de
la PCR punto final en donde no es posible detectar en tiempo real ni
cuantificar la secuencia blanco. Precisamente, estas ultimas dos

caracteristicas representan grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya
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gue el producto de amplificacion es monitoreado conforme transcurre la

reaccion. (39)

La nomenclatura que se usa también es diferente, si utilizamos ADN
genomico entonces hablamos de una PCR (cuantitativePCR), si, por lo
contrario, primero obtenemos ADNc y luego hacemos la PCR, nos referimos
a una RT-PCR.(41)

Los ingredientes quimicos en la PCR en tiempo real, son los mismos
utilizados en la PCR punto final, s6lo que generalmente la enzima, dNTP’s,
Mg +, el buffer y el sistema reportero de fluorescencia para detectar los
productos amplificados se venden juntos en una solucién conocida como
«Master mix», el agua es proporcionada por separado y también es libre de

nucleasas.(39)

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR a tiempo real incorporan un
lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se
realice la amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia
empleados en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes

intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos. (41)

e Moléculas o agentes intercalantes
Tienen afinidad por el ADN de doble cadena y que al ser oxidados
generan una sefal fluorescente. La fluorescencia emitida es capturada en
la etapa de extension de cada ciclo y es proporcional al nimero de copias
de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. El reportero
mas usado para estos fines se llama SYBR Green. la cual es una
molécula cargada positivamente que mientras esté en solucion sin unirse
al ADN de doble cadena, practicamente no emite fluorescencia; sin
embargo, cuando se une al surco menor del ADN incrementa hasta 1,000

veces su fluorescencia.(39)
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Sondas de hibridacién especificas
Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un
aceptor. El proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente
mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las mas utilizadas
son las sondas de hidrdlisis, denominadas también sondas TagMan, las
sondas moleculares beacons y las sondas FRET.(41)

1. Sondas de hidrolisis: Son oligonucleétidos marcados con un
fluorocromo donador en el extremo 5’ que emite fluorescencia al ser
excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia

liberada por el donador.

2. Molecular beacons: Son sondas parecidas a las anteriores. Tienen
una molécula donadora en el extremo 5’ y un aceptor en el extremo
3’ pero, ademas, presentan una estructura secundaria en forma de
asa, en la que reside la secuencia de unién especifica con el ADN
diana.

3. Sondas FRET:EI sistema se compone de dos sondas que se unen a
secuencias adyacentes del ADN diana. Una de las sondas lleva un
donador en el extremo 3’ y la otra un aceptor en el extremo 5.
Cuando las sondas estan hibridadas, los dos fluorocromos estan
proximos. Al ser excitado, el donador transfiere su energia al aceptor
que, a su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del
equipo.(41)

Sefial de fluorescencia

La sefal de fluorescencia se capta de la siguiente manera:

a) Excitar al reportero.
b) Capturar la sefal de emision de este.

c) Realizar el analisis cuantitativo.
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En el mercado existen diferentes tipos de termocicladores para esta
finalidad, cuyas diferencias principales son la fuente de energia que
utilizan para la excitacion. En general son tres las fuentes: las lamparas
de luz, diodos de emision de luz (LED, por sus siglas en inglés) y
laseres. Cualquiera que sea la fuente, primero el reportero es excitado y
su sefal de emision colectada a través de un filtro que permite el paso
de la longitud de onda correspondiente que llega hasta un fotodetector
gue captura la informacién proveniente de la muestra para su analisis

en el software del equipo.(39)

Como se analizan los resultados

No es suficiente con detectar la amplificacién en tiempo real y capturar
la fluorescencia de cada Muestra, el andlisis de la reaccion es el paso
final para determinar la cuantificacion génica. Para ello, los
termocicladores estan proveidos de una PC con un software que
generalmente son faciles de usar. Este software genera una serie de
gréficas en donde se muestran todos los datos necesarios para conocer
si la reaccion fue exitosa. Una de estas graficas es la de amplificacion
gue muestra el curso y el progreso de la reaccién, otra grafica es la
curva de Disociacion o curva melting que muestra informacion sobre la
especificidad de la reaccion. Otro paso importante del analisis es elegir
el tipo de cuantificacion que se usara para determinar la amplificacion
precisa del blanco génico; este procedimiento depende de los intereses

del investigador.(39)

Para ello existen dos tipos de cuantificacion: la absoluta y la relativa. La
primera generalmente se utiliza para conocer el nimero exacto de
copias amplificadas del blanco o la concentracién precisa de &cidos
nucleidos en una muestra. En la préactica, este tipo de cuantificacion se

usa para medir la carga viral o bacteriana en diferentes tejidos. La
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segunda se aplica cuando se desean evaluar los cambios en la

expresion de genes en distintos estados fisioldgicos. (41)

Fluorescencia

8.0
7.5
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6.5
6.0
5.5
5.0
4.5
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3.5
3.0
2.5
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1.5
1.0
0.5

[}
[=]
wn
[5~]
(=]
[R5}
[}

Ciclos

30

Curva de amplificacion. En el eje Y se muestra la cantidad de

fluorescencia y en el eje X los ciclos de la reaccion. La amplificacion se

detecta en cada ciclo de la reaccién, midiendo el incremento de la

fluorescencia que es proporcional al aumento de ADN. (39)
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11 Pico de amplificacién

Melting Peaks

1.384
1.284 3
1.184 3
1.084 §
0.984 3
0.884 1
0.784 1
0.684 3
0.584 3
0.484 1
0.384 3
0.284 3
0.184 {
0.084
0.016 7

-(d/dT) Fluorescencia (530)

SIO 5I5 6IO 6I§ FIO ?:5 SIO SIS E;O 95
Temperatura (°C)
Se puede observar un Unico pico de amplificacién que corresponde a la
curva de disociacién o curva melting que indica la especificidad de la
reaccion, es decir, que los amplicones que se formaron son del tamafio
esperado. La linea de abajo corresponde al control negativo, el cual no
amplifico. (39)

3.5 Transporte y Almacenamiento de muestras

3.5.1 Almacenamiento de muestras

Mantener refrigerada (4 °C — 8 °C) si sera procesada (o0 enviada a un
laboratorio de referencia) dentro de 48 horas

Mantener congelada (-10 °C a -20 °C) si sera procesada después de las
primeras 48 horas o durante un periodo no mayor de 7 dias.

Mantener congelada (-20 a-70 °C) si sera procesada después de una
semana. La muestra se conserva adecuadamente durante periodos

prolongados de tiempo.(42)
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3.5.2 Transporte de muestras

Se debe garantizar la cadena de frio de las muestras. Enviar (en lo posible)

con hielo seco o como minimo con geles refrigerantes.
e Enviar durante las primeras 48 horas.

e Las muestras originales deben ser empacadas, marcadas etiquetadas

(si se utiliza hielo seco). (42)
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4. HIPOTESIS

Existen casos de infeccion por Dengue, Zika y Chikungunya en pacientes que

asisten al laboratorio clinico los almendros, que no pueden ser detectados en

pruebas seroldgicas debido a la expresion tardia de anticuerpos detectados en

pruebas inmunocromatograficas, aumentando la captacion de casos positivos

cuando se aplican técnicas de biologia molecular.

5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

5.1 Objetivo General

Realizar un tamizaje primario de pacientes sintomaticos de Dengue, Zika y

Chikungunya utilizando técnicas de inmunocromatografia y biologia molecular.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.24

Aplicar la técnica de PCR tiempo real multiplex para la deteccion de
virus Dengue, Zika y Chikungunya en pacientes que asisten al
laboratorio clinico los almendros.

Correlacionar la prueba de inmunocromatografia y PCR en tiempo real
para la deteccion de Dengue.

Establecer la cantidad de pacientes portadores de la infeccidén por virus
Dengue zika y Chikungunyaque asisten al laboratorio clinico Los
Almendros.

