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RESUMEN

El dengue es una enfermedad febril aguda, causada por un arbovirus de la familia Flaviviridae,
posee cuatro serotipos antigénicamente relacionados, es transmitido de persona a persona
principalmente por zancudos del género Aedes. Es la arbovirosis mas prevalente en humanos y
contribuye uno de los mayores problemas de salud publica en los paises de la regién tropical y
sub-tropical. En Colombia en el afio 2010 se presentd la mas grave epidemia de dengue de todos
los tiempos. En el pais, los grupos mas vulnerables y con mayor mortalidad por dengue y dengue
grave son los menores de 15 afios (1). Sin embargo, no se ha estudiado la frecuencia de esta
infeccidon en la poblacién infantil, razén por la cual se realizé este estudio, para mostrar la
incidencia, la frecuencia de infecciones asintomaticas y sintomaticas, cuantificar el nimero de
escolares que han estado expuestos al virus, describir aspectos clinicos y epidemioldgicos de la
enfermedad e igualmente con la utilizacion de los sistemas de informacidn geogréfica conocer la
ubicacién geografica de los casos y determinar zonas de riegos.

En tres instituciones educativas (IE) de Medellin, se realizé un estudio de cohorte durante dos
afos para la vigilancia activa de sindromes febriles. Se realizé diagndstico de dengue y se
analizaron las caracteristicas clinicas. Ademas cada afio durante dos afios, en siete IE, se realizd
un monitoreo seroldgico para determinar exposicién previa y reciente al virus del dengue.
También se visitaron viviendas de algunos escolares para observar la presencia de criaderos del
mosquito y determinar su ubicacion geografica. Adicionalmente se realizd un estudio de
conocimientos aptitudesy practicas en los acudientes de los escolares participantes. En el estudio
de cohorte participaron 2379 escolares. Durante el tiempo de estudio 264 escolares presentaron
fiebre y de estos 41 (13,8%) tuvieron dengue el 90,3% correspondia a infecciones secundarias.
Todos los casos fueron clasificados como casos de dengue. Tres de los serotipos del virus del
dengue fueron detectados. Se observé pobre desempefio de los estuches disponibles
comercialmente para el diagndstico de infeccion aguda y secundaria por dengue en esta
poblacién. El estudio serolégico anual en siete IE, mostrd una frecuencia de anticuerpos IgM para
el 2010 del 3,0%; para el 2011 del 0,4% y para el 2012 del 3,2% (p<0,05). La prevalencia de
anticuerpos IgG aumento significativamente en cada afo, el en 2010 fue del 54,6%; en el 2011
del 59,3% y en el 2012 del 64,7% (p<0,05). Se encontré la presencia de larvas del mosquito que
transmite el dengue en el 28,7% de 94 viviendas de los escolares y en todas las IE. Los resultados
demuestran que la infeccién por el virus del dengue es frecuente en la poblacién escolar. Los
resultados sobre CAP sugieren que los acudientes de los escolares poseen un adecuado nivel de
conocimiento sobre la enfermedad y que esta acorde con las actitudes y practicas dirigidas a
reducir su incidencia, sin embargo, una baja proporcion se dedicaba a practicas preventivas
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positivas. Los resultados presentados en el presente estudio son importantes para orientar las
medidas de prevencion y control en zonas de mayor riesgo. Este estudio fue el primero en
realizarse en Colombia con la metodologia de seguimiento de cohortes y monitoreo serolégico
en escolares, una poblacién que se puede considerar “centinela” de lo que puede estar pasando
en la comunidad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es una enfermedad febril aguda, causada por un arbovivirus que pertenece a la familia
Flaviviridae, género Flavivirus, posee cuatro serotipos antigénicamente relacionados (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4) (2) los cuales son transmitidos de persona a persona por mosquitos
del género Aedes, principalmente por Aedes aegypti y Aedes albopictus. (3-5).

El dengue es la arbovirosis mas prevalente en humanos y contribuye el mayor problema de salud
publica en los paises de la regidn tropical y sub-tropical (6). La OMS estima que existen 2,5 billones
de personas que viven en 112 paises endémicos en riesgo de contraer la enfermedad y que
aproximadamente ocurren en el mundo 50 millones de infecciones anuales (7). En América Latina
y el Caribe el mayor reporte de casos nunca antes observado ocurrié durante la década del 2000-
2010, con la circulacion de los cuatro serotipos. Durante el 2010 fueron reportados en el
continente 1.663.276 casos de infecciones por dengue, 50.232 casos severos y 1.185 muertes.
Colombia, Brasil y Venezuela fueron los paises mas afectados con los mas grandes brotes (8). En
Colombia se reportaron 147.257 casos, 9.755 casos severos y 217 muertes (9). Todos los serotipos
fueron identificados (8). Segun datos del Instituto Nacional de Salud, en el pais durante el afio
2010 los promedios de la edad de los casos de dengue y dengue grave fueron 26 afios y 22 afios,
respectivamente, y las edades mas frecuente fueron 14 afios y 8 afios, respectivamente (10).

La infeccidn por dengue puede ser asintomatica, no diferenciable de otros sindromes febriles o
puede cursar con un amplio espectro clinico, clasificandose tradicionalmente como fiebre por
dengue, formas severas de la enfermedad como dengue hemorragico (DH) o sindrome de choque
por dengue (SSD)(11). En 2009 la OMS reevalua ésta clasificacion y actualmente se clasifica como
dengue y dengue severo, La primera forma clinica puede o no cursar con signos de alarma: los
cuales incluye dolor abdominal intenso, vémitos persistentes, hepatomegalia dolorosa,
somnolencia o irritabilidad, disminucién brusca de la temperatura, aumento del hematocrito. El
dengue severo puede ser causado por cualquiera de los serotipos (12) y se caracteriza por
acumulacién de liquidos, severa extravasacién plasmatica que puede conducir a choque
hipovolémico, dificultad respiratoria, hemoconcentracion y hemorragias producidas por
trombocitopenia, hipotension, fragilidad vascular y/o compromiso hepatico(13).

En Latinoamérica se han realizado estudios de seroprevalencia de la infecciéon por dengue, en los
cuales se han reportado seroprevalencias de 44% (14) y 55,4% en Brasil (15); en Republica
Dominicana en menores de 10 afios de 56% (16). En Colombia hay reportes de seroprevalencia
en Puerto Berrio, Antioquia (65%), Riohacha, Guajira (38,5%) [revisado por (17)]; Medellin (10,7%)
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(Restrepo y Cuervo, 1994, datos no publicados); Urabd Antioquefio (59,1%) (17) y en Caqueza,
Cundinamarca (23,3%) (18).

Igualmente en varios paises se han realizado estudios de seroprevalencia e incidencia y
seroconversion en poblacion escolar como reflejo del comportamiento del dengue en la
poblacion infantil y juvenil (19-23). En la ciudad de Medellin se conoce poco sobre la frecuencia
de dengue en la poblacién infantil, sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas.

En cuanto a conocimiento que se tiene sobre la frecuencia de la presentacidn clinica sintomatica
versus la asintomatica de la enfermad algunos autores reportan que la forma sintomatica es
menor que las asintomdticas o subclinicas. En Colombia la frecuencia de infecciones
asintomaticas en voluntarios sanos ha sido reportada del 6,7 % (24).

Uno de los pilares para el control del dengue es el conocimiento de su magnitud y en la actualidad
solo se conoce la incidencia por los datos de consulta médica. Este estudio se realizd para mostrar
la incidencia de la enfermedad, la frecuencia de infecciones asintomaticas y sintomaticas,
cuantificar el nimero de escolares que han estado expuestos al virus, describir aspectos clinicos
y epidemioldgicos de la enfermedad en la poblacién escolar y con la aplicacién de los sistemas de
informacién geogréfica, conocer la ubicacion geografica de los casos para determinar los patrones
espaciales de transmision.

Toda ésta informacién permitira aumentar el entendimiento de esta enfermedad en Medellin y
asi contribuir a orientar y mejorar las estrategias de control de la trasmisién viral.

Este estudio fue el primero en realizarse en Colombia con la metodologia de seguimiento de
cohortes, en una poblacién que se puede considerar "centinela" porque refleja lo que esta
ocurriendo en la comunidad y su acceso es mas facil por estar concentrada.
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JUSTIFICACION

Dengue es un problema de salud publica en Medellin, pero la verdadera magnitud del problema
es desconocida. Este estudio permitiria conocer la incidencia y seroprevalencia de la enfermedad,
las zonas de riesgo de la ciudad, ademas de describir las manifestaciones clinicas de la
enfermedad y la frecuencia de formas asintomaticas y sintomaticas. Estos resultados aportarian
a las instituciones de salud y a las autoridades competentes para la planeacion de medidas de
intervencién y de prevencion de acuerdo al riesgo.
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Pregunta de Investigacion

¢Cuales son las caracteristicas clinicas, viroldgicas y epidemioldgicas de la infeccidn por dengue
en la poblacién escolar de Medellin?

Objetivo General

Caracterizar clinica, viroldgica y epidemioldgicamente la infeccién por dengue en escolares de
Medellin, Antioquia, Colombia.

Objetivos Especificos

bW

O N w

10.

11.

Estimar la incidencia de la infeccidn por virus dengue en una cohorte de escolares con
sindrome febril.

Comparar la presentacion clinica de los casos de dengue con la de otros sindromes febriles.
Describir la presentacién clinica de los casos de dengue segun infeccidn primaria y secundaria
Evaluar la precisidon y concordancia de las pruebas diagndstica comerciales (prueba rapida SD
Bioline Dengue duo y ELISA de captura Panbio IgM e IgG) usadas para el diagndstico de
dengue.

Describir los serotipos del virus dengue circulantes en Medellin durante el periodo del estudio.
Describir la evolucion y epidemiologia molecular de los serotipos aislados.

Estimar la proporcidn total por afio de casos sintomaticos y asintomaticos de dengue.
Determinar la caracterizacion seroldgica, frecuencia de anticuerpos IgM e 1gG y tasa de
seroconversion de anticuerpos IgG contra el virus dengue en escolares entre los 5-18 afios
Describir la distribuciéon espacial de casos de dengue utilizando Sistemas de Informacién
Geogrifica (SIG)

Determinar indices de infestacidn por A. aegypti en las viviendas de los casos positivos,
algunos negativos y en la instituciones educativas que participan en el proyecto.

Describir algunos factores de riesgo de esta enfermedad en la poblacién estudiada.
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Plan de Andlisis

La base de datos fue elaborada en Microsoft Excel (Microsoft Corp., Rendmond, WA, USA). El
procesamiento de la informacidn se realizé en Statistical Package for the Social Sciences, SPSS
(SPSS®, versién 21, Inc.01., Chicago, ILL). A las variables cuantitativas se les calcularon medidas de
tendencia central y de dispersién, medidas de posicion como mediana y rangos intercuartilicos.
A las variables cualitativas se les calcularon medidas de frecuencia absoluta y relativa. La
comparacion de las variables cualitativas entre grupos se hizo mediante la prueba de Chi? o el
test de Fisher cuando los valores esperados eran menores a 5. Para las variables cuantitativas se
realizd la prueba t de Student si la distribucién era normal o la prueba de Mann-Whitney si la
distribucién de la variable no era normal. La prueba de normalidad utilizada fue Kolmogorov-
Smirnov y en las muestras menores a 30 se utilizé la prueba de Shapiro Wilk. El nivel de
significancia aceptado fue un valor de p < 0.05.

Aspectos Eticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Colombiano de Medicina
Tropical. Se solicitd consentimiento informado y escrito de los padres o responsables vy
asentimiento informado y escrito de los escolares de 8 o mas afios de edad (Anexo 1).
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MARCO TEORICO

Virus Dengue

El virus dengue (DENV) es una particula esférica de 40-50 nm, compuesta por un nucleo
electrodenso rodeado de una bicapa lipidica, es un arbovivirus que pertenece a la familia
Flaviviridae, género Flavivirus, posee cuatro serotipos antigénicamente relacionados (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4) los cuales se subdividen en diferentes genotipos(2). Su genoma es
una cadena de ARN mensajero (11kb) que posee una caperuza (CAP) tipo 1 en el extremo 5’- y
carece de una cola de poli-A en el extremo-3’. En ambos extremos posee dos regiones no
codificantes (UTR 5’y 3’) que regulan la traduccidn y replicacidon y un Unico marco de lectura
abierto (ORF, Open Reading Frame) que codifica por una poliproteina (2,25). Su origen es
debatido entre Africa y Asia, el primero por ser el origen del vector y el segundo por la alta
circulacion del virus y la presencia de los cuatros serotipos tanto en humanos como en primates
no humanos (3).

Ciclo de Replicacion

El ciclo de replicacion del DENV es un proceso complejo y todavia en investigacién. Comienza con
la unidn del virus, mediado por la glicoproteina de envoltura, a un receptor celular y/o factor de
anclaje (26), Se han descrito diferentes receptores y/o factores de anclaje en células humanas y
del vector [revisado por (27)], entre ellos: el receptor de laminina en células de hepatoma humano
(HepG2) para el DENV-1; el receptor de manosa en macrofago; el ICAM3 (DC-SIGN) en células
dendriticas, las proteinas de 37, 54, 58 y 77 Kilodaltons (KDa) de las glandulas salivales de Aedes
aegypti y las proteinas de 67 y 80 KDa de las células C6/36 para DENV-1 y DENV-4; el heparan
sulfato en hepatocitos humanos (HuH-7); la proteina GRP78/BiP en células HepG2; las proteinas
de 28, 34 y 43 KDa de células endoteliales (ECV304); la proteina de 100 KDa en células K562 de
medula dsea, la proteina de 65 KDa de neuroblastoma, las proteinas de choque térmico HSP90,
HSP70 y moléculas asociadas a CD14 de monocitos, las proteinas de 27, 45, 67, 87KDa de
macréfagos; la familia de receptores de la fosfatidilserina TIM y TAM en células 293T (28); las
proteinas de 67, 80, 48 KDa; la prohibitina y la HSC70 en células C6/36 para el DENV-2; las
proteinas de 40 y 70 KDa de células mielocitos (HL60) para el DENV-2 y DENV-3; el receptor de
laminina en células C6/36 para el DENV-3 y DENV-4; y las glicoproteinas de 40 y 45 KDa en células
C6/36 para el DENV-4 [revisado por (27)]. Ademas de la interaccidn con receptores, existe otro
mecanismo de entrada para cualquiera de los serotipos y ocurre durante una infeccidn
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secundaria, el cual consiste en la opsonizacion del virus por anticuerpos no neutralizantes que le
permiten la entrada del virus a células que expresan el receptor Fc gamma [revisado por(26)]. En
cuanto al tropismo, diferentes estudios muestran que las células blanco in vivo de la replicaciéon
del virus son las células dendriticas/células de Langerhans, monocitos/macroéfagos (29,30),
plaquetas, megacariocitos (31), células endoteliales (32), células del bazo, células hepaticas (33).
Después de la interaccidn con su receptor, el virus entra a la célula por diferentes mecanismos.
En general para los flavivirus se ha descrito la via de endocitosis mediada por clatrina [revisado
por (34)]. Sin embargo (27) en estudios in vitro realizados con DENV-1 y DENV-2, muestran que la
entrada del virus puede variar de acuerdo serotipo y la célula infectante. En células vero por
ejemplo el DENV-1 entra a la célula por endocitosis mediada por clatrina pero independiente de
caveolas, mientras que el DENV-2 utiliza una via no clasica, independiente de clatrina, caveolas o
“lipid rafts” pero dependiente de dinamina. Adicionalmente en células C6/36 HT y A549 ambos
serotipos utilizan la via cldsica de endocitosis dependiente de clatrina (27). El paso siguiente en el
ciclo de replicacion de la particula viral es ser transportada por los endosomas; la acidificacion de
estas vesiculas promueve la fusion de la membrana viral con la del endosoma y la formacién de
un poro a través del cual el genoma viral tiene acceso al citoplasma de la célula blanco. Alli ocurre
la replicacién del ARN viral el cual es traducido en una poliproteina la cual es procesada por
proteasas virales y celulares en tres proteinas estructurales (capside C, premembrana/membrana
prM y envoltura E) y siete proteinas no estructurales (NS1-NS2A-NS2BNS3-NS4A-NS4B-NS5)
involucradas en la replicacion, ensamble y modulacién de la respuesta inmune(2). La poliproteina
es dirigida al reticulo endopldsmico (RE), donde NS1 y el ectodominio de prM y E son traslocados
al lumen del RE, mientras que las proteinas C, NS3 y NS5 son localizadas en el citoplasma [revisado
por (35)]. El procesamiento de esta poliproteina es fundamental para la replicacion del ARN viral.
Este proceso es llevado a cabo por sefiales celulares en el lumen del RE y por la NS3 y su cofactor
NS2B que residen en el citoplasma (36). La NS3 es altamente conservada entre los flavivirus;
estudios indican que es un componente de la maquinaria enzimatica de replicacidon del ARN viral.
La comparacién de su secuencia nucleotidica y los andlisis bioquimicos sugieren que es
trifuncional, con actividad de proteasa, helicasa y actividad de ARN trifosfatasa [revisado por
(35)]. NS1 es una glicoproteina que es transportada dentro del lumen del RE y secretada de la
célula infectada; estd implicada en funciones de la replicacién viral como también en la defensa
viral a través de la inhibicion de la activacién del complemento. NS4A ha sido involucrada en la
alteracion de la membrana importante para la replicacion y NS4B en asistir la replicacion viral a
través de la interaccion directa con NS3; también se ha sugerido que bloquea la transduccién de
sefiales que inducen INFa/B [revisado por (37)]. Posterior a la replicacion del ARN y la traduccion
de las proteinas, se produce el ensamble de las particulas virales las cuales pueden ser particulas
maduras e inmaduras. Las particulas maduras estdn compuestas de 180 copias de la glicoproteina
de envoltura (E) y de la proteina de membrana (M), las particulas inmaduras presentan en su
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superficie la glicoproteina E y la proteina de premembrana (prM), la cual es encargada de proteger
el virus de la fusidn con la membrana de la célula hospedera durante el proceso de transporte en
las vesiculas del Golgi. Estas particulas son maduradas a su paso por el aparato de Golgi y su red
de membranas, alli la proteina prM es cortada en el residuo N-terminal (pr) por la proteasa celular
furina dejando libre la regién C-terminal de las particulas virales (M). Finalmente estas particulas
son liberadas por exocitosis (38).

Diversidad Genética

Comparado con otros virus con genoma ARN no transmitidos por vectores como el VIH o
influenza, el virus dengue posee una baja tasa de sustitucién (35) sin embargo muestra una
considerable diversidad genética, su importancia en la replicacidon y patogénesis permanecen
desconocidas (39).

DENV-1
El virus dengue serotipo 1 (DENV-1) fue aislado por primera vez en 1943 en la Polinesia Francesa

y en Japon, posteriormente fue reportado en Hawai en 1944 y 1945 (4) cinco genotipos han sido
descritos desde entonces (I, II, Ill, IV y V) (40). En 1977 el genotipo V fue reportado por primera
vez en el continente americano, causando epidemias que comenzaron en Jamaica, Cuba, Puerto
Rico, Paraguay y la mayoria de las Islas del Caribe, subsecuentemente al resto de paises de sur,
centro y norte América como México en 1979 y en Texas, Estados Unidos en 1980 (8). Sin embargo
estudios recientes sobre la historia de transmisidon espaciotemporal de los genotipos del virus
dengue en América, sugiere a Granada en las Antillas menores como el lugar de origen del DENV-
1 genotipo V y la fecha inferida por el ancestro comin mas reciente sugiere la presencia del
genotipo previamente al afo que fue reportado por primera vez en el continente,
aproximadamente en 1973 (1970-1975) (40,41). Adicionalmente, estos estudios indican que la
tasa de sustitucién promedio para el DENV-1 genotipo V es 7,77 x 10* (6,52—9,08 x 10%)
sustituciones/sitio/afio (41). Un estudio realizado por Dash y cola. sobre la filogeografia del virus
en India, sugiere a éste pais como el origen ancestral del genotipo V o cosmopolita con la
identificacion de multiples linajes (42). El primer estudio en Colombia sobre la reconstruccién
filogenética del DENV-1 sugieren la circulacidon de los genotipos | y V y de este ultimo la presencia
de dos linajes bien definidos en comparacion con otros paises de Suramérica (40). En contraste
con estos resultados, otro estudio realizado en el departamento de Santander sobre
diversificacion genética del DENV-1, en un periodo de 11 afos, encuentra que todos los virus
corresponden al genotipo V y que estos virus presentan un diversificacion en cuatro linajes
temporalmente definidos como: linaje 1 (L1), cepas de 1998; linaje 2 (L2), cepas de 1999, 2001 y
2002; linaje 3 (L3), las de 2004, 2007 y 2008; y linaje 4 (L4), una cepa aislada en 2007 (43).
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DENV-2

El serotipo 2 del virus dengue (DENV-2) aislado por primera vez en Nueva Guinea, esta
filogenéticamente agrupado en cinco genotipos. Asiatico 1: incluye la cepa de referencia 16681,
aislada en Tailandia de un paciente con enfermedad severa en 1964 (44); asidtico 2: incluye la
cepa prototipo Nueva Guinea aislada en 1944; el genotipo Americano (AM): incluye cepas de
centro, sur América y el Caribe, asi como aislados antiguos de Indias y las Islas del Pacifico; el
genotipo asiatico/americano: comprende dos linajes bien definidos el primero todas las cepas del
sudeste Asiatico y el segundo por todas cepas de Centro y Suramérica y del Caribe de las ultimas
3 décadas; el genotipo cosmopolita ampliamente distribuido en el mundo y data de 1975, su pais
de origen es probablemente Indonesia y finalmente el genotipo selvatico aislado de primates y
de humanos de zonas rurales de Africa y sudeste asiatico aledafias al lugar del aislamiento (44).

El genotipo AM se aisld por primera vez en Trinidad en 1954 y estuvo asociado con infecciones
leves; posteriormente fue desplazado por el genotipo asiatico/americano, el cual se cree que fue
introducido en las Antillas Mayores aproximadamente en 1979; posteriormente ocurrié su
dispersion a las islas de Caribe y a Suramérica (41), fue reportado por primera vez en 1981 en
Cuba. La introduccién de éste genotipo causé la aparicidn por primeva vez de casos severos y de
las epidemias de dengue hemorrdgico en las ultimas décadas en el continente (45,46). Los
estudios de la reconstruccidn filogenética del DENV-2 en Colombia, indican la circulacion del
genotipo AM entre 1982 a 1988, y la aparicion del genotipo asiatico/americano y posterior
desplazamiento del genotipo AM entre 1992 y 2010. Este hecho coincide con el primer reporte
en el pais de dengue hemorragico, aislado de un paciente de Puerto Berrio, Antioquia, a finales
de 1989 y el posterior aumento de casos severos en los afios siguientes (40).

DENV-3

El serotipo 3 del virus dengue (DENV-3) ha sido caracterizado por Lancciotti y cols., en cuatro
genotipos o subtipos. El subtipo o genotipo | comprende virus de Indonesia, Malasia y Filipinas e
islas del Pacifico Sur; el subtipo Il comprende aislados de Tailandia; el subtipo Il comprende virus
de Sri Lanka, India, Africa, Samoa, México, E| Caribe, Centro y Suramérica el genotipo IV con
aislados de Puerto Rico y Tahiti (47). Existen reportes recientes en la literatura sobre la existencia
de un genotipo V de origen Americano, pero su existencia es controversial debido a su similitud
con cepas antiguas que circularon en Asia hace mas de dos décadas y a su baja tasa de sustitucion
y baja divergencia a nivel nucleotidico observada entre el aislado prototipo H87 Filipinas de 1956
(48) y los aislados pertenecientes a este supuesto genotipo aislados entre 2003-2005 en Brasil y
Colombia (49,50).

La primera deteccién del DENV-3 en las Américas data de los afos 60s y fue detectado hasta 1977
[revisado por(49)]. Posteriormente fue reintroducido en América y es detectado en 1994 en
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epidemias en Panama y Nicaragua; a partir de 1999 es detectado en Suramérica. Estudios
recientes calculan que el afio de re-introduccion para el Subtipo Ill en América fue 1991 (1989—
1992) con una tasa de sustitucion 7,4 (5,4-9,1) x 10~* sustituciones/sitio/afio (51).

En Colombia fue encontrado por primera vez, y por corto tiempo, entre 1975-1977 y
reintroducido en el 2001 en Santander [revisado por (52)]. En Medellin ha sido detectado a partir
de 1992 y en los afios 1998, 2003 y 2007 (51). Los estudios filogenéticos del DENV-3 en Colombia
coinciden en la circulacién del subtipo 1ll (44,46, 47). Adicionalmente se ha documentado la
presencia de tres diferentes linajes de este subtipo que circulan en Suramérica, provenientes de
Brasil, Peru y Venezuela, estos dos ultimos con circulacidon en Colombia (51,52).

DENV-4
El dengue virus serotipo 4 (DENV-4) ha sido asociado con epidémicas ciclicas y esporadicas. Fue

reportado en América por primera vez en 1981. Estimaciones del ancestro comuin mas recientes
indican que el afio de introduccidn ocurrié entre 1978-1980 y el pais de origen fue probablemente
Republica Dominicana. Su tasa de sustitucién se calcula en 9,7 (7,9-10,6 x 10%)
sustituciones/sitio/afio (Allicock et al. 2012). Se han descrito cuatro genotipos: el primero
comprende cepas de Filipinas, Tailandia, Vietnam, Sri Lanka e India; este incluye la cepa prototipo
H241 aislada de un paciente en Filipinas en 1956; genotipo Il, cepas de América: (centro y caribe,
sur Brasil, Venezuela y Colombia), sudeste Asiatico, China, Islas del Pacifico; genotipo lll: cepas
exclusivamente de Tailandia entre 1997 y 2001 (53) y genotipo IV o selvético, representado por
todas las cepas aisladas de monos en Malasia durante los afios 70s [revisado por (44)]. En
Colombia el virus fue reportado por primera vez en 1982 y desde entonces ha sido aislado en las
epidemias de los afios 1983, 1995, 2001-2002 y 2009-2010 (1).

Ciclo de Transmision del virus

Se han reportado dos ciclos de transmision para el virus, el selvatico, que ocurre en las selvas del
occidente de Africa, Vietnam y Malasia [(Revisado por (46)] y comprende primates no humanos
como reservorios y diferentes especies de zancudos Aedes que habitan la copa de los arboles pero
no se ha encontrado que afecte la poblacién humana que habita en los alrededores (3-5) y el ciclo
de transmision endémico-epidémico, que ocurre entre humanos y que es transmitido
principalmente por Aedes aegypti y A. albopictus. Los virus que afectan a los humanos tiene un
origen genético diferentes al de los virus selvdticos y se cree que evolucionaron
independientemente hace unos miles de afos (3-5).

Aedes aegypti es un vector adaptado a dreas urbanas, tiene un origen Africano y es el principal
vector del virus dengue. Las hembras presentan una fuerte antropofilia y una marcada tendencia
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a multiples e interrumpidos ciclos de alimentacidn antes de completar un ciclo gonotrépico. Las
larvas y pupas prefieren agua limpia de criaderos artificiales que se encuentran principalmente
en areas urbanas (7)(54).

En Colombia, A. aegypti probablemente fue importado de Africa en los barcos con esclavos que
venian a Cartagena. Se identificé su presencia a finales del siglo XIX [Revisado por (1)] y a finales
de los afos 50s se realizaron campanas de erradicacion, el pais quedd libre de transmision
vectorial por dos décadas. Sin embargo, en los afios 70s ocurre la re-infestacidn del territorio
nacional [Revisado por (1)].

Aedes albopictus se considera el segundo vector mdas importante del virus del dengue en el
continente americano. Se detectd por primera vez en Colombia en 1998 en Leticia (Amazonas)
(55), en los ultimos afios se ha ido expandiendo y se ha encontrado naturalmente infectado con
virus del dengue en algunos departamentos del pais (1,24,56). Su habitat se encuentre en los
limites de los bosques y se ha adaptado a los ambientes rurales, suburbanos y urbanos, se
desarrolla en criaderos naturales y en recipientes artificiales en las dreas urbanas. Se ha
identificado como un competente vector en la transmision experimental de una amplia variedad
de arbovirus y alfavirus. Hasta ahora no se conoce el efecto potencial en la transmision de Aedes
albopictus y su capacidad vectorial en la carga de la enfermedad por el virus dengue en el pais
(1,24,56,57).

La medicion del factor de riesgo entomoldgico en la transmisidn del virus dengue se realiza
tradicionalmente por la magnitud de los recipientes domésticos y peridomésticos con presencia
de poblaciones larvarias y estimacion de las densidades adultas; adicionalmente mediante la
evaluacion de datos de macroclima, elevacién sobre nivel del mar y distribucidon geografica (58).
El modelo de capacidad vectorial se utiliza para estudiar la dinamica de las enfermedades
transmitidas por vectores, se define como la tasa promedio de inoculaciones que una poblacién
de vectores infectados potencialmente llegaria a introducir un solo individuo si todas las hembras
estuvieran infectadas [(58), revisado por(59)]. La capacidad vectorial es ampliamente controlada
por factores intrinsecos del vector, como su competencia vectorial, sus preferencias por el
hospedero, factores genéticos, habitos alimenticios, la supervivencia de la especie y el tiempo
requerido por el virus para desarrollar su infectividad (periodo de incubacién extrinseco-PIE).
Adicionalmente los factores extrinsecos como la temperatura y humedad influencian la
probabilidad de supervivencia diaria y la duracién del PIE [revisado por(59)].Sin embargo, los
valores de densidad vectorial correlacionan pobremente con la incidencia de la enfermedad.
Estudios demuestran que un mejor indicador entomolégico y que se relaciona con la infeccién del
virus dengue en humamos, podria ser la tasa de infeccidn en pool de mosquitos capturados (24).
Estudios realizados en el departamento del Valle en Colombia indican que la tasa de infeccion
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muestra diferencias significativas entre periodos epidémicos y post-epidémicos y un aumento en
la tasa de infeccidon de mosquitos se asocia con aumento en la tasa de infeccion en humanos (24).

Espectro Clinico de La Enfermedad por virus dengue

La infeccidn por dengue puede ser asintomatica, no diferenciable de otros sindromes febriles o
puede cursar con un amplio espectro clinico clasificdandose como fiebre por dengue, formas
severas de la enfermedad como dengue hemorragico (DH) o sindrome de choque por dengue
(SSD)(11). En 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reevalta ésta clasificacion y
actualmente se clasifica como dengue y dengue severo, La primera forma clinica puede o no
cursar con signos de alarma: los cuales incluye dolor abdominal intenso, vémitos persistentes,
hepatomegalia dolorosa, somnolencia o irritabilidad, sangrado de mucosas, disminucién brusca
de la temperatura, aumento del hematocrito con disminucién del numero de plaquetas. El
dengue severo puede ser causado por cualquiera de los serotipos (12) y se caracteriza por severa
extravasacion plasmatica que puede conducir a choque hipovolémico, dificultad respiratoria,
hemoconcentracion y hemorragias producidas por trombocitopenia, fragilidad vascular y/o
compromiso hepatico (13). En rara ocasiones puede ocurrir el dafio severo a drganos. Se
reportado insuficiencia renal, pancreatitis (7), encefalopatia, (60), arritmias, (35), dafo
miocdrdico grave o hasta fatal (61).

En ocasiones puede ocurrir el dafio severo a érganos, por ejemplo el compromiso del sistema
nervioso central se manifiesta con encefalitis, meningoencefalitis aguda diseminada, sindrome de
Guillan-Barré, epilepsia, cuadriparesia hipopotasémica y neuritis dptica; el compromiso cardiaco
con miocarditis, arritmias e insuficiencia del miocardio; el gastrointestinal con hepatitis, falla
hepatica, colecistitis acalculosa, pancreatitis y parotiditis; también se ha observado insuficiencia
renal, miositis y rabdomiolisis (62). El compromiso de érganos durante la infeccién por el DENV
puede ocurrir por dafio directo del virus o en forma indirecta por las manifestaciones severas de
la infeccidn o por mecanismos inmunoldgicos, como el edema cerebral, falla hepatica,
hemorragias, hipotension o choque que lleva a hipoperfusion, (63,64).

La infeccion comienza con un periodo de incubacion de 5 a 7 dias, seguido por tres fases: una
febril, una critica y otra de recuperacion, la fase febril se caracterizada por fiebre, dolor de cabeza,
mialgias, artralgias, nauseas, vémito y brote; las manifestaciones hemorragicas pueden
presentarse en la piel (petequias) o en las mucosas (sangrado de encias, nariz o mas severas como
melenas y hematemesis) aunque son menos frecuentes (7). Los hallazgos de laboratorio son
trombocitopenia, aumento en los niveles séricos de enzimas hepaticas, perfil anormal de los
factores de la coagulacion, aumento en los niveles de hematocrito y leucopenia (12,65). La fase
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critica comienza en el dia 3-7 desde el inicio de los sintomas y coincide con la disminucién del pico
febril. Los signos y sintomas son el resultado de la extravasacién plasmatica inducida por el
incremento en la permeabilidad vascular. Los pacientes pueden presentar derrames serosos,
hipotensién y choque. En los casos severos es posible observar la coagulacién intravascular
diseminada y dafio de drganos. La severidad de la enfermedad depende del grado de
extravasacion plasmatica. La fase de recuperacion se caracteriza por la reabsorcidn de los liquidos
del espacio extravascular al intravascular. El paciente comienza a mejorar sus sintomas, recupera
el apetito, permanece afebril, el hematocrito es estable y el conteo de plaquetas asciende. En
algunos pacientes se observa un brote descrito como “un mar rojo con islas blancas” y puede
haber bradicardia. En esta fase, si hubo suministro excesivo de liquidos o transfusion de
componentes sanguineos innecesarios, puede presentarse edema agudo del pulmén o
insuficiencia cardiaca congestiva o derrames serosos masivos (7).

