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Colombia Médica

Vigilancia del dengue basada en el laboratorio: diferencias en el nimero de casos

y virus aislados seguin la recoleccion del sueroy la prueba seroldgicat
Raquel E. Ocazionez, Ph.D.?, Fabian Cortés, Bact.?, Luis Angel Villar, M .Sc.*

RESUMEN

I ntroduccién: El control del dengue depende de los datos dela vigilancia basada en el laboratorio. El
objetivo de este estudio fue establecer las diferencias en nimero de casos (IgM positiva) y serotipos
del virus seguin la estrategia de vigilancia.

Materiales y métodos. Se compararon los resultados de dos estrategias de vigilancia. Primera
(SVIGILA local): de 337 casos con sospecha clinica de dengue se colecté un Gnico suero (agudo o
convaleciente) que se almacend a 4°C. Se utilizo el estuche UMELISA DENGUE (IPK, Cuba) para
detectar anticuerpos IgM y se hicieron intentos de aislamiento del virus en células C6/36. Segunda: de
318 casos sospechosos se colectaron suer os pareados que se almacenaron a -70°C, se usd una prueba
local deMAC-ELISAy seintentd el aislamientodel viruscomo enlaprimera. Algunossuer osprocesados
por el MAC-ELISA se analizaron también por el UMELISA y los estuches Dengue |gM-capture ELISA
(PANBIO) e IgM*ELISA anti-dengue (IPK, Cuba).

Resultados: Se encontraron mas casos IgM+ con la primera que con la segunda estrategia tanto con
sueros agudos como convalecientes. Esto es, 61.1 vs 22% (p<0.001) y 86.8 vs 49.3% (p<0.001),
respectivamente. Los resultados del MAC-ELISA concordaron 85% (k=0.29) con los del UMELISA,
pero 90.4% (k=0.84) y 100% (k=1) con los estuches de PAMBIO e IgM*ELISA, respectivamente. Se
encontraron diferencias significativas en la frecuencia del dengue en casos de la segunda estrategia,
cuando €l resultado dela ser ol ogia con suero agudo o con pareado secompar 6: 70 (22%) vs 155 (48.7%)
(p<0.001). El aislamiento viral fue mas exitoso de los sueros almacenados a -70°C que a 4°C: 17.8%
vs. 4.7% (p<0.001). Seidentificaronlos4 serotiposdel virus. Sediscuten la especificidad del UMELISA
DENGUE vy las consecuencias en €l control del dengue en relacion a la estrategia de vigilancia.
Conclusiones: Se requiere evaluar la especificidad del estuche UMELISA considerando la alta
frecuencia del dengue en casos con sospecha. El anélisisde sueros pareadosenlavigilanciadel dengue
es necesario para obtener informacién confiable.

Palabras clave: Dengue; ELISA de captura; Aislamiento viral; Serotipos virus dengue.
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El dengue esunaenfermedad causadapor cualquieradelos
4 serotiposdd virusdel mismonombre(DEN-1, DEN-2, DEN-
3y DEN-4), quesontransmitidosal oshumanospor mosquitos
del género Aedes2. Enlos Ultimos 25 afios haemergido como
laarbovirosisdemayor prevalenciaen el mundo. Seestimaque
cercade492,820 casosocurrieron enlasAmeéricasenladécada
de1990deloscuaesmésde 77,000 fueron hemorragicos, pero

solo en e afio 2002 se informaron 1'015,420 casos siendo
14,374 severos®*, En Colombia, entre 1998y 2003 seinforma:
ron 283,357 casos pudiéndose clasificar 27,997 (9.8%) como
hemorragicos. De estos, 46,615 (16.4%) fueron en Santander
(4,450 severos), convirtiéndose en uno de los departamentos
gue més casos informa a Ministerio de Salud y Proteccion
Socia®’.
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Antelacarenciadetratamiento farmacol 6gico einmuno-
profilaxis, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
definio la estrategia global para el control del dengue que
incluye, entre otros componentes, lavigilanciabasadaen el
laboratoric®. Esta permite estimar el nimero de casos
confirmando la enfermedad en |os sospechosos y conocer
los serotipos del virus que estén circulando. Lo primero se
hace rutinariamente por serologia que detecta anticuerpos
IgM, siendoel MAC-EL1SA € procedimientoméasutilizado®.
Para esto es indispensable analizar sueros pareados 'y de-
mostrar seroconversion o aumento cuadruplo del titulo del
anticuerpo. Cuando laserologiaserealizaen un Ginico suero,
el resultado positivo indica un caso probable y no es
confirmatorio, porgue los anticuerpos pueden ser de una
infeccion pasadareciente, pueslalgM permanece hastapor
90 dias después de unainfeccion. Por otro lado, €l resultado
negativo en suero de los primeros dias de sintomas no
descarta el dengue porque en algunas personas la concen-
tracion delalgM es aln insuficiente para encontrarse en el
ensayolo,n_