Asociar sintomatologia reportada de los pacientes con las

caracteristicas de la infeccion por Dengue, Zika y Chikungunya.
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6. BOSQUEJO PRELIMINAR DE TEMAS Y SUBTEMAS

Dengue

Historia

Epidemiologia

Patogenia

O

@)

O

Manifestaciones Clinicas
Dengue Clasico
Dengue Hemorragico

Estructura del virus del dengue

O

O

@)

O

O

Proteinas estructurales

Proteina C

Proteina precursora de membrana
Proteina de membrana

Proteina de envoltura E

Proteinas no estructurales
Proteina NS1

Proteina NS2A

Proteina NS2B

La proteina NS3

Entrada del ciclo intracelular

Chikungunya

Historia

Epidemiologia

Patogenia

o Manifestaciones clinicas

o Enfermedad Aguda

o Manifestaciones atipicas

o Manifestaciones subaguda y cronica

o Manifestaciones en el recién nacido
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o
o

©)

Zika

Estructura del virus Chikungunya

Proteinas Estructurales

Glicoproteinas transmembranales tipo |, E2 y E1

Capside viral

Entrada del Ciclo Intracelular

Historia

Epidemiologia

O

Distribucién Geografica

o Tendencia

Patogenia

O

O

@)

o

Manifestaciones clinicas

Formas Sintomaticas

Sindrome Guillain-Barré

Complicaciones del Zika en embarazadas

Estructura del virus del Zika

e}

o

Proteinas estructurales
Proteinas Ey M

Proteinas Ey M

Proteinas no estructurales
Proteina NS1

Proteina NS2A

Proteina NS3

Proteina NS4A

Proteina NS4B

Proteina NS5

Entrada del ciclo celular

Pruebas utilizadas para la deteccion de Arbovirus

Pruebas Seroldgicas

Pruebas Moleculares PCR

PCR en tiempo real
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e Transporte y Almacenamiento de muestras
o Almacenamiento de muestras
o Transporte de muestras
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7. METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS

7.1

Métodos

PCR en tiempo real multiplex

Es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada
para amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto
de la amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, al
igual que la PCR convencional, un molde de ADN, al menos un par de
cebadores especificos, dNTPs, un tampdn de reaccién adecuado y una
ADN polimerasa termoestable. A dicha mezcla se le adiciona una sustancia
marcada con un fluoréforo que permita medir la tasa de generacion de uno
0 mas productos especificos. En un termociclador provisto de sensores de
fluorescencia, tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada.
Dicha medicion se realiza tras cada ciclo de amplificacion, y es por esto
que se le denomina PCR en tiempo real (es decir, PCR inmediata,

simultanea).(39)
Inmunocromatografia

Se basa en la migracion de una muestra a través de una membrana de
nitrocelulosa. La muestra es afiadida en la zona del conjugado, el cual esta
formado por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del

antigeno a detectar y un reactivo de deteccién.(43)

7.2 Técnicas de diagnostico

Fast- trackdiagnostics

FTD Zika / Dengue / Chik es una prueba in vitro para la deteccion
cualitativa de éacido nucleido viral como ayuda para la evaluacion de
infecciones con el virus Zika, el virus del dengue y el virus de

chikungunya.(44)
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e CTK Biotech, inc. (Onsite)
Es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral para la deteccion
cualitativa del antigeno del virus del dengue (dengue Ag) en un suero
humano, plasma. Su intencion de uso es diagnosticar la infeccion por

virus del dengue. (45)
7.3 Principio del Analisis

7.3.1 Fast-trackDiagnostics
El ARN genomico virico se transcribe en ADNc utilizando una etapa de
transcripcion inversa mediada por un cebador especifico seguida
inmediatamente en el mismo tubo por la reaccion en cadena de la
polimerasa. La presencia de secuencias de ADN virales o bacterianas
especificas en la reaccidbn se detecta mediante un aumento en la
fluorescencia observada desde la sonda relevante doble etiquetada, y se
informa como un valor de umbral de ciclo (Ct) por el termociclador en tiempo
real.El ensayo utiliza Streptococcusequi y el virus del mosaico bromo (BMV)
como controles de extraccion, el control interno (IC), que se introduce en
cada muestra y el control negativo una vez que se ha agregado el tampon de

lisis durante el proceso de extraccion.(44)

7.3.2 High pure viral RNA kit
Esta disefiado para purificar ARN viral intacto de muestras de suero o
plasma. El ARN viral se usa para el analisis de RT- PCR directamente

después de la elucién en agua de grado PCR.(46)

7.3.3 CTK Biotech, inc. (Onsite)
Es una prueba de cassette consiste en: 1) una almohadilla de conjugado con
colorante tinto que contiene raton anti-dengue NS1 conjugado con oro
coloidal de conjugado de dengue Ab, 2) una tira de membrana nitrocelulosa

gue contiene una linea de prueba (linea C) y una linea de control.
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La linea T esta previamente rociada anticuerpo raton anti-dengue NS1IgG y
la linea c esta previamente rociada con anticuerpos de los 4 serotipos del
virus del dengue. La ausencia de la linea T sugiere un resultado negativo. La
prueba contiene un control interno (Linea C) el cual debe exhibir una linea
color tinto del inmunocomplejo de los conjugados de proteina A anticuerpo y
proteina A conjugado de oro, independientemente del desarrollo de la linea
T. De lo contrario, el resultado de prueba es invalido y el espécimen debe

someterse a prueba de nuevo con otro dispositivo.(45)

7.4 Instrumentos

Rotor-Gene 3000/6000 MIC

Campana de flujo laminar AirCleanSystems

Pipetas de volumen variable eppendorf

Mezclador Vortex L-VM100

Centrifuga de escritorioMicrospin 12

Guantes de nitrilo

Puntas de 100, 200, 1000 con filtro libres de ADNasa
Tubos y tapas para rotor

Rack para muestras

Etanol grado biologia molecular

Microtubos eppendorf de 1.5 ml estériles

Pipeta de trasferencia de bulbo de 3ml
Temporizador

Software MIC PCR v2.2.0 para Rotor-Gene 3000/6000 MIC
Tubo de filtro de alta pureza

Tubos recolectores
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e Tubos con EDTA de 4ml vacutainer

e Aguja vacutainer 22*1 ¥2

e Termoémetro de 0 a 50°c

e Curita redonda

8. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

Tiempo

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre |Octubre Noviembre |Diciembre

Entrega de Protocolo para revision

Compras insumos flebotomia

Recoleccion de muestras

Analisis de muestras

Revision de tesis

Correcciones

Entrega de tesis

o

9. RECURSOS

9.1 Recursos Humanos

Quimicos Bi6logos.

Bioquimica

Técnicos

Estudiantes de tesis

9.2Recursos Materiales

9.2.1 Reactivos

9.211

Fast-trackdiagnostics
RT- PCR buffer
Mezcla de cebador / sonda para ZIKV e IC
Mezcla de cebador / sonda para DENV, CHIKV e IC
Control positivo que contiene plasmidos para la deteccion de ZIKV.
Control positivo que contiene plasmidos para la detecciéon de DENV
CHICKV.
Control negativo (NC)
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9.2.1.3
[ ]

Control interno (IC)

RT-PCR Enzyme mix (Fast-track mastermix)

High pure viral RNA kit
Binding buffer
Poly(A) (carrier)
Inhibidor removal buffer
Buffer de lavado

Elution buffer

CTK Biotech, Inc (onsite)
Diluyente de muestra

Cassette

9.3Recursos Financieros

Aguja vacutainer caja 22*1 1/2 Q95.00
Pipeta de trasferencia de bulbo Q60.00
Algodon libra Q45.00
TermOmetro de 0 a 50°C Q25.00
Tubos ependorf de 0.5 ml Q120.00
Curita redonda caja Q20.00
Caja de Guantes Q30.00
Gasolina Q500.00
Tubos con EDTA 4ml vacutainer Q115.00
Uso de instalaciones area Biologia
Molecular Q340.00
Kit High pure viral RNA kit Q2,000.00
Kit Fast-trackDiagnostics Q2,500.00
Pruebas Biotech CTK Dengue Q500.00
Total Q6,350.00
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CAPITULO 1l
10 RESULTADOS DE INVESTIGACION

Se realizo el analisis de 49 muestras de pacientes con sintomatologia comun con
los 3 virus de estudio por medio de PCR tiempo real. También se realiz6 una

comparacién entre PCR tiempo real virus dengue y prueba serologica de

inmunocromatografia virus dengue para las 49 muestras.

Tabla 1

Muestras analizadas por medio de PCR tiempo real para los tres virus.

Mul\:;.tra Sintomas Dengue  Chikungunya Zika
18042825 Sarpullido, dolor No No detectable No
muscular, fiebre detectable detectable
18071239 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable
18071242 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable
18071246 Dolor muscular No No detectable No
detectable detectable
18071247 Dolor de cabeza, No No detectable No
fiebre detectable detectable
18071248 Dolor muscular No No detectable No
detectable detectable
18071549 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable
18071552 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre, dolor articular,  detectable detectable
dolor de cabeza
18080272 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre, Dolor de detectable detectable
cabeza
18080373 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre, dolor de detectable detectable
cabeza
18080374 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable
18080375 Dolor muscular, No No detectable No
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18080576

18092406

18092407

18092708

18092709

18092710

18092711

18092712

18092713

18092714

18092715

18092816

18092817

18092818

18092919

fiebre
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de

cabeza
Dolor muscular,

fiebre
Dolor muscular,

fiebre, dolor articular,

dolor de cabeza
Dolor muscular,

fiebre, dolor articular,

dolor de cabeza

Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular

Dolor muscular

Dolor muscular,

fiebre, dolor articular,

dolor de cabeza
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,

fiebre, dolor articular,

dolor de cabeza
Dolor muscular,

fiebre, dolor articular,

dolor de cabeza

Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular,

detectable
No
detectable

No

detectable
Detectable

Detectable

No
detectable

No
detectable
No

detectable
Detectable

Detectable

No
detectable

Detectable

Detectable

Detectable

No
detectable
No
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No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

detectable
No
detectable

No
detectable
No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable
No
detectable
No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable
No