Hasta el momento no existe un tratamiento especifico para el virus del dengue, sin embargo la
deteccion y prevencién temprana de los signos de alarma, junto con la terapia de liquidos
adecuada, son la clave para el manejo de los pacientes.

Con relacién a la frecuencia de las formas clinicas de la infeccidn por el virus del dengue, hay
reportes en los que la formas subclinicas o inaparentes son las mas frecuentes (21) contrastando
con otros autores (20) que afirman que es semejante la proporcién de casos subclinicos o
inaparentes y sintomaticos. Estas diferencias son explicadas por varios autores y dependen
basicamente del momento en que fueron evaluados los pacientes, la respuesta del individuo, el
serotipo circulante y la localizacién geografica (66).

Factores asociados a la presentacion del dengue severo

Generalmente el dengue severo se caracteriza por extravasacion plasmatica y anormalidades en
la homeostasia. La explicacion del mecanismo de patogénesis ha sido un reto para la investigaciéon
durante las ultimas décadas; factores virales como la virulencia de cepas, el serotipo circulante,
carga viral y co-circulacién de varios serotipos, factores epidemioldogicos como el cambio de
patrones de enfermedad de hipoendémico a hiperendémico han sido postulados (41). En América
la introduccion de las diferentes cepas de DENV desde otras regiones en los ultimos afos ha sido
asociada con la aparicién del dengue hemorragico (46).

El desplazamiento del virus menos virulento que ha sido transmitido en esas regiones y asociado
a la enfermedad en su forma leve ha sido descrito para los serotipos DENV-2 y DENV-3. La
introduccidn del genotipo sudeste asidtico del DENV-2 estd asociado a la aparicién de dengue
hemorragico en paises de América como Cuba, Venezuela, Brasil, Colombia y México. Este
genotipo desplazd el genotipo americano el cual ha estado asociado con enfermedad leve (46).
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Este desplazamiento puede estar asociado una mejor capacidad de replicacién y diseminacion en
el mosquito (59). El genotipo Il del DENV-3 ha sido asociado a epidemias de DH en Sri Lanka,
oriente de Africa y América latina (67).

Estudios realizados con aislados virales de DENV-1 han encontrado diferencias en la regién de la
envoltura, NS1, NS3 y NS5 en cepas de pacientes con choque por dengue (68).En Nicaragua el
DENV-1 se ha asociado con incremento en la permeabilidad vascular y el DENV-2 con choque y
hemorragias internas (69). En India la circulacién de DENV-2 se ha asociado con dolor abdominal,
hepatomegalia y con altos niveles de aminotransferasas. La magnitud y duracidén de la viremia se
ha correlacionado con la severidad de la enfermedad en diferentes poblaciones en el mundo
(3,70,71). La circulacién simultanea de algunos serotipos también ha sido asociada a la
presentacion severa del dengue (72).

Otro de los factores asociados al dengue severo es la potenciacién mediada por anticuerpos (73).
El dengue severo puede ocurrir tanto en infeccidén primaria como secundaria, sin embargo existe
evidencia de que la existencia previa de anticuerpos contra el virus (debido a la transferencia de
anticuerpos materno-fetales o la exposicién previa con otro serotipo) puede aumentar la
severidad de la enfermedad (73-76). Este hallazgo ha sido documentado en paises como Cuba
(45,77). La infeccién primaria con un serotipo produce inmunidad homotipica de por vida (78). En
el caso de una infeccién secundaria, los anticuerpos pre-existentes no neutralizantes se unen a
las particulas virales heterdlogas (78). Estos complejos de virus-anticuerpos entran a la célula
blanco a través del receptor Fc, produciendo la infeccion de una amplio espectro de células
blanco, lo cual conlleva a un alta produccién viral (77). La infeccién a través del receptor Fc
suprime la respuesta inmune, favoreciendo la dispersién viral; adicionalmente la respuesta
cruzada de células T de memoria generada durante la infeccidn primaria se ha observado
exacerbada durante la infeccién secundaria (79). La activacién de éstas células desencadena una
cascada de citoquinas implicadas en la patogénesis de las formas severas del dengue (80-83).

Otros factores del hospedero se han asociado con la presentacidn clinica del dengue. La ancestria
africana se ha asociado con proteccién de las formas severas de la enfermedad (84), variantes
genéticas que afectan la produccion de citoquinas y del sistema antigeno leucocitario humano
también han sido involucrados (85). La edad (menores de un afio), el estado nutricional (obesos
y desnutridos), las enfermedades crénicas de base como asma, diabetes o hipertension arterial
son considerados factores de riesgo de las formas severas de la infeccion por dengue (86—89).
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Respuesta inmune del huésped al virus

En general una persona puede ser infectada tres a cuatro veces con los diferentes serotipos del
virus dengue (90). La infeccidén secundaria, definida como la infeccion secuencial por diferentes
serotipos, es un factor de riesgo asociado al desarrollo de la enfermedad en su forma severa (91).
Uno de los principales mecanismos de respuesta inmune en dengue es la humoral; los blancos de
la respuesta de anticuerpos son la glicoproteinas E, NS1 y prM. En cuanto a la respuesta celular
estd dirigida principalmente contra las proteinas NS3 y menor medida contra C, prM, E, NS1, NS4b
y NS5 (81). La glicoproteina E es el principal componente de la superficie del virus y es el blanco
dominante de la respuesta inmune de anticuerpos contra el virus. Estos anticuerpos han
mostrado inhibir la unidn del virus a la célula blanco y neutralizar la infeccién viral in vitro. NS1,
aunque no es un componente estructural del virus, es también un blanco importante de la
respuesta de anticuerpos; estos anticuerpos pueden activar el complemento y provocar lisis
mediada por anticuerpos de las células infectadas in vitro [revisado por(81)].

Los anticuerpos IgM anti-dengue, son el primer marcador de la respuesta inmune humoral en
aparecer en cantidades detectables hacia el quinto dia, estos anticuerpos reducen sus titulos
entre 30-90 dias desde el inicio de los sintomas o pueden permanecer por varios meses en
individuos que residen en lugares de hiperendemicidad (92,93). Estos anticuerpos confieren
inmunidad heteréloga de corta duracién. En infecciones secundarias, se ha visto que estos
anticuerpos pueden estar ausentes o encontrarse en titulos muy bajos tras el aumento
exacerbado de anticuerpos 1gG (94). Cuando los titulos de IgM han llegado a su pico maximo,
aumentan paulatinamente los anticuerpos IgG, estos anticuerpos confieren proteccién homadloga
y permanente que protege de infecciones por el mismo serotipo, y son los responsables del
fenédmeno del aumento de la infeccidon dependiente de anticuerpos. En el curso de una segunda
infeccion, los anticuerpos IgG, elevan sus titulos al comienzo de los sintomas, permaneciendo
elevados durante varias semanas (94).

Otros anticuerpos como la inmunoglobulina A (IgA) e inmunoglobulina (IgE), desempefian un
papel en la respuesta inmune en la infeccién por virus dengue. La presencia de anticuerpos IgA
anti-dengue a principios de la enfermedad refleja la participacidn del tejido linfoide asociado a la
mucosa. El virus se replica en células de Langerhans y macrdfagos; estas células estimulan células
inmunes locales para producir IgA (95). Los anticuerpos tipo IgE especificos contra el virus han
sido detectados en niveles significativamente mas altos en pacientes con dengue comparados con
pacientes sanos y a su vez en aquellos que presentan las formas mas severas de la enfermedad
como hemorragias o choque (96).
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El otro mecanismo de respuesta a la infeccion por virus dengue es la respuesta celular mediada
por células T con produccion de citoquinas y mediadores inflamatorios (94). Estudios sugieren
que la infeccidn por virus dengue produce una predominante respuesta inmune Thl en las
primeras etapas de la infeccidn. Niveles altos del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interferdn
gamma (IFN-y) en pacientes con dengue se han correlacionado con la severidad de la enfermedad
(97,98). Restrepo y cols en el 2010 realizaron un estudio comparativo donde determinaron niveles
en suero de la IL-6; esta citoquina es un importante pirégeno endégeno, participa también en el
aumento de la permeabilidad vascular y se le atribuye la mayoria de los sintomas de dengue. Este
estudio fue realizado en dos grupos étnicos con diagndstico de dengue, siendo mas altos los
niveles en pacientes mestizos comparado con afrodescendientes y con manifestaciones graves
de la enfermedad (99).

Diagnostico

La confirmacidn por laboratorio de la infeccién por el virus dengue puede involucrar diferentes
aproximaciones diagndsticas que van desde aislamiento del virus, deteccion de acidos nucleicos,
de antigenos, anticuerpos o la combinacidén de éstas técnicas. Después de la aparicidon de los
sintomas el virus puede ser detectado en circulacién hasta por 4 o 5 dias. Durante esta fase el
aislamiento viral y la deteccién de acidos nucleicos por RT-PCR convencional o RT-PCR en tiempo
real puede ser usado como diagndstico, sin embargo el éxito de la deteccidén va depender de las
condiciones de transporte y almacenamiento de la muestra debido a la inestabilidad del ARN viral
(7). La sensibilidad de estas técnicas es muy variable. Chua y col en 2011 en Malasia compararon
diferentes pruebas diagndsticas en muestras agudas de pacientes con sospecha clinica de dengue.
La sensibilidad del aislamiento viral fue 40,5%, de la RT-PCR convencional 48,4% y de la RT-PCR
en tiempo real fue 58,9% (100). El desarrollo de éstas técnicas requiere adecuado
almacenamiento de la muestra, personal entrenado y laboratorios bien equipados, ademas de
ser mas costosa comparado con la utilizacién de otras técnicas basadas en la deteccion de
anticuerpos o antigenos. Sin embargo estas pruebas son confirmatorias y en estudios de vigilancia
epidemioldgica son de gran utilidad para determinar el serotipo del virus circulante en la
poblacién humana o de mosquitos.

La deteccién de anticuerpos en respuesta a la infeccién es el método serolégico usado mas
ampliamente (101). En una infeccién primaria por dengue, sin previa exposicién o inmunizacion
con otros flavivirus como el virus de la fiebre amarilla, el paciente desarrolla una respuesta
primaria caracterizada en principio por la produccién de anticuerpos tipo IgM. La respuesta de
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anticuerpos IgG es detectable en bajos titulos en la primera semana que pueden ir en aumento y
ser detectable por meses e incluso afios. Durante una infeccién secundaria, el titulo de
anticuerpos de tipo IgG incrementa rdpidamente y es detectable incluso en la fase aguda, pero
los niveles de IgM son mas bajos que en una infeccidon primaria incluso en algunos casos
indetectables dependiendo del método de deteccidn usado (102). El incremento de cuatro veces
o mas en titulo de anticuerpos IgG en sueros pareados durante la fase aguda y convaleciente
pueden indicar una infeccién secundaria reciente.

La tipificacion de los anticuerpos anti-DENV presenta dificultades debido a la reaccién cruzada
entre los diferentes serotipos y con otros flavivirus transmitidos por vectores. Russell y Nisalak
en1967 desarrollaron el ensayo de neutralizacién por reduccion de placa (PRNT) (103), el cual es
considerado la prueba de oro para la medicién de anticuerpos neutralizantes especificos de
serotipo del DENV y para hacer inferencias sobre el serotipo infectante, a pesar de que no existe
un definicidn universal para la interpretacion del PRNT con este propdsito (104). Esta técnica es
laboriosa y requiere un laboratorio equipado, lo que hace que sea inadecuada para el diagndstico
rutinario (105). Recientemente, ha sido desarrollado un ensayo de microneutralizacién en placa
(MNT) para superar algunas de las limitaciones del PRNT. Esta técnica acoplada a un lector
ELISPOT, se desarrolla en platos de 96 pozos, el antigeno viral es detectado en las células
infectadas por medio de un método de inmunotincidn, posteriormente los focos son detectados
automaticamente por un lector ELISPOT (106). Esta técnica sigue siendo inasequible para la
mayoria de los laboratorios a nivel mundial; es por eso que el método de rutina para la deteccién
de anticuerpos es la captura de anticuerpos IgM o IgG en un Ensayo Inmuno-Enzimatico (MAC-
ELISA o GAC-ELISA, respectivamente). El cual han ido cambiando desde la utilizaciéon del virus o
extractos crudos, antigenos virales inactivados hasta la producciéon de proteinas recombinantes
(proteinas de la Envoltura de los cuatro serotipos) que resulta mds econdmica su produccién y
presenta menor riesgo biolégico (107).

Estudios que han evaluado la sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas diagndsticas,
Elisas de Captura IgM y formatos de pruebas rapidas desarrolladas por diferentes compaiiias
(108) han mostrados que su sensibilidad varia entre el 21 al 99% y la especificidad entre 77-98%.
La ELISA IgM de captura presenta una mejor sensibilidad pero varia entre 61 y 99% dependiendo
de la casa comercial que la produzca. La especificidad varia entre 79,9 y 97,8%; mientras que las
pruebas rapidas muestran una sensibilidad entre 20,5 a 97,7% y una especificidad entre 76.6-
90.9% (109).

Las pruebas IgM anti-dengue poseen limitaciones como la no diferenciacién del serotipo
infectante y produccién de falsos positivos debido a la reactividad cruzada con otros flavivirus o
incluso otras infecciones como malaria y leptospirosis (108). En la ultima década la proteina no
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estructural NS1 ha sido identificada como un marcador serolégico util durante las infecciones
primarias y secundarias, encontrandose entre 1 a 9 dias desde el inicio de los sintomas con un
pico entre los dias 3 a 5 [revisado por(110)]. La NS1 es una glicoproteina altamente conservada
en los flavivirus como dengue, encefalitis japonesa, fiebre amarilla y encefalitis trasmitidas por
virus [revisado por(111)]. Diferentes pruebas comerciales han sido desarrolladas y su sensibilidad
varia entre 37 y 98,9% vy la especificidad reportada va de 86,1 a 100% (112).

Estudios realizados con sueros de pacientes de Colombia (111), Vietham y Malasia (110),
utilizando diferentes pruebas comerciales disponibles en formato ELISA y prueba rdpida
mostraron que la sensibilidad de la prueba se ve significativamente disminuida en muestras
tomadas 3 dias después del inicio de los sintomas, en infecciones secundarias, infecciones por
serotipos 2 y 4, y en dengue severo (111). Los dos estudios concluyen que la sensibilidad del
diagnodstico en fase aguda se incrementa cuando se utiliza en combinacién de la deteccién del
antigeno NS1 y de anticuerpos IgM-IgG anti-Envoltura. La combinacidn de estas pruebas amplia
la ventana de deteccién en las fases tempranas de la infeccion (110).

Epidemiologia

El dengue es la arbovirosis mas prevalente en humanos y constituye el mayor problema de salud
publica en los paises de la regién tropical y sub-tropical (6). La Organizacion Mundial de la Salud
estima que existen 2,5 billones de personas que viven en 112 paises endémicos en riesgo de
contraer la enfermedad y que aproximadamente ocurren en el mundo 50 millones de infecciones
anuales (7). Sin embargo estimaciones recientes usando método cartograficos triplica esa cifra
indicando que existen aproximadamente 390 millones de infecciones anuales, de las cuales 96
millones son infecciones con algin nivel de severidad (113). La OMS también indica que
aproximadamente 500.000 casos de dengue hemorragico y 22.000 muertes ocurren anualmente.
Durante las ultimas cinco décadas, la incidencia del dengue se ha incrementado treinta veces
(114). En América Latina y el Caribe el mayor reporte de casos nunca antes observado ocurrio
durante la década del 2000-2010, con la circulacidon de los cuatro serotipos. Durante el 2010
fueron reportados en el continente 1.663.276 casos de infecciones por dengue, 50.232 casos
severos y 1.185 muertes. Colombia, Brasil y Venezuela fueron los paises mas afectados con los
mas grandes brotes. (8,8). En Colombia se registraron 147.257 casos, 9.755 casos severos, para
una tasa de incidencia de 345,4 casos de dengue x 100.000 habitantes y 217 muertes, para una
letalidad del 2,28% (9). Todos los serotipos fueron identificados (8) con predominio de DENV-2
(44%) y DENV-1 (41%). Los departamentos con mayor numero de casos de dengue y dengue grave
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durante la epidemia del 2010 en el pais fueron, el Valle con 12.595 y 1.201, Antioquia con 5.750
y 294 y Huila con 4.372 y 1.004 casos de dengue y dengue severo, respectivamente. Durante el
2011 el ndmero de los casos de dengue fue 29.389 y 1.303 de dengue grave (10), en el
departamento de Antioquia se registraron, ese mismo ano 800 casos de dengue y 32 de dengue
severo. Para el afio 2012 en el pais se reportado 26.693 casos de dengue, 911 casos de dengue
severo y circulacién de los cuatro serotipos (115). En Colombia el dengue es endémico-epidémico
con 85% de su territorio en riesgo de transmisién. En la ciudad de Medellin, drea de estudio del
presente trabajo, los casos de dengue y dengue severo durante los afios 2010 fueron 3.655 y 74,
en el 2011 fueron 203 y 9 y en el 2012 fueron registrados 273 y 10 casos de dengue y dengue
severo, respectivamente (10).

Los factores que han condicionado el aumento de los casos de dengue son multiples y son el
producto de la combinacién de varios componentes artificiales y naturales. Entre ellos estd el
aumento de la densidad poblacional, el desplazamiento de personas a zonas urbanas no
planificadas, con precarias condiciones como el suministro inadecuado de agua y saneamiento
ambiental (116—119). Barreto y col (2008) indican que ésta falta de suministro de agua hace que
las personas la almacenen para su uso y es en el domicilio y peridomicilio los lugares de mayor
proliferacion del vector, ademas los utensilios dedicados a la decoracién como floreros también
son potenciales criaderos del vector (116-119).

El calentamiento global tiene su efecto en el comportamiento de los vectores, el aumento de la
temperatura influye en la disminucion del periodo de incubacién extrinseco del virus en el
mosquito (120), el incremento en las precipitaciones aumenta el nUmero de criaderos y por ende
aumenta la densidad de la poblacion del vector [revisado por (121)] . La desinformacién, malos
habitos y estrategias de control ineficaces, entre otros han favorecido la conservacion de la
poblacion del vector que transmite el dengue (120,122-124).
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CAPITULO 1

INCIDENCIA Y PRESENTACION CLINICA DE LA INFECCION
POR DENGUE EN UNA COHORTE DE ESCOLARES CON
SINDROME FEBRIL

Metodologia

Tipo del estudio
Estudio longitudinal prospectivo, descriptivo de cohorte de escolares para monitoreo de
sindromes febriles.

Tiempo del estudio: Mayo de 2010 a Noviembre de 2011.

Poblacién de estudio.

La poblacidn del estudio se calculd con escolares de preescolar a undécimo grado de una IE oficial
y otra no oficial. Se esperaba un 30% de aceptacién (2.631) y de estos se esperaba un 5% con
ausentismo por sindrome febril para un total de 132 escolares.

Estas instituciones debian cumplir los siguientes criterios:

e Estar en el drea urbana y tener baja desercidn escolar

e Tener primaria y bachillerato,

e Tener una poblacién de mas de 2.000 estudiantes y

e Contar con la aprobacién del cuerpo directivo de la institucidn.

En las IE se realizaria el reclutamiento de los estudiantes de prescolar a 11° grado al inicio del
proyecto y al inicio del segundo afio. La aceptacion en el estudio seria voluntaria con
consentimiento informado y escrito de los padres.

Los criterios de inclusidon de los escolares eran los siguientes:

e Escolares matriculados en cualquier grado de primaria o bachillerato.

e Consentimiento informado escrito firmado por uno de los padres o acudientes.

Los criterios de exclusion eran:

e Planear su retiro de la IE en los 12 meses siguientes al inicio del estudio (exceptuando los
estudiantes de undécimo grado).
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Al inicio del proyecto el personal del estudio se reunié con los padres de familia para informar su
importancia y la forma como sus hijos podian participar. A los interesados se les entregd el
formato del consentimiento informado, para su firma y aceptacién para que sus hijos fueran
incluidos.

Adicionalmente, se realizé la socializacidn del proyecto a los profesores para que ayudaran con
las labores de captacidn de casos.

Captacion de los participantes y recoleccion de la informacion
Durante el tiempo del estudio los casos de infeccidn aguda por dengue eran identificados a través

la vigilancia del ausentismo escolar por sindrome febril de 7 o menos dias de evolucién,
documentada con termdémetro (>382C) o por referencia de fiebre por el estudiante o sus padres.
Estos escolares eran considerados casos sospechosos de dengue. Una auxiliar de enfermeria y un
médico del proyecto visitaban las IE cada 3 o 4 dias y verificarian el ausentismo de los escolares
inscritos en el proyecto ya sea por llamada a lista o por verificacion del ausentismo en el listado
de asistencia de los profesores o de los alumnos encargados de esta labor. Posteriormente se
comunicaba con los padres para indagar la causa del ausentismo.

Criterios de inclusidn:

e Estudiantes que aceptaban participar en el estudio y que presentaban fiebre de 7 dias o
menos de evolucion, documentada con termémetro timpanico (>382C) o por referencia de
fiebre por el estudiante o los padres.

e Cualquier etiologia.

e Cualquier sexo.

En el caso de cumplir con los criterios de inclusidn se citaria al escolar a la |IE, en donde un médico
realizaria un examen médico y auxiliar de enfermeria le tomaba una muestra de 5 mL de sangre
en la fase aguda, al momento de presentacién de la fiebre y otra en la fase convaleciente (14 a 21
dias). Adicionalmente, se diligenciaria un formulario con datos clinicos (Anexo 2).

Area de estudio

El estudio se realizé en la ciudad de Medellin, la capital del departamento de Antioquia, ubicada
a una longitud de 75°34’05”.752W y latitud 6°13’55”".098N, cuenta con una superficie de 380km?,
la temperatura media anual es de 22,4°C. Esta divida en 16 comunas denominadas: 1-Popular, 2-
Santa Cruz, 3-Manrique, 4-Aranjuez, 5-Castilla, 6-Doce de Octubre, 7-Robledo, 8-Villa Hermosa,
9-Buenos Aires, 10-La Candelaria, 11-Laureles—Estadio, 12-La América, 13-San Javier, 14-El
Poblado, 15-Guayabal, 16-Belén y cinco corregimientos: Palmitas, San Cristdbal, Altavista, San
Antonio y Santa Elena (125). Su poblacion se estima 2.464.322 habitantes, el 98,8% habita la
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cabecera municipal (2.464.647), de los cuales 509.009 corresponden a la poblaciéon con edad
entre los 5 y 19 afos (126). El nivel educativo de la poblacién objeto de estudio estd divido en
preescolar (10,17%), primaria (41,17%), bachillerato de sexto a noveno (34,6%) y media decimo
y once (14,07%). En la ciudad existen 703 Instituciones Educativas (IE) de las cuales 397 son no
oficiales (125).

Técnicas de Laboratorio

Deteccion del genoma viral

Para la deteccion del genoma viral se realizé extraccidén del ARN viral de las muestra de sangre de
la fase aguda y de sobrenadante del cultivo, usando el estuche QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) y la identificacién del virus mediante RT-PCR siguiendo el protocolo de Lanciotti y
adaptado por Harris (127).

Prueba Rdpida

Se utilizé la prueba répida (PR) SD BIOLINE DENGUE DUO (lgG/IgM + NS1 Ag) donadas por el
fabricante Standard Diagnostics, (Kyonggi-do, South Korea), para deteccidén de anticuerpos IgM/
IgG y antigeno NS1 en las muestras de fase aguda de los escolares con sindrome febril.

Aislamiento viral

De la cohorte de sindrome febril fueron seleccionadas 41 muestras de fase aguda y se realizé
aislamiento viral en células C6/36 de mosquitos Aedes albopictus acorde al procedimiento de
Gubler et al. 1984, modificado por Guzman & Kouri 1996. Brevemente, las muestras de suero
fueron inoculadas en células C6/36 de Aedes albopictus e incubadas a 32°C hasta la aparicion de
efecto citopatico o hasta por 10 dias. La deteccidn del virus se realizé por la inmunofluorescencia
indirecta previamente descrita (128) o por extraccion de ARN viral y RT-PCR para identificaciéon
del serotipo. Los virus aislados fueron almacenados en -80°C hasta su procesamiento.

Deteccion de anticuerpos IgM e IgG

ELISA

Las muestras de suero se conservaron a -80°C hasta su procesamiento. A las muestras de suero
de los escolares con sindrome febril, fue determinada la presencia de anticuerpos IgM e IgG en |a
fase aguda y convaleciente utilizando los estuches comerciales Dengue IgM e I1gG ELISA de captura
(Cat N° E-DENO1M; E-DENO2G Panbio, Sinnamon Park, Australia) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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ELISPOT-MNT
El ensayo de microneutralizacion ELISPOT (ELISPOT-MNT) (106). Se realizé en 41 muestras

pareadas de pacientes con sindrome febril. Es una prueba realizada en platos de 96 pozos, donde
las unidades formadoras de placas (ufp) se desarrollan en 2-4 dias y el antigeno viral en células
infectadas es detectado por un método de inmunotincién indirecto. Las células infectadas forman
focos que son detectadas automdaticamente con un equipo de ELISPOT. El protocolo consiste en
resumen, en sembrar células vero en platos de poliestireno de 96 pozos. Los sueros se inactivan
a 56°C por 30 min y se realizan diluciones seriadas en base 4 iniciando en 1:20 en medio BA. Los
virus se utilizan a concentraciones de 100-200 ufp/pozo, las cepas de referencia usadas fueron:
DENV-1 16007, DENV-2 16681, DENV-3 16562 and DENV-4 1036. 50uL de cada dilucién de suero
se mezcla con 50puL de cada virus y se incuba por 16 horas a 4°C. Después, 50uL de la mezcla (por
triplicado) son transferidos a pozos con células vero al 90% de confluencia, se incuban por 2 horas
y posteriormente el indculo es retirado y se adiciona medio semi-sélido que contiene DMEM,
suero bovino fetal y carboximethylcellulosa. Se realiza una incubacién adicional por 2-3 dias
dependiendo del serotipo y posteriormente las células son fijadas con formaldehido al 3,7%.
Finalmente, se realiza una inmunotincién con anticuerpos policlonales de conejo contra cada uno
de los serotipos e incubando toda la noche a 4°C, después se adiciona un anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo producido en cabra, unido a la peroxidasa (Thermo Scientific Inc. USA); se
incuba por 2 horas a 37°C y se revela la reaccion usando el sustrato cromogénico AEC (3-amino-
9-ethylcarbazole), los platos son lavados con agua y el conteo de los focos formados en cada pozo
es realizado por el analizador automatizado C.T.L inmunSpot® (Cellular Technology Ltd., USA). El
titulo de ELISPOT-MNT50 es definido como la dilucién del suero donde se reduce el 50% de las
placas cuando se compara con los pozos control que solo poseen el virus. Los titulos de ELISPOT-
MNT50 menores a <1:20 se consideraron indetectables.

Definiciones

Caso positivo de infeccion aguda por el virus del dengue: se definid por la presencia de anticuerpos
IgM en la muestra aguda y convaleciente, seroconversion de anticuerpos IgM o IgG o por
deteccién del virus por prueba rapida (antigeno NS1), RT-PCR o por aislamiento viral.

Por MNT-50, la infeccidon aguda por el virus dengue fue definida por aumento cuadruple en el
titulo de anticuerpos entre la fase aguda y convaleciente de una paciente con sindrome febril
contra cualquiera de los serotipos.

Infeccion secundaria o primaria. Se definid segun la presencia (infeccién secundaria) o no
(infeccidn primaria) de anticuerpos IgG por Elisa contra el virus del dengue en la muestra de la
fase aguda de una caso positivo. Adicionalmente, se utilizaron los valores indice de la ELISA IgM
y de la IgG en la muestra convaleciente para determinar el radio IgM/IgG; se definié como
infeccidn primaria si el radio era 21.4 e infeccién secundaria si el radio era <1.39 (7).
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Por MINT-50 la Infeccion primaria se definid por la no deteccidn de anticuerpos en la muestra de
fase aguda y deteccidn o incremento cuadruple en los titulos de anticuerpos en la muestra de
fase convaleciente y la Infeccién secundaria fueron los casos con titulos detectables de
anticuerpos neutralizantes en la fase aguda y posterior aumento en la fase convaleciente.

Casos no reactivos o negativos por MNT-50: aquellos que no evidenciaron titulo de anticuerpos
neutralizantes en ambas muestras.

Infecciones no recientes: determinadas por la presencia de anticuerpos neutralizantes en la fase
aguda y convaleciente pero sin cambios o reduccidn del titulo de anticuerpos por MNT-50.

Respuesta humoral homotipica o heterotipica: fue definida por respuesta contra uno o multiples
serotipos respectivamente, por el método de MNT (104).
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Resultados

La cohorte estuvo constituida en el afio 2010 (Mayo a Noviembre) por 2.379 escolares de tres IE,
2 oficiales: IE-SB e IE-IN ubicadas en la Comuna la América y el Poblado, respectivamente, y la IE-
UP No Oficial, ubicada en la Comuna de Laureles-Estadio. La poblacién estuvo distribuida asi: 984
en la IE-SB, 837 en la IE-IN y 558 en la IE-UP. Los escolares pertenecian el 3,4% al grado de
preescolar, el 38,9% a primaria; el 44,5% a bachillerato y el 12,3% a la educacién media, es decir,
a décimo y undécimo. El 52,8% eran mujeres; el 90,2% se auto-identificaron como mestizos, el
4,5% como afro-colombianos y del 5,3% no se obtuvo ésta informacién. Todos los estratos socio-
econdmicos (ESE) estuvieron representados (56,2% ESE-Bajo; 36,7 ESE-Medio; 6,9% ESE-Alto). La
distribucidn por edad de los escolares fue 29,2% pertenecian al grupo de 5 a 9 aios, el 53,5% al
grupo de 10 a 14 anos y el 17,3% al grupo de 15 a 19 afios.

En el 2011 (Febrero a Noviembre) se observé un desercion del 22,9% en el nimero de escolares
participantes, la cohorte estuvo constituida por 1.835 escolares. No ingresaron nuevos escolares
del grado de preescolar, el 35,6% pertenecian a primaria; el 45,7% a bachillerato y el 18,7% a la
educacion media. La distribucién por raza y sexo se mantuvo igual. Los estratos socio-econdmicos
estuvieron representados asi: 50,9% del ESE-Bajo, 40,9% del ESE-Medio y 7,9% del ESE-Alto. En la
distribucién por edad no hubo escolares de 5 afos, el 20,4% pertenecerian al grupo entre 6 a 9
afos, el 56,2% al grupo de 10 a 14 afios y el 23,4% al grupo de 15 a 19 afios.

Durante el tiempo de estudio (Mayo de 2010 a Noviembre de 2011) fueron captados 264
escolares con sindrome febril, 31 de los cuales presentaron dos episodios febriles y dos
presentaron tres episodios, para un total de 297. El 67,7% (201/297) de los sindromes febriles
fueron captados en el aifo 2010, la frecuencia de sindrome febril en la cohorte de 2010 fue de
8,4% (201/2.379). El resto, 96 pacientes fueron captados en el afio 2011, la frecuencia de
sindrome febril ese afio fue de 5,2% (96/1.835). La mayoria (81,6%) de los sindromes febriles del
2010 se presentaron entre julio-septiembre, mientras que en el afio 2011 la mayoria (78,1%) se
presentaron entre mayo-agosto. Cuarenta y siete muestras fueron positivas para dengue por
alguna o varias de las pruebas realizadas (Tabla 1). Sin embargo en seis de estas muestras se
evidencio que no eran infecciones recientes ya que se encontrdé que las muestras convalecientes
se tornaron negativas en la ELISA IgM e 1gG y/o se observé descenso en el titulo de anticuerpos
por el MNT-50. En las muestras positivas, en promedio, la toma de la muestra se realizd al cuarto
dia (+1,5) desde el inicio de los sintomas y la muestra convaleciente fue tomada en promedio 15
(£2) dias después del inicio de los sintomas.
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Tabla 1. Distribucion de los resultados positivos de las pruebas usadas para el diagndstico de
dengue en una cohorte escolares con sindrome febril de Medellin durante el 2010-2011

Prueba Diagnoéstica
Prueba Rapida ELISA MNT-50 No. %
RT-PCRa | NS1, | IgMa | 1gGa | 1gMa | 1gMc | 1gGa | IgGc casos
POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG 1 2,1
POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG POS 3 6,4
POS NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG | NEG POS 2 4,2
POS POS | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG SD 1 2,1
POS POS POS NEG POS POS POS POS POS 1 2,1
POS POS POS NEG NEG POS NEG POS POS 1 2,1
POS POS | POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG POS 1 2,1
NEG POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG SD 2 4,2
NEG POS | NEG | NEG | POS SD NEG SD SD 1 2,1
NEG POS | POS | POS | NEG | NEG | NEG | POS POS 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | POS | POS | POS | POS SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG | NEG POS 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | POS SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG POS 1 2,1
NEG NEG | POS | POS | POS | POS | POS | POS POS 2 4,2
NEG NEG POS POS POS POS NEG POS POS 1 2,1
NEG NEG | POS | POS | POS | POS | POS | POS NEG 1 2,1
NEG NEG | POS | POS | POS | NEG | NEG | NEG SD 1 2,1
NEG NEG | POS | NEG | POS | POS | NEG | NEG POS 1 2,1
NEG NEG | POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG SD 2 4,2
NEG NEG | POS | POS | NEG | NEG | NEG | NEG SD 5 10,6
NEG NEG | POS | POS | NEG | NEG | POS | POS SD 1 2,1
NEG NEG | POS | POS | NEG | NEG | POS | POS NEG 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | POS SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | POS | NEG POS 1 2,1
NEG NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG | NEG SD 1 2,1
NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG POS 9 19,1
TOTAL 47 100

a=resultado de la prueba en la muestra aguda; c=resultado de la prueba en la muestra convaleciente; NEG: Negativo; POS: positivo; SD: Sin dato.