La vigilancia de los virus forma parte del control del
dengue porgue laentrada de un serotipo nuevo o lareapari-
cion de uno ausente por largo tiempo, se han asociado con
epidemias y aumento del dengue hemorragico (DH). La
entradadel DEN-2 en Cubaen 198122y |areaparicién del
DEN-3 en Nicaragua en 1994%, produjeron las mayores
epidemias de DH en América. El aislamiento del virus en
cultivo de células de mosquito y la posterior identificacion
del serotipo con anticuerpos monoclonales, ha sido el
procedimiento utilizado derutinaparalaidentificaciéndel os
virus. El éxito del mismo depende del dia de recolecciony
preservacion adecuada del suero®*®.

Lavigilanciadel denguebasadaenel laboratorioenéreas
endémicas colombianas, incluido el departamento de
Santander, serealizade formapasiva. Esto es, de cada caso
sospechoso se recolecta un Gnico suero, con mayor fre-
cuencia durante los primeros dias de sintomas cuando €l
paciente solicita la atencion médica, el cual se remite al
Laboratorio de Salud Publica de la Secretaria de Salud
(LDSP) de cada departamento. En esta dependencia las
muestras se procesan para buscar IgM y una alicuota se
remiteal Laboratorio de Virologiadel Instituto Nacional de
Salud (Bogota) para el aislamiento del virus. En tresde los
departamentos donde el dengue ocurre, lavigilanciade los
serotipos se desarrolla en laboratorios locales. Como las
acciones de control se fundamentan en la informacion
obtenidadelavigilanciabasadaen el |aboratorio, losautores
de este articulo decidieron realizar este estudio. El objetivo
fue comparar lafrecuencia de casos de denguey el nimero
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de virus aislados seglin dos estrategias de vigilancia que se

diferenciaron en |os siguientes aspectos:

a. Numero de sueros recol ectados de cada caso sospecho-
so (Unico o pareado) y momento de luego de inicio de
sintomas (agudo o convaleciente).

b. Almacenamiento del suero (4°C 0 -70°C) y

c. Protocolodel MAC-ELISA (estuchecomercial o prueba
locdl).

MATERIALES Y METODOS

Casos. Se incluyeron 655 casos febriles con sospecha
clinicade dengue de los ocurridos en Santander en |os afios
2000, 2003 y 2004. En estos afios €l sistema de vigilancia
local no informd de brotes™6. L os pacientes se selecciona
ron si presentaban fiebre acompafiada de dos 0 mas sinto-
mas como dolor de cabeza, dolor retro-orbital, mialgias,
artralgias, erupcion cutanea, y con o sin manifestaciones
hemorragicas (petequias, epistaxis, hemoptisis o0 sangrado
de encias). Se excluyeron quienes tuvieron algin foco de
infeccion aparente como otitis, infeccidn urinaria, enferme-
dades cronicas y otros.

Estrategiasdevigilancia

1. Con sueros no-pareados. Serealizo por €l sistemade
vigilancia (SIVIGILA) de Santander en el afio 2000. Se
incluyeron 337 casos febriles del total de informados a la
Secretaria de Salud por las instituciones de salud que los
atendieron. De cada uno se colectd un Unico suero antes o
después del sexto dia de sintomas y luego se remitio al
L aboratorio Departamental de Salud Piblica. En este labo-
ratorio los sueros se almacenaron a 4°C antes de ser
procesados para detectar anticuerpos IgM usando €l estu-
cheUMEL|SA DENGUE como sedescribeadelante. Delas
sueros agudos (antes del sexto dia de sintomas) almacena-
dosmaximo 8 dias, seremitio unaalicuotaal Laboratorio de
Virologia del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales de la Universidad Industrial de Santander
(CINTROP/UIS), para aislamiento del virus en cultivo de
células como se describe luego. Lainformacion sobre fecha
y dia de recoleccion del suero se consultd en la ficha de
informe que acompafiaba la muestra.