18092920

18100121

18100122

18100223

18100224

18100225

18100226

18100427

18100428

18100529

18100530

18100531

18100932

18100933

18100934

18100935

fiebre
Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular,
fiebre, dolor articular,
dolor de cabeza

Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular

Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre, dolor articular,
dolor de cabeza
Dolor muscular,
fiebre
Salpullido, Dolor
muscular, fiebre,
dolor articular, dolor
de cabeza
Dolor muscular,
fiebre, Dolor de
cabeza
Dolor muscular,
fiebre, dolor articular
Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular,
fiebre
Dolor muscular,

detectable
No

detectable

Detectable

Detectable

No
detectable
No
detectable
No
detectable
Detectable

Detectable

Detectable

No
detectable
Detectable

Detectable

Detectable

No
detectable
No
detectable
No
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No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

No detectable

detectable
No

detectable
No

detectable

No
detectable

No
detectable
No
detectable
No
detectable
No
detectable

No
detectable

No
detectable

No
detectable
No
detectable

No
detectable

No
detectable
No
detectable
No
detectable
No



fiebre detectable detectable

18100936 Dolor muscular, Detectable No detectable No
fiebre, dolor articular detectable

18101037 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable

18101138 Dolor muscular, No No detectable No
fiebre detectable detectable

18101239 Dolor muscular, Detectable No detectable No
fiebre, dolor articular, detectable

dolor de cabeza

18101540 Dolor muscular, Detectable No detectable No
fiebre, dolor articular detectable

18110241 Dolor muscular, Detectable No detectable No
fiebre, dolor articular, detectable

dolor de cabeza
Fuente: Datos experimentales

Tabla 2
Comparacion de sintomas de pacientes para dengue Detectable por medio
de PCR tiempo real

En la tabla No. 2 se observé que un paciente presento salpullido y tres pacientes
no presentaron dolor de cabeza ni dolor articular para las muestras detectables
para dengue por medio de PCR en tiempo real.

No. sintomas Dengue
Muestra
18092407 Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de Detectable
cabeza
18092708 Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de Detectable
cabeza

18092712 Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de Detectable

cabeza
18092713 Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza Detectable
18092715 Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de Detectable
cabeza
18092816 Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza Detectable
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18092817

18100121

18100122

18100226

18100427

18100428

18100530

18100531
18100932

18100936

18101239

18101540

18110241

Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza
Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de
cabeza

Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza
Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza

Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza

Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de
cabeza

Sarpullido, Dolor muscular, fiebre, dolor
articular, dolor de cabeza
Dolor muscular, fiebre, Dolor de cabeza

Dolor muscular, fiebre, dolor articular
Dolor muscular, fiebre, dolor articular
Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de

cabeza
Dolor muscular, fiebre, dolor articular

Dolor muscular, fiebre, dolor articular, dolor de
cabeza

Fuente: Datos experimentales
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Tabla 3
Andlisis de muestras por medio del Ct para virus dengue PCR en tiempo real

En la tabla No.3 se observan las 49 muestras analizadas por método de PCR

tiempo real, de las cuales 19 resultaron detectables para el virus del Dengue.

No. Muestra Ct Interpretacion
18042825 38.1 No detectable
18071239 36.71 No detectable
18071242 38.23 No detectable
18071246 39.04 No detectable
18071247 36.67 No detectable
18071248 36.89 No detectable
18071549 38.32 No detectable
18071552 37.89 No detectable
18080272 39.12 No detectable
18080373 36.98 No detectable
18080374 37.76 No detectable
18080375 37.45 No detectable
18080576 36.53 No detectable
18092406 38.25 No detectable
18092407 34.71 Detectable
18092708 31.02 Detectable
18092709 36.87 No detectable
18092710 37.09 No detectable
18092711 36.02 No detectable
18092712 25.94 Detectable
18092713 24.48 Detectable
18092714 36.26 No detectable
18092715 34.83 Detectable
18092816 16.98 Detectable
18092817 25.02 Detectable
18092818 38.45 No detectable
18092919 36.61 No detectable
18092920 37.74 No detectable

18100121 31.79 Detectable
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18100122 25.46 Detectable

18100223 36.35 No detectable
18100224 38.21 No detectable
18100225 37.89 No detectable
18100226 35.26 Detectable
18100427 33.85 Detectable
18100428 22.26 Detectable
18100529 36.57 No detectable
18100530 28.4 Detectable
18100531 23.37 Detectable
18100932 32.08 Detectable
18100933 37.9 No detectable
18100934 36.34 No detectable
18100935 38.89 No detectable
18100936 35.32 Detectable
18101037 37.87 No detectable
18101138 37.56 No detectable
18101239 32.81 Detectable
18101540 34.05 Detectable
18110241 34.01 Detectable

Fuente: Datos experimentales
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Tabla 4
Andlisis de muestras por medio seroldgico de inmunocromatografia para

virus del Dengue marca Biotech CTK Dengue

En la tabla No. 4 se observan las 49 muestras analizadas por método serolégico,

de las cuales 21 muestras resultaron positivas para virus dengue

70

No. Muestra Dengue
18042825 Negativo
18071239 Negativo
18071242 Negativo
18071246 Negativo
18071247 Negativo
18071248 Negativo
18071549 Negativo
18071552 Negativo
18080272 Negativo
18080373 Negativo
18080374 Negativo
18080375 Negativo
18080576 Negativo
18092406 Negativo
18092407 Positivo
18092708 Positivo
18092709 Negativo
18092710 Negativo
18092711 Negativo
18092712 Positivo
18092713 Positivo
18092714 Negativo
18092715 Positivo
18092816 Positivo
18092817 Positivo
18092818 Negativo



18092919
18092920
18100121
18100122
18100223
18100224
18100225
18100226
18100427
18100428
18100529
18100530
18100531
18100932
18100933
18100934
18100935
18100936
18101037
18101138
18101239
18101540

18110241
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Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Fuente: Datos experimentales



Tabla 5
Comparacion entre PCR tiempo real y método serolégico
Inmunocromatografico para virus dengue

En la tabla No.5 se observa la comparacion entre el método de PCR tiempo real y
serologia inmunocromatografica. De la cual se obtuvieron 19 resultados

detectables para Dengue por medio de pcr y 21 positivos por serologia
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inmunocromatografia.
No. Muestra PCR en tiempo Serologia ,
real Inmunocromatografia
18042825 No detectable Negativo
18071239 No detectable Negativo
18071242 No detectable Negativo
18071246 No detectable Negativo
18071247 No detectable Negativo
18071248 No detectable Negativo
18071549 No detectable Negativo
18071552 No detectable Negativo
18080272 No detectable Negativo
18080373 No detectable Negativo
18080374 No detectable Negativo
18080375 No detectable Negativo
18080576 No detectable Negativo
18092406 No detectable Negativo
18092407 Detectable Positivo
18092708 Detectable Positivo
18092709 No detectable Negativo
18092710 No detectable Negativo
18092711 No detectable Negativo
18092712 Detectable Positivo
18092713 Detectable Positivo
18092714 No detectable Negativo
18092715 Detectable Positivo
18092816 Detectable Positivo
18092817 Detectable Positivo
18092818 No detectable Negativo



18092919
18092920
18100121
18100122
18100223
18100224
18100225
18100226
18100427
18100428
18100529
18100530
18100531
18100932
18100933
18100934
18100935
18100936
18101037
18101138
18101239
18101540
18110241

No detectable
No detectable
Detectable
Detectable
No detectable
No detectable
No detectable
Detectable
Detectable
Detectable
No detectable
Detectable
Detectable
Detectable
No detectable
No detectable
No detectable
Detectable
No detectable
No detectable
Detectable
Detectable
Detectable
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Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Fuente: Datos experimentales



Tabla 6
Deteccién de dengue por edad método PCR Tiempo real kit Fast-
trackDiagnostics

Rango de Detectable  No detectable Total,
Edad general

lailb 7 10 17

16 a 30 5 7 12

30 a45 4 1 5

45 a 60 1 3 4
mayores 60 2 9 11
Total, general 19 30 49

Fuente: Datos Experimentales
Grafica 1

Deteccién de dengue por edad método PCR Tiempo real kit
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Tabla 7

Deteccion de Dengue por género método PCR Tiempo real kit Fast-

trackDiagnostics

Género Detectable No Total
detectable general
Femenino 10 19 29
Masculino 9 11 20
Total, general 19 30 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 2

Deteccién de Dengue por género método PCR Tiempo real kit Fast-
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 8
Deteccion de Chikungunya por edad método PCR Tiempo real kit Fast-
trackDiagnostics

Rango de edad No detectable
lalb 17
16 a 30 12
30 a 45 5
45 a 60 4
mayores 60 11
Total, general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 3
Deteccién de Chikungunya por edad, método PCR Tiempo real kit Fast-
trackDiagnostics
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 9

Deteccién de Chikungunya por género método PCR Tiempo real kit Fast-

trackDiagnostics

Género No detectable
Femenino 29
Masculino 20
Total general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 4