Cuarenta y un casos de infeccion aguda por dengue fueron confirmados por laboratorio, de los
cuales un paciente presentd dos infecciones durante el tiempo del estudio. La mayoria de los
casos fueron encontrados en las mujeres y en los mestizos comparado con los hombres y con los
afrocolombianos, respectivamente, estas diferencias no fueron significativas. Los casos de
infeccion aguda se observaron en todos los ESE y en todos los grupos de edad (Tabla 2). El
promedio de edad en el grupo de otros sindromes febriles (OSF) y en los casos de infeccidon aguda
por dengue fueron similar 11,3 (+2,8) y 11,1 (+3,3) respectivamente.
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Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas de la cohorte de escolares con infeccién aguda por
dengue y otros sindromes febriles de Medellin, Colombia.

Caracteristicas Infeccidn aguda | Otro sindrome Total
Sociodemograficas por dengue febril n=264
n=40 n=224
No. | % No. | % | No. | %

Género
Mujeres 24 14,7 139 85,3 | 163 | 61,3
Hombres 16 15,8 85 84,2 | 101 | 38,3
Raza
Mestizo 37 84,3 198 15,7 | 235 | 89,0
Afro-colombiano 1 6,4 14 93,3 15 5,7
Estrato Socio-Econémico
Bajo 24 13,8 150 86,2 | 174 | 65,9
Medio 12 15,4 66 84,6 | 78 | 29,5
Alto 4 10,0 7 63,6 | 11 4,2
Grupo de Edad (afos)
5-9 12 16,2 62 83,8 | 74 | 28,0
10-14 22 14,3 132 85,7 | 154 | 58,3
15-19 6 16,7 30 83,3 | 36 | 13,6

El 13,8% (41) de las 297 muestras de pacientes con sindrome febril fueron casos de infeccién
aguda por dengue. Treinta y uno fueron encontrados en el afio 2010 y diez casos en el 2011, es
decir, la frecuencia de casos de infeccidon aguda por dengue fue de 1,3% (31/2.379) y de 0,5%
(10/1.835) en la cohorte de escolares durante el afio 2010 y 2011, respectivamente.
Adicionalmente, la incidencia de casos de infeccidn aguda por dengue en escolares con sindrome
febril en el 2010 fue 15,4% [IC95%=10,5—21,9] y en el 2011 de 10,4% [IC95%=5,0—19,2].

La frecuencia de infeccidén aguda por dengue fue mayor en los pacientes con sindrome febril de
la IE-UP no oficial (27,3%; 12/44) que en la IE-SB donde fue 12,3% (19/155), ésta diferencia fue
estadisticamente significativa (p=0,02). En contraste, durante el 2011 la IE-SB tuvo la mayor
frecuencia de casos de infeccién aguda por dengue 14,5% (8/55) y en la IE-UP fue de 11,1% (2/18),
ésta diferencia no fue significativa. En la IE-IN no se detectaron casos. El 90,3% (28/31) de los
casos del afio 2010 y todos los casos del 2011 (10/10) fueron Infecciones secundarias

En el 2010 los casos de infeccidon aguda por dengue se presentaron durante los meses de junio-
septiembre y en el 2011 en los meses de marzo-julio (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de los sindromes febriles y los casos de infeccién aguda por
dengue en una cohorte de escolares de Medellin durante 2010-2011
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Las barras indican el nimero de sindromes febriles para cada una de las IE, la linea roja indica los casos agudos de
dengue captados en cada mes.

Presentacion clinica de los casos de infecciéon aguda por dengue
comparado con otros sindromes febriles

Fase Aguda

Todos los casos de infeccién aguda por dengue fueron clasificados como dengue (7). Sélo un
escolar fue hospitalizado, este paciente presentdé mareos, vomitos, erupcidon generalizada,
aumento del 14,5% en el hematocrito, la evolucion fue satisfactoria. Se realizéd una comparacion
entre los casos de infeccidn aguda por dengue y los otros sindromes febriles (OSF). Los sintomas
mas frecuentes en los casos de infecciones agudas por dengue y que presentaron una diferencia
estadisticamente significativa comparada con OSF fueron: mialgias, artralgias, lumbalgia, brote y
prueba del torniquete positiva; también fueron mas frecuente la astenia, el eritema en garganta,
el dolor de cuello, el enrojecimiento de cara, la anorexia, equimosis, pero no hubo diferencia
estadisticamente significativa. En los casos OSF fueron mas frecuentes las petequias en mucosa y
las adenopatias cervicales con diferencia estadisticamente significativa. También fueron mas
frecuentes el dolor de garganta y las manifestaciones hemorragicas como sangre en heces y en
orina esta diferencia significativa (Tabla 3). Otros signos y sintomas que se presentaron en ambos
grupos fueron: cefalea, dolor retroocular, conjuntivitis, otalgia; del sistema gastrointestinal:
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nauseas, vomito, dolor abdominal, diarrea y estrefiimiento; del sistema respiratorio: tos, rinorrea,
congestién nasal y la dificultad respiratoria; las manifestaciones hemorragicas encontradas en
ambos grupos fueron epistaxis, hemorragia gingival y metrorragia. En otros pardmetros
fisiolégicos como la frecuencia cardiaca, la presion arterial sistélica y la diastélica no se encontré
diferencias entre los grupos (Tabla 4).
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Tabla 3.Comparaciéon de los signos y sintomas clinicos entre los casos de infeccidon aguda por
dengue y los otros sindromes febriles en la fase aguda, en una cohorte de escolares de Medellin

2010y 2011.
Infeccidn aguda OSF Total
Signos y sintomas por dengue n=41 n=252 N=293 Valor de p
No. ‘ % No % No %
Estado general
Astenia 39 95,1 218 85,2 257 87,7 N.S
Mialgia 23 56,1 93 36,3 116 39,6 0,020
Artralgia 22 53,7 77 30,1 99 33,8 0,004
Lumbalgia 22 53,7 59 23,0 81 27,6 0,000
Sistema nervioso
Depresién 19 46,3 111 43,4 130 44,4 N.S
Parestesia 5 12,2 29 11,3 34 11,6 N.S
Cabeza
Cefalea 33 80,0 209 81,6 242 82,6 N.S
Dolor retro-ocular 12 29,3 75 29,3 87 29,7 N.S
Eritema en garganta 30 73,2 163 63,7 193 65,9 N.S
Dolor de cuello 15 36,6 72 28,1 87 29,7 N.S
Petequias en mucosa 3 7,3 53 20,7 56 19,1 0,038
Conjuntivitis 2 4,9 14 5,5 16 5,5 N.S
Enrojecimiento de cara 4 9,8 9 3,5 13 4,4 N.S
Otalgia 8 19,5 54 21,1 62 21,2 N.S
Adenopatias cervical 10 24,4 115 45,6 125 42,7 0,011
Sintoma gastrointestinal
Anorexia 27 65,9 146 57 173 59 N.S
Nauseas 20 48,8 117 45,7 137 46,8 N.S
Vémito 10 24,4 59 23,0 69 23,5 N.S
Dolor abdominal 4 9,8 31 12,1 34 11,9 N.S
Diarrea 6 14,6 39 15,2 45 15,4 N.S
Estreflimiento 5 12,2 25 9,9 30 10,2 N.S
Sintomas Respiratorio
Tos 25 61,0 168 66,6 193 65,9 N.S
Congestién nasal 25 61,0 163 63,7 188 64,2 N.S
Rinorrea 23 56,1 149 58,2 172 58,7 N.S
Dolor de garganta 22 53,7 148 57,8 170 58,0 N.S
Dificultad respiratoria 7 17,1 49 19,1 56 19,1 N.S
Manifestaciones
hemorragicas en piel
Brote 5 12,2 5 1,9 | 10 | 34| 0,006
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Brote generalizado 4 9,7 2 0,8 6 2,0 0,004
Equimosis 1 2,4 0 - 1 0,3 N.S
Prueba del torniquete 10f 25,0 32 12,6 42 14,4 0,039
Positiva (>10)

Manifestaciones

hemorragicas en mucosas

Hemorragia gingival 2 4,9 11 4,3 13 4,4 N.S
Hemorragia nasal 3 7,3 24 9,4 27 9,2 N.S
Metrorragia 2¥ 12,5 14 11,5 16 11,6 N.S
Sangre en heces 0 -- 6 2,3 6 2,0 N.S
Sangre en orina 0 -- 2 0,8 2 0,7 N.S
Dolor al orinar 2 4,9 19 75 | 21 [ 72 ] NS

OSF=0tro sindrome febril; £n=40, un caso sin dato; ¥n=16 en los casos de dengue y n= 122 en los otros casos de
sindrome febril. N.S.=estadisticamente no significativo.

Tabla 4.Comparacién parametros fisioldgicos entre los casos de infeccidn por dengue y los otros
sindromes febriles en la fase aguda, en una cohorte de escolares de Medellin 2010y 2011

Parametros fisioldgicos | Infeccidén aguda por OSF Total
dengue n=41 n=252 N=293
Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3
Frecuencia 16 14--18 16 16--18 16 16-18
Respiratoria*
Pulso* 88 80--97 88 80--97,5 88 80-97
Presidn Arterial sistdlica 100 90--110 100 90--110 100 90--110
Presidn Arterial 60 60--70 65 60--75 65 60--70
diastdlica

*=Respiraciones por minuto; +=Latidos por minuto.

Fase Convaleciente

Durante la fase convaleciente, se recuperd la informacién clinica de 265 casos de sindromes
febriles de los cuales 39 (95,1%) era casos de infeccién aguda por dengue y 226 (89,7%) eran OSF.
En casos de infeccién aguda por dengue se encontré un aumento en la frecuencia de los siguientes
signos y sintomas con la relacidn a la fase aguda: Parestesias (de 1,2 a 20,5%), otalgia (de 19,5 a
23,1%), vomito (de 24,4 a 28,2%), diarrea (de 14,6 a 25,6%), dolor de garganta (de 53,7 a 56,4%),
dificultad respiratoria (de 17,1 a 25,6%), hemorragia gingival (de 4,9 a 10,2%), hemorragia nasal
(de 7,3 2 10,2%) y dolor al orinar (de 4,9 a 12,8%). En los otros sindromes febriles se observé un
aumento en la frecuencia de mialgias (de 36,3 a 39,8%), artralgias (de 30,1 a 32,3%), parestesia
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(de 11,3 a 13,7%), dolor de cuello (de 28,1 a 30,9%), brote (de 6,6 a 15,9%), hemorragia gingival
(de 4,3 a7,1%) y dolor al orinar (de 7,5 a 8,8%).

Se realizd la misma comparacion entre los casos de infeccién aguda por dengue y los OSF para
determinar que sintomas se mantuvieron o aparecieron durante la fase de defervescencia y
convalecencia; se observd en los casos de infeccion aguda de dengue un aumento significativo
(p=0,001) en la frecuencia de diarrea comparado con los OSF, en cambio la lumbalgia, el dolor de
cuello, el estrefiimiento, el brote y la sangre en heces fueron mas frecuentes en los OSF durante
la fase convaleciente, pero esta diferencia no fue significativa (tabla 5). El promedio de dias de
duracién de la enfermedad fue similar entre ambos grupos 5,5 [IC95%=4,4—6,5] en los casos de
infeccion aguda por dengue y 5,4 [IC95%= 4,9—5,9] para los OSF.

Tabla 5.Comparacién de los signos y sintomas clinicos entre los casos de infeccién aguda por
dengue y los otros sindromes febriles en la fase convaleciente, en una cohorte de escolares de
Medellin 2010y 2011

Signos y sintomas fase Infeccién Otro sindrome
convaleciente aguda por febril Total
dengue n=226 n=265
n=39
No. % No. % No. %
Estado general
Astenia 30 76,9 151 66,8 181 68,3
Mialgia 19 48,7 90 39,8 109 41,1
Artralgia 18 46,1 73 32,3 91 34,3
Lumbalgia 11 28,2 68 30,1 79 29,8
Sistema nervioso
Depresion 18 46,1 97 42,9 115 43,4
Parestesia 8 20,5 31 13,7 39 14,7
Cabeza
Cefalea 27 69,2 149 65,9 176 66,4
Dolor Retro-ocular 11 28,2 63 27,9 74 27,9
Dolor de cuello 10 25,6 70 30,9 80 30,2
Otalgia 9 23,1 47 20,8 56 21,1
Sintomas Gastrointestinales
Anorexia 24 61,5 125 55,3 149 56,2
Nauseas 17 43,6 86 38,1 103 38,9
Vomito 11 28,2 46 20, 57 21,5
Dolor abdominal 1 2,6 5 2,2 6 2,26
Diarrea 10 25,6* 19 8,4 29 10,9
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Estrefiimiento 2 51 22 9,7 24 9
Sintomas Respiratorio

Tos 23 58,9 131 57,9 154 58,1
Congestion nasal 22 56,4 115 50,9 137 51,7
Rinorrea 22 56,4 111 49,1 133 50,2
Dolor de garganta 22 56.4 107 47,3 129 48,7
Dificultad respiratoria 10 25,6 44 19,5 54 20,4
Piel

Brote 0 0,0 1 0,4 1 0,4

Manifestaciones
hemorragicas en mucosa

Hemorragia gingival 4 10,2 16 7,1 20 7,5
Hemorragia nasal 4 10,2 22 9,7 26 9,8
Metrorragia * 1¥ 6.2 7¥ 6,4 8 5,8
Sangre en heces 0 -- 2 0,9 2 0,7
Dolor al orinar 5 12,8 20 8,8 25 9,4

*= Diferencia estadisticamente significativa valor de p<0,05 ¥n=16 en los casos de dengue y n= 122 en los otros casos de sindrome
febril.

Presentacion clinica de los casos de infeccion aguda por dengue
comparando los grupos de edad pediatricos

Debido a la variacion fisiolégica que se presentan con la edad, para este analisis los participantes
se clasificaron en grupos de edad pediatricos definidos por la OMS en Pre-escolar (2-5anos),
escolar (6-12 afios) y adolescente (13-18 afios) (129). El promedio de edad en los OSF y en los
casos de dengue fue similar 11,7 (+2,7) y 11,39 (£3,2) respectivamente.

Los casos de infeccion aguda por dengue estaban distribuidos en los grupos de edad pre-escolares
2,4% (1/41); escolares 56,1% (23/41) y en adolescentes 41,5% (17/41).

Se realizé la comparacion con los individuos del grupo de edad escolar que presentaron infeccion
aguda por dengue comparados con los OSF, los resultados indican que la frecuencia de los signos
y sintomas evaluadas son similares, exceptuando la frecuencia de lumbalgia que es
significativamente mayor en los casos de infeccién aguda por dengue, en los OSF la frecuencia de
petequias en mucosas y las adenopatias cervicales fueron significativamente mayor. Igualmente,
se realizé la comparacién en el grupo de edad adolescente, se encontrd que la frecuencia de
brote, prueba del torniquete positiva y artralgias fue significativamente mayor en los casos de
infeccion aguda por dengue, también fueron mas frecuentes la hemorragia gingival, la
metrorragia, el enrojecimiento de cara, el vdmito y las mialgias comparado con los OSF, pero estas
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diferencias no fueron significativas (tabla 6). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los parametros fisioldgicos evaluados (tabla 7).

Finalmente, se realizé la comparacién de los casos de infeccidn aguda entre el grupo de edad
escolar y adolescentes, encontrandose que las mialgias, artralgias (p<0,05), el dolor retroocular,
el brote, el dolor de cuello, la prueba del torniquete positiva (p<0,05), la metrorragia, era mas
frecuente en el grupo de adolescentes, mientras que en el grupo de escolares fueron mas
frecuentes los sintomas respiratorios, dolor abdominal, la conjuntivitis y la hemorragia nasal
(tabla 8). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros
fisiolégicos evaluados (tabla 9). Durante la fase convaleciente se observé un aumento en la
frecuencia de algunos de los signos y sintomas con relacién a la fase aguda, en el grupo de
escolares el dolor retro-ocular (de 21,7 a 30,4%), la anorexia (de 56,5 a 65,2%), el vomito (de 21,7
a 39,1%), las nduseas (de 47,8 a 52,2%), la diarrea (de 17,4 a 26,1%), el brote (de 8,7 a 13,0%) y la
hemorragia gingival (de 4,3 a 13,0%); en los adolescentes se encontré un aumento en la diarrea
(de 11,8 a 25,0%), el dolor de garganta (de 41,2 a 56,3%), la dificultad respiratoria (de 23,5 a
31,5%), la hemorragia nasal (de 0,0 a 6,3%) y el dolor al orinar ( de 11,8 a 25,0%).

Tabla 6. Comparacidon de los signos y sintomas clinicos entre los grupos de edad escolar y
adolescente en los casos de infeccion aguda por dengue y los otros sindromes febriles en la fase
aguda, en una cohorte de escolares de Medellin 2010y 2011

[Ver siguiente paginal
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Escolares Adolescentes
(6-12 afios) (13-18 afios)
Signos y sintomas Infeccidon aguda | Otro sindrome Infeccidon aguda Otro sindrome
por dengue febril Total por dengue febril Total
n=23 n=147 n=170 n=17 n=105 n=122
No. | % No | % No % No | % No | %
Estado general
Astenia 21 91,3 121 82,3 142 83,5 17 100 97 92,4 114 93,4
Mialgia 11 47,8 45 30,6 56 32,9 12 70,6 48 45,7 60 49,2
Artralgia 9 39,1 38 25,9 47 27,6 13 76,5* 39 37,1 52 42,6
Lumbalgia 12 52,2* 23 15,6 35 20,6 10 58,8 36 34,3 46 37,7
Sistema nervioso
Depresién 11 47,8 68 46,3 79 46,5 8 47,1 43 41,0 51 41,8
Parestesia 3 12,5 21 14,3 24 14,1 2 11,8 8 7,6 10 8,2
Cabeza
Cefalea 18 78,3 120 81,6 138 81,2 14 82,4 89 84,8 103 84,4
Dolor retro-ocular 5 21,7 37 25,2 42 24,7 7 41,2 38 36,2 45 36,9
Eritema en garganta 17 73,9 99 67,3 116 68,2 12 70,6 64 61,0 76 62,3
Dolor de cuello 6 26,1 40 27,2 46 27,1 9 52,9 32 30,5 41 33,6
Petequias en mucosa 0 0,0 36 24,5* 36 21,2 3 17,6 17 16,2 20 16,4
Conjuntivitis 2 8,7 12 8,2 14 8,2 0 0,0 2 1,9 2 1,6
Enrojecimiento de 2 8,7 7 4,8 9 5,3 2 11,8 2 1,9 4 3,3
cara
Otalgia 2 8,7 27 18,4 29 17,1 5 29,4 27 25,7 32 26,2
Adenopatias cervical 4 17,4 81 55,1*% 85 50,0 5 29,4 34 32,4 39 32,0
Sintoma
gastrointestinal
Anorexia 13 56,5 86 58,5 99 58,2 13 76,5 60 57,1 73 59,8
Nauseas 11 47,8 74 50,3 85 50,0 9 52,9 43 41,0 52 42,6
Voémito 5 21,7 39 26,5 44 25,9 5 29,4 20 19,0 25 20,5
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Dolor abdominal 4 17,4 16 10,9 20 11,8 0 0,0 15 14,3 15 12,3
Diarrea 4 17,4 26 17,7 30 17,6 2 11,8 13 12,4 15 12,3
Estrefiimiento 3 13,0 15 10,2 18 10,6 2 11,8 10 9,5 12 9,8
Sintomas respiratorio

Tos 16 69,6 98 66,7 114 67,1 9 52,9 70 66,7 79 64,8
Congestion nasal 16 69,6 92 62,6 108 63,5 9 52,9 71 67,6 80 65,6
Rinorrea 15 65,2 91 61,9 106 62,4 8 47,1 58 55,2 66 54,1
Dolor de garganta 14 60,9 84 57,1 98 57,6 7 41,2 64 61,0 71 58,2
Dificultad respiratoria 3 13,0 18 12,2 21 12,4 4 23,5 31 29,5 35 28,7
Manifestaciones hemorragicas en piel

Brote 2 8,7 5 3,4 7 4,1 3 17,6* 0 0,0 3 2,5
Brote generalizado 2 8,7 2 1,36 4 2,3 2 11,8 0 0,0 2 1,6
Equimosis 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 5,9 0 0,0 1 0,8
Prueba del torniquete 1 4,5 22 15,0 23 13,6 9 52,9* 10 9,5 19 15,6
Positiva (>10)

Manifestaciones hemorragicas en mucosas

Hemorragia gingival 1 4,3 9 6,1 10 5,9 1 5,9 2 1,9 3 2,5
Hemorragia nasal 3 13,0 17 11,6 20 11,8 0 0,0 7 6,7 7 5,7
Metrorragia 0 0,0 2¥ 3,5 2 3,1 2% 25,0 12¥ 18,5 14 19,2¥
Sangre en heces 0 0,0 5 3,4 5 2,9 0 0,0 1 1,0 1 0,8
Sangre en orina 0 0,0 1 0,7 1 0,6 0 0,0 1 1,0 1 0,8
otros

Dolor al orinar | o | oo | 13 | 88 | 13 | 76 | 2 11,8 6 57 | 8 | 66

*= Diferencia estadisticamente significativa valor de p<0,05; ¥n=8 en los casos de dengue escolares y n=57 en los otros casos de sindrome febril escolares; ¥n=8 en los casos de dengue
en adolescentes y n= 65 en los otros casos de sindrome febril en adolescentes.
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Tabla 7. Comparacidn pardmetros fisioldgicos entre los grupos de edad escolar y adolescente en los casos de infeccion aguda
por dengue y los otros sindromes febriles en la fase aguda, en una cohorte de escolares de Medellin 2010 y 2011

Escolares
(6-12 afos)

Adolescentes
(13-18 afios)

Parametros Infeccidn aguda Otro sindrome Infeccion aguda Otro sindrome
fisioldgicos por dengue febril Total por dengue febril Total
n=23 n=147 n=170 n=17 n=105 n=122
Mediana Q1-03 Mediana Q1-a3 Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-G3 Median Q1-G3 Mediana Q1-03
a
Frecuencia 16 14--18 16 16-18 16 16--18 16 14,5--16 16 16--18 16 15-18
Respiratoria*
Pulso* 92 82--100 90 80--100 90 80--100 80 80--92 84 79--90 83 80--90
Presion Arterial 100 90--110 100 90-100 100 90-100 100 100--115 | 110 | 100--110 105 100--110
sistolica
Presion Arterial 60 60--70 60 60--70 60 60--70 70 60--70 70 60--80 70 60--80
diastolica

*Respiraciones por minuto; +Latidos por minuto.
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Tabla 8.Comparacidn Signos y sintomas entre los grupo de edad escolar y adolescente de los
casos de infeccidén aguda por dengue, en una cohorte de escolares de Medellin 2010 y 2011.

Signos y sintomas fase aguda Escolares Adolescentes
n=23 n=17
No. % No. %
Estado general
Astenia 21 91,3 17 100
Mialgia 11 47,8 12 70,6
Artralgia 9 39,1 13 76,5*
Lumbalgia 12 52,2 10 58,8
Sistema nervioso
Depresién 11 47,8 8 47,1
Parestesia 3 13,0 2 11,8
Cabeza
Cefalea 18 78,3 14 82,4
Dolor Retro-ocular 5 21,7 7 41,2
Eritema en garganta 17 73,9 12 70,6
Dolor de cuello 6 26,1 9 52,9
Petequias en mucosa 0 0,0 3 17,6
Conjuntivitis 2 8,7 0 0,0
Enrojecimiento de cara 2 8,7 2 11,8
Otalgia 2 8,7 5 29,4
Adenopatias cervical 4 17,4 5 29,4
Sintoma Gastrointestinal
Anorexia 13 56,5 13 76,5
Nauseas 11 47,8 9 52,9
Vomito 5 21,7 5 29,4
Dolor abdominal 4 17,4 0 0,0
Diarrea 4 17,4 2 11,8
Estreflimiento 3 13,0 2 11,8
Sintomas Respiratorio
Tos 16 69,6 9 52,9
Congestién nasal 16 69,6 9 52,9
Rinorrea 15 65,2 8 47,1
Dolor de garganta 14 60,9 7 41,2
Dificultad respiratoria 3 13,0 4 23,5
Manifestaciones hemorragicas en piel
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Brote 2 8,7 3 17,6
Brote generalizado 2 8,7 2 11,8
Equimosis 0 -- 1 5,9
Prueba del torniquete positiva (>10) 1 4,5¥ 9 52,9*
Manifestaciones hemorragicas en mucosas

Hemorragia gingival 1 4,3 1 5,9
Hemorragia nasal 3 13,0 0 0,0
Metrorragia® 0 0,0-- 2 25,0°
Otros sintomas

Dolor al orinar 0 0,0 2 11,8

*= Diferencia estadisticamente significativa valor de p<0,05; ¥n=22 en el grupo de escolares para la variable presencia de
petequias; °n =8 en cada grupo para la variable metrorragia;

Tabla 9.Comparacion parametros fisiolégicos entre los grupo de edad escolar y adolescente de
los casos de infeccidn aguda por dengue, en una cohorte de escolares de Medellin 2010 y 2011

Parametros fisioldgicos Escolares Adolescentes
n=23 n=17
Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3
Frecuencia Respiratoria*® 16 14--18 16 14,5--16,0
Pulso* 92 82--100 80 80--92
Presidn Arterial sistélica 100 90--110 100 100--115
Presidn Arterial diastdlica 60 60--70 70 60--70

*=Respiraciones por minuto; *"Latidos por minuto.
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Presentacion clinica de los casos de dengue por infeccion primaria vy
secundaria

De los 41 casos de infeccidn aguda por dengue, la mayoria (92,7%) eran infecciones secundarias
y solo 3 casos (9,8%) eran infecciones primarias. Esta clasificacion se realizdé en un 60,9% (25/41),
con los resultados del MNT50, y en las muestras que no se realizd ésta prueba, la clasificacion se
basé en el resultado de la ELISA IgG en la muestra aguda o en el radio IgM/IgG, es decir el 39,1%
(16/41) de las muestras. Se encontré que el promedio de edad de los casos fue 11,5+3,1y 9+3,5
para las infecciones secundarias y primarias, respectivamente. Los casos de infeccion aguda por
dengue con manifestaciones clinicas como lumbalgia, parestesia, depresién, conjuntivitis,
enrojecimiento de cara, dolor abdominal, las manifestaciones hemorragicas en piel y en mucosas
se observaron principalmente en las infecciones secundarias. No se realizaron comparaciones
entre grupos debido al bajo nimero de infecciones primarias encontradas en los casos evaluadas.

Descripcion de los serotipos circulantes

Se realizd RT-PCR en todas las muestras de fase aguda de los escolares con sindrome febril se
encontraron 10 muestras positivas (3,7%), los serotipos encontrados fueron, seis muestras
correspondientes al serotipo DENV1, tres al serotipo DENV-2 y una del serotipo DENV-3.

El Aislamiento viral se realizé en 41 de las muestras incluidas todas las positivas por RT-PCR, IgM
y ELISPOT-MNT50. Se obtuvo el aislamiento del serotipo DENV1 en tres muestras que habia sido
previamente positivas por RT-PCR para este serotipo.
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CAPITULO 2

EVALUACION DE LAS PRUEBAS COMERCIALES PARA EL
DIAGNOSTICO DE INFECCION AGUDA POR DENGUE

[Articulo enviado a la revista American Journal of Tropical Medicine and Hygiene ]
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Abstract. During an active surveillance study in primary school children in Medellin, we
assessed the performance of two diagnostic strategies for dengue virus. A total of 41 patients
with suspected dengue acute infection were evaluated. Diagnostic assays consisted of: one
combining Panbio® Dengue virus IgM and IgG Capture ELISAs with RT-PCR and another
using a commercial rapid SD Bioline 1gG/IgM plus NS1 duo test. These two strategies were
compared with the enzyme-linked immunospot microneutralization test (ELISPOT-MNT). The
sensitivity and specificity were 53.85 % and 80.00 % for the combination of Panbio® ELISAs
and RT-PCR tests, and 30.77% and 73.33% for the SD Bioline duo test, respectively. ELISPOT-
MNT detected 16.4 % additional cases and revealed the presence of neutralizing antibodies in all
the acute samples, evidencing that they were all secondary infections. In contrast, Panbio® and
SD Dengue duo rapid tests only classified 23 % and 26.92 % of the cases as secondary dengue
infections, respectively. Cohen’s kappa coefficient and McNemar’s association test demonstrated
a significant disagreement between the two diagnostic strategies and ELISPOT-MNT. Overall,
these results evidences the relatively poor performances of commercial assays for the diagnosis
of acute and secondary dengue infections, compared to ELISPOT-MNT and raise concerns about

the accuracy of these assays for the diagnostic of dengue in endemic areas.
Introduction

Dengue is an increasing problem in tropical and subtropical regions worldwide. It was estimated
that about 390 million [95% CI: 284--528] cases of dengue infections occurred in 2010, of which
96 million [95%CIl: 67--136] manifest apparently.! Dengue displays a wide range of clinical
manifestation from unapparent, mild fever to severe and fatal disease.? In Colombia, 147,257

dengue fever cases and 9,755 cases of severe dengue were reported in 2010.3
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Dengue virus (DENV) is a positive-stranded RNA virus of the genus Flavivirus. There are four
antigenically distinct DENV serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4) that display
high degree of antigenic cross-reactivity with other mosquito and tick-borne flaviviruses.* In
Americas, DENVs are mainly transmitted to humans by Aedes aegypti, a highly domestic
mosquito whose females display a strong anthropophilia.®> All the four serotypes are present in
the country.® After infection with any of DENV serotype, a long-lasting serotype-specific
immune response is induced. Secondary infection with another serotype has been associated with
more severe disease, due to antibody-dependent enhancement (ADE) by cross-reactive
antibodies and cross-reactive T cells. Nevertheless, most of the secondary infections are

asymptomatic or result in non-severe disease.’

There is no specific treatment for dengue virus infection. However, early diagnosis and good
supportive care can improve patient management and decrease dengue mortality. & Thus,
diagnostic assays with good sensitivity and specificity are needed to differentiate dengue virus
infections from other febrile illness like leptospirosis, malaria, chikungunya, zika, influenza and

others.

Some laboratory tests can be used to confirm dengue infection, such as detection of DENV NS1
antigen, detection of anti-DENV IgM and IgG antibodies, RT-PCR and viral isolation. In general
practice, detection of anti-DENV antibodies is the most widely used test.® In Colombia routine
diagnosis of dengue is performed by detection of anti-dengue IgM antibodies and, in few cases

viral isolation for epidemiological purposes.

Levels of anti-DENV IgM antibodies are detected in serum samples by ELISA. Anti-DENV IgM
antibodies are detectable from day 3--5 and in 99 % of the patients by day 10 post-infection. A
positive result in patients with clinical manifestations may be indicative of either active primary
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or secondary dengue infections. However, during secondary infections, IgM antibodies may be
not detected. 21° In contrast, the detection of anti-DENV IgG antibodies in serum is then useful
for determination of secondary infections since, high levels of anti-DENV IgG antibodies can be
detected in the acute phase and persist for long periods.? The standard method for the
differentiation of primary and secondary dengue infection is the haemagglutination inhibition
(HI) test, which is based on the ability of dengue antigens to agglutinate animal or human red

blood cells.*

Typing anti-DENV antibodies is difficult due to cross-reactivity between the different DENV
serotypes and between DENV and others mosquito and tick-borne flavivirus. Russell and
Nisalak (1967) developed an in vitro assay using plaque reduction to measure DENV
neutralizing antibodies and to identify the infecting serotype. This assay is known as the plaque
reduction neutralization test (PRNT).%2 It is still considered the standard test to measure DENV
serotype-specific neutralizing antibodies and to make inference on the DENV serotype *3
(despite no universal definition has been developed for the interpretation of the PRNT for this

purpose).#

However, standard methods such as HI and PRNT are labor-intensive, time-consuming and
require acute and convalescent sera with an interval of more than seven days, which makes them
inadequate for routine early diagnosis.'® Thus, HI test has been gradually replaced by capture
IgM and IgG ELISAs (11) and several microneutralization tests (MNT) have been developed
recently to overcome the limitations of PRNT. ELISPOT-MNT is a test performed in a 96-well
format, where viral plaques develop after 2 to 4 days of culture and viral antigen is detected in
infected cells by an indirect immunostaining method. Infected cells are turned into spots that are

detected automatically with an ELISPOT reader.®
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In 2010, Colombia experienced the worst dengue outbreak in its history. During this epidemic
year and the following post-epidemic period, an active surveillance study of dengue cases in

schoolchildren was performed in the Colombian city of Medellin.*’

We used samples from this study to evaluate the performances of commercially available assays
in comparison to ELISPOT-MNT used as a reference method. The specific aims of this study
were: i) to evaluate the accuracy of the combination of Panbio IgM and 1gG capture ELISAS plus
RT-PCR and the accuracy of the SD Bioline duo rapid test (NS1 and IgM/IgG) for the diagnosis
of acute dengue infection in pediatric patients with febrile syndrome and ii) to determine the
accuracy and agreement of Panbio® IgM and IgG capture ELISAs and SD Bioline duo rapid test

to classify dengue infection in pediatric patients as primary or secondary.

