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Introduccion.

A nivel mundial el Paludismo y el Dengue se consideran como una de las
Enfermedades que ha ocupado algln lugar en las diez primeras causas de morbilidad y
mortalidad, de los reportes epidemiolégicos del Ministerio de Salud.. Localizado en
muchos paises como areas endémicas y epidémicas con un alto riesgo. De igual forma

se ha reportado en todas las regiones del planeta.1

Para septiembre 2011 se tiene sospecha por dengue mas de 8000 casos, reportandose
San Salvador y San Miguel con el mayor numero de casos. A nivel mundial se estima 1

380 millones en riesgo de transmision por Malaria y Dengue. #1

Se hacen esfuerzos mundiales auspiciados o dirigidos por la OMS, OPS y otros, para
controlar y erradicar el vector, pero que hasta el momento ha sido imposible de lograr
resultados prometedores. Se han utilizado diversos métodos de control, en las que se
destaca el uso de quimicos en las plantaciones y areas domiciliares, con el consiguiente

. . . . 2
riesgo de causar intoxicaciones en el ser humano.

Al momento el Dengue es un problema de Salud Publica y de gobiernos, debido
a que se invierten millones de délares en erradicar el vector y tratar la enfermedad,

derivados del presupuesto nacional asignado a salud.

*! Hay; Simon. y otros. Un mapa mundial de malaria: Endemicidad de Plasmodium falciparum en el
2007.
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El Salvador no es la excepcion, debido a que por su climatologia y densidad
poblacional, hace favorable la transmisidon paludica, con predominio en la estacidon
seca y lluviosa con temperaturas entre 22°C a 30°C en zonas costeras o sabanas
tropicales y desplazamiento en alturas menores de 300 mts hacen propicio

condiciones ideales para su estancia y propagacion.

JUSTIFICACION.

Al utilizar el PCR como método de diagnostico de examen de laboratorio en los
casos de Dengue en la tipificacion de huevos, larvas y hembras adultas, puede
contribuir a la comunidad a prevenir el riesgo de cual serotipo esta circulando en la
zona y tomar las medidas correspondientes en el plan de vigilancia y control

epidemioldgico.

OBIJETIVOS

GENERAL:
Identificar por medio de RT-PCR y RSS-PCR la genotipificacion de huevos, larvas

y zancudos del serotipo circulante en el pais.

ESPECIFICOS:

1. Utilizar el RT-PCR en la genotipificacion de grupos de huevos, larvas y hembras
adultas hematofagas.

2. Identificar las zonas potenciales de riesgo en la zona metropolitana de San Salvador

3. Correlacionar el tipo de serotipo en relacidn al ciclo de vida del zancudo del dengue.

HIPOTESIS

H1: La correlacién diagnostica entre genotipificacion de grupos de huevos, larvas y hembras

hematdfagas por medio de RT-PCR a dengue indica el serotipo del virus del dengue

HO: No existe correlacion diagnostica entre genotipificacion de grupos de huevos, larvas y

hembras hematéfagas por medio de RT-PCR a dengue indica el serotipo del virus del dengue
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MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

En El Salvador desde hace varias décadas, se han realizado métodos de vigilancia,
control y erradicaciéon entomoldgica de los vectores en zonas endémicos ya identificados en las
comunidades urbano marginales y rurales de nuestro pais por el MSPAS.

En 1993 la OMS tomé el liderazgo en la “Declaracién Mundial en la lucha Antipaltdica”

en coordinacién con los estados miembros para crear sistemas eficaces de Vigilancia y control

epidemioldgico local.

El ciclo de vida:

Huevo: la hembra deposita los huevos en partes himedas o en agua. Cada hembra

puede depositar entre 100 a 500 huevecillos, eclosionando estos entre 24 a 72 hrs a una

temperatura de 21 C. los huevos pueden resistir hasta por 450 dias.
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Larvas: viven debajo de la superficie del agua tomando su alimento. Generalmente
nadan hacia el fondo haciendo un ocho y luego regresan a la superficie para obtener oxigeno.
Las larvas por lo general tienen 4 fases o estadios larvales: L1 es la que eclosional del huevo, a
los dos dias pierde el exoesqueleto y pasa al segundo estadio L2; el tercer y cuarto estadio L3,
L4 se desarrolla entre uno a dos dias. La L4 se desarrolla en pupa, la larva cuando posa en agua
lo hace formando un dngulo de 45 grados.

Evolucion larvaria del Dengue
—— — =

4% estado

Adultos: es el zancudo que vive en caso o proximal a ella, es de color azul negro,
manchas plateadas a los lados del cuerpo, tiene anillos blancos en las patas, se posa en forma

horizontal.
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La hembra es hematdfaga o antropofilica, pica de dia o durante la noche, puede picar hasta 8
veces al dia, reposa en la vivienda. Algunas hembras pueden volar hasta 3 km para poner los

huevos otras viven a menos de 50 metros de las casas donde nacieron.
Principales Métodos de Control.

Entre los principales métodos de control utilizados a nivel mundial,*** estan: 1.
Método quimico. Se han descrito dos: insecticida y herbecida, derivados de organofosforados
y organoclorados, peritroides y otros. Son considerados como métodos temporales. En la
ultima década se han reportado casos de resistencia especialmente a los organofosforados,

22-2 .z « oz q o
> También se ha encontrado transmisidn hereditaria por genes

organoclorados y peritroides.
. 2 s . 7
a nuevas generaciones ® 2. Control fisico, 3. Control Patdgeno, 4. Control Personal, 5. Control

Cultural, 6. Control Biolédgico, 7. Control Natural y 8. Control legal.