Deteccion de Chikungunya por género método PCR Tiempo real kit Fast-
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 10
Deteccidn de Zika por edad método PCR Tiempo real kit Fast-
trackDiagnostics

Rango de No detectable
Edad

lailb 17

16 a 30 12

30 a45 5

45 a 60 4
mayores 60 11

Total general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 5
Deteccién de Zika por edad método PCR Tiempo real kit Fast-
trackDiagnostics
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 11

Deteccidn de Zika por género método PCR Tiempo real kit Fast-

trackDiagnostics

Género No detectable
Femenino 29
Masculino 20
Total general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 6

Deteccion de Zika por género método PCR Tiempo real kit Fast-
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 12
Distribucion de la muestra por edad

Rango de Muestra
Edad

laib 17

16 a 30 12
30 a 45 5

45 a 60 4
mayores 60 11
Total general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 7
Distribucion de la muestra por edad
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Fuente: Datos Experimentales

Se observan la distribucion de la muestra por rango de edad, mostrando un mayor

porcentaje en el rango de edad 1-15 afios.
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Tabla 13
Distribucion de la muestra por género

Género Muestra
Femenino 29
Masculino 20
Total general 49

Fuente: Datos Experimentales

Grafica 8
Distribucion de la muestra por género

Se observa la distribuida la muestra respecto al género, femenino un 59% vy
masculino un 41%.
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Fuente: Datos Experimentales
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Tabla 14

Deteccion de Dengue por género método serolégico Inmunocromatografico

marca Biotech CTK Dengue

Género Negativa Positiva Total
general
Femenino 17 12 29
Masculino 11 9 20
Total general 28 21 49
Fuente: Datos Experimentales
Grafica 9

Deteccién de Dengue por género método serolégico Inmunocromatografco

marca Biotech CTK Dengue

Se observan los resultados de las pruebas serolégicas inmunocromatograficas

para Dengue, mostrando mayor cantidad de pruebas positivas para el género

femenino.
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Tabla 15
Deteccidon de Dengue por edad método seroldgico Inmunocromatografico
marca Biotech CTK Dengue

Total
Rango de Edad Negativa Positiva general
lailb 10 7 17
16 a 30 6 6 12
30a45 1 4 5
45 a 60 3 1 4
mayores 60 8 3 11
Total general 28 21 49
Fuente: Datos Experimentales
Grafica 10

Deteccién de Dengue por edad método serolégico Inmunocromatografico
marca Biotech CTK Dengue

Se observan los resultados de pruebas seroldgicas inmunocromatograficas para
Dengue por rango de edad, en el cual la mayor cantidad de pruebas positivas

estan dentro del rango de 1-15 afios.
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11 DISCUSION DE RESULTADOS

Un diagnéstico definitivo de infeccidén por estos virus se hace en el laboratorio y
depende de la deteccion de antigeno viral o ARN viral o deteccidon anticuerpos
especificos en el suero o plasma del paciente. Se debe tomar una muestra
sanguinea en la fase aguda, luego del inicio de la enfermedad febril; Una muestra
sanguinea en la fase de convalecencia idealmente debe ser tomada de 2-3
semanas después ya que se detectan los anticuerpos producidos después de que
se desencadene la reaccidn antigeno-anticuerpo y se realiza la deteccion por

medio de la técnica de PCR tiempo real.

En la tabla No. 3 se observan los valores de Ct para las 49 muestras analizadas
por el método de PCR en tiempo real, de las cuales 19 son detectables para virus
Dengue. Los valores de Cq son inversos a la cantidad de &cido nucleico diana
gue esta en la muestra, y se correlacionan con el nimero de copias diana en la
muestra. Bajos valores de Cq (por debajo de 29 ciclos) indican altas cantidades
de secuencia diana. Cq con valores mas altos (por encima de 38 ciclos) significa
cantidades mas bajas de su &cido nucleido diana(47). En el andlisis de las
muestras la traza de amplificacién exponencial para el control positivo cae por
debajo de un Ct de 33 segun kit de amplificacion Fast- TrackDiagnostics ver
Anexo 2, y el control interno muestra traza de amplificacion positiva exponencial,
el control negativo por debajo del umbral. Ver imagenes en anexos. El nivel del
umbral se establecio por el Software MIC PCR v2.2.0 para Rotor-Gene 3000/6000
MIC

Los métodos exactos pero sofisticados como la reaccion en cadena de polimerasa
(RT-PCR) del virus requieren equipo y la infraestructura avanzados. Los analisis
serologicos estan ampliamente disponibles y pueden proporcionar una alternativa
para apoyar el diagndstico, sin embargo, pueden ocurrir reacciones cruzadas

dando falsos positivos o0 falsos negativos debido a que la reaccion entre un
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antigeno y un anticuerpo que fue generado contra un antigeno diferente pero

similar.

Por definicion, un anticuerpo es especifico para un antigeno que lo crea. Sin
embargo, muchos antigenos que ocurren naturalmente son una mezcla de
macromoléculas. El contacto con un antigeno complejo como un virus estimula
multiples respuestas inmunitarias a las diferentes macromoléculas individuales

gue conforman el virus.

Es por lo que existen las reacciones cruzadas en las pruebas de
inmunocromatografia, en este estudio se obtuvo dos resultados positivos por
meétodo seroldgico, que en PCR tiempo real se obtuvieron como no detectables
Tabla 5. Se pudo tener la reaccién cruzada del virus dengue con otro flavivirus,
sin embargo, se sabe que el virus Zika es un flavivirus, pero no se obtuvo
muestras positivas por método PCR tiempo real multiplex con este virus; pudo ser
que las muestras serolégicas ensayadas para la prueba de PCR multiplex que
detecta RNA viral, se deben de almacenar en condiciones ideales, a -80°C, ya
gue el ARN es facilmente degradable, por lo que una cadena de frio no controlada
o0 alterada puede dar lugar a degradacion del ARN viral por lo tanto no detectable
por métodos moleculares, la estructura viral de virus Zika es mas susceptible a
degradacion, en comparacién con Dengue, Dengue es un virus que a pesar de
ser ARN tiene mayor estabilidad en cambios de temperatura, la degradacién del
ARN viral de Zika pudo deberse al transporte de las muestras ya que no se
contaba con hielo seco, solo con geles refrigerantes para su transporte, pudiendo
afectar de forma significativa la deteccion de este virus. Sin embargo el centro
nacional de epidemiologia, SIGSA se presentaron 6 casos positivos para Dengue

hasta la semana 20 y ningun caso de Zika y Chikungunya en el area de estudio.
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La prueba inmunocromatografia aporta un valor importante en los casos en los
gue los pacientes han tenido ya cierto tiempo de sintomas y la respuesta inmune
se ve evidenciada al detectar los anticuerpos contra los virus estudiados, en
casos donde no se cuente con la tecnologia molecular estas pruebas siguen
aportando un valor diagnostico importante para la deteccion y diagndéstico de

estas enfermedades febriles.

EL diagnostico de estos virus por medio de la clinica no es suficiente para
asegurar que el paciente padece una enfermedad febril a causa de estos virus, ya
gue como se puede observar en las tablas solo un paciente se presento al
laboratorio con rash, lo cual no hace un método diagndstico certero para la

diferenciacion de estos virus.
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12 CONCLUSIONES

La cadena de frio es un factor critico determinante en la deteccién molecular

de estos ARN virus.

En fase aguda es importante la deteccion del antigeno viral por métodos
moleculares para apoyar el diagndstico y un tratamiento temprano de la

infeccion.

Dengue es un virus que permanece de forma endémica en la region de Izabal,

ya que es detectado constantemente.

La prueba inmunocromatografica sigue siendo una prueba complementaria en
el diagnéstico de enfermedades febriles, mas no una prueba con alta

especificidad.

Pudo haberse perdido parte del ARN viral en el proceso de la extraccion de

ARN del plasma debido a control inadecuado de la cadena de frio.
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6. RECOMENDACIONES

Promover investigacion y estudios que contribuyan a llevar tecnologia mas
avanzada para el diagnéstico clinico a lugares del interior de la republica de

Guatemala, como en el caso de lzabal.

Manejar toda la cadena de frio estrictamente necesaria al momento de trabajar

técnicas moleculares con ARN virus.

Llevar a cabo un estricto control de calidad interno en el momento de procesar
por medio de tecnologia Molecular, ya que debe evidenciarse la trazabilidad

del andlisis.

. Tener en cuenta los niveles de Ct y Cq para tener un buen andlisis de

muestras en PCR tiempo real.