MATERIALS AND METHODS

Full description of the study has already been published.!” Briefly, from May 2010 to December
2011, school-aged children from grade 5 to 11 were enrolled in a prospective longitudinal study
conducted in 3 schools in Medellin, Colombia. During the study period, dengue cases were
identified by school absenteeism due to a febrile episode in the previous 7 days. Two blood
samples were collected in the acute and in the convalescent phases (14--21 days after the date of
the onset of symptoms). 299 samples were obtained and were evaluated by RT-PCR (as
described elsewhere),'® and with Panbio® Dengue IgM and IgG Capture ELISAs. Among these
samples, 41(consisting in both positive and negative samples) were also evaluated by SD Bioline

Dengue duo test and with ELISPOT-MNT.

Panbio® Dengue IgM Capture ELISA and Panbio® Dengue I1gG Capture ELISA (Alere,
Brisbane, Australia) were respectively used to qualitatively determine IgM and 1gG antibodies to
dengue virus, following manufacturer’s instructions. Acute dengue virus infection was defined
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by IgM or 1gG seroconversion and/or detection of virus genome by RT-PCR. Positive cases were
classified as primary dengue infection if IgG test was negative in the acute serum sample or
secondary dengue virus infection if the test was positive. SD Bioline Dengue Duo test (Standard
Diagnostics, Kyonggi-do, South Korea) was used according to the manufacturer's instruction to
detect the nonstructural DENV NS1 antigen, IgM and IgG anti-DENV antibodies. Only acute
samples were tested with this method. Results of this test were interpreted as dengue positive if
NSlantigen and/or IgM were positive. Positive cases were classified as primary or secondary
dengue infection respectively when 1gG test was negative or positive.

To perform ELISPOT-MNT, VERO cells were seeded in 96-well polystyrene plates. Serum
samples were inactivated at 56°C for 30 min and four-fold serial dilutions were carried out
starting at 1:20 in BA-1 medium. Working stocks of virus that contained 100-200 pfu of DENV
were prepared. Prototype viruses used for this test were DENV-1 16007, DENV-2 16681,
DENV-3 16562 and DENV-4 1036. Fifty uL of each serum dilution was combined with 50 pL of
each virus and incubated for 16 hours at 4°C. After incubation, 50 pL of the virus-serum mixture
was transferred to 90 % confluent VERO cells. After an additional incubation for 2-3 days, the
cells were fixed with 3.7 % formaldehyde. Immunostaining was performed by incubation of the
plates (overnight at 4°C ) with polyclonal rabbit antibodies against each serotype of DENV,
followed by incubation (2 hours at 37°C) with goat anti-rabbit 1IgG (H+L) antibodies coupled to
horseradish peroxidase (Thermo Scientific Inc., Massachusetts, USA). Revelation was performed
with the substrate-chromogen AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) and the number of foci in each
well was counted with an automatized C.T.L immunoSpot® analyzer (Cellular Technology Ltd.,

Ohio, USA).
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The ELISPOT-MNTs titer was defined as the dilution of serum that reduced the number of
plaques by at least 50 % when compared to the virus-only control. When ELISPOT-MNTsg

values were < 1:20, serum was considered containing no detectable neutralizing antibodies.

Acute infection was defined serologically by a 4-fold rise in neutralizing antibody titers between
the acute and convalescent samples of a single patient, as determined by ELISPOT-MNT,
whatever the serotype of DENV. Cases that were negatives in the acute sample but positives to
any DENV serotype in the convalescent sample were considered as primary DENV infection.
Cases with neutralizing antibodies to two or more DENV serotypes in the acute sample were
defined as secondary DENV infection. Non-reactive cases were determined by absence of
neutralizing antibodies in both samples. Non-recent infections were determined by the presence
of neutralizing antibodies in both acute and convalescent samples and no changes/reductions in
the ELISPOT-MNTso titer. Homotypic or heterotypic immune response were defined as positive
responses against single or multiple serotypes, respectively.4

Statistical analysis was performed using EPIDAT version 3.1 (Pan American Health
Organization, Xunta of Galicia, Spain). Cross tabulation was conducted to assess sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values (PPV/NPV) and positive and negative
likelihood ratios (LR-/LR+) of the different tests. The agreement between the different methods
and ELISPOT-MNT was assessed by Cohen’s kappa coefficient (k) and McNemar’s test.
Sensitivity was compared between the two methods by Chi-squared test (two-tails).

Significance was assigned at p<0.05. Uncertainty was expressed by 95 % confidence intervals

(95%Cl).

Ethical Human Subjects Protocol Approval
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Only schoolchildren whose parents or legal guardians provided written informed consent were
enrolled in the study. This research was approved by the Ethical Review Committee of Instituto

Colombiano de Medicina Tropical, Universidad CES.

RESULTS

The ages of the 41 selected patients ranged from 6 to 18 years (mean = 12.1 SD * 3). Acute
samples were drawn 3.4 = 1.4 days and convalescent samples were drawn 14.0 + 3.8 days after
the onset of symptoms.

Using the combination of RT-PCR and Panbio® IgM and IgG capture ELISAS, 41.5% (17/41)
were classified as positive for dengue virus infection. Two of them were found positives
simultaneously by RT-PCR, IgM and IgG detections; five were found positives simultaneously
by IgM and IgG detection; two were found positives by detection of IgM antibodies only; one
was found positive only by seroconversion of IgG antibodies and 7 were found positives by RT-
PCR only. The serotypes found were DENV-1 (5 cases), DENV-2 (3 cases) and DENV-3 (1
case). Among these cases, Panbio® IgG capture ELISA determined that 47.05 % (8/17) of the
cases were classified as secondary infections (high levels of anti-DENV IgG). These secondary
infections were detected in 5 acute specimens (29.41 %) and in three convalescent specimens
(17.64 %, although this test is usually used in the acute specimen). The other positive (9/17)
samples were classified as primary dengue infections. All dengue cases were classified as non-
severe or non-differentiated fever.

Using SD Bioline Dengue duo rapid test, 29.26 % (12/41) of the acute samples were classified as
positive for dengue virus infection. One was found positive by simultaneous detection of NS1

antigen, IgM and IgG antibodies; two of them were found positives by the simultaneous
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detection of NS1 antigen and IgM antibodies; eight were found positives by the simultaneous
detection of IgM and 1gG antibodies and one was found positive by the only detection of IgM
antibodies. The IgG of SD Bioline Dengue duo rapid test determined that 75% (9/12) of the
cases were classified as secondary infections. The other positive samples (3/12) were classified
as primary dengue infections.

In contrast to the results obtained with the combination of RT-PCR and Panbio® IgM and IgG
capture ELISAs (41.5 % of positive cases) and SD Bioline Dengue duo rapid test (29.26 % of the
positive cases), ELISPOT-MNT evidenced acute dengue infection in 63.41 % (26/41) of the
cases. All the cases displayed neutralizing antibody titers in the acute samples and were
classified therefore as secondary infections. Figure 1 shows the acute and convalescent
neutralization titers for each DENV serotype.

Among these 26 cases determined to be acute secondary infections by ELISPOT-MNT, Panbio®
IgG Capture ELISA detected high IgG levels in 11.5 % (3/26) of the cases in the acute samples
and three more IgG seroconversion in the convalescent specimen. It was found that three cases
were positives in the acute sample but negatives in the convalescent sample, indicating that those
cases were no recent infection. The 1gG SD Bioline detected 26.96 % (7/26) of the cases as
secondary infections.

It was determined with ELISPOT-MNT that 14/26 cases had four-fold increase in neutralizing
antibody titers to a single DENV serotype [DENV-1: 19.23 % (5/26), DENV-2: 15.38 % (4/26),
DENV-3: 7.69 % (2/26) and DENV-4: 11.53 % (3/26)]. The twelve other cases were found to
had four-fold increase in neutralizing antibody titers to multiple DENV serotypes [DENV-

1/DENV-4: 19.23 % (5/26), DENV-2/DENV-4: 3.84 % (1/26), DENV-3/DENV-4: 3.84 %
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(1/26), DENV-1/DENV-2/DENV-3: 3.84 % (1/26), DENV-1/DENV-3/DENV-4: 11.53 %
(3/26), and to all four serotypes: 3.84 % (1/26)].

Interestingly, all cases (36.58 %, 15/41) that were not determined to be acute dengue infection by
ELISPOT-MNT (defined as 4-fold increase in neutralizing antibody titers between acute and
convalescent samples) had high neutralizing antibody titers and were therefore classified as non-
recent infections. In all positive cases with ELISPOT-MNT, we found high antibody titers to
more than one serotype in the convalescent samples.

Using ELISPOT-MNT as gold standard, statistical analysis was conducted to determine the
sensitivity and, the specificity of the two diagnostic strategies (The combination of RT-PCR plus
IgM and IgG ELISAs, and SD Bioline duo test) as well as their agreement to the results of
ELISPOT-MNT (Table 1). The combination of RT-PCR plus IgM and IgG ELISAs correctly
identified 14 of the 26 acute cases determined by ELISPOT-MNT. Of the 15 infections
determined as non-recent by ELISPOT-MNT, the combination of the tests identified 12 cases as
negatives and 3 cases as positives DENV infections. The overall sensitivity and specificity of the
combination of RT-PCR plus Panbio® IgM and IgG ELISAs were determined to be 53.85 %
[95% Cl= 32.76--74.93 %] and 80 % [95%CI= 56.42--100 %], respectively. The positive
predictive value was 82.35 % [95%CI= 61.29--100 %], the negative predictive value was 50 %
[95%ClI= 27.91--72.09 %], the LR+ was 2.69 [95%CIl= 0.92--7.87] and the LR- was 0.58
[95%CI= 0.35--0.94]. SD Bioline Dengue duo rapid test correctly identified 8 out of the 26 acute
cases determined by ELISPOT-MNT. The rapid test identified 11 cases as negative and 3 cases
as positives DENV infections among the 15 non-recent infections determined by ELISPOT-
MNT. The overall sensitivity and specificity of SD Bioline Dengue duo rapid test were 30.77 %

[95% Cl=11.11--50.43 %] and 73.33 % [95%CI= 56.42--100 %], respectively. The positive
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predictive value was 66.67 % [95%CI= 35.83--97.51 %], the negative predictive value was 37.93
% [95%CI1=18.55--57.31 %], the LR+ was 1.15 [95%CI= 0.42--3.19] and the LR- was 0.94
[95%CI= 0.63--1.41]. In addition, the sensitivity of the combination of RT-PCR plus Panbio®
IgM/1gG ELISAs was significant higher than the SD Bioline Dengue duo rapid test (p<0.05).
The agreement between ELISPOT-MNT and the combination of RT-PCR plus Panbio®
IgM/IgG ELISAs was considered to be fair by a Cohen’s k coefficient test (k = 0.30), whereas it
was considered to be poor for SD Bioline Dengue duo rapid test (x = 0.034).The McNemar’s
association test demonstrated a significant disagreement between each of the diagnostic
strategies used and ELISPOT-MNT (p= < 0.05), suggesting that both strategies don’t give the
same results that ELISPOT-MNT.

The performances of the individual test were also assessed (see Table 1). As expected, individual
performances were lower that the performances of the strategies combining several tests.
Additionally, we evaluated the performance of the combination of the direct detection tests (RT-
PCR plus NS1 antigen) versus ELISPOT-MNT. We found that the sensitivity and specificity
were 34.62 % [95%ClI= 14.41—54.83 %] and 93.33 % [95%CI1=77.38—100 %], respectively.
Positive predictive value was 90 % [95%CI1=66.41—100 %] and the negative predictive value
was 45.16 % [95%Cl= 47.45—79.38 %]. The agreement between ELISPOT-MNT and the
combination of RT-PCR plus NS1 antigen was considered to be fair by a Cohen’s k coefficient
test (k = 0.228). Finally, virus isolation was possible in 95.12 % (39/41) of the samples and
dengue virus serotype one was recovered in three of them.

DISCUSSION

Analyzing 41 pediatric cases from an epidemiological study held in Colombia (a country where

DENV is endemic), we were able to evaluate the performance of two strategies for acute DENV
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diagnostic based on commercially available assays (Panbio® IgM and IgG ELISAs plus RT-
PCR and SD Bioline Dengue duo rapid test), using ELISPOT-MNT as comparative standard
method.

ELISPOT-MNT evidenced acute dengue infection in 26/41 cases. All the positive cases were
non severe and clinically undifferentiated from other febrile illnesses. Panbio® IgM and 1gG
ELISAs plus RT-PCR only evidenced 14 cases of dengue infections and SD Bioline Dengue duo
rapid test only detected 8 positive cases. This led to low sensitivity of both strategies when
compared to ELISPOT-MNT (53.85 % for the combination of Panbio® ELISAs and RT-PCR,
and 30.77 % for the SD Bioline duo test) and to a significant disagreement between both
strategies and ELISPOT-MNT. Moreover, all positive cases were classified as secondary dengue
infections with the ELISPOT-MNT assay whereas Panbio® and SD Dengue duo rapid tests only
classified 23.07 % and 26.92 % of the positive cases as secondary dengue infections,
respectively.

Interestingly, all our observations indicate previous exposures to DENV in all the patients,
despite the young age of the tested population. Indeed, all the patients had detectable neutralizing
antibodies titers in the acute sample as well as heterotypic antibody responses. In addition, all
acute dengue infections were non severe and undifferentiated of other febrile illnesses.

It is well known that infection with any DENV serotype results in a transient increase of
neutralization titers to all the other serotypes.!* Different studies suggest that preexisting
neutralizing antibodies play an important role in protecting patients from clinical manifestations
after repeated DENV infections, specifically when intervals of 2--3 years occur between the
infections.'>?° In a recent study, samples collected from a Sri Lankan pediatric dengue cohort

(799 children) were used to investigate antibody responses in children with clinically unapparent
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and clinically apparent DENV infections.'® It was reported that children with repeated
unapparent infections had a greater number of broadly preexisting neutralizing antibodies against
DENV serotypes than children with apparent infections. *°

The fact that all patients included in our study were classified as acute dengue secondary
infections (using the ELISPOT-MNT method) may be a contributing factor to the poor
performances of the two dengue diagnostic strategies. Indeed, the presence of immune
complexes of anti-NS1 IgG antibodies that occurs most frequently in secondary DENV
infections 2* may interfere with the detection of NS1 antigen, which may raise a concern for the
accuracy of the SD Bioline Dengue Duo assay. In this study, we found that the sensitivity of the
SD Bioline Dengue Duo assay using NS1 antigen detection only was as low as 11.54 %. This is
in agreement with the low sensitivity of NS1 detection observed during a dengue outbreak in
2010 in Santos, Brazil, where most of the infections were secondary infections and DENV-2 was
the infecting serotype. (22) Sequencing analysis of the NS1 gene of these viruses did not reveal
any mutation that could altered its reactivity with this diagnosis test. Low sensitivity (11%) was
also reported when samples were drawn 4-5 days after the onset of symptoms.?? In other studies
where NS1 antigen detection with the SD Bioline Dengue duo was compared to RT-PCR, the SD
Bioline assay displayed better performances with specimens from patients with primary
infections and when DENV-1 or DENV-3 were the infecting serotypes.?*?® Guzman et at.2also
reported lower sensitivity of NS1 antigen detection in American countries (Nicaragua and
Venezuela) compared with Asian countries 824

The occurrence of secondary infections also seems to have an impact on the accuracy of IgM and
IgG detections. Indeed, higher sensitivity of the anti-lgM SD Bioline Dengue duo was evidenced

in primary DENV infections compared to secondary infections.? This is in accordance with our
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results that evidenced poor performances of both Panbio® IgM Capture ELISA and IgM SD
Bioline Dengue Duo rapid test (sensitivity of 26.92 % and 30.77 %, respectively). It has been
documented that IgM antibody production is lower and transitory in secondary infections and
that some of the patients with secondary infections may even have no detectable IgM
antibodies.0 2°

Despite the high neutralizing antibody titers detected by ELISPOT-MNT in all cases, both
Panbio® IgG Capture ELISA and SD Bioline Dengue duo IgG test displayed low performances
at detecting 1gG antibodies in patients with acute DENV secondary infections (sensitivity of
34.62% and 26.92%, respectively). This is consistent with a published study comparing the
performances of the Panbio® IgG Capture ELISA with the IgG antibody capture (GAC) ELISA
developed by AFRIMS on samples from Thailand and Sri Lanka that reported a sensitivity of
39.8 % for the Panbio® lgG Capture ELISA.?®

In our study, specificity and sensitivity of these tests were not determined regarding each DENV
serotype since it was possible to amplify the genes of only 30.8 % of the positive cases by
ELISPOT-MNT even though the tests was done within 7 days after the onset of symptoms.
Additionally, it was only possible to isolate DENV-1 from 3 samples.

Despite a rigorous approach concerning sample processing (standardized conditions of cell and
viral cultures, simultaneous processing of acute and convalescent samples in triplicates), our
results were obtained on a small sample size of the population, which should prompt us to
interpret the data with caution. Additional studies with increased amounts of well-characterized
paired samples have to be considered to strengthen the conclusions, as well as data on adult
populations. However, it has to be stressed that many reports that granted acceptable

performances to commercially available dengue assays used ELISAs as comparators instead of
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gold standard methods such as PRNT 821.2326 A recent study showed that ELISPOT-MNT had a
sensitivity of 95.6 % and a specificity of 88.24 %, with a good correlation (R? = 0.672) with
PRNT.! Due to its very high sensitivity, the use of ELISPOT-MNT as the comparative standard
method in our study leads inevitably to lower statistics performances of the assays that are

compared to it, which can explain the relatively low performances of both diagnostic strategies.

As a conclusion, in our pediatric population of secondary infected patients, combination of
commercially available ‘easy-to-use’ tests didn’t give satisfactory results in detecting acute
dengue infection when compared to the ELISPOT-MNT assay that is unsuitable for routine
diagnostic. In population where dengue infection is endemic, the predominance of secondary
infections combined with the wide range of other febrile illnesses with similar clinical
characteristics to DENV infections increase the difficulty of making accurate dengue fever
diagnostic. However, an early and precise dengue diagnostic is important for patient
management, to avoid dengue severity and mortality, and ultimately to control epidemics.%21:26
Our results agree with others who reported that the combination of two or more diagnostic
strategies is needed to improve the diagnostic accuracy of dengue virus infection.? 2123 26,
Combining direct DENV detection and antibody-based tests seems to be a particularly promising
strategy. However, as seen in this study and evidenced by the low LR+ and LR- values,
combinations of current assays do not guarantee the accuracy of the diagnosis when compared to
standards such as PRNT or ELISPOT-MNT. Several studies evidenced that the diagnostic
performances of different dengue diagnosis Kits vary depending on geographical and temporal
factors (8,22,24,27). Thus, validation of those kits in one country should take into account: i) the

epidemiological settings (endemic, epidemic and hyperepidemic periods), ii) the genetic
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background and immunological status of studied population, the different phases of the dengue

disease and iii) the dengue virus serotypes and genotypes that are circulating in the area.

While other studies are needed to further document our findings, it is important that national
public health services and clinicians are aware of the current limitations of using commercial
assays for dengue diagnostic in endemic regions. Accordingly, clinicians should not rule out a
dengue infection based solely on a negative result from any of these tests, especially in countries
with high dengue prevalence. Facing a patient with febrile syndrome and highly suspected
dengue infection, clinician should go ahead with adapted supportive care and rely on clinical

observations for diagnostics even in case of a negative laboratory result.
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Figure 1. ELISPOT-MNTsg titers to each dengue serotype in acute and convalescents samples from

26 cases of dengue infection.
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369  Table 1. Overall sensibility and specificity of the tests
Test Panbio® IgM  Panbio® IgG RT-PCR Combination | SD BIOLINE SD BIOLINE NS1 Antigen  BIOLINE Dengue
(n=41) Capture Capture of the 3 tests IgM IgG Duo
ELISA ELISA NS1 + IgM/1gG
Sensibility 26.92 34.62 30.77 53.85 30.77 26.92 11.54 30.77
% (95CI®)  (7.95--45.90) (14.41--54.83) (11.11--50.43) (32.76--74.93) | (11.11--50.43)  (7.92--45.90)  (0.00--25.74)  (11.11--50.43)
Specificity 86.67 60.00 93.33 80.00 73.33 66.67 100 73.33
% (95CI) (66.13--100)  (31.87--88.13)  (77.38--100) (56.42--100) | (47.62--99.05)  (39.48--93.86) (96.67--100) (47.62--99.05)
PPVP 77.78 60.00 88.89 82.35 66.67 58.33 100 66.67
% (95CI) (45.06--100)  (31.87--88.13)  (62.80--100) (61.29--100) | (35.83--97.51)  (26.27--90.39) (83.33--100) (35.83—97.51)
NPVe¢ 40.63 34.62 43.75 50 37.93 34.48 39.47 37.93
% (95C1)  (22.05--59.20) (14.41--54.83) (25.00--62.50) (27.91--72.09) | (18.55--57.31)  (15.46--53.51)  (22.62--56.33)  (18.55--57.31)
370 2 95CI= 95% Confidence interval; " PPV=Positive predictive value; ¢ NPV=Negative predictive value
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CAPITULO 3

ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE UNA ELISA
INDIRECTA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IGG
CONTRA EL VIRUS DENGUE

Metodologia

Con el fin de determinar la presencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue se realizo la
estandarizacion de una técnica casera de ELISA indirecta (130,131).

Antigeno
Se utilizaron 3 lotes diferentes de antigeno debido a la cantidad de muestras a evaluar.

Cada lote fue validado de manera independiente.

El primer lote consistia en la mezcla de sobrenadante de las cepas DENV-1 (West Pac); DENV-2
(516803); DENV-3 (CH53489); DENV-4(TVP360). Este lote lo denominaremos L1 y fue adquirido
gracias a la colaboracion del grupo de virologia del profesor Jorge Osorio del PECET. Con este lote
fue posible evaluar alrededor de 900 muestras.

El lote dos (L2) consistia en 3 cepas de referencia DENV-1 (Hawaii); DENV2- (New Guinea C), DENV-
4 (TVP360) y un aislado primario de DENV-3 obtenido de un paciente de Medellin en 2010 y
denominado DENV-3 JAC. Fue adquirido gracias a la colaboracién del Profesor Francisco Diaz de
grupo de Inmunovorologia; con este lote se tuvo la dificultad se degradaba, por lo que fue
liofilizado y se procesaron alrededor de 1.000 muestras.

El lote tres (L3) consistia en un antigeno liofilizado de los 4 serotipo del virus dengue donado por
el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri “IPK”. Con este, se procesaron alrededor de 3.600
muestras.

Para cada lote se realizé estandarizacién de la dilucidon de antigeno (L1 1:100; L2 1:10.000; L3
1:100) la dilucion de suero utilizada fue 1:200 en los 3 lotes, cada muestra se corrid por triplicado
y la concentracién del anticuerpo anti-lgG humana conjugado a la peroxidasa se estandarizé en
1:10,000.
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Controles
Los controles positivos y negativos usados en un principio fueron los controles de los estuches

comerciales de Panbio, pero debido al nimero de platos a evaluar no fue suficiente para todos
los platos procesados (en total 220). Se evaluaron entonces sueros del banco de sueros del ICMT
con el Lote 1y se realizd un pool negativo y un pool positivo para posterior utilizacién como
controles en el resto de los lotes.

Punto de corte

En un primer analisis se determind el punto de corte mediante el promedio de la absorbancia del
control negativo mas la suma de un error estandar calculado dividiendo la desviacion estandar de
las absorbancias de los controles negativos por la raiz cuadrada de n. Todas las muestras fueron
procesadas por triplicado por lo cual fue considerado un valor n de 3. Este valor se multiplicé por

“n
z

un nivel de confianza del 95% que estd definido por una unidad igual a 1,96. Las muestras

fueron consideradas positivas si el promedio de la absorbancia era mayor al punto de corte.

Al realizar el analisis de los datos de Densidad 6ptica (D.O) se encontrd que el pool de sueros
control negativo, poseia un muestra que era positiva, que no habia sido detectada por la ELISA
realizada con el L1, por lo que el valor de D.O aumentaba y no se podia usar este valor para la
determinacién del punto de corte, se decide entonces determinar y analizar los datos usando una
estrategia diferente. En primer lugar expresar los datos en porcentaje de positividad (PP),
teniendo en cuenta que en la Elisa indirecta existe una relacién positiva entre la intensidad del
color y la cantidad de anticuerpo unido al antigeno usado en la prueba (130).

En el Porcentaje de positividad (PP), la Densidad Optica (D.O) de cada muestra evaluada es
expresada con un porcentaje de estandar o muestra con alta positividad. Esta medida relativa, es
basada en la inclusion de una solo estandar positivo de referencia, los resultados son un valor
uniforme y continuo en escala de porcentaje de positividad (PP) 0 a 100 para la ELISA indirecta.
Posee la ventaja de que requiere una sola dilucion y es expresada en una escala continua de PP
0-100 (130).

Debido a los inconvenientes previamente expuestos: la ausencia de un verdadero control
negativo en el procesamiento de los platos y los diferentes lotes utilizados, se decide utilizar un
método alternativo y realizar la determinacion de un punto de corte intrinseco usando los datos
de PP de las muestras procesadas, este método descrito por Greiner M y col (1994) utiliza la
distribucién de los datos de individuos expuestos en zonas endémicas y mediante el andlisis de
conglomerados los individuos son clasificados en un nivel de respuesta alto , medio y bajo. Ofrece
un estimacion imparcial de la seroprevalencia en ausencia de un control negativo (132) .

77



El Andlisis de Conglomerados permite agrupar objetos formando conglomerados (clusters) de
objetos con alto grado de homogeneidad interna y heterogeneidad externa. Es un analisis
descriptivo, las soluciones dependen de las variables consideradas y del método de

conglomerados empleado (133,134).

Se realizé un analisis jerarquico en SPSS para determinar el nUmero de grupos y los centroides,
posteriormente, se realizd un analisis no jerarquico por el método k-medias, donde se analiza la
distancia de cada dato a los k centroides previamente determinados y se asigna al mas cercano.
Se recalcula los centroides y se vuelve a asignar mas datos. El proceso finaliza cuando los datos
no cambian de grupo o cuando se alcanza el mdximo ndmero de iteraciones. El objetivo es lograr
qgue la variabilidad (homogeneidad) dentro del conglomerado sea la menor posible y la
variabilidad (heterogeneidad) entre los grupos sea la mayor posible (134).

Resultados

Punto de corte
Mediante el analisis de conglomerados de k-medias en SPSS se logré determinar un el nimero de

conglomerados optimos para cada uno de los lotes, es decir, que tuvieran la mayor
heterogeneidad (media cuadratica) entre conglomerados y la mejor homogeneidad dentro del
conglomerado. Es asi como para el lote 1, cuatro grupos de respondedores fueron encontrados,
para el lote 2, seis grupos y para el lote 3 siete grupos. En cada uno de ellos se diferencié
claramente un grupo de bajo respondedores cuyos media del porcentaje de positividad fue de
14,16+7,16; 8,31+4,88; 22,34+7,5 para el lote 1, 2, 3 respectivamente. Este valor se determiné
como puntos de corte y todos los datos que el programa asigno a este conglomerado fueron
considerados negativos (Tabla 10 y Figura 2)

Tabla 10.Descripcién conglomerados por analisis k-medias para cada uno de los lotes en la
estandarizacion de la ELISA indirecta

LOTE N N° de Media Cuadrdtica | Gl | Media Cuadratica Gl
Conglomerados Entre enel
conglomerados conglomerado
1 806 4 202.012 3 82,9 802
2 995 6 356.188 5 67,98 989
3 3.609 7 970.127 6 76,5 3.605
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N=numeros de muestras evaluadas en cada lote, Gl= grados de libertad
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Figura 2. Diagrama de cajas con la distribuciéon de los conglomerados en cada lote segun el porcentaje de positividad para

estandarizacion de la ELISA indirecta
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Las cajas representan la distribucién de cada conglomerado en cada uno de los lotes en A lote 1, n=806, en B lote 2, n=995y en C

lote 3, n=3609.
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Validacion

Sensibilidad y Especificidad

En una muestra representativa de 359 sueros se realizd el ensayo de ELISPOT-MNT50 como
prueba de referencia para determinar la sensibilidad y especificidad de cada uno de los lotes de
la ELISA IgG indirecta. Esta muestra representativa se calculé en el programa Epilnfo v6.0 sobre
la base de un universo de 5.000 muestras de escolares evaluadas, se considerd un error de
muestreo del 5%, un nivel de confianza del 95% y prevalencia del 50%. Para una poblacién de 357
muestras a evaluar. La seleccidn se hizo al azar por muestreo aleatorio simple en Microsoft Excel,
la muestra se distribuyé en forma proporcional entre positivos y negativos segun el resultado de
la ELISA IgG y por el lote con el que habian sido procesadas.

Las muestras quedaron distribuidas asi: n=77 lote 1; n=128 correspondian al lote 2, n=154 al lote
3. Desafortunadamente debido al alto numero de positivos (96,6%) detectados por el MNT-50,
solo se encontraron 12 muestras negativas, de las cuales habian sido procesadas con el lote 1,
una con el lote2 y seis con el lote 3. La Sensibilidad y Especificidad, asi como los valores predictivos
positivo y negativos fueron calculados. Sin embargo estos datos deben ser vistos con precaucién
debido a la falta de muestras representativas con resultado negativo. Se encontré que todos los
lotes presentaban unasensibilidad por debajo del 70% aunque un buen valor predictivo positivo
mayor al 90%. (Tabla 11)

Tabla 11.Descripcion de la Sensibilidad y Especificidad de cada lote para la ELISA 1gG indirecta
LOTE S 1C95% E 1C95% VPP 1C95% VPN 1C95%

1 63,9 |52,1—75,7 |20 0,0—65.1 | 92 83,5—100 3,7 0,0—12,7

2 26,7 |18,7—34,9 | 100 |50—100 100 | 98,5—100 1,1 0,0—3,6

3 59,7 |51,4—68,1 |33,3 |0,0—79,4 | 95,6 | 90,7—100 3,3 0,0—8,7

S: Sensibilidad, E: Especificidad, IC95% Intervalo de confianza del 95%, VPP: Valor predictivo
positivo y VPN: valor predictivo negativo.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION SEROLOGICA FRENTE AL VIRUS
DENGUE Y ASPECTOS SOCIODEMOGRAFICOS DE LA
POBLACION ESCOLAR DE MEDELLIN

Metodologia

Disefio del estudio
Un estudio longitudinal para monitoreo serolégico

Poblaciéon de estudio.

Seleccion de la muestra.

La unidad de muestreo primaria fue la escuela de la zona urbana de la ciudad de Medellin. La
unidad de analisis fue el escolar matriculado. La informacidn del marco muestral fue el listado de
IE oficiales y no oficiales de la zona urbana proporcionadas por la Secretaria de Educaciéon del
municipio de Medellin y el listado de los alumnos de las instituciones seleccionadas. Se realizé un
muestreo en dos etapas. En la primera se hizo la seleccién de la unidad de muestreo primaria por
muestreo aleatorio simple. En la segunda etapa, se hizo la seleccién por muestreo aleatorio
simple de las unidades de analisis en las escuelas seleccionadas, segun la siguiente distribucién:
IE entre 131 y 300 escolares se estudiaria el 15% de los escolares, y la IE de mas de 300 escolares
se estudiaria el 10% de los escolares. Solo se incluyeron las IE que tenian primaria y bachillerato.

Las IE seleccionadas y cuyas directivas aceptaron participar fueron: IE-FM, localizada en la
comuna Aranjuez, |IE-IC en la comuna Villa Hermosa, IE-SJ en la comuna Castilla y IE-JR en la
comuna de Robledo. (Figura 3).

Esta muestra representativa se calculé en el programa Epilnfo versién 6.0 sobre la base de un
universo de 344.859 escolares de IE Oficiales y 69.429 escolares de IE No Oficiales. Para ambas
muestras se considerd un error de muestreo del 5%, un nivel de confianza del 95% y prevalencia
del 50%. A la muestra resultante se le agregd un 10% por pérdidas, quedando un total de 422
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escolares para cada poblacién, para un total de 844 personas a estudiar. La muestra se distribuyd
en forma proporcional segun grado escolar: primaria, 42,9% y secundariay 57,1%.

Los criterios de inclusién para los participantes fueron los siguientes:

e Escolares matriculados en cualquier grado de primaria o bachillerato.

e Consentimiento informado escrito firmado por uno de los padres o acudientes.

Los criterios de exclusion fueron:

e Planear su retiro de la IE en los 12 meses siguientes al inicio del estudio, excepto los
estudiantes de undécimo grado.

Adicionalmente se incluyd en el analisis, la poblacién del estudio longitudinal de cohorte para
monitoreo de sindromes febriles que consistid en 2.372 escolares en el aino 2010y 1.834 escolares
en el afo 2011, los muestreos se realizaron entre los meses de mayo y julio de cada afo.