Técnica de RT- PCR y RSS-PCR

Es una Variante de la PCR donde inicialmente se realiza una Transcripcidn reversa a partir de

ARN para sintetizar el ADN complementario que luego es amplificado mediante una PCR.

MATERIAL Y METODOS.

METODOLOGIA.

A. En cada bloque se agregan 6 vasijas de 250 ml conteniendo: 100 huevos, 100 larvas, 100
hembras adultas se tapan los recipientes colocando una gasa.

B. Muestras de suero en ratones lactantes alimentados con hembras adultas con
sospecha de dengue.

C. Muestras de huevos y larvas por medio de identificacién PCR
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D. Extraccion ARN Viral. El ARN viral se extrae utilizando el QlJAamp viral RNA Mini Kit
segln protocolo establecido por el fabricante.

E. Utilizar RSS-PCR para identificacion de genotipo, el analisis se hace por
electroforesis en gel de agarosa 1.5 % del ARN extraido a partir de los serotipos
extraidos.

F. Método estadistico. Se utilizara la Prueba de Fisher, analisis de varianza, tabla de ANOVA

utilizando el método por disefios de bloques al azar. **3*

G. Area de Estudio. El ensayo se realizara en los laboratorios de CENSALUD

H. Criterios de seleccidn. Para la seleccion de la muestra, se utilizara los siguientes criterios
de inclusidn: 1. Muestra en estado huevo, larva, hembra adulta, 2. Misma especie de
Aedes Aegypti 3. Igual nimero de huevos, larvas y adultas hembras en cada recipiente, 4.,
7. lgual observacion a las 24 hrs, 8. Condicién ambiental adecuada. Entre los criterios de
exclusion, estdn: 1. Muestra contaminada. 2. Diferente especie diferente a la descrita en
los recipientes, 3. Mal dilucién o concentraciéon técnica PCR, 4. Testigo otra especie, 5.
Desigualdad en las observaciones, 6. Tratamiento inadecuado, 9. Condiciones ambientales
inadecuadas.

I.  Sesgos: Carga viral disminuida, mal identificacién morfoldgica, mal uso de la técnica PCR.

j. Extraccion de ARN viral y sintesis de ADN *

"El sobrenadante (125 pL) de cultivos infectados se mezclara con 375 pL de Trizol (/nvitrogen
Corp.) y se incubara a temperatura ambiente por 5 min. Al término se adicionaran 100 pL de
cloroformo y después de extraccidon se centrifugd a 12 000 rpm. La fase acuosa recuperada se
mezcla con 250 pL de isopropanol y luego de centrifugacion a 12 000 rpm el precipitado se
lavd con 500 plL de etanol 75 % y se seca a temperatura ambiente. El ARN viral se resuspendio
en 50 pL de agua tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) y luego se almacend a - 70 °C. Para
sintesis de ADN se usaron 5 pL del ARN extraido que se adicionaron a una mezcla de reaccion
que contenia 200 uM de cada dNTP, 0,5-1,0 uM de iniciadores anti-sentido, 1 mM de MnCl,,
0,25 U de enzima Tth DNA Polimerasa (Promega), 2,5 uL de buffer, en un volumen final de 25
UL. La reaccion se llevé a cabo a 90 °C por 2 min y luego a 60 °C por 30 min. “

RSS - PCR

Virus de referencia y aislados locales de cada serotipo se hard uso modificando los protocolos
descritos por Harris y otros® y Miagostovich y otros. Brevemente, 10 puL de ADN viral copia se
adicionaron a una mezcla de reaccidon que contenia 2 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP,
0,35-0,8 uM de los iniciadores, 5 puL de buffer quelante, 0,25 U de Tth DNA Polimerasa
(Promega), 5 pL de buffer de enzima, en un volumen final de 50 uL. La amplificacién se realizo
por 32 ciclos de 94 °C por 1 min, 54 °C por 1 min y 72 °C por 2 min con una extension final a 72
°C por 10 min. El ARN de cada cepa fue amplificado por mdas de una vez para confirmar la
reproducibilidad del resultado.
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Subtipo RSS- PCR

Los productos de la amplificacidn se analizaran mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %
disuelto en tampadn trisborato-EDTA (Tris-HClI 89 mM pH 8, acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM)
y usando un estandar de tamafnos de 100-pb (DNA ladder. Promega). En un mismo gel se
colocaron 15-20 uL tanto de los amplificados obtenidos con virus locales como con los de
referencia del mismo serotipo. Para determinar el subtipo se compard el patron
electroforético (tamafio y nimero de fragmentos) generado por la cepa local versus la
prototipo.

TRANSCRIPCION REVERSA Y AMPLIFICACION POR
RT-PCR

Se utilizara el procedimiento por Harris et al, por la técnica multiplex RT-PCR para la
transcripcién reversa y amplificacién del ARN viral utilizando set segun fabricante.

+ Fabian y otros. Subtypes of dengue virus serotypes 2, 3 and 4 isolated in
Santander District, Colombia. 2007
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