. Se recomienda continuar este estudio ampliando el periodo de tiempo, para

lograr una mayor poblacién evaluada.
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15 ANEXOS

Anexo 1 Muestras Detectables para DENV

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 1)

fal Cycling Analysis By CEBY%| | &  Samples @
i) 1 o,
1nm 16 =
30 120 17 ©
13 1 Y
1 19 ©
25 150 20 o
15 21 =
Fl 170 22 ©
820 12l 3 °
¢ 19l 24 °
g0 H 20 25 ®
" Ts 21 26 ©
£ 2m 27 ©
E 3 28 =
20 u 29 °
EE | 30 °
P B | E]l ©
5 7l 2 ®
De 22l 3 ©
sl 34 °
0 — — 30 35 °
ELl | 36 ©
5 10 15 20 25 30 35 40 2 7 ©
Cycles Ex] | 38 ©
£ | 29 ®
& Paramtars N —
tio Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 100 |G| Auto Set Threshold 1l | N hd
EEY | cp © v
0] o Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 [& Exclusion Extensive || Fluorescence Cutoff Level | 50% [ ’m‘

Fuente: Datos experimentales

En la imagen No. 1 se muestran las curvas de amplificacibn exponencial para

DENV de las muestras del Laboratorio Los Almendros de Morales Izabal.
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Anexo 2 Control positivo para Dengue
Amplificacién - deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 2)

~
(] Cycling Analysis BN B % 2 Samples @ ©
10 1 2
20 1l 16 -3
2H 17 ol
13 18 d
25 14 19 o
15H 20 o
16 21 o
g 20 17H 22 3
g iy | ] L
¢ 1ol 24 fid
o 14.98 20 25 :
T 21 26
H
E] - 2m 27 od
E 23 28 e
21 2 29 @
By ] 30 o
- ki | 31 =3
5 7l EZ) d
L 22 Y | 3 -3
2l 34 o
0 30 35 o
el | 36 o
5 10 15 20 25 30 m 25 0 2 3 &
Cycl EE] | 38 od
EZ] | 39 o
EH | 40 -3
fal Parameters ALE| |3m e P
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [§] Auto Set Threshold 3. c had
v
u o Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 & Exclusion | Extensive |v| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [§ Auto Hide Excluded
v

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 2 se muestra la traza de amplificacion exponencial y cae por debajo

de Ct o Cqg 33 (Imagen No.8), control positivo del kit Fast- TrackDiagnostics.

97



Anexo 3 Control Negativo

Amplificacion - deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 3)

@

il Cycling Analysis B B % & Samples @ ©
_ i) 15 (=2
30 | 1l 16 o
/ 120 17 fad
13 18 od
25 | T i 19 od
15l 20 o
16 21 od
g 20 7l 22 ad
g iCY | pE] ad
4 19 M 24 fod
g Ora Ep ) 25 @
H] 21 26 -3
2 20 27 fad
£ 3 28 -3
210 % 2 o
e | 30 fd
P e | 31 -3
5 7l EZ) d
De y b 28 : 33 :
T T T T T T I ot 29 34
— | > > -
5 10 15 20 25 30 m EL 40 ; u f’, :
Cycles EEY | 38 P
Er | 39 od
35 40
al Parameters 48 % : 0 :
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold
ELY | cp © v
u o Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 & Exclusion | Extensive |%| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [ ’W‘
v

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 3 se muestra el control Negativo por debajo del umbral
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Anexo 4 Control Positivo Interno (IPC o IC)

Amplificacion - deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 4)

~

A Cycling Analysis B A% | | & Samples @ ©
w 1 ©
25 ,‘ 1l 16 rey
- 1zH 7 ®
13 12 S
14 19 =
20 i | 20 °
16 21 S
M 170 22 o
g 1l 23 ®
£ 1] ) °
g Ora é 20 25 =
Red 3 21 26 ©
5 2H 7 S
£ 23 22 =
2 4 2 ®
] | 20 S
P kg | Ell o
: 7l 32 ®
e ] | EE) S
20 24 =
p | — 30 35 °
Ell | ) S
5 10 15 20 25 20 35 40 3 37 ©
Cycles EE] | 38 ©
£ | ES) S
& Parameters 45 i; : :? 2
o Target: 1PC Source Data: Cycling Red Threshold Start | 100 |$| Auto Set Threshold 2l | N b
|e® o @~
ﬂ 0 Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 [& Exclusion Extensive |v|| Fluorescence Cutoff Level | 5.0% [§ @
v

Fuente: Datos experimentales
Imagen No. 4 se muestra la traza de amplificacion exponencial. ElI Control Interno

fue agregado a cada muestra en el momento de la extraccion.
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Anexo 5 Valor de cuantificacion del ciclo (Cq) de la muestra No. 10 — 19

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 5)

~
el BYsix | | = Results PR | &  Samples @ o
N Well Cq Efficiency R? Result 10 6 B A
10 ~ 2l 7 °
E] | 8 ©
5 Excluded I 9 3
11 sl 10 o
g [} 11 ol
; 6 Excluded m o ©
1] 412 %=25.940= 000 T | 3 °
H
2 7 2594 079 099996 ]| 14 tid
10 15 °
% 413 % =24.480=0.00
2 1l 16 ®
£ H 2448 077 098994 iEY | 17 °
g Ora 2 " 13 18 ol
Re 14 19 ad
9 Excluded E 20 &
R %=34.830=000 i 21 °
10 3483 0.54 099905 7 22 hd
- el 23 g
o 1 416 %=16.98 0 = 0.00 o E B 5
Cycles Ll 16.98 077 099972 0 23 &
17 % =25.020=0.00 21 26 had
: 12 25.02 076 098997 zm z >
¢ Parametedd, Bt - Sl L 23 28 ©
18 24 29 el
Target: Dy
erost Dengue 13 Excluded 5 : 30 hd
26 31 °
Method | LinRegRl |
g ® 7l 32 ®
Threshold Start | 1.00 | & 4 Excluded 2l 13 -3
220 ETY | 24 @ ¥
Exclusion | Extensiv e Auto Hide Excluded
v

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 5 se muestran los valores de Cqg para muestras detectables.
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Anexo 6 Valor de cuantificacion del ciclo (Cq) de la muestra No. 20-29

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 6)

& Assa SolE By || 2 Results | 2  samples @
- Cq Efficiency R Result 1l 6 B ~

~ 2l 7 °

£l | 8 =3

4 9 d

Excluded ] 0 P

%=31.790=0.00 [ 1 .

7

3179 0.6 028951 L] 12 ©

. sl 13 °

% =25.46 0 = 0.00 ol P P

2546 0.80 09993 10 15 =3

i | 16 ©

120 17 o

g Ora Excluded a3 T P

Red 14 19 o

Excluded 1| 2 Lo

16 21 =y

17H 22 ©

Excluded el 23 3

040 426 % =35.260 = 0.00 ] | # Lid

o Cycles 0 25 od

21 3526 042 098457 2 % ©

De a2 % =33.850 = 0.00 2l ) e

r iy °

&) Parameted & 2 3385 086 099728 = =

24 29 fad

Target: Dengue 428 % =22.26 0= 0.00 sl 30 hod

Method | LinfegH 2 2226 076 099095 e | 31 g

7l 32 °

- 29

Threshold Start | 1.00 & By | 33 -3

24 Excluded ETY | 24 @ v
Exclusion | Extensiv 430 %=28400=000 v Auto Hide Excluded
v .. X

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 6 se muestran los valores de Cq para muestras detectables.
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Anexo 7 Valor de cuantificacion del ciclo (Cq) de la muestra No. 30-40

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 7)

Sl Ly | | =
D Cq
2840
2337
3208
g Ora
3532
z 37
(A Parametel & -
Target: Dengue 438
Method | LinRegH S
39
Threshold Start | 1.00 [C
24 3281
Exclusion | Extensiv
. 4 40

Efficier

Results

ncy

0.96 | 0.99998

0.78 | 0.99991

097 0.99977

033 | 0.96016

0.98 | 0.99974

Xx=28400=

x=233T0=

x=32080=

Excluded

Excluded

Excluded

x=35320=

Excluded

Excluded
x=32810=

x=34050=

B||&  Samples @
10 6 & A
Al | 2@ 7 ©
0.00 E] | & o
41 9 @
sH 10 -3
0.00 6 1 @
H 12 o
1 | 13 o
0.00 ol b =
10 15 @
1l 16 ®
{FL | 17 o
13 2 &
1 19 @
15H 20 3
16 21 ®
17H 22 o
el 23 3
0.00 190 24 @
20 25 @
21 26 =y
20 27 o
23 28 >
24 29 @
sl 30 o
6l 31 o
el | 32 o
0.00 By | 33 =3
om — u &V
000 | | AutoHideExcluded |

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 7 se muestran los valores de Cq para muestras detectables.
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Anexo 8 Valor de cuantificacion del ciclo (Cq) de la muestra No. 41-CP

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 8)

E R by | 17 o
Cycling Orange S0 i 4 %=34.010 = 0.00 - 1 5
36 3401 044 097359 14 19 ol
5 5 150 20 s
16 21 ©
_ ) 1 Excluded
Iﬁ Analysis 0 | 2 ©
7 % =34710=0.00 i | 3 ol
4 Cycling 8 20 40 2 3471 012 084752 i | 2 d
20 25 td
Cydles = -
a8 %=31.02 0 = 0.00 0 % ©
3 3102 0.96 099984 2H 27 ©
£ Parametegi & 9 23 28 o
24 29 o
Target: Dengue 4 Excluded B | ) ©
Methed | LinReg N xm 3 ©
37 Excluded 2| 2 ©
Threshold Start | 1.00 [$ R By | 33 bad
4cP %=28.49 0 = 0.00 Y] 2 & v
Exclusion | Extensiy 38 2849 084 099996 . Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 8 se muestran los valores de Cqg para muestras detectables.
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Anexo 9 Muestra Detectable para DENV No. 7