En las IE se realizaron dos muestreos seroldgicos anuales durante el periodo de estudio. En cada
uno de los muestreos seroldgicos, a los escolares les fue tomada una muestra de sangre de 5 mL.
Se recolectaron los datos socio-demograficos y de antecedentes de fiebre 3 meses previos a la
toma de la muestra

Tecnicas de laboratorio

Deteccion de anticuerpos IgM e 1gG

ELISA

Las muestras de suero se conservaron a -80°C hasta su procesamiento. A las muestras de suero
de los escolares fue determinada la presencia de anticuerpos IgM con el estuche comerciales
Dengue IgM (Cat N° E-DENO1M, Panbio, Sinnamon Park, Australia) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para la deteccion de anticuerpos IgG se utilizé la Elisa indirecta casera
estandarizada en el ICMT y cuyo procedimiento se fue previamente descrito en el capitulo
anterior.

ELISPOT-MNT
El ensayo de microneutralizacién (106). Se realizdé en 373 sueros. El procedimiento detallado se

describe en el capitulo 1.
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Figura 3. Mapa de las comunas de Medellin y ubicacidn de las Instituciones Educativas
participantes en el estudio.

Buenos Aires

Guayahal
-IM

El Poblado

Los nombres de cada comuna son indicados, los circulos de colores indican la ubicacién espacial de las
Instituciones educativas dentro de la comuna con su respectivo identificador
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Resultados

Frecuencia de escolares con presencia de anticuerpos IgM contra el virus
dengue afios 2010-2012

A una muestra representativa de la poblacidén escolar de la ciudad de Medellin de 859 y 848
escolares en los afos 2011 y 2012 respectivamente; se determiné la frecuencia de anticuerpos
IgM entre marzo y abril del 2011 y entre febrero y marzo del 2012.

Adicionalmente se incluyd en el andlisis, la poblacién del estudio longitudinal de cohorte para
monitoreo de sindromes febriles que consistié en 2.372 escolares en el aiio 2010y 1.834 escolares
en el afo 2011, los muestreos se realizaron entre los meses de mayo y julio de cada afio.

La deteccidn de anticuerpos IgM es un indicativo de una infeccidn reciente por el virus dengue en
un periodo de deteccién que va desde el dia 4 hasta 3 meses del desde contacto con el virus. Se
encontré que la frecuencia de anticuerpos IgM durante los 3 afios evaluados fue variable, para el
2010 fue del 3,0%; para el 2011 del 0,4% y para el 2012 del 3,2% con una diferencia
estadisticamente significativa entre los afios 2010-2011 y 2011-2012 ( chi® de tendencia=4,945;
p=0,026) ( Tabla 12).

Durante el aio 2010, la caracterizacion sociodemografica de la frecuencia de anticuerpos IgM en
escolares mostré una mayor frecuencia de estos anticuerpos en los afrocolombianos, en el grupo
de edad 15 a 19 afos y en el ESE alto, estas diferencias no fueron significativas; la frecuencia de
estos anticuerpos fue mayor en la IE-SB, se encontrd diferencia estadisticamente significativa
entre IE-SB e IE-IN y entre IE-IN y IE-UP (p<0,05).

Durante el afio 2011 se observé una mayor frecuencia estadisticamente significativa de
anticuerpos 1gM en las mujeres comparado con los hombres (p=0,047); se observé que el grupo
de edad de 15 a 19 afos, los mestizos y el ESE alto tuvieron una mayor frecuencia de estos
anticuerpos aunque esta diferencia no fueron significativa. Adicionalmente, se observaron
diferencia estadisticamente significativa en la frecuencias de estos anticuerpos entre las |E-SJ y
la IE-SB (p=0,021).

Durante el afio 2012 se observé una mayor frecuencia de anticuerpos IgM en las mujeres, en el
grupo de edad de 5 a 9 afios, en los afrocolombianos y en el ESE medio, para éste afio no hubo
escolares pertenecientes a ESE alto. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para la frecuencia de anticuerpos IgM entre las IE-FM y IE-SJ y entre IE-IC y IE-SJ.

La frecuencia de escolares positivos para anticuerpos IgM contra el virus dengue y que no habia
presentado un episodio de fiebre durante los 3 meses previos a la toma de la muestra fue 51,5%;
100% y 96,3%, en los anos evaluados, es decir, la proporcién observada de asintomaticos versus
sintomaticos para dengue fue 1:1; 11:0y 26:1, para los afios 2010, 2011 y 2012 respectivamente.
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En todos los afios la mayor frecuencia de asintomaticos se encontrd en el grupo de edad de 10 a

14 anos.

Tabla 12. Caracteristicas sociodemograficas de los escolares con presencia de anticuerpos IgM
contra el virus dengue para los afios 2010, 2011y 2012 en la ciudad de Medellin

Afio 2010 2011 2012

Frecuencia de 3,0* 0,4* 3,2*

Anticuerpos Positivos Positivos Positivos

IgM contra el IgM Total IgM Total IlgM Total

virus dengue N=71 N=2372 n=11 n=2693 n=27 n=848

No. % No % No. % No % No. % No %

Género

Mujeres 37 | 3,0 | 1.251 | 52,7 9 0,6* | 1.400 | 52,0 | 16 3,6 | 449 | 52,9

Hombres 34 | 3,0 | 1.121 | 47,3 2 0,2 | 1.293 | 48,0 | 11 2,8 | 399 | 47,1

Raza

Mestizo 62 2,9 | 2.146 | 90,5 | 11 0,4 | 2508 | 93,1 | 25 3,1 | 833 | 98,2

Afro-

colombiano 5 4,7 106 4,5 0 0,0 83 3,1 2 13,3 | 15 1,8

Grupo de edad (afios)

5-9 19 2,7 692 29,2 2 0,3 590 21,9 | 10 4,8 | 207 | 24,4

10-14 35 2,8 1269 | 53,5 5 0,3 1521 | 56,5 | 14 2,7 | 514 | 60,6

15-19 17 | 41 411 17,3 4 0,7 579 21,5 3 2,4 | 127 | 15,0

Estrato Socio-Econdmico

Bajo 38 | 2,9 1332 | 56,2 5 0,4 | 1.406 | 52,2 | 10 2,5 | 448 | 52,8

Medio 27 | 3,1 871 36,7 5 0,4 | 1.135 | 42,1 | 17 4,3 | 397 | 46,8

Alto 6 3,7 163 6,9 1 0,7 141 5,2 0 0,0 0 0,0

Institucion Educativa
IN 12 | 1,4% 836 35,2 2 0,3 649 24,1 | N.A -- -- --
upP 19 3,4 558 23,5 2 0,4 487 18,1 | N.A -- -- --
SB 40 | 41 978 41,2 1 0,1 698 25,9 | N.A -- -- --
FM N.A -- -- -- 1 0,4 274 10,2 5 1,8 | 276 | 32,5
IC N.A -- -- -- 0 0,0 280 10,4 4 1,3 | 320 | 37,7
SJ N.A -- -- -- 4 1,9 213 7,9 16 8,9 | 180 | 21,2
JR N.A -- -- -- 1 1,1 92 3,4 2 2,8 72 8,5

Asintomaticos

VS. 1:1 11:0 26:1

sintomaticos

*= Diferencia estadisticamente significativa valor de p<0,05.
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Frecuencia de escolares con presencia de anticuerpos IgG contra el virus
dengue afios 2010-2012

Se determind la presencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue con el fin de evaluar la
exposicién de los escolares al virus en algin momento de su vida. Se encontré un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue en los
escolares para cada afno evaluado; el en 2010 la frecuencia de anticuerpos 1gG fue 54,6%; en el
2011 fue 59,3% y en el 2012 fue 64,7%,; las diferencias fueron estadisticamente significativa entre
2010y 2011; 2010 y 2012 y entre 2011y 2012 (chi? de tendencia = 28,042; p=0,000) (tabla 13).

Durante el afio 2010 la frecuencia de anticuerpos 1gG contra el virus dengue fue
significativamente mayor en el grupo de edad de 15 a 19 afios (chi? de tendencia =112,819;
p=0,000) y en el ESE bajo (chi? de tendencia=21,759; p=0,000), también fue mayor la frecuencia
de estos anticuerpos en las mujeres y en los mestizos aunque no se encontraron diferencias
significativas, adicionalmente se encontré que la frecuencia de estos anticuerpos fue
significativamente menor en la IE-UP no oficial comparada con las IE-IN y IE-SB.

Durante el afio 2011 la frecuencia de los anticuerpos IgG contra el virus dengue en los escolares,
continuo siendo mayor en la mujeres y en el ESE bajo, en este afio los escolares de la IE-JR tuvieron
la mayor frecuencia de estos anticuerpos sin encontrarse diferencias significativas y al igual que
en el afio 2010, el grupo de 15 a 19 afios tuvo la mayor frecuencia de estos anticuerpos (chi? de
tendencia=40,554; p=0,000).

En el afio 2012, las mujeres tuvieron nuevamente la mayor frecuencia de anticuerpos IgG contra
el virus dengue, ésta vez con diferencia estadisticamente significativas comparado con los
hombres (chi? cuadrado de Pearson=5,729; p=0,017), se observé ademds una mayor frecuencia
de estos anticuerpos en los afrocolombianos y en el ESE medio pero las diferencias no fueron
significativas. Durante éste afio el grupo de edad con una frecuencia significativamente mayor de
estos anticuerpos fue el de 10 a 14 afios (chi? de tendencia= 12,334; p=0,000) y los escolares de
las IE-SJ tuvieron también una frecuencia significativamente mayor de estos anticuerpos
comparados con los de la IE-IC y la IE-JR (chi? cuadrado de Pearson=21,226; p=0,000).

Se observd una tendencia en el aumento de la de frecuencia de anticuerpos IgG y la edad de los
escolares en los tres afios evaluados (Figura 3). El promedio de edad de los individuos
seropositivos fue significativamente mayor en todos los afnos comparado con los individuos
seronegativos, los promedios de edad en cada ano fueron: 12,0+2,8 vs 10,3%3,1 (p=0,00),
12,3+2,9 vs 11,443,1 (p=0,00) y 11,7+2,7 vs 10,8+2,8 (p=0,00) respectivamente.
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Tabla 13. Caracteristicas sociodemograficas de los escolares y presencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue para los afios 2010,
2011y 2012 en Medellin

Afo 2010 2011 2012
Frecuencia 54,1* 59,8* 64,6*
Anticuerpos | Positivos IgG Total Positivos IgG Total Positivos IgG Total
I8G contra el n=1072 n=1983 n=1314 n=2197 n=448 n=693
virusdengue [N T No % | No. | % No % | No. | % | No | %
Género
Mujeres 567 55,1 1.029 | 51,9 715 61,2 1.169 53,2 251 | 68,8* | 365 52,7
Hombres 505 52,9 954 48,1 599 58,3 1.028 | 46,8 197 60,1 | 328 | 47,3
Raza
Mestizo 1.027 | 54,4 1.888 | 95,2 | 1.272 | 59,7 2.126 96,8 438 64,5 679 | 98,0
Afrocolombiano 45 47,4 95 4,8 42 59,2 71 3,2 10 71,4 14 2,0
Grupo de edad (afios)
5-9 206 34,4 599 30,2 215 47,3 455 20,7 89 50,3 177 25,5
10-14 661 61,5 1.075 | 54,2 782 61,3 1.275 58,0 288 | 70,2* | 410 | 59,2
15-19 205 66,3* 309 15,6 317 | 67,9* 490 21,3 71 67,0 | 106 15,3
Estrato Socio-Econdmico
Bajo 643 58,2* | 1.104 | 55,7 746 60,7 1228 55,9 209 61,3 341 | 49,2
Medio 375 50,2 747 37,7 511 59,0 866 39,4 238 68,2 349 50,4
Alto 54 41,2 131 6,6 53 55,8 95 4,3 0 0,0 0 0,0
Institucion Educativa
IN 393 58,8 668 33,7 294 50,9 483 22,0 N.A - - -
up 208 | 42,6* 488 24,6 205 57,3 358 16,3 N.A - - -
SB 471 57,0 827 41,7 366 57,2 640 29,1 N.A - - -
FM N.A -- -- -- 151 55,5 272 12,4 123 68,3 180 | 26,0
IC N.A -- - - 99 61,1 162 7,4 167 57,0 | 293 | 42,3
SJ N.A -- -- -- 136 70,1 194 8,8 123 | 77,4* | 159 22,9
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JR | NA [ - | - |

| 63 | 71,6 |

88

| 40 | 35 | 574 | 61 | 88

*Diferencia estadisticamente significativa; NA= no aplica.
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Figura 3. Frecuencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue por
edad en los afios 2010, 2011, y 2012 en escolares de Medellin
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Seroconversion de anticuerpos IgG en muestras pareadas de escolares
periodo 2010-2011y 2011-2012

A un total de 1835 escolares fue posible realizar deteccién de anticuerpos IgG contra el virus
dengue en muestras de sangre pareadas en los afios del estudio, de los cuales 1.785 escolares
participaron en el periodo 2010-2011 y 384 escolares participaron en el periodo 2011-2012

En la comparacion entre los dos periodos se observd que el grupo de escolares negativo
disminuyd del 26,8% al 21,9%, en el 2011-2012. Se observé un aumento de 42% a 52,9% del grupo
de escolares positivo en ambas muestras. La tasa de seroconversion disminuyé del 16,5% al 10,4%
en el segundo periodo y la seroreversidn se mantuvo constante entre los dos periodos del 14,6%
y 14,8% (tabla 14).

La edad en cada uno de estos grupos varié significativamente en ambos periodos (ch? de
Pearson=13,84, p=0,000 y ch? de Pearson= 15,57, p=0,000), el promedio de edad de los escolares
que permanecieron negativos fue 10,2+2,7 y 10£3,3 en cada periodo. El promedio en el grupo
gue permanecid positivo en ambas muestras fue del12+2,6 y 11,5+2,6 (p=0,03), en relacidn a la
seroconversion el promedio de edad fue 10,313 y 13,3+2 (p=0,00) y la para la seroreversion fue
de 11,243y 10,2+2,7 (p=0,01).

Durante los dos periodos con relaciéon el género el mayor porcentaje de seroconversion se
observé en los hombres y en la raza afrocolombiana, esta ultima fue estadisticamente significativa
comparada con los mestizos en el periodo 2010-2011.

La edad donde la seroconversiéon fue mayor se observé en los escolares de 7afios en el periodo
2010-2011 con un 41,8% y en los escolares de 17 afios durante el periodo 2011-2012 con el 40%.
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Tabla 14.Porcentaje de seroconversidn y seroreversion de anticuerpos IgG contra el virus en
escolares de Medellin durante los periodos 2010-2011 y 2011-2012

. o 2010-2011 2011-2012
Periodo afio
N=1451 N=384
% % % %
seroconversion | Seroreversion | seroconversion | Seroreversion
16,5 14,6 10,4 14,8
Sexo
Mujeres 15,3 14,8 8,3 14,6
hombres 18,0 14,5 12,5 15,1
Raza
Mestizo 16,3 14,9 10,3 14,9
Afro-Colombiano 27,5 11,8 33,3 16,7
Otra 6,5 9,7 0,0 11,1
Edad en afios
5-6 15,4 17,3 0,0 19,0
6-7 20,8 11,1 21,1 9,5
7-8 41,8 16,4 4,2 19,0
8-9 24,1 9,2 10,0 23,8
9-10 21,1 17,0 4,8 19,0
10-11 22,7 10,9 13,0 38,1
11-12 14,1 14,1 17,5 38,1
12-13 11,8 15,9 8,5 61,9
13-14 12,3 14,8 3,2 14,3
14-15 11,9 17,0 10,3 19,0
15-16 11,2 19,4 7,1 4,8
16-17 7,7 9,2 15,4 4,8
17-18 26,7 6,7 40,0 0,0
*Porcentaje de seroconversion positivo y negativo fue calculado usando como
denominador el nUmero total de escolares en cada categoria de la variable
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Caracterizacion de la respuesta de anticuerpos contra el virus dengue
mediante el ensayo de microneutralizacion en placa adaptado a elispot:
ELISPOT-MNT50

El ensayo de microneutralizacién ELISPOT (ELISPOT-MNT) cuya metodologia fue descrito
previamente, fue utilizado con el objetivo de caracterizar la respuesta de anticuerpos mediante
la titulacion por de MNT50 el cual es definido como la dilucién del suero donde se reduce el 50%
de las placas cuando se compara con los pozos control que solo poseen el virus. Los titulos de
MNT50 menores a <1:20 se consideraron indetectables.

En una muestra representativa de 357 escolares que correspondia a 373 sueros procesados por
la Elisa IgG se realizé la caracterizacion de la respuesta de anticuerpos mediante la titulacién por
de MNT50.

La edad promedio de los escolares evaluados fue de 1113, el 55,2% eran mujeres, el 90,2% era
mestizos, el 5% afrocolombianos. Se encontré que el 96,9% (346/357) presentaban titulos
detectables de anticuerpos contra uno o varios serotipo del virus dengue.

Las muestras se encontraron distribuidas en los 3 afios asi: 267 del aifio 2010, 93 del afo 2011y
13 del afio 2012. En el afio 2010 se observd que la mediana del titulo de anticuerpos
neutralizantes fue mayor para el DENV-4 (mediana=1308 Q1-Q3=177—3166). En el 2011 fue
mayor para DENV-1 (mediana=1437 Q1-Q3=80—5642) y en el 2012 para DENV-4 (mediana=5693
Q1-Q3=1085—6294). Al comparar cada uno de los serotipos entre los afios 2010 y 2011 de donde
provenian la mayoria de las muestras evaluadas se encontré un aumento significativo en la
mediana del titulo de anticuerpos neutralizantes para DENV-1 (p=0,01) mientras que para el
DENV-2 se observd una disminuciéon no significativa y para DENV-3 y DENV-4 los titulos de
anticuerpos neutralizantes se mantuvieron relativamente estables (Figura 4).

Se encontré que a 23 escolares se le evaluaron multiples muestras por el ensayo de
microneutralizacion, de los cuales a 16 escolares se le evaluaron la dos muestras del estudio de
monitoreo seroldgico anual y a 7 escolares se tenia el resultado de tres muestras que consistian
en las muestras aguda y convaleciente colectadas durante el estudio longitudinal por un episodio
de sindrome febril (negativos por RT-PCR y ELISA IgM) y una de las muestras anuales. Al
caracterizar la respuesta inmune al virus de estos escolares, se encontrd que solo un escolar
permanecio negativo (4,3%) el resto era positivo para uno o varios serotipos, el 21,7% se le
observé disminucion en el titulo de anticuerpos en las muestras pareadas, mientras que el 73,9%
(17/23) tuvieron contacto con el virus dengue lo cual fue confirmado por un aumento cuadruple
en el titulo de anticuerpos neutralizantes entre las muestras pareadas. La respuesta inmune se
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caracterizd por una respuesta inmune secundaria y heterotipica, el aumento cuddruple se
observd principalmente contra el DENV-4 (4/17), DENV-1/DENV-4 (4/17), DENV-1/DENV-3/DENV-
4 (3/17), DENV-1/DENV-2/DENV-3 (2/17). La descripcién completa de este grupo de escolares se
observa en la Tabla 15.
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Figura 4. Titulo MNT50 de los serotipos del virus dengue en escolares de la ciudad de Medellin durante los afios 2010, 2011, 2012
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Figura 5. El titulo MNT50: ensayo de microneutralizacion en placa 50 para el serotipo DENV-1 se muestra en A, DENV-2 en B, DENV-3 en Cy DENV-4 en D, las cajas representan la
mendiana, y el rango intercualtilico Q1 y Q3 de cada serotipo en cada uno de los afios evaluados. N=267 para DENV-1, DENV-2, DENV-4 y N=163 para DENV-3 en el 2010; N=93
para DENV-1,DENV-3, DENV-4 y n=88 para DENV-2 para el 2011; N=13 para DENV-1,DENV-3, DENV-4 y N=11 para DENV-2 en el 2012.
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Tabla 15. Descripcidn respuesta inmune contra el virus dengue por MNT50 en escolares de la
ciudad de Medellin durante los afios 2010, 2011, 2012

TITULO MNT50

TIPO DE

ID |GENERO| FECHA I/:Egsfri E|gL||3|A eyt | DENv2 | DENva | DENva | RESPUESTA |NTFIESCI|)OEN
EDAD INMUNE

10028 Mujer Ago-10 M1 Negativo <20 164 <20 666 Heterotipica .
14 M2  Negatvo 1408 <20 88 1330 D1/D3/pa ‘“ccundaria

S0792 Hombre jun-10 M1 Negativo <20 <20 <20 823  Heterotipica .
5 M2  Negativo 1548 1380 <20 1385 D1/D3/pa Sccundaria

U0097 Mujer may-10 M1 Negativo <20 <20 <20 6370 Heterotipica .
12 M2  Negativo 5178 355 84 1582 DI1/D2/p3 °ccundaria

S0724 Hombre jun-10 M1 Negativo 210 170 <20 160 Heterotipica .
8 M2  Negatvo 1673 85 <20 1369  pi/ps  “eeundaria

S0306 Mujer  jun-10 M1 Negativo 687 782 SD 895 Heterotipica secundaria
12 M2 Negativo 236 175 <20 12044 D4

S0417 Hombre jun-10 M1 Negativo 1774 1620 SD 1767 Heterotipica secundaria
14 M2 Negativo 1650 <20 <20 5856 D4

S0450 Mujer  jun-10 M1 Negativo 5736 6346 SD <20 Heterotipica secundaria
7 M2 Negativo 6061 86 <20 1570 D4

S0833 Hombre jul-10 M1 Negativo 6438 52 <20 6594 Heterotipica Infeccion
5 M2 Negativo 443 407 <20 6534 D2 no reciente

U0280 Mujer may-10 M1 Negativo 33602 <20 <20 <20 Homotipica secundaria
9 M2 Negativo <20 <20 <20 2808 D4

IC061 Hombre feb-11 M1 Negativo <20 5485 <20 <20 Heterotipica .
15 M2  Negativo 167 2707 <20 644 p1/ps  Secundaria

FM271 Mujer feb-11 M1 Negativo <20 <20 <20 <20 NA Negativo
10 M2 Negativo <20 <20 <20 <20

JRO0O6 Hombre mar-11 M1 Negativo 1337 7321 6307 392 , Infeccién

. Heterotipica .

9 M2 Negativo 1484 SD <20 382 no reciente

FM213 Mujer feb-11 M1 Negativo 1514 1549 6998 1314 Heterotipica .
10 M2  Negatvo 5877 6024 1505 5859 D1/D2/D4 “ccundaria

IC174 Hombre feb-11 M1 Negativo 6823 1330 112 5142 Heterotipica Infeccion
9 M2 Negativo <20 362 <20 5277 no reciente

FM268 Mujer feb-11 M1 Negativo 7024 5984 <20 382 Heterotipica secundaria
9 M2 Negativo 3159 10671 10240 193 D3

FM204 Hombre feb-11 M1 Negativo 7374 6140 5156 107 Heterotipica secundaria
15 M2 Negativo 8455 1526 437 458 D4

S0193 Mujer  jul-10 MA Negativo 45159 4877 12923 55809 Infeccién
15 MC Negativo 48567 4764 9545 5471 Heterotipica no reciente

jun-11 M2 Negativo 6046 142 101 5164

S0638 Hombre sep-10 MA Negativo 3633 9872 33 79 Heterotipica

6 MC Negativo 59847 2660 36 353 D1/D4 secundaria
jun-11 M2 Negativo 5505 99 <20 6077
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Tipod ELISA TITULO MNTS0 TIPO DE TIPO DE
ipo de
ID FECHA RESPUESTA .
GENERO Muestra| IgM | DENV1| DENV2 | DENV3 | DENV4 INFECCION
EDAD INMUNE
10019 Mujer ago-10 M1 Negativo <20 84 <20 1467 L
. Heterotipica .
16 may-11 MA Negativo 1396 44 1522 2041 D1/D3/D4 secundaria
MC Negativo 1576 36 1422 3625
S0316 Hombre jun-10 M1 Positivo 101 1930 SD 1340 L.
e Heterotipica .
12 ago-10 MA Positivo 3568 2157 3822 1376 D1/D2/D3 secundaria
MC Positivo 3819 3319 17155 319
S0594 Mujer  jun-10 M1 Negativo 3070 3552 SD 3000 L
. Heterotipica .
9 mar-11 MA Negativo 20916 2827 3938 5879 D1/D4 secundaria
MC Negativo 2035 1793 2919 1480
U0018 Hombre may-10 M1 Negativo 5608 <20 <20 <20 , .
. . Heterotipica .
14 jun-10 MA Negativo 1753 15893 4573 3220 D2/D3/D4 secundaria
MC Negativo 38 1046 <20 <20
U0006 Hombre may-10 M1 Negativo 7053 <20 <20 <20 L.
. . Heterotipica .
15 dic-10 MA Negativo 44 3546 662 16 D2/D3 secundaria
MC Negativo 164 2577 38 <20

ID: identificacidn de la muestra; Fecha: Mes-afio. Tipo de muestra M1y M2: muestras del estudio de corte tomadas con un intervalo
de 1 afio; MA: muestra aguda; MC: muestra convaleciente tomadas con un intervalo aprox. De 15 dias; TITULO MNTS50 : Titulo de
anticuerpos neutralizantes para cada serotipo, en negrilla se indica el titulo con aumento cuadruple en el titulo de anticuerpos. Tipo
de Respuesta inmune: se indica el serotipo donde se observé aumento cuadruple en el titulo de anticuerpos. Tipo de infeccidn: segin
el estatus inmune en la primera muestra: SD: sin dato. N.A: No aplica

Socializacion del estudio y Material educativo
En las escuelas participantes, los escolares, los padres y el personal educativo fueron capacitados

acerca de dengue, modo de transmisién, medidas de control del vector, manejo de la enfermedad

y signos de alarma, lo cual se realizé conferencias y metodologias lidicas con los escolares (juegos

didacticos) y se distribuyeron folletos educativos sobre el dengue a escolares y profesores.

Se entregaron los resultados positivos y negativos a cada participante con explicacién de los

resultados. Circular emitida por el rector de cada IE con los resultados del estudio. Entrega de un

informe a cada rector y al secretario de educacidon municipal sobre los resultados del estudio.
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CAPITULO 5

ESTUDIO ENTOMOLOGICO EN LAS VIVIENDAS DE LOS
ESCOLARES, LAS IE Y DISTRIBUCION ESPACIAL DE LOS
CASOS DE DENGUE

Metodologia

Indices de infestacidn por Aedes aegypti

En las casas de los pacientes positivos para dengue y algunos negativos que participaron en el
estudio de cohorte y en las instituciones educativas elegidas, se realizé un muestreo de las
poblaciones de Aedes aegypti, por medio de las encuestas de larvas, de pupas y de adultos
siguiendo los pardmetros de la OMS (7).

Inspeccidn de las viviendas. Se realizd inspeccidén de las casas desde la parte externa hasta el

interior de la vivienda.
Encuesta de larvas y pupas de Aedes aegypti. Se realizé busqueda activa y registro de larvas y

pupas en todos los recipientes que contengan agua dentro de las viviendas. Las larvas colectadas
fueron dispuestas en capsulas (1-5 larvas) con alcohol al 70% y posteriormente se llevaron al
laboratorio de entomologia del ICMT, para ser identificadas por medio de claves taxondmicas
especificas.

Encuesta de mosquitos adultos

Para la captura de mosquitos adultos se utilizé el método de cebo humano y captura en reposo,

siguiendo la metodologia de la OMS (7).

e Cebo humano: se realizaron capturas intradomiciliarias en las casas, con un tiempo de
exposicién de 20 minutos por casa. Los mosquitos se colectaron con ayuda de aspiradores
bucales y se depositaron en frascos plasticos rotulados para cada vivienda.

e Captura en reposo: se realizé una busqueda minuciosa de adultos de A. aegypti, durante las
horas del dia (8:00 a 17:00 horas), dedicando como minimo 20 minutos de busqueda en cada
vivienda. La busqueda se realizé en el peridomicilio (paredes y superficies aledafias a
depdsitos de agua), e intradomicilio (todas las paredes de la casa, objetos colgados y en
rincones humedos y oscuros).

Todo el material recolectado fue llevado al ICMT con el fin de ser identificado y se ingresé a una

base de datos.
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Analisis de resultados

Se calcularan los indices de riesgo de infestacion por Aedes aegypti de la siguiente manera:
indice de infestacion viviendas, para larvas (I1V):

IIV = No. viviendas positivas/No. viviendas inspeccionadas*100

indice de infestacién de depésitos (1ID):

IID = No. de depdsitos positivos/No. de depdsitos inspeccionados*100

Indice de infestacién de Breteau (1IB):

IIB = No. de depdsitos positivos/No. de viviendas inspeccionadas*100

indice de infestacién de viviendas para adultos (I1A):

Il = No. de viviendas positivas/No. viviendas inspeccionadas*100

Segun los indices de infestacion se da el criterio de clasificacion del riesgo de transmisidon de la
siguiente manera: Riesgo bajo (lIV menor a 4%, 1ID menor a 3% y IIB menor de 5%). Riesgo alto
(V mayor o igual a 4%, IID mayor o igual a 3% y |IB mayor o igual a 5%).

Sistema de informacion geografica

En las IE y en las casas de los casos positivos y algunos negativos se tomaron las coordenadas
geograficas por medio de GPS (Garmin co) con precisién de 3 metros. Adicionalmente, se
recolectaron las direcciones de los escolares participantes en el afo 2010. Con la oficina de
planeacion municipal de Medellin se obtuvieron mapas digitalizados de la zona de estudio sobre
los cuales se descargd la informacién de casos de dengue por viviendas, indices de adultos,
depdsitos, viviendas y Breteau. El procesamiento se realizé con el software ArcGIS 10.3.1. Todos
los datos se integraron en un sistema de informacién geografica (SIG), el cual tenia la informacion
espacial de los vectores y la distribucién de los casos, con el fin de explicar y predecir la
distribucién geografica de la enfermedad.

Adicionalmente, de los 1803 escolares participantes en el afio 2010 se recuperd la direccidon de
sus casas, y junto con el resultado de la ELISA IgG , se tomd una muestra representativa de la
poblacién entre 5 y 19 afios para realizar un mapa con la frecuencia de anticuerpos IgG de las
comunas: Laureles Estadio, la América, La Candelaria, Robledo, Belén, Castilla, Aranjuez, Santa
Cruz, Guayabal y San Javier de la ciudad de Medellin.
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RESULTADOS

Se realizaron 94 visitas domiciliarias para realizar el levantamiento de los indices entomoldgicos.
Las 94 viviendas estaban distribuidas en 37 barrios ubicados en las comunas 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 y 16 del municipio de Medellin. De las casas encuestadas, 67 (71,27%) fueron
negativas a la presencia de larvas y adultos de Aedes aegypti y 27 casas (28,7%) tuvieron
presencia de infestacion por Ae. Aegipty. Al analizar la informacion por comunas de la ciudad de
Medellin, se evidencié que los indices entomoldgicos de viviendas son altos en las comunas 4, 5,
9y 11y el indice de adultos es igualmente alto en las comunas 4, 9, 10, 13, 14 y 16. El 13.83% del
total de viviendas visitadas fueron positivas para larvas de Ae. Aegypti, las cuales se encontraban
en los barrios de San Javier, Caicedo, Laureles, Miranda, Robledo, Pedregal y Girardot. El 20,2%
del total de viviendas visitadas fueron positivas para adultos de Ae. Aegipty, las cuales se
encontraban en los barrios Belén, San Javier, Simon Bolivar, Laureles, Caicedo, Poblado, Los
Angeles, Centro, Antonio Nariio, El Bosque. En el 5.32% del total de viviendas visitadas fueron
positivas tanto para larvas como para adultos de Ae. Aegipty, las cuales se encontraban ubicadas
en los barrios San Javier, Laureles y Caicedo (Figura 5).

Aunque el tamano muestral no fue el adecuado para realizar analisis con significancia estadistica,
se logra evidenciar que hay algunas zonas de mayor riesgo de transmisién de dengue, como las
comunas 13, 5y 6, situacién que se logra corroborar con los hallazgos de los casos con evidencia
de infeccion reciente por el virus dengue , los cuales se agruparon en estas comunas.

En 6 de las 7 Instituciones Educativas se hizo estudio entomoldgico. En cuatro IE se observaron
los siguientes criaderos de Aedes aegypti, dos tanques, un tanque elevado, una caneca, una
botella y una fuente decorativa. Se capturaron en las 6 IE adultos de Ae. Aeggyptiy en tres larvas
de Ae. Aegypti, para un indice de adultos de 100% y un indice larvario de 50%.

Distribucion espacial de los casos

Los escolares con sindrome febril detectados en el estudio longitudinal se distribuyeron en 12 de
las 16 comunas de Medellin, con mayor confluencia en la comuna de San Javier, area de influencia
de la IE SB. En contraste los escolares con sindrome febril de las IE UP (no oficial) y la IE IN, estaban
dispersas en toda la ciudad. Los casos confirmados de dengue del estudio longitudinal estaban
distribuidos en 6 comunas. En la distribucién espacial de los escolares seropositivos para Ac IgM
se observan dos conglomerados, uno en la comuna 13 y el otro en la comuna 4, drea de influencia
de las IE SB y IE-FM. En el resto del area de estudio la distribucién no sigue un patrén espacial
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especifico de los casos. Con relacidn a los indices de depdsitos, se observd en predominio del
riesgo medio y bajo, solo se detectd riesgo alto en la comuna de Laureles (Figura 5). Predominé
la ausencia de mosquitos adultos por la dificultad del método de busqueda, sin embargo en las
comunas 8 y 13 la presencia de adultos, evidencia la elevada infestacion por A. aegypti. Al
sobreponer los casos de dengue con el indice de depdsitos se observa que en las comunas 13y 4
donde hay mayor agrupacidn de casos el indice de depdsito es de bajo y mediano riesgo segln
los criterios de la OMS (7).