2. Con sueros pareados. Seincluyeron 318 casos aten-
didos en clinicas privadas entre los afios 2003 y 2004. De
cadauno se colect6 un suero €l diadelaconsulta (hastacon
5 dias de sintomas) y 10 6 15 dias después una enfermera
participante en el estudio visitd a paciente en su residencia
para colectar €l suero convaleciente. Las muestras se remi-
tieronal Laboratorio deVirologiadel CINTROP/UISenlas
6 horassiguientesasu colecta. Aqui sealmacenaron a-70°C
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por una semanay luego se procesaron para detectar anti-
cuerpos|gM usando un protocol o estédndar del MAC-ELISA
y aislar el virus como se describe adelante.

Deteccion delgM

1. EstucheUMELISA DENGUE (Instituto PedroKourf,
LaHabana, Cuba). Segun lasinstruccionesdel fabricanteel
procedimiento brevemente consistié en: 10 ul del suero se
hicieron reaccionar con un anticuerpo anti-lgM humana
ligado a pozos detiras ultramicroELISA por 1 horaa 37°C;
se hicieron 6 lavados con tampén fosfato y enseguida se
adicionaron 10 ul del antigeno. Después de incubacion y
lavados en las mismas condiciones, se adicionaron 10 ul del
anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina (anti IgG/FA)
por 1 horaa37°Cy despuésdelavar se agregaron 10 ul del
substrato (4-metilumberiferil fosfato). Al término de la
incubaci 6n atemperaturaambiente por 30 minlafluorescen-
ciaseleyd enunlector SUMA (IPK, Cuba). Los sueroscon
valores de densidad 6ptica mayor o igual a 0.3 se conside-
raron positivos. Los autores fueron autorizados por la
Secretariade Salud para consultar los valores de densidad
Optica en €l libro de registros del Laboratorio de Salud
Publica.

2. MAC-ELISA. Se utilizé €l protocolo estéandar®®. Se
sensibilizaron por 18 horas a 4’C, microplacas de 96 pozos
con 100 ul deanticuerpo anti-lgM humana(Sigmast. Louis,
MO). Despuésdelavar 3 vecescontampoén fosfato (PBSpH
7.4) seadicionaron 50 ul del suero (1:40) acadapozoy las
placasseincubaron por 2 horasa37°C. Despuésde5 lavados
seagregaron 50 ul deantigeno por 18 horasa4’Cy denuevo
selavarony enseguidaseadicion6 50 ul deanticuerpo anti-
dengue conjugado con peroxidasa (6B6C; CDC, Dengue
Branch, Puerto Rico). Las placas seincubaron por unahora
a37°C, selavarony luego seadicionaron 100 ul del sustrato
(TMB; SigmasSt. Louis, MO). Lalecturaserealiz6 a450 nm
enunlector deELISA (Sensident Scan Merck) y el valor del
punto de corte se calculé como el promedio de los valores
de densidad éptica (DO) de los sueros negativos mas 2 ED.
Lossueros que presentaron laDO igual o mayor al punto de
corte se consideraron positivos. Cuando las dos muestras
del mismo paciente resultaron positivas, la muestra de
convalecencia se diluy6 4 vecesy se hizo de nuevo €l pro-
ceso. Un resultado positivo en estos casos se consideré
infeccion aguda por denguey el negativo infeccion pasada
reciente.

Validacion del MAC-ELISA. Grupos de sueros parea-
dos procesados por el MAC-ELISA se analizaron también
por el UMELISA (n=28) y los estuches IgM* ELISA anti-
dengue (IPK, La Habana, Cuba) (n=55) y dengue IgM-
captureELISA (PANBIOPty Ltd., East Brishane, Australia)
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(n=29). Laspruebasserealizaron siguiendo el procedimien-
to indicado por el fabricante similar al MAC-ELISA con
diferencias en e volumen de los reactivos y tiempo de
incubacion. Con ambos estuches un resultado positivo se
considerd cuando €l valor delaDO fue 2 ED del promedio
de los controles negativos.