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y
amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 9)

& Run Setup > Cycling Analysis By rEBew| & Samples @ ©
1l 6 & A
Run Profile > -

E] | 8 ol
40 9 ol
sH 10 g
6 il ol
TH 12 bl
(] | 13 ol
] | 14 ol
10 15 ol
il | 16 tod
Cycling Red 3 i- | 17 Lo
= ) 13 18 o
I& Analysis 5 y | 1 10 Py
15H 20 ol
4 Cydling . - - =
IPC 17l 22 &
Dengue e 13 H 23 bl
/] e 19l 24 I3
a q = "-—’—‘-'-u 20 25 =3
a- o T — R 21 2 o
il 2. 27 ol
- 5 10 15 20 25 30 40 5 % o
Cycles 2 29 e
B 30 ol
L 2 31 ol
Parameters 4k e > -
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 || Auto Set Threshold B | EE] b

oM & "

Method | LinRegPCR [v Ignore Cycles Before| 0 [C Exclusion Extensive |v|| Fluorescence Cutoff Level | 5.0 % [ | Auto tide Bxcluded |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.8 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color verde y de
color rosado el control positivo.
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Anexo 10 Muestra Detectable para DENV No. 8

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

10)

~

fia ] Cycling Analysis Bn rE B % 2 Samples @ ©
0 - 1l 6 @
2l 7 [
25 40 9 <
sH 10 o
6 1 o
il | 12 [
g0 sl 13 fod
g ol 4 o
§ 10 15 o
Z s 1l 16 @
3 1zl 17 et
T 13 18 o
£ 14 19 o
[ ] 20 o
16 21 o
170 22 o
3 1l p3) 3
19l 24 o
20 25 o
o 21 26 o
5 10 15 20 25 z L Z z
Cycles 24 2 @
B ] 30 o
1, b | 31 o
fal Parameters 4 & E > -
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 |£] Auto Set Threshold ey | 33 i
FrY | 24 P
Method | LinRegPCR || Ignere Cycles Before| 0 (& Exclusion | Extensive [¥| Fluorescence Cutoff Level | 50 % [ Aurto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.10 se muestra la traza de amplificacién exponencial de color naranja 'y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 11 Muestra Detectable para DENV No. 12
Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 11)

s | Cycling Analysis B cEABe % | [&  Samples @@
1H (3 &~
0 by | 7 ol
E] | 8 ol
4+l 9 bl
25 sH 10 ol
6 1 &
2244
2 el 13 ol
g ol 14 o
§ 10 15 g
90 2 il | 16 3
Red 3° 12| 17 ol
K 13 18 bd
£ 14 19 o
Z10 i 20 =
16 21 bl
P 17l 22 g
D 5 pEY | 23 fd
19l 24 &
— - 20 25 Eod
0 — — i 21 26 el
5 10 15 20 25 20 m 35 40 Z u i; z
Cycles 1 5 &
20 30 ol
] Parameters ik ig: 2 z
tio Target: Dengue Souree Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [$] Auto Set Threshold 2l 33 ol
20 M Y o ¥
[o] o Method | LinRegPCR |v| lgnore Cycles Before| 0 [C Exclusion Extensive || Fluorescence Cutoff Level | 50 % | Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales.
Imagen No.11 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color azul y de

color rosado el control positivo.
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Anexo 12 Muestra Detectable para DENV No. 13

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 12)

] Cycling Analysis B o B % 2 Samples @ ©
1l 6 B A
0 2l 7 od
E] | 8 fod
40 9 od
25 sl 0 o
6 1 fd
m 70 12 o
g 20 lam 3 ]
2 ol 4 d
§ 10 15 o
g Ora 2 1M 6 3
Red 3° zH 7 @
k| 13 18 bod
E 14 19 o
z0 15l 20 3
16 21 fd
P 7l 2 o
~ 5 el 2 -3
19l 24 o
= 20 25 od
0 —t i 21 26 o
5 10 15 20 25 30 m 25 0 ;i L Z :
Cycles 24 29 3
sl 30 o
i Parameters FY L n_#
7l 32 o
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [$| Auto Set Threshold B | 33 o
ETY | 24 @ v
(o] o Method | LinRegPCR |v|| Ignore Cycles Before| 0 [ Exclusion | Extensive [v| Fluorescence Cutoff Level |50% [ ’W‘
v

Fuente: Datos experimentales.

Imagen No.12 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color fucsia y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 13 Muestra Detectable para DENV No. 15

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y
amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 13)

fia] Cycling Analysis B n ol B w = Samples @ ©
" - i | 6 & A
F] | 7 ol
E] | 8 ol
55 40 9 pod
sH 10 =
6 1 ol
7H 12 ol
g el 13 g
g ] | 14 ol
§ 10 W 1
Gl 215 11H 16 =
Red 3 | 17 td
T 13 18 g
H 10 i 19 <
2 iH | 20 el
16 21 ol
i7H 2 ol
o > ] e 23 o
24 1ol 2 3
m : : == = At 20 25 bl
T ee—— — - — — T l0:15] 21 26 el
5 10 15 20 25 0 40 z L ;; z
Cycles b7 2 3
25 30 g
& Parameters ak| = : u z
tio Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 100 [$] Auto Set Threshold 2H 3 Eod
20 M Y o ¥
n o Method | LinRegPCR |¥|| Ignore Cycles Before| 0 [C Exclusion Extensive |¥| Fluorescence Cutoff Level | 5.0 % [ Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.13 se muestra la traza de amplificacién exponencial de color mostaza

y de color rosado el control positivo.
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Anexo 14 Muestra Detectable para DENV No. 16

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 14)

.3:' Run Setup & Cycling Analysis B LEEBE % 2 Samples @ ©

il | 6 @ A
Run Profile 30 T ; >
E] | 8 fd
Information 25 4 M 9 -3
sl 0 fd
W Data 5 1 3
7H 12 fd
g0 sl 13 o
% ol 14 od
§ 10 1 ol
21
Cyeli 3 12l 17 bod
3 13 18 od
\E Analysis £ 14 19 d
m sH 20 o
4 Cycling . a >
1PC 7H 22 od
Dengue > iCY | 2 =3
it | 24 od
Chikungunya 20 25 &
Chikungunya - 0 | r— e 7 2% =3
5 10 2M 27 -l
23 28 od
24 29 o
kel | 30 od
r ET | 31 -3
& Parameters az| >4 2 2
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [$| Auto Set Threshold B | 33 o

ETY | 24 @ v

Method | LinRegPCR [*|| Ignore Cycles Before| 0 [$ Exclusion | Extensive [v]| Fluorescence Cutoff Level | 5.0 % [§ | Auto hide Excluded |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.14 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color negro y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 15 Muestra Detectable para DENV No. 17

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 15)

~

] Cycling Analysis B CE B % 2 Samples @ ©
i | 6 < A
30 2l 7 o
3l 8 od
4 9 o
25 sl 10 o
[ 11 o
i | 12 o
u
g sl 13 I
% ol 14 o
£ 10 15 [ad
o 2 1l 16 o
: =
= 13 18 g
E 14 19 i
=10 5H 20 ]
16 21 3
P 7l 22 fd
T 5 e | 23 od
1ol 24 o
20 25 o
0 — = 21 26 o
5 10 15 20 ;i L Z :
Cyd 24 29 3
By ] 30 o
2l 31 o
Ll Parameters 4% BT = =
Target: Dengue Source Data; Cycling Green Threshold Start | 1.00 [C] Auto Set Threshold el 33 d
oM u e Y]
o] o Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 |$ Exclusion | Extensive || Fluorescence Cutoff Level | 5.0% | Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales.