La mayor frecuencia de escolares con anticuerpos IgG se observé en las comuna de San Javier
(56,7%), seguido de Guayabal 56,4% , Aranjuez (53%) y Santa Cruz (52,2%), aungue no se observa
un patrén distribucidn o diferencias significativas entre las comunas (Figura 6).
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Figura 5. Mapa de Medellin con la ubicacidén de escolares positivos para la infeccidon dengue y los
indices de depdsito de sus viviendas, 2010.
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Figura 6. Mapa de Medellin con la frecuencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue de
escolares en las comunas de la ciudad de Medellin afio 2010
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Estudio serologico en contactos familiares de los escolares

En las visitadas a las las viviendas fueron captados 214 familiares, entre positivos y negativos de
los cuales 7 (3,3%) presentaron anticuerpos IgM contra el virus del dengue. Cuatro de ellos eran
familiares de escolares positivos de la IE UP y tres eran familiares de escolares positivos de la IE
FM. Ninguno de los familiares presentd sintomas en el momento de la toma de la muestra.
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CAPITULO 6

CONOCIMIENTOS, APTITUDES Y PRACTICAS SOBRE
DENGUE EN ACUDIENTES DE LOS ESCOLARES

Metodologia

Disefio del estudio

Un estudio de corte transversal para la evaluacién de los conocimientos, aptitudes y practicas de
los acudientes de los escolares mediante la aplicaciéon de una encuesta.

Poblacion de estudio.

La poblacion de estudio estuvo constituida por 1.996 padres de familia y acudientes de
estudiantes de primaria y bachillerato de IE oficiales IE-SB e IE-IN y la IE-UP (No Oficial). La
seleccion de los padres de familia fue por conveniencia.

Con el objetivo de determinar los conocimientos, actitudes y practicas que tenian sobre el dengue
los acudientes de escolares de las tres instituciones educativas del estudio de cohorte. Se realizé
un estudio descriptivo de corte transversal, mediante la aplicacion de una encuesta para evaluar
los conocimientos, aptitudes y practicas de 1.996 padres de familia y acudientes de escolares
durante el 2010

Cada una de las muestras de sangre tomada en el estudio de monitoreo serolégico del afio 2010,
estuvo acompanada por una encuesta que estaba divida en dos secciones una primera seccién
donde se contemplaba toda la informacion socio demografica e informacion clinica relevante de
cada participante, una segunda seccidn consistia en una encuesta tipo CAP con trece preguntas
cerradas, orientadas al conocimiento, actitudes y prdcticas sobre el dengue: modo de
transmisién, signos y sintomas del dengue, medidas de prevencién, manejo del paciente y
percepcion de factores de riesgo de dengue en la vivienda y su entorno (Anexo 3).

La encuesta estaba dividida en tres secciones una primera seccién donde se contemplaba toda la
informacién socio demografica del escolar donde fueron medidas las siguientes variables:
Institucion educativa, grado, barrio, estrato socioeconémico, EPS (afiliaciéon al Sistema General de
Seguridad Social en Salud), edad, sexo, raza, también se pregunté sobre el antecedente de dengue
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algunavez, presencia de fiebre en los Ultimos 3 meses y en los Ultimos 7 dias. Una segunda seccion
con datos correspondientes y medidos al acudiente (Parentesco, Edad, NUmero de personas en
la vivienda y nivel educativo). La tercera seccidén estaba integrada por 13 preguntas cerradas,
orientadas al conocimiento, actitudes y prdcticas sobre dengue: modo de transmisién, signos y
sintomas del dengue, medidas de prevencidén, manejo del paciente y percepcién de factores de
riesgo de dengue en la vivienda y su entorno. Cada pregunta tenia varias opciones de respuesta
y estas a su vez medidas en forma dicotdmica con opciones de “Si” 6 “No”. Finalmente fue
sometida a validez de contenido por personal experto en la tematica (Anexo 2).

RESULTADOS

Caracterizacion sociodemografica de los encuestados

Fueron aplicadas un total de 1 996 encuestas, distribuidas de la siguiente manera en las tres IE:
739 (37%) en la IE-SB, 740 (37,1%) en la Institucidon IE-IN y 517 (25,9%) en la IE-UP. La poblacion
estudiada estuvo constituida por adultos mayores de 17 afios, con un promedio de edad de
38,8+8,5 afos. La mitad de los participantes tenian 38 aflos 0 menos. La edad mas frecuente fue
35 afios oscilando entre 18 y 84 anos. Los grupos de edad de mayor participacion fueron el de 28
a 37 y el de 38 a 47 aiios con el 37,8 % respectivamente. Con relacién al parentesco del
encuestado con el escolar 1.595 (79,9%) eran madres, 244 (12,2%) eran padres y 143 (7,2%) eran
otro acudiente. No se obtuvo informacion de esta variable en 14 encuestados. El nivel educacional
mas frecuente fue la educacion bdsica (primaria y secundaria) con el 56,7 %, seguido de la
educacion superior (universidad, tecnologia y postgrados) con el 40 %. No tenian ningun nivel
educativo el 1,2 % de los encuestados y no se obtuvo informacidn de esta variable en 43 personas
(2,2%). El estrato socio econdmico predominante fue el estrato bajo con el 36,9 % seguido del
estrato medio bajo con el 29,4 % de frecuencia (Tabla 14). El promedio de las personas que
convivian con los encuestados fue de 4,54 habitantes por vivienda.

Se hizo la comparacion de los conocimientos, actitudes y practicas sobre dengue, segun la
persona que respondio la encuesta, el grupo de edad y el nivel educativo de los encuestados.

Conocimientos

De los encuestados que respondieron el interrogante ¢Qué es el dengue?, el 75,8 % (1.513)
consideran el dengue como una enfermedad. De estos 470 (23,5 %) afirman adicionalmente que
es un zancudo. El 22,4 % (447) responden que solo es un zancudo. Nueve personas responden
gue no es una enfermedad y son otras causas diferentes a una enfermedad y un zancudo.
Veintidos encuestados (1,1 %) no saben que es el dengue.
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En cuanto a los sintomas el 93,3 % reconocieron la fiebre como el sintoma mas frecuente, seguido
del 80 % de dolor en todo el cuerpo. El 78,6 % reconocieron el dolor de cabeza como un sintoma
de la enfermedad. El 64,5 % y el 61,2% no reconocen el brote y el dolor abdominal
respectivamente como un sintoma del dengue. La hemorragia fue reconocida en el 52,7 % de los
encuestados. El 4,5 % (89) no saben cuales son los sintomas.

Sobre el mecanismo de transmision de la enfermedad se observa que el 93,8 % (1.872) saben
como se transmite el dengue “Picadura de mosquito”. De estos, el 8,3 % (166) responden que
también es transmitido debido a un contacto con un enfermo, el 7,5% (141) al contacto con
utensilios usados por el enfermo, el 26,9 % (504) a alimentos o agua contaminados, el 1,7% (32)
transmitido por otras fuentes diferentes a las sefaladas en la encuesta. El 64,5 % sabe que la
cadena de transmisién de la enfermedad estd ligada a la picadura de un mosquito, sin embargo
el 3,2 % identifica otras formas de transmision que no estan asociadas.

Treinta y dos encuestados (1,6 %) no saben cédmo se transmite el dengue.

Sobre el lugar de reproduccion del zancudo Aedes aegypti que transmite el dengue se evidencia
que el 71,3 % (1424) de la poblacion encuestada tiene identificado el agua limpia estancada como
lugar donde se reproduce el zancudo. El 61,4 % (874/1424) sefiala las quebradas, rios y cafios. El
48,3 % (688/1424) en basuras. Setenta encuestados (3,5 %) no saben el lugar de reproduccién del
zancudo.

Al comparar seguln persona quien responde la encuesta, se observa que los padres de familia
tuvieron mas frecuencia de respuestas adecuadas que las madres y otro acudiente con relacién a
que el dengue es una enfermedad (82,4 % [201/244], 75,4 % [1202/1595], y 71,3 % [102/143],
respectivamente (Tabla 16).

En cuanto alos signos y sintomas de dengue fueron semejantes las respuestas para fiebre, cefalea
y dolor en todo el cuerpo entre los grupos de comparacion. Se destaca que sintomas y signos
como el dolor abdominal, hemorragias, vémito y brote son conocidos por menos del 67 % de los
participantes. Con respecto al modo de transmisidn, la frecuencia de respuestas adecuadas segun
persona quien responde fue de 97,1 % para las madres 93,5 % padres y 91,6 % otro acudiente,
segun reproduccién del mosquito fue de 73,8 %, 71,5 % y 67,8 % respectivamente para los mismos
participantes (Tabla 16).

De acuerdo al grupo de edad, los encuestados que tenian entre 48 a 57 afios de edad, fueron los
que respondieron adecuadamente en cuanto a que el dengue es una enfermedad (81,2 %),
ademas de conocer la mayoria de los sintomas del dengue. Por otro lado el grupo de 38 a 47 afios
de edad, respondieron adecuadamente sobre el modo de transmisién del dengue reconociendo
gue es por medio de una picadura de mosquito (95,5 %). Para los mayores de 58 afios el zancudo
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se reproduce en aguas limpias estancadas, con 88,1 % de frecuencia, comparada con el 63,1 %y
74 % para los otros grupos de edad. Se observo que los grupos que se encuentran en los extremos
de la vida (18 y 27 afios, y 58 aflos y mas) tenian menos conocimientos que el resto de los grupos
de edades (Tabla 17).

Segun nivel educativo, se observaron diferencias entre los que tienen algin nivel de educacién y
los que no tenian ninguno. En los participantes con un nivel educativo superior, se observé en un
81,5 % mejor conocimiento frente a que el dengue es una enfermedad (650/798), en este grupo
fueron identificados con mayor frecuencia los signos y sintomas del dengue, tales como fiebre
(95,2 %), cefalea (80,2 %) y dolor en todo el cuerpo (82,2 %). Estuvieron de acuerdo en el 95,9 %
(765/798) que es transmitida por la picadura de un mosquito, identificando simultdneamente
otras causas que no estan asociadas a la cadena de transmisién, aun asi solo la picadura de un
mosquito fue reconocido en el 68,6 % (548/798) de los encuestados como Unica causa. Las otras
formas de transmisidn fueron reconocidas en el 4,01 % de los encuestados (32/798). En el 74,1%
(591/798) se identifico que el mosquito se reproduce en aguas limpias estancadas (Tabla 18).

Actitudes

El 87,2 % de las personas encuestadas reconocen que él o su familia pueden sufrir dengue.
Seguido a esto cuando algin miembro de la familia tiene dengue, el 95,2 % (1.901/1.996) de los
encuestados manifiesta que consulta al médico en comparacién con el 3,7 % que se auto-medica
y el 5,2 % que consulta a la farmacia. El 1,8 % (35/1.996) no sabe qué hacer cuando se presenta
este evento. Al comparar quien responde a la pregunta, se observd que los padres, respecto a las
madres y otros acudientes responden con mayor frecuencia el adecuado manejo frente a la
persona con dengue (97,1 %, 95 % y 95,8 % respectivamente). Fueron semejantes las respuestas
por grupos de edad en cuanto a la consulta al médico y a la automedicacion. Sin embargo el grupo
de edad que mas se auto medica es el de 58 afios y mas con el 7,1 % de frecuencia (3/42).

Segun el nivel educativo se observd que los encuestados que presentan un alto nivel educativo
son los que acuden con mayor frecuencia al médico (97,6 %), cuando sospechan que presentan
dengue, comparado con los demas niveles educativos.

Practicas

El 33,9 % de los encuestados refirié tener platos de mascotas, seguido del 35,6 % que tienen
floreros en su vivienda. El 24,8 % y 24, 5 % de los encuestados poseen matas sembradas en agua
y escurridores de matas respectivamente. El 19,8 % afirma tener tanques con agua sin tapa. Una
baja proporcién de encuestados tienen inservibles a la intemperie (5,2 %).
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Aunque es baja la proporcion de individuos con estos utensilios en sus viviendas, las practicas que
las personas emplean para evitar el dengue en su orden descrita fueron: Lavar el tanque del agua
(63,7 %), fumigar (56,6 %), drenar las canoas (48,3 %). El 35,2 % de los encuestados tienen como
practica lavar cada 2 o 3 dias los floreros, seguido del lavado de los platos de las mascotas con el
34,1%. Veintisiete personas reconocen como otra actividad el evitar la acumulacién de aguas
estancadas como medida para prevenir el dengue.

Al comparar las practicas frente a la forma de prevenir el dengue respecto a quien responde la
encuesta se evidencia que mas del 50% de las personas reconocen las acciones preventivas contra
el dengue: lavar el tanque, fumigar y drenar las canoas, guardar los inservibles bajo techo, lavar
cada 2 o 3 dias los floreros y los platos de mascotas (Tabla 14). De acuerdo al grupo de edad se
observé que en el grupo de 28 a 37 aiios la practica mas frecuente fue lavar el tanque de agua
(64,9 %) y para los mayores de 58 afios fue fumigar (69 %) (Tabla 15).

De acuerdo al nivel educativo se encontré que los encuestados del nivel de educacién basica
practican con mayor frecuencia el lavado de los tanques de agua (65,8 %), sin embargo el grupo
con educacién superior practica con mayor frecuencia otras practicas preventivas frente al
dengue, como drenar las canoas (52 %), fumigar (61 %), lavar 2 o 3 veces a la semana los floreros
(Tabla 16).

En una alta proporcidén los acudientes responden que el medio a través del cual han recibido
informacién respecto al dengue ha sido los medios de televisidn (89 %), seguido del personal de
salud (72,1%), e informacion reportada en el periddico (61,7 %).
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Tabla 16. Distribucion de los conocimientos, actitudes y practicas sobre el dengue
en acudientes de escolares de instituciones educativas de Medellin en relacion a

guien responde.

Madre Padre Otro
n=1595 n=244 n=143
Conocimientos, actitudes y practicas N° % N° % N° %
¢Qué es el dengue?
Una enfermedad 1202 | 75,4 | 201 | 82,4 | 102 | 71,3
Un zancudo 750 | 47,0 | 85 | 34,8 | 79 | 55,2
Otro 12 0,8 3 1,2 2 1,4
No sabe 14 0,9 2 0,8 5 3,5
éCudles son los sintomas?
Fiebre 1491 | 93,5 | 222 | 91,0 | 137 | 95,8
Dolor de cabeza 1259 | 78,9 | 185 | 75,8 | 114 | 79,7
Dolor en todo el cuerpo 1270 | 79,6 | 200 | 82,0 | 116 | 81,1
Brote 590 | 37,0 | 66 | 27,0 | 51 | 35,7
Hemorragias 855 | 53,6 | 115 | 47,1 | 78 | 54,5
vomitos 959 | 60,1 | 138 | 56,6 | 97 | 67,8
Dolor abdominal 611 | 38,3 | 97 | 39,8 | 61 | 42,7
Otros 121 7,6 25 | 10,2 | 10 | 7,0
No sabe 73 4,6 8 3,3 7 4,9
¢Como se transmite?
Contacto con un enfermo 154 9,7 25 10,2 | 14 | 9,8
Contacto con utensilios usados por el
enfermo 119 7,5 21 8,6 15 | 10,5
Alimentos o agua contaminados 452 | 283 | 56 | 23,0 | 53 | 37,1
Picadura de mosquito 1492 | 93,5 | 237 | 97,1 | 131 | 91,6
Otro 29 1,8 4 1,6 6 4,2
No sabe 29 1,8 3 1,2 0 0,0
éCuales son los lugares en donde se
reproduce el zancudo?
Quebradas/rios/cafios 1063 | 66,6 | 168 | 68,9 | 96 | 67,1
Agua limpia estancada 1141 | 71,5 | 180 | 73,8 | 97 | 67,8
Basuras 803 | 50,3 | 113 | 46,3 | 78 | 54,5
No sabe 58 3,6 6 2,5 6 4,2
¢Qué hace cuando usted o su familia
tienen dengue?
Consulta al médico 1515 | 95,0 | 237 | 97,1 | 137 | 95,8
Se auto medica 58 3,6 7 2,9 8 5,6
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Se cuida en casa 233 | 14,6 | 54 | 22,1 | 26 | 18,2
Consulta a la farmacia 78 4,9 15 6,1 11 | 7,7
Nada 6 0,4 1 0,4 1 0,7
No sabe 31 1,9 0 0,0 3 2,1
éUsted o su familia pueden sufrir 1390 | 87,1 | 220 | 90,2 | 119 | 83,2
dengue?

é¢Qué hace para prevenir el dengue?

Drena las canoas 763 | 47,8 | 128 | 52,5 | 69 | 48,3
Lava el tanque de agua 1029 | 64,5 | 145 | 59,4 | 89 | 62,2
Fumiga 901 | 565 | 36 | 14,8 | 84 | 58,7
Guarda los inservibles bajo techo 500 | 31,3 | 91 | 37,3 | 49 | 34,3
éLava cada 2 o 3 dias los siguientes

utensilios?

Escurridores de matas 453 | 28,4 | 70 | 28,7 | 35 | 24,5
Platos de mascotas 548 | 34,4 | 91 | 37,3 | 37 | 25,9
Floreros 570 | 35,7 | 84 34,4 | 44 | 30,8
Ninguna medida 63 3,9 6 2,5 6 4,2
No sabe 28 1,8 4 1,6 4 2,8

Tabla 17. Distribucion de los conocimientos, actitudes y practicas sobre el dengue en acudientes de
escolares de instituciones educativas de Medellin en relacién al grupo de edad

18-27 28-37 38-47 48-57 58 y mas
conocimientos, actitudes y n=130 n=756 n=757 n=223 n=42
practicas N° % N° % N° % N° % | N° %

¢Qué es el dengue?
Una enfermedad 89 | 68,5|544 | 72,0608 80,3 |181|81,2| 32| 76,2
Un zancudo 73 | 56,2376 |49,7 314 ({41,5| 92 | 41,3 | 22 52,4
Otro 2 1,5 2 0,3 9 1,2 2 0,9 1 2,4
No sabe 3 2,3 7 0,9 8 1,1 2 0,9 1 2,4
éCudles son los sintomas?
Fiebre 116 | 89,2 | 711 | 94,0 | 705 | 93,1 | 213 | 95,5 | 38 | 90,5
Dolor de cabeza 83 /63,8590 |78,0|611|80,7|181|81,2| 40 | 95,2
Dolor en todo el cuerpo 94 | 72,3590 |78,0|619|81,8|189|84,8| 38 | 90,5
Brote 46 | 35,4277 |36,6 |260|34,3| 88 [39,5]| 14 33,3
Hemorragias 59 | 45,4390 | 51,6 | 416 | 55,0| 128 | 57,4 | 25 59,5
vomitos 74 | 56,9 | 458 | 60,6 | 451 | 59,6 | 143 | 64,1 | 32 | 76,2
Dolor abdominal 41 (31,5(293 (38,8291 |38,4|103|46,2| 17 | 40,5
Otros 7 54 5370|5775 |27 |12,1| 5 11,9
No sabe 11 | 85 | 31 | 41 | 35 | 4,6 4 1,8 3 7,1
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é¢Como se transmite?

Contacto con un enfermo 12 | 92 | 74 | 98 | 70 | 9,2 | 28 | 12,6 | 3 7,1
Contacto con utensilios usados por

el enfermo 10| 77 | 55|73 |65 |86 |20 |90 | 2 4,8
Alimentos o agua contaminados 43 | 33,1234 |31,0|194 |25,6 | 59 |26,5| 12 | 28,6
Picadura de mosquito 120(192,3|699 92,5723 |95,5(211(94,6 | 39 | 92,9
Otro 2 1,5 9 1,2 | 17 | 2,2 7 31| 2 4,8
No sabe 3 2,3 110 |13 | 12 | 1,6 3 1,3 2 4,8
¢Cuales son los lugares en donde se

reproduce el zancudo?

Quebradas/rios/cafios 88 | 67,7 | 500 | 66,1 |515|68,0|153|68,6 | 18 | 42,9
Agua limpia estancada 82 (63,1544 |72,0|541|71,5|165|74,0| 37 88,1
Basuras 71 | 54,6 | 381 |50,4|382|505|110|49,3| 16 | 38,1
No sabe 6 |46 |24 |32 |26 |34 ]| 5 2,2 | 2 4,8
¢Qué hace cuando usted o su

familia tienen dengue?

Consulta al médico 123 (94,6 | 714 | 94,4 | 724 | 95,6 | 216 | 96,9 | 41 | 97,6
Se auto medica 5 3,8 |1 28|37 | 26| 34 9 40 | 3 7,1
Se cuida en casa 16 | 12,3114 |15,1 118 |156 | 44 | 19,7 | 8 19,0
Consulta a la farmacia 8 6,2 | 40 | 53 | 39 | 52 | 11 | 4,9 2 4,8
Nada 0 | 00 2 0,3 4 |05 1 /04| 0 0,0
No sabe 3 23 (13 | 1,7 |12 |16 | 3 1,3 | 2 4,8
éUsted o su familia pueden sufrir

dengue? 109 | 83,8 | 662 | 87,6 | 661 | 87,3 | 202 | 90,6 | 36 | 85,7
¢Qué hace para prevenir el

dengue?

Drena las canoas 58 [ 44,6 | 362 (479|374 49,4 | 115 51,6 | 17 40,5
Lava el tanque de agua 77 [59,21491 (64,9482 |63,7|138 61,9 | 26 61,9
Fumiga 63 |48,5|414|54,8|438|57,9|131 (58,729 | 69,0
Guarda los inservibles bajo techo 26 20,0242 (32,0239 (31,6 94 |42,2| 16 | 38,1
éLava cada 2 o 3 dias los siguientes

utensilios?

Escurridores de matas 24 |18,5|193|25,5(230(30,4| 80 |359| 10 | 23,8
Platos de mascotas 41 |31,5|248 | 32,8 268|354 | 84 |37,7| 15 | 35,7
Floreros 4 | 3,1 |285|37,7(284(37,5| 87 |39,0| 14 | 33,3
Ninguna medida 5 3, 129 | 38|31 1|41 6 2,7 | 0 0,0
No sabe 4 | 31114 |19 |11 | 15 6 2,7 | 1 2,4
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Tabla 18. Distribucién de los conocimientos, actitudes y practicas sobre el dengue
en acudientes de escolares de instituciones educativas de Medellin en relacién al

nivel educativo

Educacion Educacién
basica superior  Ninguno
n=1131 n= 798 n=24
conocimientos, actitudes y practicas N° % N° % N %

¢Qué es el dengue?
Una enfermedad 824 | 72,9 | 650 | 81,5 | 13| 54,2
Un zancudo 606 |53,6 | 273 | 34,2 |17 | 70,8
Otro 7 0,6 9 1,1 | 1| 4,2
No sabe 15 1,3 6 08 | 0| 00
éCuales son los sintomas?
Fiebre 1044 | 92,3 | 760 | 95,2 | 21 | 87,5
Dolor de cabeza 877 | 77,5 | 640 | 80,2 | 18 | 75,0
Dolor en todo el cuerpo 891 | 78,8 | 656 | 82,2 | 14 | 58,3
Brote 407 36,0282 (353 | 7 |292
Hemorragias 597 | 52,8 | 421 | 52,8 | 13 | 54,2
vomitos 687 | 60,7 | 480 | 60,2 | 12 | 50,0
Dolor abdominal 403 | 35,6 | 348 | 43,6 | 7 | 29,2
Otros 83 73| 66 | 83 | 7 |29,2
No sabe 54 4,8 | 30 3,8 | 3 |12,5
¢Como se transmite?
Contacto con un enfermo 123 | 10,9 | 65 8,1 1| 4,2
Contacto con utensilios usados por el
enfermo 96 8,5 | 54 6,8 | 1| 4,2
Alimentos o agua contaminados 337 | 29,8 | 201 | 25,2 | 12| 50,0
Picadura de mosquito 1048 | 92,7 | 765 | 95,9 | 22 | 91,7
Otro 18 1,6 | 20 | 25 | 1| 4,2
No sabe 24 | 2,1 7 09 | 1| 42
¢éCuales son los lugares en donde se
reproduce el zancudo?
Quebradas/rios/cafios 737 | 65,2 | 564 | 70,7 | 11 | 45,8
Agua limpia estancada 790 [ 69,8591 |74,1 |17 | 70,8
Basuras 555 |[49,1| 422 | 52,9 | 7 | 29,2
No sabe 50 |44 | 19 | 24 | 1| 4,2
¢Qué hace cuando usted o su familia
tienen dengue?
Consulta al médico 1060 | 93,7 | 779 | 97,6 | 21 | 87,5
Se auto medica 51 4,5 18 2,3 2| 83
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Se cuida en casa 185 | 16,4 | 120 | 15,0 | 3 | 12,5
Consulta a la farmacia 84 7,4 | 17 2,1 | 1| 4,2
Nada 6 0,5 2 03| 0| 00
No sabe 29 2,6 5 06 | 0| 00
éUsted o su familia pueden sufrir dengue? 980 | 86,6 709 | 88,8 | 18 | 75,0
é¢Qué hace para prevenir el dengue?

Drena las canoas 528 | 46,7 | 415 | 52,0 | 9 | 37,5
Lava el tanque de agua 744 | 65,8 | 488 | 61,2 | 13 | 54,2
Fumiga 611 |54,0| 487 | 61,0 | 9 | 37,5
Guarda los inservibles bajo techo 362 | 32,0] 266 | 33,3 | 6 | 25,0
éLava cada 2 o 3 dias los siguientes

utensilios?

Escurridores de matas 287 | 25,4 258 | 32,3 | 6 | 25,0
Platos de mascotas 362 (32,0 294 | 36,8 | 11 | 45,8
Floreros 355 (31,4 | 326 | 40,9 | 8 | 33,3
Ninguna medida 43 38| 28 | 3,5 | 3 125
No sabe 21 19| 14 | 1,8 | 1| 4,2

114




CAPITULO 7/

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS VIRUS DENGUE
SEROTIPO 1 AISLADOS DE QUIBDO-CHOCO Y DE
MEDELLIN Y SU AREA METROPOLITANA

Con el objetivo de evaluar la epidemiologia molecular y evolucidn del DENV-1 se realizé el analisis
de la secuencia del 1485 nucleétidos del gen de la envoltura (E) de una coleccién de aislados
obtenidos durante 1993-2006 y 2008-2011 provenientes de Medellin y su drea metropolitana, en
el departamento de Antioquia y algunos aislados de la ciudad de Quibdé en el Chocé, Colombia.

Metodologia

Descripcion del origen de las secuencias.

Diez y siete secuencias de la envoltura del virus dengue serotipo 1 (DENV-1) provenientes de
Antioquia y Chocé fueron evaluadas. Diez de los virus se obtuvieron de sueros de casos probables
de dengue como parte de la vigilancia rutinaria del Laboratorio Departamental de Salud Publica
de Antioquia (LDSP) durante el periodo 1993-2006 (135). Tres aislados correspondian a los
obtenidos de los sindromes febriles en escolares previamente descritos y cuatro aislados fueron
obtenidos de pacientes con sindrome febril de la ciudad de Quibdd durante un estudio descriptivo
de corte transversal en pacientes con sindrome febril entre el 2008 y el 2010 (136).

Técnicas moleculares

El ARN viral (ARNv) fue extraido del sobrenadante del cultivo celular (o directamente del suero)
usando el estuche QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ARNv fue copiado a su ADN complementario mediante transcripcion reversa usando
el kit Superscript lll First Strand cDNA Synthesis kit — Invitrogen, posteriormente fueron
amplificados por PCR convencional, usando la enzima Q5 High Fidelity DNA Polymerase — New
England Biolabs dos fragmentos que se sobreponen y que incluian el gen completo de la
envoltura del DENV-1, estos dos fragmentos comprendian la regién 5'UTR-C-prM-E-NS1-NS2A-
NS2B; posteriormente, se realizo la purificacion de los productos de PCR y utilizando 8 cebadores
internos (Anexo 4) (137) que hibridaban en diferentes partes de los fragmentos amplificados,
fueron utilizados en reacciones individuales para ser enviados a la unidad de secuenciacion del
centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin-Madison en Estados Unidos y asi obtener
la secuencia del gen de la envoltura de las diferentes muestras evaluadas.
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Alineamiento y secuencias

Los cromatogramas obtenidos para cada uno de los aislados fueron ensamblados en el programa
Segman del paquete DNAstar (Lasrgene, Madison WI). Para el alineamiento se incluyeron
secuencias del gen de la envoltura de diferentes partes del mundo representativas de todos los
genotipos descritos de DENV-1 obtenidas de la base de datos del Genbank. Estas fueron
seleccionadas tratando de maximizar la representacién en tiempo y espacio. Diez secuencias
disponibles de otras regiones de Colombia, principalmente Santander, también fueron incluidas.
En total 105 secuencias del gen de la envoltura del DENV-1 fueron incluidas en el analisis.

El alineamiento por codones se llevd a cabo usando el algoritmo MUSCLE implementado en el
programa MEGA v6.06. Las secuencias fueron alineadas y ajustadas a la longitud del gen de la
envoltura (1485 nucledtidos); con excepcidon de la muestra 514LAS_Quibdo (1.296 nt) y las
secuencias de China 11801 y 12375 (1.479nt). La informacion de las secuencias seleccionadas en
el andlisis se presenta en la Tabla 19 (Anexo 5).

Analisis Filogenético

El modelo de sustitucidn nucleotidica: “general con tiempo reversible” con distribucién gamma
(GTR+G) fue seleccionado como el mds apropiado con base en el criterio de informacién corregido
de Akaike (AlCc), implementado en MEGA. El analisis filogenético se realiz6 en el programa
MrBayes v3.2.2. Realizando dos corridas de cuatro cadenas Markovianas de Monte Carlo (MCMC)
cada una. Durante un millén de generaciones, con una frecuencia de muestreo en las cadenas de
una cada 1000 generaciones, lo que permitid alcanzar una convergencias adecuada, verificada
por una desviacién estandar de las frecuencias de los “Split” <0.01. Adicionalmente, para verificar
gue se habia logrado la distribucién de probabilidades estacionaria en las MCMC, y que el
muestreo de las MCMC alcanzé un tamafio de muestra efectivo (ESS) >200 se uso el programa
Tracer v1.5. El 4rbol consenso por mayoria fue generado excluyendo (“burnin”) el 20% inicial de
cada corrida, posteriormente fue editado y visualizado usando el programa FigTree v1.4.2.

Se realizd un andlisis de seleccion basado en la razén de las tasas de sustituciones sindbnimas y no
sindnimas (dN/Ds) usando el método modificado de Nei-Gijobori en MEGA en las secuencias de
origen colombiano.
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Resultados

Las 105 secuencias del gen de la envoltura del DENV-1 (1485 nt) incluidas en el analisis Bayesiano
confirman la presencia de cinco grandes grupos filogenéticos, correspondientes con los 5
genotipos previamente reportados en la literatura para DENV-1 (genotipos |—V). En arbol fue
enraizado usando como “outgroup” la secuencia del virus DENV-1 P72-1244 de origen selvatico
aislado en Malasia en 1972 y Unica representante del genotipo Il (Figura 7).

Todas las secuencias de los aislados de Las Américas se agrupan en el genotipo V en el que
también estdn secuencias asidticas (Myanmar, India) y africanas (Costa de Marfil, Nigeria). Las
secuencias americanas forman un grupo parafilético dentro del genotipo V con un alto soporte
(probabilidad posterior=1,0). Este grupo incluye una secuencia de la India de 2003; todas las
demas secuencias fueron obtenidas de cepas aisladas entre 1977 y 2012.

Los diferentes aislados colombianos se presentan polifiléticamente dentro del genotipo V,
sugiriendo multiples entradas del virus al pais (Figura 7). Los aislados de Chocd de 2008 y 2010 se
agrupan con un alto soporte en un linaje que también contiene secuencias de Santander (2008)
y de Medellin (2010-2011). Los aislados de Antioquia y de Santander aparecen dispersos en el
arbol e intercalados con cepas del Suramérica (Venezuela, Brasil), Centroamérica (Nicaragua) y
Norteamérica (México y Estados Unidos), indicando un frecuente trafico de cepas entre paises.

Algunos linajes corresponden a cepas aisladas en ciertos intervalos de tiempo definidos (1993-
1995, 1997-2007, 2008-2011) comprenden algunos periodos epidémicos que han ocurrido en
Colombiay en las que el virus DENV-1 has estado implicado como las de 1995, 2001-2002 y 2009-
2010 (1). Sin embargo no se observa una estricta estructuracidon temporal ni geografica de los
linajes.

Adicionalmente, el andlisis de seleccién basado en la razon de las tasas de sustituciones sinénimas
y no sinénimas (Dn/Ds), usando las 28 secuencias colombianas indicé que no hay evidencia de
presién positiva en alguno de los 495 codones del gen de la envoltura y que 133 codones
muestran evidencia de seleccion purificadora.
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Figura 7. Arbol consenso por mayoria producto del analisis bayesiano del gen de la envoltura
(1485 nucledtidos) de DENV-1. Los virus de los genotipos | y IV, constituidos por secuencias del
Pacifico, Sur y Sureste asiaticos se muestran colapsados. Los genotipos Il y Il estan representados
por una sola secuencia (Tailandia 64 y Malasia 72, respectivamente). El resto corresponde al
genotipo V. El valor de la probabilidad posterior de cada clado se muestra cerca del nodo
correspondiente. Los virus provenientes de Santander se muestran en azul, los de Antioquia en
verde, los de Chocd en rojo; otras secuencias colombianas de origen no precisado estan en fucsia.
Las secuencias obtenidas en este estudio estan indicadas con un asterisco. El afo de las epidemias
de dengue es indicado al final de la rama del correspondiente aislado del mismo afio. El analisis
se realizd con MrBayes v3.2.2 y el arbol fue editado con FigTree v1.4.0
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

Los resultados de este estudio permitieron confirmar, lo que otros autores han reportado acerca
del subregistro de casos de dengue en poblaciones endémicas, donde la incidencia reportada a
nivel nacional es mucho menor a la que se encuentra cuando se realizan estudios de cohorte o
vigilancia activa en la misma region (19,22,138). El estudio longitudinal de cohorte en escolares
permitid determinar que la infeccién por dengue fue una causa importante de los sindromes
febriles en la poblacidn escolar. La incidencia de dengue en esta cohorte de escolares con
sindrome febril en el 2010 fue de 15,4 % [IC95%= 10,5—21,9] y en el 2011 de 10,4 % [IC95%=
5,0—19,2].Comparando los datos de incidencia del presente estudio con otros estudios realizados
en escolares en otros lugares del mundo, se observa que son variables de acuerdo al pais y al afio
de evaluacion: En Nicaragua, la incidencia de dengue fue 12% y 6% en dos afos de seguimiento
(69). En Venezuela, la incidencia acumulada de dengue fue 25,8% (22). En Tailandia hay reportes
de incidencia de dengue de 5,8% (20) y del 3,4% (21) y en Vietnam fue observada una incidencia
de dengue de 11,7% (139). Nuestros resultados son semejantes a los de Nicaragua, Vietham y
Tailandia, pero inferiores a los encontrados en Venezuela.

Adicionalmente en comparacién con estudios de cohorte similares, con busqueda activa de
sindromes febriles, un recientemente articulo publicado (140) realizado en individuos entre 9-16
afos en cuatro paises de America Latina: Brasil, Puerto Rico, México y Colombia, encontraron un
densidad de incidencia de dengue en sindromes febriles de 4,1 x 100 personas-ano [IC95%=3,2—
5,4]. Este estudio fue realizado entre junio del 2010 y Octubre del 2011, las ciudades participantes
fueron Yopal, Aguazul, Acacias, Girardot, La Tebaida, Montenegro, Calarcd y Armenia, La densidad
de incidencia reportada para Colombia fue de 1,9 x 100 personas-afo [IC95%=1,1—3,4]. La edad
promedio en afios de los casos fue 12,4 +2. En el presente estudio la edad promedio de los casos
de dengue fue 11,143,3. Un estudio de cohorte prospectivo realizado en el Area Metropolitana
de Bucaramanga durante el 2004 encuentra que la poblacién mas afectada son individuos
menores de 15 afios (141). Un estudio epidemiolédgico sobre las caracteristicas del dengue
pediatrico en Panama durante los afios 2000 y 2005 en menores de 18 afos, reportan que la
mediana de casos de dengue fue de 13 afios (142). En conjunto estos resultados confirman al
grupo de edad escolar como el mas afectado por la infeccién por dengue. Adicionalmente,
revisiones sistematicas de la literatura (143) y de la dinamica de la epidemia de dengue en
Colombia en los afios 2000 y 2011, también sugieren que entre el 2004 y 2010 los grupos de
mayor incidencia del dengue fueron los menores de 15 afos (143).
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Se encontré que la presentacidon clinica de la enfermedad fue predominantemente
indiferenciada. Estos hallazgos no coinciden con lo reportado en la literatura, que relaciona la
circulacién simultanea de los cuatro serotipos con aumento de la severidad de la enfermedad
(20,72), En estos estudios se demostrd que la incidencia de afios previos tiene influencia en afios
posteriores. Afos de elevada incidencia son seguidos por aifos de casos clinicamente inaparentes.
En el presente estudio el 75,6% (31/41) de los casos agudos de dengue fueron diagndsticos
durante la epidemia del ano 2010.

Ademas se ha documentado que entre 2000 y 2010 en nuestro pais el reporte anual de casos
severos o de dengue hemorragico estuvo en aumento, igualmente se observé un aumento en
mortalidad por dengue durante la epidemia del 2010 (143). Adicionalmente, el 90,3% de los casos
eran infecciones secundarias, estos hallazgos fue principalmente corroborado con los resultados
de las muestras evaluados por MNT-50, se encontrd que la respuesta inmune de los escolares era
principalmente secundaria heterotipica y con altos titulos de anticuerpos contra los cuatro
serotipos del virus, aunque la infecciéon secundaria es considerada un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedad severa, todos los casos de dengue enconrados en el presente estudio
fueron no seveos (78,119). Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Ocaziones
y col en Santander, en donde 15 pacientes con sindrome febril fueron evaluados por PRNT, en
ellos encuentran un respuesta secundaria heterotipica, los autores postulan que los pacientes
con menor titulo de anticuerpos tienen mas probabilidad de desarrollar las formas severas,
concluyendo que posiblemente la magnitud de la respuesta de anticuerpos podria ser un factor
determinante en la severidad del dengue. Sin embargo, también concluyen que una infeccién
secundaria por DENV2 con una previa infeccién con DENV1 aumenta el riesgo de la presentacion
del dengue severo o hemorragico, los cual ha sido documentado en otros estudios (69,145).

Con relacién a la caracterizacidon de los signos y sintomas del dengue en ésta poblacién escolar,
se pudo observar que su presentacidn clinica en el inicio es semejantes a los de otros sindromes
febriles, en el presente estudio la frecuencia de las mialgias, artralgias, lumbalgia, brote y la
presencia de petequias fue significativamente mayor (p<0,05) en los casos de infeccién aguda por
dengue en comparacion con el grupo de otros sindromes febriles, mientras que en éste grupo de
OSF las petequias en mucosa, las adenopatias cervicales y la frecuencia respiratoria aumentada
fueron significativamente mas frecuentes (p<0,05) .

Durante la fase convaleciente se observd un aumento significativo en la frecuencia de diarrea
(p=0,001), también un aumento de parestesias, vomito, otalgia, dolor de garganta, dificultad
respiratoria, hemorragia gingival y nasal en el grupo de casos de infeccidén por dengue mientras
gue en el grupo de OSF se aumenté la frecuencia de mialgias, artralgias, parestesia, dolor de
cuello, brote y hemorragia gingival.

Estos resultados son similares a los resultados obtenidos en un estudio de indicadores tempranos
de infeccién por dengue en nifios de 5 a 12 afios en la ciudad de Bucaramanga (146), en donde
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encuentran que la enfermedad por dengue cursa como un sindrome febril inespecifico que se
caracterizo en ese grupo de pacientes por la presencia de eritema facil (p<0,05), leucopenia, dolor
abdominal y ausencia de rinorrea. Otro estudio realizado en la misma ciudad evidencia la
dificultad del diagndéstico temprano del dengue en dreas endémicas, en ese estudio encuentran
el predominio de la presentacion clinica inespecifica y la poblacién mas afectada los menores 15
afios, las manifestaciones clinicas mas frecuentes pero con diferencias no significativas
comparadas con otros sindromes febriles fueron dolor retroocular, exantema, nauseas, vomito,
dolor abdominal, diarrea, mareo y metrorragia (141). En todos se concluye que el grupo de edad
mas afectado son los escolares.

Los resultados del presente trabajo concuerdan con un estudio previo realizado por Restrepo y
col que evidencia el predominio de la presentacién clinica no severa del dengue en pacientes
atendidos de manera ambulatoria u hospitalizados de la ciudad de Medellin con una mediana de
edad de 5 afos (rango de 1 a 63) (147) . Adicionalmente, Endy y col. Describe que uno de los
factores del sub-registro de los casos de dengue es la sintomatologia inespecifica y leve de los
casos (148).

Cuando se realizé la comparacion entre los grupos de edad escolar (6-12 afios) y adolescente (13
a 18 afios) se encontré que en el grupo de adolescentes son mas frecuentes los sintomas
cldsicamente relacionados con la infeccion por dengue como artralgias petequias y prueba del
torniquete positiva (p<0,05) comparado con el grupo de escolares en donde fueron mas frecuente
los sintomas respiratorios, el eritema en garganta la conjuntivitis, la diarrea y la hemorragia nasal.
Estos hallazgos concuerdan con los reportados en un estudio en Panama donde se encuentras
diferencias en la presentacién clinica del dengue entre los grupos de edad, siendo por ejemplo la
tos mas comun en niflos menores de 5 anos, mientras que epistaxis y dolor retroocular en el grupo
de edad de 6 a 10 aios, mientras que las mialgias, artralgias, nauseas, cefalea y escalofrios fueron
mas frecuentes en los mayores de 1lafos. Concluyendo que en los nifios pequeinos la
sintomatologia del dengue es inespecifica.

En el presente estudio se encontrd que la infeccidn secundaria representé el 90,3% de los casos
de dengue, cuando se comparan la frecuencia de los signos y sintomas con los casos de infeccion
primaria, se encuentra que las manifestaciones hemorragicas, la prueba del torniquete positiva,
el brote, el dolor retroocular, las mialgias, artralgias y la lumbalgia, parestesias, cefalea, vomito y
diarrea son mas frecuentes que en la infeccidn primaria, sin embargo estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas debido al bajo nimero casos a comparar con las infecciones
primarias.

En contraste con estos resultados de enfermedad no severa en escolares atendido
ambulatoriamente, un estudio en Bucaramanga durante los anos 1992-2000 en nifios
hospitalizados menores de 13 afios: 0,3% Recién nacidos; 11,8% lactantes, 23% pre-escolares y
64,9% escolares. Reportan una frecuencia del 80,9% de casos clasificados como dengue
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hemorragico, las manifestaciones clinicas presente en el 100% de los casos son la fiebre y las
manifestaciones hemorrdgicas, adicionalmente también fueron frecuentes en menor proporciéon
el vomito, el dolor abdominal, la cefalea, dolor osteomuscular, la hepatomegalia y el derrame
seroso. En este grupo de pacientes la mortalidad fue del 1,5% (149). Otro reporte encontrd una
mayor la frecuencia del dengue severo o hemorragico (49,3 %) en la poblacién escolar (6 a 12
afios) con presentacion de manifestaciones hepaticas y neuroldgicas inusuales (150). Otro estudio
retrospectivo realizado en la ciudad de Neiva durante un afio epidémico (2004) en nifios menores
de 13 afios, encuentra que los casos de dengue se encuentran en el 67% en nifios menores de 5
afios, el 21% en niflos de 5 a 10 afos y el 12,4% en mayores de 10 afios. El 87,6% fue
diagnosticados con dengue hemorragico y el 12,4% con fiebre del dengue. El 75% de estos
pacientes presentaron hemorragias de piel y mucosas diferentes al tracto digestivo, el 81,9%
presentd hepatomegalia, 20% presentd choque y de estos el 76% presenté algun tipo de
complicacién.

Adicionalmente, los resultados del presente estudio son evidencia de que en la ciudad de
Medellin la epidemia estaria pasando por un desplazamiento o aumento de la incidencia de
dengue a poblacién infantil en edad escolar. Este fendémeno ha sido descrito reciente en el pais
durante la epidemia del 2010 (1). Evidentemente, mas estudios con poblaciones que representen
todos los grupos etarios de la ciudad de Medellin y con un enfoque metodolégico que permitan
confirmar esos hallazgos son necesarios para confirmar los resultados encontrados en el presente
trabajo.

En el estudio longitudinal de monitoreo serolégico se encontrd una frecuencia de anticuerpos
IgM del 3,0%, 0,4% y 3,2% para los anos 2010, 2011 y 2012. Si se extrapolan estos resultados
indicarian una incidencia acumulada de 2.993x100.000 hab para el 2010; 408x 100.00hab en el
2011y 3.183x 100.000hab en el 2012. En comparacion con los datos reportados por la secretaria
de salud en la poblacién de 5 a 19 anos la incidencia acumulada para los correspondientes afios
seria de 974 x 100.000 hab (1); 35,9 x 100.000 hab y 772x 100.00 hab respectivamente. Aunque
estos resultados deben ser vistos con precaucidon ya que se realizé una sola medicidon de
anticuerpos IgM en cada afio y estos anticuerpos permanecen solo hasta por tres meses en el
individuo, sin embargo son evidencia de que la circulacion del dengue en la ciudad es alin mayor
a la reportada.

Se observo en este estudio un aumento de escolares (grupo de edad 10-14 afios) con presencia
de anticuerpos IgM y asintomaticos, la relacion asintomatico/sintomatico oscilo entre 1:1 en 2010
el afno de mayor epidemia a 11:0 en 2011 y 26:1 en 2012. Estos resultados también deben ser
interpretados con precaucion ya que los datos se determinaron al indagar al acudiente y/o
escolares si habian presentado fiebre en los Ultimos 3 meses, sin embargo estos hallazgos estan
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de acuerdo con otros autores (19-21). Las diferencias encontradas en la incidencia de casos
asintomaticos y sintomaticos podrian ser explicadas por el afio en que fueron evaluados los
pacientes, el disefio y lugar del estudio, la respuesta del individuo, el serotipo circulante (19,20).
Adicionalmente se encontré que las mujeres presentaron una mayor frecuencia de anticuerpos
en todos los afos, el grupo de edad de 15 a 19 afios, presentd la mayor frecuencia en los dos
primeros afios y el grupo de 5 a 9 anos en el aifio 2012.

Los resultados de la frecuencia anticuerpos IgG son bastante interesantes, a pesar de las
limitaciones de la Elisa casera que se desarrolld en nuestro laboratorio, es importantes resaltar
los resultados encontrados, ademas de valorar el tamafio de muestra evaluada (>3.000
individuos). Los problemas de sensibilidad y especificidad cuando se compara con una prueba de
oro tan sensible y especifica como son los ensayos de microneutralizacion en placa, fueron
inclusive evidenciados en las pruebas diagnésticas comerciales, estos hallazgos son discutidos en
capitulo 2 en el articulo de pruebas diagnésticas.

Los principales hallazgos fueron la alta frecuencia de escolares con anticuerpos IgG, se encontré
un aumento estadisticamente significativo de la frecuencia de anticuerpos IgG en cada afio del
estudio, para el 2010 fue del 54,6%, en el 2011 del 59,3% y en el 64,7% en el 2012 (p<0,05). Se
encontraron diferencias en cuanto al género, siendo las mujeres las mas afectada por el dengue.
En cuanto a la raza se observé un aumento significativo en la frecuencia de estos anticuerpos en
los mestizos, aunque la poblacién afrodescendiente también presentd una alta frecuencia de
anticuerpos IgG.

Otros de los hallazgos interesantes del presente estudio fue la tendencia significativa entre la
frecuencia de anticuerpos IgG contra el virus dengue y el estrato socioecondémico. El riesgo de
exposicidn al virus del dengue en la poblacién estudiada fue mayor en los que viven en los estrato
socioecondmicos bajo, aunque también se observd el aumento de la frecuencia de estos
anticuerpos en la clase media en los 3 afios del estudio.

Adicionalmente, se observd una tendencia significativa al aumento entre edad y la frecuencia de
anticuerpos IgG, la cual iba desde 35,9% en nifios de 5 afios en el 2010 hasta el 100% en escolares
de 18 afios en el 2012. En concordancia con los resultados previamente expuestos el grupo de
edad mas afectado entre el 2010-2011 fue el de 15 a 19 afos y en el 2012 fue el grupo de 10-14
afos. Se observd también que la mediana de edad de los escolares que sufrieron la
seroconversion de anticuerpos IgG fue de 10,313, el porcentaje de seroconversion fue mayor
entre 2010-2011 (16,5%) comparado con el periodo 2011-2012 donde la seroconversion
disminuyé al 10,4%.
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Cuando se realizd la caracterizacion de la respuesta inmune de estos anticuerpos por MNT-50 en
357 escolares se encontrd una frecuencia de anticuerpos IgG de 96,9%, en los individuos positivos
esta respuesta se caracterizd por un alto titulo de anticuerpos con respuesta heterotipica. En el
2010 y 2012 la mediana de los titulos de DENV4 era mayor que en los otros serotipos, entre el
2010y 2011 se observé un aumento en la mediana de los titulos de anticuerpos contra el DENV1
y una disminucidn para los titulos contra DENV2. Al contrastar estos resultados con otros trabajos
de la regidn, en paises como Peru, Salvador y Brasil la prevalencia oscila entre el 66-83% mientras
que en Nicaragua la seroprevalencia de dengue en escolares ha sido del 91% (19). Similar a
nuestros hallazgos, la prevalencia del dengue aumentaba con la edad, en los nifios de cuatro afios
fue del 75% y llegaba al 100% a los 16 afios. En escolares de Vietnam, la prevalencia reportada en
el 2005 fue del 65,7%. (23). Similar a los resultados encontrados en el presente estudio

El estudio de cohorte realizado en cuatro paises de América latina incluida Colombia y del que se
hablé previamente reporto una prevalencia general en los nifios de 9-16 aios del 70,9%, siendo
en Colombia donde se observé una mayor prevalencia al finalizar el estudio de 91,8,% (IC95%
90,0-93,3%) (140). En cuantos a las caracteristicas sociodemograficas se encontrd el riesgo de
infeccion por dengue es mayor en la mujeres, es un hallazgo que concuerda con la mayoria de
estudios realizado en el pais y que se ha observado en paises de America Latina, como México,
sin embargo difiere en paises asiaticos donde los reportes indican que los hombres tienes 2 veces
mayor el riesgo de contraer dengue que las mujeres (119). Este hallazgo es importante porque la
transmisién de anticuerpos IgG durante la gestacion esta asociada a infeccidon severa en el nifo
menor de 1 afio. En el presente estudio la seroprevalencia del dengue fue mayor en el sexo
femenino (futuras madres).

se ha reportado que las condiciones socioecondmicas afectan la transmision del virus, factores
como la urbanizacidn no planificada, el acceso o almacenamientos inadecuado de aguas, podrian
estar afectando la incidencia y prevalencia del dengue siendo mayor en las regiones o personas
mas pobres (119). En concordancia con esos reportes en el presente estudio el estrato
socioecondmico bajo presentaban una mayor frecuencia de anticuerpos IgG e IgM.

El comportamiento epidemiolégico observado estd de acuerdo con el comportamiento
entomoldgico en el cual el 28,7% de las viviendas de los estudiantes tenian presencia de criaderos
y los indices de infestacidn para larvas de Aedes Aegypti y para la presencia de adultos fueron
elevados, 13,8% y el 20,2% respectivamente, igual situacion se observé en las IE, por lo tanto el
riesgo de transmision de dengue es tanto en el hogar como en la escuela. También se pudo
determinar que no hay correlacion entre la clasificacion de riesgo de la de los indices
entomoldgicos de la OMS con la transmisién del dengue, zonas consideradas de riesgo bajo por
los indices de infestacion presentaron casos.
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La evaluacidn del nivel de conocimientos, actitudes y practicas relacionadas con el dengue en
acudientes de escolares evidencio que el 70 % de los encuestados identificaron adecuadamente
el dengue como una enfermedad y reconocieron sus principales signos y sintomas como lo son la
fiebre, cefalea y dolor en todo el cuerpo. Los hallazgos descritos tienen un comportamiento
superior al reportado por Shuaib F y cols en Jamaica, en donde el nivel de conocimiento sobre
estos signos y sintomas se ubican por debajo del 50 % de la poblacién encuestada (151).

Con relacion al conocimiento que tiene el encuestado sobre cémo se transmite el dengue, el
93,8% de los encuestados reconocen que es una enfermedad transmitida por la picadura de un
mosquito, aun asi identifican otras formas no asociadas a la cadena de transmisién. Este hallazgo
demuestra un conocimiento poco adecuado sobre la cadena de transmisién del dengue. El 64,2%
reconoce debidamente que es a través de la picadura de un mosquito, comportamiento superior
a otros estudios realizados en Brasil y Paraguay donde el 30 % y 24,6 % respectivamente identifica
adecuadamente la transmisién del dengue (152,153).

Con relacién al lugar de reproduccion del mosquito el 71,3 % de los encuestados identifica el agua
limpia estancada como lugar donde se reproduce el zancudo. En el estudio de Gonzales y cols,
2011, el 35% de la poblacion encuestada identifica este lugar de reproduccion del mosquito (154).
Se observaron diferencias entre los que tienen algun nivel de educacién y los que no tenian
ninguno. En los participantes con un nivel educativo superior, se observé un mejor conocimiento
frente a que el dengue es una enfermedad (81,5%) transmitida por la picadura de un mosquito
(95,9%) y que este se reproduce en aguas limpias estancadas (74,1%) (151) Shuaib F y cols observé
gue el nivel educativo se asocid positivamente con el nivel de conocimiento en cuanto al modo
de transmision de la enfermedad (151). Sin embargo, es preocupante que aproximadamente el
30% de la poblaciéon afirmen que el dengue tiene otros modos de transmisién como contacto con
un enfermo, contacto con utensilios usados por el enfermo, con alimentos o aguas contaminadas.
Otras formas de transmision fueron identificadas en el 1,7 % de los encuestados. Estos hallazgos
ponen en consideracidn la necesidad de crear nuevas estrategias de promocion y prevencién de
la enfermedad en los establecimientos educativos (151). A pesar de que un nimero elevado de
encuestados identifican que el modo de transmisidén del dengue es vectorial y que los mosquitos
se reproducen en aguas limpias estancadas, los porcentajes que practican medidas de prevencién
del dengue no son elevados, sin embargo son superiores a los reportados por otros autores que
han encontrado que aproximadamente el 30% practican medidas de prevencién. (151).

De otro lado frente a la actitudes de los acudientes en caso de enfermar por dengue, se observé
gue mas del 90% la poblacién encuestada refirié que consultan al médico, sin embargo menos
del 7% consultaban en la farmacia y se auto-medicaban. Este hallazgo estd acorde a lo encontrado
por Caceres-Manrique y cols en Bucaramanga, Colombia quienes describen que la mayoria de las
personas consultan al médico, mientras que una de cada 8 personas se auto-medicay entre 3y 4
% consultan a la farmacia. Es de gran importancia que las personas empleen esta accion en cuanto
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al que hacer respecto a si él o su familia tiene dengue porque da la oportunidad de tener un
manejo adecuado del dengue y la correspondiente notificacién del caso, seguimiento vy
orientacién de medidas ambientales para evitar la transmisidn a otras personas (155).

Los acudientes encuestados demuestran un adecuado conocimiento sobre las medidas
preventivas y control del dengue, las practicas mas referidas para evitar el dengue fue Lavar el
tanque del agua (63,7 %), fumigar (56,6 %), drenar las canoas (48,3 %), siendo inferior a los
hallazgos encontrados por otros autores cuya practica se encuentra por encima del 80 % (156).
El evitar la acumulacién de agua limpia estancada fue otra actividad puesta en mencién por el 1,5
% de los encuestados.

Considerando que el 89% de los encuestados afirmé que la principal fuente de informacion acerca
del dengue fue los medios de televisién, seguido del personal de salud (72,1 %) puede plantearse
la posibilidad de que en la campafna dirigida por estos medios es posible la difusion del
conocimiento y la informacidn que poseen las personas frente a este evento de importancia en
la salud publica, como lo presentado durante la epidemia del 2010.

En conclusidn los resultados sugieren que los acudientes de las tres instituciones educativas de
Medellin, poseen un adecuado nivel de conocimiento sobre la enfermedad y que esta acorde con
las actitudes y practicas dirigidas a reducir su incidencia. Se observé una alta proporcion de
encuestados con actitudes positivas frente al manejo de la enfermedad, sin embargo, una baja
proporcidn se dedicaba a practicas preventivas positivas. Por tanto las practicas no son dptimas
en cuanto a lo referente a la prevencién de la misma, por lo que es importante incentivar acciones
gue motiven a las personas a mejorar sus conocimientos y llevarlos a la practica. Ademas se
requiere mejorar la participacion de las Instituciones Educativas para poder intervenir en la
prevencion y control del dengue. En ésta enfermedad la participacion comunitaria es clave
porque se requiere que la poblacidon esté informada para poder disminuir el impacto que tiene
esta enfermedad en la salud publica.

En cuanto a la caracterizacion viroldgica de los casos de infeccién aguda por dengue, se determiné
la circulacion de los serotipos DENV1 y DENV3 en el 2010 y de los serotipos DENV1, DENV2 en el
afio 2011. Segun la informacidén disponible en el Laboratorio Departamental de Salud Publica de
la Direccién Seccional de Salud de Antioquia, los 4 serotipos de dengue circularon en el 2010y en
el 2011 los serotipos DENV-1, DENV-3 y DENV-4.

Debido a la baja representatividad de serotipos detectados por RT-PCR y/o aislamiento viral (3,7%
de las muestras evaluadas fueron positivas) en este estudio no fue posible hacer inferencia sobre
la relacion del serotipo circulante y la presentacién clinica de la enfermedad.

EL analisis filogenético de los aislados del DENV-1 obtenidos en este estudio permitieron
confirmar la presencia del genotipo V, como Unico genotipo circulante en Medellin y su Area
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Metropolitana y en los aislado provenientes del Chocé. En los ultimos afios se encontré ademas
multiples eventos cladogénicos produciendo la circulacién de multipes linajes que coincidieron
en algunos casos con epidemias de dengue en Colombia, donde el serotipo DENV1 ha sido aislado
como las de los afios 1995, 1998, 2001-2002 y 2009-2010.(1). Estos resultados coinciden con otros
estudios realizados en el pais donde también describen la circulacién del genotipo V y su
diversificacion en multiples linajes temporalmente definidos (40)(43), Sin embargo difieren con
el Trabajo de Mendez y col en cuanto a que en nuestro estudio no encontramos evidencia de
circulacién del genotipo .

El analisis de seleccion (Dn/Ds) de las secuencias de Colombia (28 secuencias) no evidencia
presion positiva en alguno de los 495 codones del gen de la envoltura pero si 133 codones
muestran evidencia de seleccidn purificadora. Estos hallazgos coinciden con estudios realizados
en otros paises endémicos como Malaysia, Teoh y col sugieren que el reemplazo de linajes es
probamente un evento estocastico en la evolucidn del gen de la envoltura del DENV-1 ya que se
evidencia un proceso de seleccidn purificadora, posiblemente debido al efecto cuello botella,
propio de los virus con genoma ARN (144).

Este estudio fue el primero en realizarse en Colombia con la metodologia de seguimiento de
cohortes y monitoreo serolégico en escolares, una poblacién que se puede considerar “centinela”
de lo que puede estar pasando en su comunidad. Los resultados obtenidos evidencian que la
vigilancia activa de dengue a través de sindromes febriles y el monitoreo serolégico en forma
periddica es una estrategia que permite:

1) La deteccion temprana de brotes y de los serotipos circulantes, porque se pudieron
detectar casos leves y asintomaticos. Esta informacion puede ser utilizada para la
aplicacion de los programas de control antes de que la epidemia sea incontrolable o muy
costosa su intervencién y para adecuar la atencién de los pacientes en los servicios de
salud.

2) Conocer la dindmica del dengue en la poblacién, en cuanto a la frecuencia de la
enfermedad, el espectro clinico, la presencia de infecciones asintomaticas y la
epidemiologia de los casos recientes. Nuestros resultados son un aporte al conocimiento
de la historia natural de la “infeccion” por el virus del dengue en la comunidad de
Medellin. Que permite no solo conocer los casos de dengue que acuden a los servicios de
salud, permitiendo dar una visién mas global del problema del dengue.

3) Evaluar el riesgo de exposicion anterior al virus del dengue en la poblacién de estudio y
los factores socio-demograficos involucrados puedan contribuir a la implementacion de
estrategias preventiva adecuadas para el control y manejo de los casos.
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4) La identificacién de las zonas de riesgo y la dispersidon de los casos como una fuente de
informacién para aplicacién de las medidas de control a través de la aplicacion de los
indices entomoldgicos y del sistema de informacién geografica

Gublery col, discute que el éxitos de los programas de control dependeran de una mejor vigilancia
y propone un enfoque de vigilancia activa con énfasis en periodos inter-epidémicos de dengue a
través de alerta temprana que pueda predecir la epidemia.(157)

Es importante tener en cuenta las siguientes limitaciones del estudio para interpretacion de los
resultados encontrados: 1) El cambio de escuela de los escolares por desplazamiento intra-
urbano. 2) el numero de visitas domiciliarias fueron restringidas. Ambas situaciones por
problemas de seguridad. 3) La aceptabilidad para participar en el proyecto en las IE privadas fue
menor. 4) En los periodos vacaciones no fue posible realizar la vigilancia de sindromes febriles.5)
A nivel de laboratorio la baja sensibilidad y especificidad encontrada en diferentes pruebas
diagndstica utilizadas podrian dar una sub-estimacion de los casos.

Se espera que los resultados presentados en el presente este estudio, puedan contribuir a disefiar
estrategias preventivas adecuadas y adaptadas a la ciudad de Medellin.
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ANEXO 1. Consentimiento y Asentimiento informado
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha: Dia__ Mes ___ Afio

Namero de Identificacion del Paciente: (Dejar en blanco)
Paciente:

Primer Apellido Segundo Apellido Primer Nombre Segundo Nombre
TloC.C#

Institucion Educativa: 1. Universidad Pontificia Bolivariana 2. Samuel Barrientos Restrepo

Padre o Acudiente

Nombres Apellidos

C.C#: Teléfono #: E-mail

Barrio: Direccion

Fecha de nacimiento: Dia____ Mes__ Afio__ Edad: __ Sexo 1.__Masculino 2.__Femenino

Caracterizacion de la infeccidn por dengue en escolares de Medellin
Coordinadores del proyecto
Dr. Berta Nelly Restrepo, Instituto Colombiano de Medicina Tropical, Universidad CES, Sabaneta, Antioquia

Prof. Jorge Osorio, Departament of Pathobiclogical Sciences, School of Veterinary Medicine, University of
Wisconsin, Madison

Dr. Mark E. Beatty, Pediatric Dengue Vaccine Initiative International Vaccine Institute.

Este documento describe el proposito del estudio, sus posibles riesgos y beneficios y los derechos que
usted y su hijo tienen como participantes en él. Por favor, tdmese el tiempo necesario para tomar su
decision. La decision de participar o no en este estudio es solamente suya. Por favor no firme, a menos,
que se sienta satisfecho con las respuestas a sus preguntas. Si usted decide participar, por favor asegurese de
firmar y poner la fecha al final de la Gltima pdgina de este formulario. A usted se le entregarad una copia del
formulario de consentimiento.

éPOR QUE HACEMOS ESTE ESTUDIO?

El dengue es un virus que es transmitido a las personas por la picadura de un zancudo, que se cria y habita
en el interior de las viviendas. Dengue es una enfermedad comun, que afecta a muchas personas, en
ocasiones es ligera, otras veces severa, y algunas ocasiones puede causar la muerte.

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la enfermedad, y la Unica manera de evitarla seria
con el desarrollo de una vacuna que sea segura y eficaz, en la que se encuentran trabajando investigadores
de otros paises. Para concluir satisfactoriamente estos trabajos deben llevarse a cabo varias
investigaciones en la poblacidn que se encuentra en riesgo de padecer la enfermedad, y que en ultimas
seria la beneficiada cuando esta vacuna pueda comercializarse. Una de las poblaciones que merece ser
estudiada es la estudiantil. Es por esto que se va a realizar la presente investigacion en dos instituciones
educativas, estudiando la infeccion por Dengue como causa del ausentismo en los escolares.
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¢QUE PASARA DURANTE EL ESTUDIO?

Primera etapa.

Este estudio comenzara en Abril de 2010, y tendra una duracion aproximada de dos afios. En la primera
etapa del estudio se incluiran todos los escolares cuyos padres o acudientes acepten participar y firmen
este consentimiento informado.

Visita Numero 1:

En esta etapa se hara |la deteccidn de casos de dengue en los escolares con sintomas o sin sintomas, para lo
cual se tomara una muestra de sangre de 5mL. Asi quedara conformado el grupo de escolares que
participara en la segunda etapa del estudio.

Segunda etapa: Vigilancia del ausentismo escolar por fiebre.
El personal del estudio, conformado por una médica y una enfermera, asistira diariamente a la institucion
educativa, donde indagaran por los nifios ausentes en la jornada escolar.

Visita Numero 2:

La meédica y la enfermera, contactaran al padre o acudiente para conocer la causa de estar ausente en la
jornada escolar. Si esta causa es enfermedad febril de 7 dias 0 menos, el padre o acudiente podra llevarlo
a la Institucion. Alli sera evaluado por la medica del proyecto con un completo examen fisico, se llenaran
cuestionarios acerca de los hallazgos clinicos, factores de riesgo y el conocimiento sobre Dengue y se
tomara una muestra de sangre de 5 mL para evaluar la presencia no solo del virus dengue, sino de otros
microorganismos que también podrian estar causando esta sintomatologia en el paciente. Adicionalmente
se tomara una muestra de moco nasal para determinar infeccion por influenza (gripe).

NOTA: el tratamiento corre por cuenta de la Entidad Promotora de Salud (EPS) a la cual pertenece el
paciente.

Visita Numero 3:

Pasados 15 dias de la consulta inicial el escolar sera examinado nuevamente por la médica, se diligenciara
un cuestionario y se le tomara otra muestra de sangre de 5 mL, para confirmar la infeccidon por dengue.
NOTA: En caso de ser necesario el proyecto cubrira los pasajes para acudir a esta cita.