Imagen No.15 se muestra la traza de amplificacién exponencial de color fucsiay

de color rosado el control positivo.
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Anexo 16 Muestra Detectable para DENV No. 21

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

16)

fal Cycling Analysis B o B % 2 Samples @ ©
. - - i ] 6 8~
2l d
£l | 8 ad
25 4 9 d
sH 10 -3
5 n o
7H 12 o
E 20 sl 13 od
% om 14 -
E 10 15 [od
215 1l 16 o
3 REY | 17 3
T 13 18 bod
E 10 14 19 o
z
150 20 ad
16 1
17H 22 ol
{ —— el 23 d
16: 21 $402 19m 2 3
= o424 ) 25 -3
0 T i i 21 26 o
20 27 d
5 10 15 20 25 30 Ezs 40 - B &
Cycle % 29 3
sl 30 o
r E | 31 o
2l Parameters 45 = = o
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [$| Auto Set Threshold B | 33 o
ErY | 24 @ ¥
Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [$ Exclusion | Extensive [¥] Fluorescence Cutoff Level | 5.0% (& Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.16 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color

moradopalido y de color rosado el control positivo.
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Anexo 17 Muestra Detectable para DENV No. 22

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y
amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 17)

& Run Setup & Cycling Analysis B cEBYyx| | & Samples @ ©
1l 6 8
Run Profile 10 = g -
E] | 8 ad
Information 1 | ] P
= s 0 3
W1 Data 6 1 ]
7H 12 o
£ el B e
i i1 | 4 [ad
§ 10 15 -3
g 15 i | 16 e
Cycling Re: 3 Py | 7 P
H ] 18 fd
\E Analysis E 14 19 bod
A it | 20 od
4 Cycling 8252 e A =
B 18l 3 [ad
19l 24 o
20 25 d
0 2 2 3
H i 15 EY =zl 2 Ld
23 28 o
Cycles 24 29 ]
By ] 30 o
r n, | 31 -
& Parameters 4 & E 2 >
Relative Quant on + Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [§] Auto Set Threshold k] | 33 g
Y | 4 @ >
@ Reports Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 G Exclusion | Extensive |¥| Fluorescence Cutoff Level | 50% (& [ AutoHide Excluded |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.17 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color café y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 18 Muestra Detectable para DENV No. 26
Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 18)

'~

foal Cycling Analysis B cEBe%| & Samples Qo
z i | 6 & A
30 T = s
3l 8 od
25 4l 9 o
sH 10 -3
6 1 o
il | 12 i
E 20 sl 13 fod
3 ol 14 @
§ 10 15 <
g Ora P 1l 16 o
Red 3 hey | 17 od
s 13 18 o
E 0 14 19 ol
z
iH | 20 o
16 21 o
17H 22 [ad
o B el 23 3
74 190 2 @
= = 20 25 [l
el ———— = = = — — {eniee|
5 10 15 20 25 30 ms 40 z L i; :
Cyel 2 20 3
e | 30 d
I, 2l Ell o
Ll Parameters 4 & v E 2 =
tio Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 || Auta Set Threshold 2l 33 ad
>am 24 @ v
(9] 0 Method | LinRegPCR |v|| Ignore Cycles Before| 0 [ Exclusion | Extensive [v| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [ ’W‘
v

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.18 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color café

claro y de color rosado el control positivo.
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Anexo 19 Muestra Detectable para DENV No. 27

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

19)

.'9.' Run Setup 3 Cycling Analysis

AR - [l 2 RN

Cycling Red

\E Analysis

5 10 15 20 25
Cycles
Parameters 48
Relat uan on v Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold
@ Reports Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before 0|3 Exclusion | Extensive |v| Flusrescence Cutoff Level | 50% (&

F-3 Samples O ©
1H 3 B A
2l 7 od
El 8 i
40 9 o
sl 0 o
6 1 fad
70 12 o
sl 13 fd
ol 14 o
10 15 o
il | 16 o
2l 17 o
13 18 o
14 19 o
it | 20 o
16 21 o
7H 22 o
el 23 o
19l 24 o
0 25 ol
21 26 o
23 28 o
24 29 o
e | 30 d
2l Ell o
7l 32 fad
B | 3 o
o0 M EY @ ¥

n
Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.19 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color morado

y de color rosado el control positivo.
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Anexo 20 Muestra Detectable para DENV No. 28
Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 20)

.'9.' Run Setup y Cycling Analysis B B % F- Samples @ ©
70 12 s "
sl 13 o
el | 14 i
10 15 o
il | 16 o
2l 17 o
] 18 o
14 19 o
sH 20 o
16 21 o
7l 22 o
Sl H i 7 I3
5
E Analysis H ;z L] ;: :
21 26 o
20 27 ol
=
| ] s 24 29 fd
2328 Tlfdj B | 30 od
—— = g | 31 =3
—— — — 7l 32 -3
5 10 15 20 m 30 EL 40 =zH 33 ad
Cyeles 2ol 34 od
30 35 o
el | 36 o
Parameters ég 12 37 P23
= Ez] | 38 o
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold Y] 0 5.
Method | LinRegPCR |~ | Ignore Cycles Before| 0 |§ Exclusion | Extensive |v| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [§ ‘ Auto Hide Bxchided |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No0.20 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color verde vy

de color rosado el control positivo.
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Anexo 21 Muestra Detectable para DENV No. 30
Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 21)

.'9.' Run Setup > Cycling Analysis Bn rE B % 2 Samples @ ©
i 7a 12 s
cl 13 &
el | 14 [
10 15 o
il | 6 o
2m 17 &
13 8 o
14 19 &
s H 20 o
16 21 o
el | 22 o
Cycling Red o > =
| Analysis ;g u ;: z
4 Cycling + 21 = 26 z
22 27
= 5 x o
Dengue X 24 29 &
ey ] 3 o
7l 32 -
5 10 15 20 25 ELY ] EE] o
Cycles oM 34 -
30 35 o
Eil | 36 -
Parameters ak 32 37 &
= EE] | 38 o
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 (& Auto Set Threshold “H 3 & .
Method | LinRegPCR |v| Ignore Cycles Before| 0 [C Exclusion | Extensive [¥] Fluorescence Cutoff Level | 5.0% [ | AutoHideExcluded |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.21 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color verde vy

de color rosado el control positivo.
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Anexo 22 Muestra Detectable para DENV No. 31

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 22)

.'9.' Run Setup & Cycling Analysis BB % 2 Samples @ ©
. i -
Run Profile | 12 Ll
20 sl 13 fad
] | 14 o
Information 10 15 &
25 1l 16 -3
J1 Data 20 17 o
13 18 fad
5 20 14 i P
reen I 15H 20 fod
Cycling Orange m 18 &l td
3 15 17l 22 od
Cycling Red [ Y | 3 P
2
E Analysis E L = s
24 20 25 fad
21 26 o
21 27 o
B 23 28 o
2 2 -3
25l 30 jad
0
7l 32 o
5 10 15 2Nl 33 -
ELY ] 4 o
30 35 o
El | 36 o
fual Parameters 4 5 32 37 I3
— ezl | 38 o
Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold uE 0 .
Method | LinRegPCR |~ | Ignore Cycles Before| 0 |§ Extensive |v| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [§ ‘ Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.22 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color Corinto y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 23 Muestra Detectable para DENV No. 32

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

.';‘.' Run Setup

Run Profile

Information

.||| Data

Cycling Re:
E Analysis
4 Cycling
IPC
Dengue
Chikungunya
Chikungunya - 1
Chikungunya - 2
Melt
lute Quan

Relative Qu:
@ Reports

Imagen No.23 se muestra la traza de amplificaciébn exponencial de color verde y

Cycling Analysis =R Tﬁ. 'I' x
10 15 20 25 30 m 40
Cycles
Parameters ak

Target: Dengue

Source Data: Cycling Green

Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [

de color rosado el control positivo.

Threshold Start | 1.00 (€] Auto Set Threshold

Exclusion | Extensive || Fluorescence Cutoff Level | 5.0 % &
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& Samples @ ©
70 12 s "
sl 13 fad
] | 14 o
10 15 o
il | 16 o
ird | 17 o
13 18 fd
14 19 o
15H 20 o
16 21 o
7H 22 o
sl 23 fd
it | 24 o
20 25 o
21 26 o
20 27 o
2 28 fd
24 29 o
By ] 30 o
26l 31 o
2 Ml 33 fd
2l 34 o
30 35 o
el | 36 o
3z Ezd o
EE] | 38 fad
EX] | 39 o

v

[ Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales




Anexo 24 Muestra Detectable para DENV No. 36

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y
amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 24)

.';‘.' Run Setup - Cycling Analysis (SRR - [ BN 2 Samples @ ©
Run Profile i il | 12 8"
/ sl 13 o
el | 14 i
Information 10 15 &
il | 16 o
J1 Data 2l 17 3
3 12 -3
14 19 o
15H 20 o
16 21 o
17l 22 ol
3 / sl 23 g
o . el 24 od
\i Analysis H 2 > 5
4 Cycling 21 26 2d
21 27 o
P 23 28 o
Dengue x ) /—T—,‘]; 2 29 3
Chikungunya I I I I I = ) v =1 30 td
m — — - [31:36 2l 31 d
Chikungunya - I —— i T — - 7l 32 o
5 10 15 20 25 30 m 40 iy | 33 red
Cycles 2ol 34 od
30 35 jad
Parameters ég 12 37 P53
= Ez] | 38 o
Relative Qu Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold ] 0 o,
@ Reports Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [§ Exclusion | Extensive |%| Fluorescence Cutoff Level | 5.0% [ ‘ Auto Hide Excluded |

Fuente: Datos experimentales
Imagen No.24 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color morado y

de color rosado el control positivo.