Visitas adicionales:

De confirmarse que la causa de la fiebre fue infeccion por el virus del Dengue, usted sera contactado por
un miembro del equipo de investigacion y se acordara con usted, si asi lo desea, una cita en su casa para
ser visitado por un grupo de expertos. Estos evaluaran su casa y sus alrededores para verificar la presencia
de criaderos del mosquito transmisor del Dengue, completaran formularios acerca de como usted y su
familia se protegen del mosquito, y tomaran una muestra de sangre de 5 mL a algunos miembros de su
familia, para verificar si ellos también han tenido contacto con el virus. Finalmente se tomaran las
coordenadas geograficas de su vivienda. Con estos datos se realizaran mapas que muestren las zonas de
mayor riesgo en la ciudad. Igual procedimiento se hara con algunos de los casos que sean negativos para la
infeccion por el virus del dengue.

Si su hijo(a) necesita ir al hospital, nosotros lo visitaremos cada dia en el hospital y proporcionaremos
consejo a su doctor sobre las recomendaciones mas actuales para el tratamiento de dengue. También
pediremos una muestra de sangre aproximadamente de 3cc, 14 dias después de que su nifio/a estuvo
enfermo.

Durante los periodos de vacaciones mayores a 7 dias lo llamaremos una vez a la semana para averiguar si
su hijo ha tenido fiebre. En el caso de no poder ser atendido en la Institucion Educativa se citara al Centro

de Salud del Divino Maestro.
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éCUALES SON LOS RIESGOS EN EL ESTUDIO?

La enfermera del estudio le tomara a su hijo una muestra de 5 a 7 mililitros de sangre.
La toma de la muestra puede causar:

® Pequefia molestia al momento de introducir la aguja.

e Hematoma en el sitio de la puncion que desaparece en pocos dias.

e Enraras ocasiones mareo o infeccidn en el lugar de la puncioén.

¢ Lacantidad extraida de sangre no causa anemia.

® Latoma de la muestras de moco nasal puede causar molestia o un poco de dolor.

é CUALES SON LOS BENEFICIOS AL FORMAR PARTE DEL ESTUDIO?

Usted y su(s) hijo(s) seran capacitados acerca de la enfermedad, el modo de transmisién, lugar de los
criaderos, como prevenirlo, signos de alarma, entre otros.

Los examenes seran gratuitos y les seran entregados los resultados de los mismos oportunamente.
Ademas, su participacion, beneficiara la investigacion, para conocer el verdadero riesgo de padecer la
infeccion por dengue, conocer la presentacion clinica en esta poblacidon y mejorar la prevencion y el
control.

éQUIEN PUEDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Pueden participar todos los estudiantes de 5 a 17 afios de edad que cursen cualquier grado en la
institucion.
Su hijo podra ser retirado de la investigacion si:
¢ Abandona la Institucién Educativa en los préximos 2 afios (exceptuando los alumnos del grado
undécimo)
¢ La médica del estudio cree que es mejor para su nifio(a) terminar su participacion en la
investigacion.
e Lainvestigacidn es terminada por cualquier razén.

La informacién suministrada a los integrantes del estudio sera confidencial. A cada paciente se le
asignard un cdédigo que permitird su identificacién durante el analisis de los datos. Las muestras de
sangre seran almacenadas y podran ser utilizadas para estudios posteriores. Los resultados de las
pruebas realizadas le seran entregados. La participacién en el estudio sera voluntaria y no tendra ninguin
costo, usted tampoco recibird compensacién econdmica. Usted podra retirarse del estudio en el
momento en que lo considere necesario, sin que esto traiga consecuencias.

CONSENTIMINETO DEL PADRE/TUTOR DEL ESTUDIANTE

Se contestaron todas mis preguntas con satisfaccion. Me han explicado que la participacion de mis hijos el
en este estudio es voluntaria y que el/ella puede dejar de participar en el estudio en cualquier momento.
Autorizo para la toma de la muestra de sangre de mi hijo/a para ser usada en la investigacion y para que
los investigadores puedan usar la informacion recolectada en los expedientes de mis hijos.

Firma del participante: Cédigo en el estudio
Firma del Padre o Acudiente (si es menor): Fecha:
Firma del investigador: Nombre: Fecha:
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Firma del testigo: Nombre: Fecha:

Si usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacion, por favor contacte a la Dra. Berta Nelly
Restrepo, teléfono: 3053500 ext: 2293 o 2280, Instituto Colombiano de Medicina Tropical.

) PR -
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ASENTIMIENTO INFORMADO

CARACTERIZACION DE LA INFECCION POR DENGUE EN ESCOLARES DE MEDELLIN, COLOMBIA

Responsable:

Dr. Bertha Nelly Restrepo, Instituto Colombiano de Medicina Tropical, Universidad CES, Sabaneta, Antioquia, Colombia

Pertenecemos al Instituto Colombiano de Medicina Tropical y la Universidad CES y nuestro trabajo consiste en investigar si se
presenta la enfermedad del dengue dentro de los estudiantes, que se siente cuando se esta enfermo, que tratamientos se usan,
y los factores que hacen que la enfermedad este presente.

Hemos discutido esta investigacion con tus padres y ellos saben que estamos preguntdndote a ti para tener tu aceptacion. Si vas
a participar en la investigacion tus padres también tienen que aceptarlo; pero si no deseas tomar parte de la investigacién no
tienes por qué hacerlo, ain cuando tus padres lo hayan aceptado.

e (En que consiste este estudio?
Este estudio comenzara en mayo de 2010 y tendra una duracion aproximada de dos afios.

Primera Etapa:

Se incluird a todos los estudiantes cuyos padres o acudientes hayan firmando el consentimiento informado y ahora
pedimos tu autorizando firmando este asentimiento informado.

En esta primera etapa se hard la deteccidon de casos de dengue en estudiantes como tl que presento o no sintomas, para
lo cual te tomaremos una muestra de sangre de 5 ml.

Segunda Etapa:

El personal del estudio, conformado por un médico y un enfermero, asistira diariamente a la institucién educativa, donde
preguntaran por los nifios ausentes en la jornada escolar. Si eres tu el que estd enfermo, llamaremos a tus padres o a ti, y
preguntaremos por el motivo de tu ausencia. Si ésta se debe a enfermedad con fiebre de menos de 7 dias, td, con uno de
tus padres tendrdn la opcién de visitar la institucion donde serds evaluado por un médico, se llenardn unas pequefias
encuestas y una enfermera te tomard una muestra de sangre. Deberas volver pasados 15 dias de la consulta inicial para
tomar otra muestra de sangre.

Visita Nimero 1:

Como dijimos anteriormente, tu o uno de tus padres seran llamados por un miembro del estudio para preguntar el motivo de tu
ausencia a la institucion, y posteriormente seran citados para que un medico te evalte con un completo examen fisico, le haga
unas preguntas a tu padre/madre sobre los factores de riesgo y el conocimiento del Dengue, y un enfermero te tome una
muestra de sangre para evaluar la presencia del virus en ti. NOTA: No se te dara ninguna clase de tratamiento, este correra por
cuenta de la EPS a la cual perteneces.

Visita Numero 2:

T, con uno de tus padres, seran citados para una nueva cita pasados 15 dias de la consulta inicial. En esta cita seras examinado
por el medico, se llenara un pequefio cuestionario y te tomaremos una nueva muestra de sangre.

150



e (Por qué me necesitan a mi?
Porque vives en una zona donde se presentan muchos casos de la enfermedad y porque el dengue puede infectar a
cualquier persona, incluso, a ti.

e (Es obligatorio participar?
No. No tienes por qué participar en esta investigacion si no lo deseas. Si decides no hacerlo no ocurrird nada. Incluso, si

decides participar ahora puedes cambiar de idea después.

e  ¢(Cudles son los beneficios?
Tu, tus padres, profesores y companeros seran capacitados a cerca de la enfermedad, modo de transmision, lugar de los
criaderos, como prevenirlo, signos de alarma, entre otros.

Atiy/o atus padres les entregaremos los resultados de los exdmenes practicados por el estudio, confirmando si tenias o
no, infeccién por el virus.

Ademas, tu participacion beneficiara el estudio, pues queremos saber el verdadero riesgo de tener la enfermedad, la
presentacion clinica en los estudiantes y mejorar las campaiias de prevencion y control.

e ¢Cudles podrian ser los riesgos?
Los riesgos son minimos, pero en algunas ocasiones la toma muestra de sangre puede causarte:

o Pequeiia molestia o dolor que durara poco segundos al momento de introducir la aguja.

o En algunas ocasiones una coloracion morada en el sitio de la introduccion de la aguja que desaparece en pocos
dias.

o Algunas veces puede causarte mareo o

o También en muy raras ocasiones puedes sentir enrojecimiento e hinchazén en el sitio de toma de la muestra,
incluso puedes llegar a sentirte mal, lo cual debes informar a tus padres o a nosotros inmediatamente.

o Lacantidad extraida de sangre no causa anemia ni ningun tipo de deficiencia.

No diremos a otras personas que estas en ésta investigacion y no compartiremos informacion sobre ti a nadie que no trabaje en
el estudio de investigacion. Cuando la investigacion finalice, se les dird a los resultados.

La informacion sobre ti recogida por la investigacion serd retirada y nadie sino los investigadores podrdn verla. Cualquier
informacion sobre ti tendrd un nimero en vez de tu nombre. Solo los investigadores sabemos cudl es tu numero y se guardard la
informacion con llave. No serd compartida ni dada a nadie excepto el personal del estudio.

Yo: , firma

que pertenezco a la Institucién Educativa:

Acepto No acepto participar en el estudio “CARACTERIZACION DE LA INFECCION POR DENGUE EN ESCOLARES
DE MEDELLIN, COLOMBIA”.

T ) ete DEN
e, 'Q Dl nArE ',,;,,-905;;,', IRTVF@DC“

EBCRSN e ]



ANEXO 2. Formulario clinico y de seguimiento

CARACTERIZACION DE LA INFECCION POR DENGUE

DSN REPORTE INVESTIGACION CASOS DE DENGUE |

EN ESCOLARES DE MEDELLIN, ANTIOQUIA, COLOMBIA

1. INFORMACION GENERAL
1.2 Paciente ID

1.1 Fecha (DD/MM/AA) I
1.3 Sexo [JHombre [Mujer

)
1.4 Fecha de Nacimiento: (DD/MM/AA) I

!

1.5 Peso___Kg Signos Vitales: 1.6 Temperatura 1.7 Pulso ___ 1.8 Resp 1.9 P/IA /
1.10 Prueba torniquete: No. petequias: (10 [JEntre1a9 ] Entre 10 a 19 0 >19

1.11 Fecha de inicio de la fiebre (DD/MM/AA) I I}

2. HISTORIA CLINICA | 2.3 RESPIRATORIO Si|No|SD| 2.5 OTROS SINTOMAS Si [No |SD

2.1 ESTADO GENERAL Si|No| SD

2.1.1 Fiebre

2.1.2 Rash

2.1.3 Inconsciencia

2.1.4 La energia baja o fatiga

2 1 6 Depresion

2.2 CABEZA

2.2.1 Dolor de cabeza

2.2.2 Dolor retroocular

2.2.3 Dolor en el cuello

2.2 4 Otalgia

2.2 5 Congestion nasal

2.2 6 Rinorrea

2.2.7 Dolor de garganta
3. EXAMEN FISICO

231Tos

2.3.1.1 Tos productiva

2.3 .2 Dificultad respiratoria

2.4 GASTROINTESTINAL

2 4 1 Pérdida de apetito

2.4 2 Nausea

2.4 3 Vomito

2.4.3.1 Vomito persistente

2.4 4 Dolor abdominal

2.4.5 Estrefiimiento

2.4 6 Diarrea

2461 Liquida

2.4.6.2 mancha de sangre

2.4.6.3 Mucoide

2.5.1 Dolor al orinar
252 Lumbalgia
2.5.3 Mialgia

2.5.4 Artralgia
2.5.5 Convulsion
2.5.6 Paralisis
2.5.7 Paresia

2.5.8 Parastesia

2.6 MANIFESTACIONES HEMORRAGICAS

2.6.1 Hemorragia nasal

2 6.2 Hemorragia de las encias

2 6.3 Vomito con sangre

2 6.4 Sangre en la excreta

2 6.5 Sangre en la orina

2.6.6 Flujo menstrual incrementado

3.1 CABEZA Y CUELLO Si | No 3.2 RESPIRATORIO Si | No 3.4 EXTREMIDADES No
3.1.1 Rubor facial 3.2.1 Dolor intercostal 3.4.1 Edema extremidades

3.1.2 Conjuntiva inyectada 3.2.2 Sibilancias 3.4.2 Adenopatia: CAxilar Cinguinal
3.1.3 Secrecion conjuntival 3.2 3 Crépitos 34 .3 Llenado capilar (seg)

3.1.4 Conjuntiva icterica 3.2.4 Roncus 3.4.4 Cianosis

3.1.5 Ojos hundidos 3.2.5 Derrame pleural

3.1.6 Otitis media 3.5 CUTANEO

3.1.7 Cianosis perioral 3.5.1 Equimosis

3.1.8 Eritema en garganta 3.3 GASTROINTESTINAL 3.5.2 Petequias

3.1.9 Exudado en garganta 3.3.1 Dolor abdominal 3.5.3 Rash: OGeneralizado Localizado
3.1.10 Petequias en mucosa 3.3.2 Distension abdominal 3.5.4 Rash: OMacular COPapular
3.1.11 Lengua 0 mucosas secas 3.3.3 Ascitis 3.5.5 Rash eritematoso

3.1.12 Rigidez de cuello 3.3.4 Esplenomegalia (cm) 3.5.6 Ictericia

3.1.13 Adenopatia cervical 3.3.4 Hepatomegalia (cm) 3.5.7 Pliegue cutaneo

4. LABORATORIO Resultado| 4 6 Linfocitos (%) 4 12 Leucocitos en orina

4 1 Plagquetas (x 1000) 4.7 Monocitos (%) 4 13 Nitritos

42 Hematocrito (%) 4.8 OProteina DAIbumina (g/dL) 414 Eritrocitos en orina

4.3 Hemoglobina (g/dL) 4 9AST (UL) 4 15 Bilirrubinuria

4.4 | eucocitos (x 1000) 410 ALT (U/L) 4 16 Proteinuria

4.5 Segmentados (%) 4.11 Bilirrubina (mg/dL) 4.17 X Rayos

5. DIAGNOSTICO PRESUNTIVO |56 Sindromes viral . DISPOSICION PACIENTE

5.1 Infeccién por dengue 5.7 Otitis media 6.1 Ambulatorio

5.2 Gripe 5.8 Infeccion urinaria 6.2 Consulto al médico

5.3 Influenza 5.9 Diarrea 6.3 Hospitalizado

5.4 Bronguitis 5.10 Otras Lugar

5.5 Neumonia Cual(es)

7. TRATAMIENTOS |

8. COMENTARIOS |(1‘ncfuya otros resultados aqui)

9. DATOS DE MANEJO I Nombre Firma Fecha Comentarios

9.1 El paciente fue examinado por/Evaluado por

9.2 Muestra tomada por

9.3 Formulario y Muestra transportada por

9.4 Formulario revisado por

PDVI, Form A - Version 1.0

27/02/2010
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DSN SEGUIMIENTO CASOS DE DENGUE
EN ESCOLARES DE MEDELLIN, ANTIOQUIA, COLOMBIA

1. INFORMACION GENERAL 1.1 Fecha (DD/MM/AR) ___ /[
1.2 Paciente ID___ 1.3 Sexo [Hombre [IMujer 1.4 Fecha de Nacimiento: (DD/MMIYY) __ [ |
1.5 Siente que ya se curo de su enfermedad ] Si [ No 1.6 Por cuantos dias estuvo usted enfermo:
2. SINTOMAS ESTABA ENFERMO 2.3 RESPIRATORIO Si|No[SD| 2.5 0TROS SINTOMAS Si [No |SD
2.1 ESTADO GENERAL Si|No| SD| 231Tos 2 51 Dolor al orinar
2.1.1 Fiebre 2.3.1.1 Tos productiva 2.5.2 Lumbalgia
2.1.2 Rash 2.3.2 Dificultad respiratoria 2.5.3 Mialgia
2.1.3 La energia baja o fatiga 2.5 .4 Artralgia
2 1 4 Depresién 2.4 GASTROINTESTINAL 2 55 Convulsion
2.4.1 Pérdida de apetito 2.5.6 Paralisis
2 4 2 Nausea 2 57 Paresia
2.2 CABEZA 2.4 .3 Vomito 2.5.8 Parastesia
2.2.1 Dolor de cabeza 2.4.3.1 Vémito persistente 2.6 MANIFESTACIONES HEMORRAGICAS
2.2 2 Dolor retroocular 2 4.4 Dolor abdominal 2.6.1 Hemorragia nasal
2 2 3 Dolor en el cuello 2 4 5 Estrefiimiento 2.6.2 Hemorragia de las encias
2.2 4 QOtalgia 2.4.6 Diarrea 2.6.3 Vémito con sangre
2 2 5 Congestién nasal 2461 Liguida 2 6 4 Sangre en la excreta
2.2.6 Rinorrea 2.4 6.2 Mancha de sangre 2.6.5 Sangre en la orina
2.2.7 Dolor de garganta 2.4.6.3 Mucoide 2.6 6 Flujo menstrual incrementado
SILOS SINTOMAS DEL PACIENTE HAN TERMINADO, CONTINUE A LA SECCION 4: ESTADO GENERAL DE SALUD
3. SINTOMAS PERSISTENTES 3.3 RESPIRATORIO Si[No|SD| 3.5 OTROS SINTOMAS Si |No |SD
3.1 ESTADO GENERAL Si{No| SD| 3.3.1Tos 3.5.1 Dolor al orinar
3.1.1 Fiebre 3.3.1.1 Tos productiva 3.5.2 Lumbalgia
3.1.2 Rash 3.3.2 Dificultad respiratoria 3.5.3 Mialgia
3.1.3 La energia baja o fatiga 354 Artralgia
3.1.4 Depresion 3.4 GASTROINTESTINAL 3.5.5 Convulsion
3.4.1 Pérdida de apstito 3.5.6 Paralisis
34 2 Nausea 357 Paresia
3.2 CABEZA 3.4.3 Voémito 3.5.8 Parastesia
3.2.1 Dolor de cabeza 2.4.3.1 Vomito persistente 3.6 MANIFESTACIONES HEMORRAGICAS
3.2 2 Dolor retroocular 3.4 4 Dolor abdominal 3.6.1 Hemorragia nasal
32 3 Dolor en el cuello 3.4 5 Estrefiimiento 3.6.2 Hemorragia de las encias
3.2 4 QOtalgia 3.4.6 Diarrea 3.6.3 Vémito con sangre
3.2.5 Congestion nasal 3.4.6.1 Liguida 3.6.4 Sangre en la excreta
3.2.6 Rinorrea 3.4.6.2 Mancha de sangre 3.6.5 Sangre en la orina
3.2.7 Dolor de garganta 3.4.6.3 Mucoide 3.6.6 Flujo menstrual incrementado
4. ESTADO GENERAL DE SALUD |

4.1 ¢ Coémo calificaria su salud antes de esta enfermedad? [OMuy Buena [Buena [Regular [OMala CIMuy Mala
4.2 ¢ Como calificaria su salud cuando la enfermedad
estuvo en su peor momento? COMuy Buena [OBuena [CORegular [COMala CIMuy Mala
4.3 4 Cuantos dias el paciente se sintid o "mal” o "muy mal?"
4 4 ; Cuanta dificultad tuvo usted para asistir al estudio, al trabajo o en las actividades del hogar durante la enfermedad?
CNinguna [COMedia CModerada [Severa [Extrema/Usted no pudo moverse

4.5 ¢ Como calificaria su salud hoy? OMuy Buena [CBuena [Regular [OMala CIMuy Mala
5. COMENTARIOS |
6. DATOS DE MANEJO I Nombre Firma Fecha Comentarios

6.1 El paciente fue examinado por/Evaluado por

6.2 Muestra tomada por

6.3 Formulario y Muestra transportada por

6.4 Formulario revisado por
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ANEXO 3. Formulario estudio seroldgico anual

DSN (No llenar)

CARACTERIZACION DE LA INFECCION POR DENGUE EN ESCOLARES DE MEDELLIN, ANTIOQUIA, COLOMBIA
INSPECCION ANUAL

La encuesta debe ser respondida por un adulto. Por favor utilice lapicero

1. INFORMACION GENERAL DEL ESCOLAR (Las preguntas 1.2 a 1.14 son acerca del escolar) 1.1 FECHA (DIMIA) __/__ 1

1.2 Institucion Educativa: [ Colegio UPB [J IESamuel Barrientos Restrepo [J Otra Cual

1.3 Paciente ID (No llenar) 1.4 Grado escolar ___ 1.5 Barrio 1.6 Estrato socioeconémico (Segun servicios publicos)
1.7 Tiene EPS: [ Si O No Cual: 1.8 Fecha de Nacimiento del escolar (D/M/A) __ /| Edad (afios):

1.9 Sexo U Hombre ] Mujer 1.10 Raza: [ Mestizo [] Afro-Colombiano [ Otra
1.11 El escolar ha sido vacunado contra fiebre amarilla [0 Si [J No [J No sabe. Afio

1.12 El escolar ha tenido dengue alguna vez: [ Si ] No [J No sabe. 1.13 Ha presentado fiebre en los (ltimos 3 meses: [ Si [ No|

1.14 Ha presentado fiebre en los ultimos 7 dias: [1Si [INo

1.15 ;Quién responde esta encuesta?: [] Madre [J Padre [] Otro 1.16 Edad 1.17 Nimero de personas en la vivienda: I
1.18 Nivel Educativo de quien responde la encuesta: [] Primaria (] Secundaria (] Universitario (] Tecnologia [ Posgrado [ Ninguno

|2. RESPONDA S| O NO DE ACUERDO A SUS CONOCIMIENTOS SOBRE DENGUE (pueden ser una o varias respuestas. Sefialar can X) I

. i 2.9 LOS INSERVIELES DE SU CASA )

2.1 ;QUE ES EL DENGUE? Si No | |2.5 ;USTED O SU FAMILIA | no | si SON ELIMINADOS POR: Si No
=TT Una enermedad PUEDEN SUFRIR DENGUE? 2.9.1 El municipio
2.1.2 Un Zancudo 2.9.2 Recicladores
2.1.3 Otro 2.6 ¢ QUE HACE PARA No | si 2.9.3 Por la familia/otro
2.1.4 No sabe PREVENIR EL DENGUE? 2.9.4 Ninguno

2.6.1 Drena las canoas
2.2 ¢CUALES SON LOS SINTOMAS| Si | No | J2.6.2 Lava el tanque del agua 2.10 CARACTERISTICAS DE Si No
2.2.1 Fiebre 2.6.3 Fumiga LA VIVIENDA
2.2.2 Dolor de cabeza 2.6.4 Guarda los inservibles 2.10.1 Suministro regular agua
2.2.3 Dolor en todo el cuerpo bajo techo 2.10.2 Recoleccion regular de basuras
2.2 4 Brote Lava cada 2 o 3 dias los siguientes utensilios?
2 2 5 Hemorragias 2 6.5 Escurridores de matas 2.11 ;USTED HA VISTO si No
2.2 6 Vémitos 2 6.6 Platos de mascotas ZANCUDOS:
2 2.7 Dolor abdominal 2.6.7 Floreros 2.11.1 En la casa
2.2.8 Otros 2.6.8 Otra actividad. Cual? 2.11.2 En el colegio
2.2.9 No sabe 2.11.3 Otro lugar

2.6.9 Ninguna medida 2.11.4 No ha visto
2.3 ;COMO SE TRANSMITE? St | No |]2.6.10 No sabe
2.3.1 Contacto con un enfermo 2.12 LUGARES DONDE SE .
2.3.2 Contacto con utensilios usados 2.7 CERCA A SU VIVIENDA HAY:| Si | No REPRODUCE EL ZANCUDO S No
por el enfermo 2_7.1 Construcciones 2121 Quebradas/rios/caiios
2.3.3 Alimentos o agua contaminados 2.7.2 Cementerios 2.12.2 Agua limpia estancada
2 3 4 Picadura de mosquito 2 7.3 Llantas abandonadas 2 12 3 Basuras
2.3.5 Otro 2.7.4 Piscina/alberca 2.12.4 No sabe
2.3.6 No sabe 2.7.5 No sabe

2.13 MEDIOS POR LOS CUALES HA

2.4 ; QUE HACE CUANDO USTED RECIBIDO INFORMACION SOBRE EL | Si No
OSI?J FAMILIA TIENEN DENGUE? | si No | |2-8 EN SU VIVIENDA TIENE: |Si No | |oEncuE
2.4.1 Consulta al Médico 2.8.1 Floreros 2.13.1 Television
2 4 2 Se automedica 2 8 2 Matas sembradas en agua 213 2 Radio
2.4.3 Se cuida en casa 2.8.3 Platos de mascotas 2.13.3 Periédicos/revistas
2 4 4 Consulta a la farmacia 2 8 4 Escurridores de matas 2 13 4 Personal de saludffolletos
2.4.5 Nada 2.8.5 Tanques con agua sin tapa 2.13.5 Internet
2.4.6 No sabe 2.8.6 Inservibles a la intemperie 2.13.6 Otros ~

2 8 7 Piscina/alberca Cual(es)?

IMUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION!
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ANEXO 4.Lista de primers utilizados para la amplificacion y
secuenciacion del gen de la envoltura del virus DENV-1

ID
primer

Secuencia

RT

PCR

SECUENCIACION

D1F5R

5'-TTTGTCGGTCTGGGGGGGTATAGAACCTGTTGATTCAACRGC-3'

X

D1F1F

5'-GATGAGGGAAGATGGGGAGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3'

D1F1R

5'-CCAATGGCYGCTGAYAGTCT-3'

pad

D1F2F

5'-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC-3’

D1F2R

5'-TTCCACTTCYGGAGGGCT-3'

X | X[ X | X

D1-1

5'-AAACGTTCCGTSGCACTGGC-3'

D1-2

5'-CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC-3'

D1-3

5'-TGTGTGTCGMCGAACGTT-3'

D1-4

5'-GTTTGTGGACRAGCCATGATT-3'

D1-5

5'-GCAATGCACACYGCGTTG-3'

XX | X |[X|X

D1-6

5'-AAAGGTGGYTCYGYYTCAAT-3'

X

La X indica en que reaccién fue utilizado el primer, RT= transcripcion reversa; PCR= Reaccién en Cadena de la Polimerasa;

Secuenciacion tipo sanger.
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ANEXO 5. Tabla 19 Informacion secuencias del DENV-1

utilizadas en el analisis filogenético

N° Identificacid | Origen Genot | ldentificador

n Ciudad y/o Pais Afio de Ipo en Genbank
aislamiento

1 728 Medellin-Antioquia, Colombia 1993 \" N.A

2 1008 Medellin-Antioquia, Colombia 1994 Vv N.A

3 029 Medellin-Antioquia, Colombia 1995 \" N.A

4 1069 Medellin-Antioquia, Colombia 1997 \" N.A

5 006 Medellin-Antioquia, Colombia 1998 Vv N.A

6 14135 Bello-Antioquia, Colombia 2002 \" N.A

7 8379 Girardota-Antioquia, Colombia 2003 Vv N.A

8 11429 Medellin-Antioquia, Colombia 2003 Vv N.A

9 102 Medellin-Antioquia, Colombia 2003 Vv N.A

10 514LAS Quibdod-Chocd, Colombia 2008 Vv N.A

11 941RDP Quibdd-Chocd, Colombia 2010 Vv N.A

12 954JER Quibdod-Chocd, Colombia 2010 Vv N.A

13 918CM Quibdo-Chocd, Colombia 2010 \Y N.A

14 u0023 Medellin-Antioquia, Colombia 2010 Vv N.A

15 u0009 Medellin-Antioquia, Colombia 2010 \Y N.A

16 EZR Medellin-Antioquia, Colombia 2010 Vv N.A

17 S0219 Medellin-Antioquia, Colombia 2011 \Y N.A

18 MOCHIZUKI | Japon 1943 I AB074760.1
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19 16007 Tailandia 1964 Il AF180817.1
Pkd13
20 IBH28328 Nigeria 1968 \ AF425625.1
21 40553 Myanmar 1971 \Y AY713473.1
22 P72_1244 Malasia 1972 1 AF231721.1
23 17646 Isla Nauru, Pacifico Occidental 1974 v U88536.1
24 PRS228682 | Filipinas 1974 v AF425627.1
25 PRS288690 | Jamaica 1977 \Y AF425621.1
26 780572 Trinidad y Tobago 1978 \Y AF425631.1
27 PUO359 Tailandia 1980 I AF425630.1
28 1298 Yucatdn, México 1980 \Y AF425623.1
29 AR404147 Be, Brasil 1982 \Y AF425613.1
30 HCS1 Australia 1983 v AF425611.1
31 1463 Sonora, México 1984 \Y DQ341190.1
32 495 Aruba 1985 v AF425609.1
33 347869_ Colombia 1985 \Y AF425616.1
34 Dakar_A150 | Costa de Marfil 1985 \Y AF425620.1
35 86471 Trinidad y Tobago 1986 Vv AF425639.1
36 French_Gua | Guyana Francesa 1989 Vv AF226687.2
yana
37 45907 Ms, Brasil 1991 v KF672791.1
38 DEIO151 Peru_91 1991 v AF425626.1
39 BC126 Yucatdn, México 1994 v DQ341192.1
(3425)
40 VEPOR Venezuela 1994 v AF425636.1
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41 125239 Venezuela 1994 \ AF425637.1
42 VEAMA Venezuela 1995 \Y AF425632.1
43 VEDTF Venezuela 1995 \ AF425633.1
44 SLMC28 Sri Lanka 1995 v AY422784.1
45 N104VIO4 Nicaragua 1996 \ DQO016656.1
46 371869 Colombia_96 1996 \ AF425617.1
47 NIO6VI04 India 1996 \Y DQ016652.1
48 28164 Venezuela 1997 Vv AF425634.1
49 V3540 Aragua, Venezuela 1997 \Y GU056029.1
50 58485 Mg, Brasil 1997 \Y KF672769.1
51 NI11VIO4 Tailandia 1998 I DQ016646.1
52 60443 Ce, Brasil 1998 \Y KF672775.1
53 1056 Abidjan, Costa de Marfil 1998 v AF298807.1
54 V3377 Santander, Colombia 1998 Vv GQ868560.1
55 V7291 Santander, Colombia 1998 Vv KJ189303.1
56 V3378 Santander, Colombia 1999 Vv GQ868561.1
57 64616 Rj, Brazil 1999 \Y KF672792.1
58 V2171 Aragua, Venezuela 1999 \Y, F1639743.1
59 V3548 Aragua, Venezuela 2000 \Y GU131832.1
60 67993 Pi, Brasil 2000 v KF672787.1
61 293 Argentina 2000 Vv AY206457.3
62 280 Paraguay 2000 v AF514878.2
63 V3379 Santander, Colombia 2001 Vv GU131948.1
64 BRO1 MR, Brasil 2001 v AF513110.1
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65 73834 Espiritu Santo, Brasil 2001 \Y KF672789.1
66 SC411VI03 | Polinesia Francesa 2001 v DQ016651.1
67 GZ80 Gz, China 2001 I AF350498.1
68 75424 Es, Brasil 2002 \ KF672783.1
69 SA079 Filipinas 2002 I AY422783.1
70 49440 Myanmar 2002 I JF459993.1

71 CNM438VIO | Nicaragua 2003 \Y DQ016657.1

3

72 NI12VI04 Tailandia 2003 I DQ016649.1
73 SK1222VI04 | India 2003 \Y DQ016655.1
74 AF1561VI04 | Tailandia 2004 I DQ016650.1
75 01B Hawaii, EUA 2005 v DQ091259.1
76 V2251 Aragua, Venezuela 2005 \" FJ639813.1

77 V3558 Aragua, Venezuela 2005 Vv GU131837.1
78 V3380 Santander, Colombia 2005 Vv GQ0868562.1
79 V3382 Santander, Colombia 2006 Vv GQ868564.1
80 V3385 Santander, Colombia 2006 Vv GQ868565.1
81 V2606_ Mérida, Venezuela 2006 \ JN819405.1

82 V3566 Aragua, Venezuela 2006 v KF955414.1
83 BeH739688 | Amazonas, Brasil 2007 Vv HM450103.1
84 V3387 Santander, Colombia 2007 Vv GQ868567.1
85 DB013 Venezuela 2007 v JF804026.1

86 V3391 Santander, Colombia 2008 \Y GQ868570.1
87 GUYANA Guyana Francesa 2008 Vv JN415506.1
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88 480513060 | Martinica 2008 \ JN022597.1
89 1844 13 Handi, Vietnam 2008 I KC861935.1
90 10901007_ | Handi, Vietnam 2009 I KC861968.1
4
91 1181_15 NhaTrang, Vietnam 2009 I KC861927.1
92 DB067 Haiti 2010 \Y JF969282.1
93 G7 México 2010 \Y JQ065945.1
94 J8 México 2010 \Y JQ065956.1
95 ARC_31 Puerto Rico, EUA 2010 \Y JQ045563.1
96 DB095 Puerto Rico, EUA 2010 \Y JX402213.1
97 ARC_39 Florida, EUA 2010 \Y JQ045564.1
98 11801 Guangzhou, China 2010 I JN009088.1
99 12375 Gz, China 2010 v JN009090.1
100 | 876 Ms, Brasil 2010 \Y KF672768.1
101 | 514 Rio de Janeiro, Brasil 2011 Vv KF672784.1
102 | 160412_79 | Nueva Caledonia 2012 I KC316022.1
1
103 | V7713 Puerto Rico, EUA 2012 \Y KJ189358.1
104 | V7719 Puerto Rico, EUA 2012 Vv KJ189359.1
105 | Hawaii_44 | Hawaii, EUA 1944 v AB609588.1

N.A=No aplica porgque no se han incluido
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