119



Anexo 25 Muestra Detectable para DENV No. 39

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

25)

.'9.' Run Setup

By rE B %

Cycling Red
E Analysis
4 Cycling

IPC m

Dengue

Method | LinRegPCR v | Ignore Cycles Before

Target: Dengue Source Data: Cycling Green Threshold Start | 1.00 (& Auto Set Threshold

F--3 Samples O ©
i 1 2
1l 16 o
el | 17 o
13 18 ad
14 19 o
150 20 ad
16 21 o
17l 22 ol
13l 23 o
el 2 ol
20 25 o
21 26 ol
20 27 o
23 28 ad
2 29 o
E 30 ad
26 31 o
7l 2] ol
by | 3 o
20 34 ol
30 35 o
ELl | 36 ol
32 37 o
EE] | 38 [
eS| 40 ol
36l 41 g
37Tl N =3
sl cp o~

ensive |v]| Fluorescence Cutoff Level |5.0% [§

| Auto Hide Bxcluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.25 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color Corinto y

de color rosado el control positivo.




Anexo 26 Muestra Detectable para DENV No. 40

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

.';‘.' Run Setup

Cycling Analysis By Tﬁ. 'I' %

Run Profile

Information

.||| Data

E Analysis |

4 Cycling
1PC

Dengue ) 241

1505

’ — — — —— — L :‘

Chikun, = — 1

5 10 15 kL 25 30 34.37 10

Cycles
Parameters 4k

Target: Dengue Source Data: Cycling Green

Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [C

u:
@ Reports

Threshold Start | 1.00 [&] Auto Set Threshold

Exclusion | Extensive [ Fluorescence Cutoff Level |5.0% [§

26)

& Samples Q@ ©
v 15 »
11l 16 o
1z 17 o
13 13 ol
i 19 d
i | 20 o
16 21 o
7H 22 o
sl 23 od
19l 24 o
20 25 o
21 26 fad
20 27 o
23 28 o
24 29 o
sl 30 o
E 31 fad
7l EZ) o
ELY ] 33 o
i | 34 o
30 35 [ad
31l 36 d
3z 37 o
EE] | 38 o
e | 39 o
3 41 g
7l N =
ELY | cp © v

Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No0.26 se muestra la traza de amplificacion exponencial de color café y de

color rosado el control positivo.
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Anexo 27 Muestra Detectable para DENV No. 41

Extraccion de ARN viral mediante el kit High Pure Viral RNA de Roche y

amplificacion — deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

27)

~

A Cycling Analysis SRR O RS
30 |
2
© 20
g
¢
o g
g 15
) H
d ]
3
g
S 10 |
5 ]
De 1ai

A Parameters

Target: Dengue Source Data: Cycling Green

(o] o Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [

Threshold Start | 1.00 (£ Auto Set Threshold

Exclusion | Extensive |v| Fluorescence Cutoff Level | 5.0% |O

~

F--3 Samples O ©
i 1 2
il | 6 -
12| 17 ol
13 8 d
14 19 o
150 20 ad
16 21 i
hrd | 2 o
1l 23 ol
120 24 o
20 25 g
21 26 I
2N 27 o
PE] 28 d
24 29 -
] 30 ad
ey 31 d
7l 32 o
2l 33 ad
e 34 d
30 35 -
ELl | 36 ol
32 37 o
EE] | 38 o
ECY | ES) o
EE] | 40 >
Bl | N ©
£ P o
Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No.27 se muestra la traza de amplificacién exponencial de color morado y

de color rosado el control positivo.
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Anexo 28 Control positivo para CHICKV

Amplificacion — deteccidn por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 28)

& Assays + Ll Cycling Analysis B | 2B w

» Denguechinkunguya_Fasttrack 20

.".‘ Run Setup

Information
J1 pata

Cycling Green

Normalised Fluorescence
°

Cycling Orange

Cycling Red

\EAr

4 Cycling + 5 0 15 20 25

° E v

IPC Cydles

Dengue

Chikungunya x fual Parameters 45

Chikungunya -1 Target: Chikungunya  Source Data: Cycling Qrange

Chikungunya - 2 =
Method | LinRegPCR || Ignore Cycles Before| 0 [$

Threshold Start | 1.00 [ Auto Set Threshold

Exclusion | Extensive |%| Fluorescence Cutoff Level | 50% [§

-3

‘Well

Cq

25

Results

Effi... R

x=23720=

088 09...

BR

Res...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

Exc...

0.00

~

F-3 Samples O ©
i) 15 (=2
11l 16 od
1z 17 o
13 18 o
14 19 fd
sH 20 o
16 21 o
7H 22 o
1am 23 ol
19l 24 g
20 25 o
21 26 fad
20 27 o
23 28 o
24 29 o
sl 30 o
E 31 fad
7l EZ) o
ELY ] 33 o
i | 34 o
30 35 od
31l 36 g
3z Ezd o
EE] | 38 fad
EX] | 39 o
E] | 40 o
3 41 o
7l CN ad
ET TR

Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 28 se muestra la traza de amplificacion exponencial y cae por debajo

de Ct 33 control positivo del kit Fast- TrackDiagnostics.
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Anexo 29 Control positivo para ZIKV

Amplificacion — deteccidn por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No. 29)

& Assays fal Cycling Analysis B | Ty TL E&' L - Results B s Samples @ ©
2 1w 15 o
N—— well g Efficien... R Result o > =B
o
2 Run Setup 5 437 2 7 3
- un setup e LaLuuTy I Er P
438 14 19 i
- gt 33 Excluded it] | 20 fad
Samples
g a0 1 E
Information § 7H 2 @
LR ") Excluded wm 23 P
Wi pata = 440 190 2 @
5 2 20 25 ad
Cycling Yellow i 35 Excluded > - >
Cycling Red 2 a4 2| 27 od
v . 36 Excluded pE] 28 fad
1 . 2% 29 3
1 1 ‘ B | 30 3
- 1 Excluded B @
4 Cycling . 0 ; a7 32 td
IpC 5 10 15 20 L 26.97 W) 35 20 5 Excluded 3 td
34 i
PC-1 Cycles L8 = -
i 2 3 Excluded 36 :
37
Melt . | Parameters ak
.9 38 I3
ute Quantification Target: Zika Source Data: Cycling Yellow 4 Excluded 39 o
Allelic Discrimination -+ = JCN 40 fad
Methad | LinRegPCR ¥ | Ignore Cycles Before| 0 [ 41 o
Relative Quantification -+ 7 Excluded o =
Threshold Start | 1.00 €] Aute Set Threshald o 224650 000
[®] Reports _ 4 % = 24.66 0 = 0. ET I
Exclusion | Extensive [+ Fluarescence Cutoff Level [5.0% [C a2 2a86]  065| 099990 5 ‘Auto Hide Bxcluded

Fuente: Datos experimentales
Imagen No. 29 se muestra la traza de amplificacion exponencial y cae por debajo
de Ct 33.
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Anexo 30 Control Positivo Interno (IPC o IC) ZIKV

Amplificacion - deteccion por el kit Fast- TrackDiagnostics. (Imagen No.

& Assays A Cycling Analysis EERRRA -l ER S
b zika Fasttrack
16
2 Run Setup
14
Run Profile
12
Information Y
H
g0
W1 pata g
5
H
Cycling Yellow =
H
.Té
£
2
4
4 Cycling
rc :
wc-1 L
0
Tika
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles
e Quantification -+
Alllic Discrimination  +
Allelic Discrimination = Parameters Ak
Relative Quantification
Target: IPC Source Data: Cycling Red Threshold Start | 1.00 [S] Auto Set Threshold
@ Reports
Method | LinRegPCR ] Ignore Cycles Before| 0 [C Exclusion | Extensive [v] Fluorescence Cutoff Level [5.0% [C

F--3 Samples 9 ©
iy | 6 @ A
2l 7 ©
E] | 8 =3
4 9 o
sH 10 ©
6 1 o
H 12 o
1| 13 ©
ol 14 ey
10 15 o
11l 16 ad
120 17 d
13 8 =3
14 19 =3
&1 | 20 o
16 21 =3
17Tl 22 =3
1l 23 d
el 24 I
20 25 =3
21 26 o
2| 27 =3
23 28 =3
2 29 o
EE] | 30 =3
ey | 31 =3
a7l 32 o
2l 33 =3
20 M Y o ¥
Auto Hide Excluded

Fuente: Datos experimentales

Imagen No. 30 se muestra la traza de amplificacion exponencial.
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16 APENDICES

Apéndices 1 Hielera eléctrica

Hilera eléctrica utilizada para
mantener la cadena de frio en el

transporte de muestras.

Apéndices 2 Trasporte de
muestras
Transporte de muestras (plasma
congelado)
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Apendices 3  Nunc

Labtopcoolers

Nunc LabtopCoolers -20°C Utilizado
para mantener la cadena de frio en el

transporte.

Apéndices 4 Temperatura

Temperatura de almacenamiento de las
muestras (-20).
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Apéndices 5 Pruebarapida

Prueba rapida Biotech CTK Dengue.

Apéndices 6 Termociclador

MIC gPCR Termociclador utilizado

para analisis de muestras.

128