Aislamiento del virus. Se utilizaron sueros agudos para
infectar células de mosqguito Aedes albopictus (clon C6/36)
mantenidasen medio Leibozt's(L-15. GIBCO,BRL) suple-
mentado con suero bovino fetal (10%), triptosa fosfato
(10%) y antibidticos (penicilina 100 Ul/ml; estreptomicina
100 pg/ml) (1%). Brevemente, se adicionaron 100 ul de
suero a monocapas celulares crecidas en tubos de vidrio y
luego los cultivos se centrifugaron a 2,000 rpm por 30 min
y a temperatura ambiente. Después se adicioné 1 ml del
medi o de cultivo suplementado con 2% desuero bovinofetal
y los cultivos seincubaron a32°C por 8 dias”’. Lapresencia
del virus se determind por inmunofluorescencia directa
usando un anticuerpo policlonal anti-dengue marcado con
fluoresceina 'y luego €l serotipo se identifico por inmuno-
fluorescenciaindirecta con anticuerpos monoclonal es espe-
cificos™. Los anticuerpos fueron gentilmente donados por
el CDC, Dengue Branch Puerto Rico.

Diagnostico del dengue. Segun €l resultado de las
pruebas de laboratorio, el diagndstico se establecié de
acuerdo con los criterios de la OMS® como:

a. Caso confirmado: cuando se encontré seroconversion o
aumentode4 vecesel titulodelalgM y/oseaislé el virus.

b. Casosindengue: cuando no seencontré IgM en suerode
laconvalecencia.

c. Caso probable: cuando se encontré IgM en una sola
muestra de suero y no se aislé €l virus.

d. Caso no-concluyente: cuando no se encontrd IgM en el
suero agudo ni se aislo €l virus 'y cuando no se colecté
suero de la convalecencia.

e. Caso deinfeccién pasada reciente; cuando se encontrod
IgM en el suero agudo y convaleciente sin aumento
cuadruplo del titulo y el virus no se aisl6.
Andlisisdelosdatos. Seutilizélapruebade Chi cuadrado

(x%?) paradeterminar lasignificanciadelasdiferenciasenlas

frecuencias, utilizando el programa Epi Info vesién 5.0.

RESULTADOS

Deteccion de anticuerpos. En los casos sospechosos la
IgM se detectd con diferente frecuencia dependiendo del
suero colectado y la prueba (Cuadro 1), en 61.1% vs. 22%
de los agudos y en 86.8% vs. 49.3% de |los convalecientes
analizadosporel UMELISA y MAC-ELISA, respectivamen-
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Cuadro 1
Deteccion de anticuerpos IgM por ELISA en casos con sospecha clinica de dengue de acuerdo con el tipo de ensayo
y momento de recoleccion del suero. Departamento de Santander, 2000, 2003, 2004

Ensayo Sueros N° Dias de sintomas: periodo Casos de dengue
0-5: agudo 6 y+: convaleciente Ne %

NG IgM+ % Ne IgM+ %
UMELISA* 337 170 104 61.1 167 145 86.8 2495 73.8
MACELISA? 318 318 70 22.0* 318 1573 49.34 1556 48.74

1. En sueros no-pareados (SIVIGILA local). 2. En sueros pareados (estudio prospectivo). 3. En 2 no se detectd aumento del titulo. 4. p<0.001

cuando comparado con el UMELISA. 5. Probables 6. Confirmados.

Cuadro 2
Comparacion del resultado del MAC-ELISA con otros ensayos parainvestigar anticuerpos IgM anti-dengue
en casos con sospecha clinica

MAC-ELISA Suero agudo Suero convaleciente
IPK'n=55 PANBIO?n=29 UMELISA3n=28 IPKn=55 PANBIONn=29 UMELISANn=28
+ +. - + - + +. - + -
Positivo 10 1 12 0 1 2 32 0 12 0 14 6
Negativo 1 43 2 15 16 9 0 23 2 15 3 54

1.1gM ELISA anti-dengue (Instituto Pedro K ouri, LaHabana. Cuba). 2. Dengue |gM-capture EL I SA (Brisbane, Australia). 3. SIVIGILA local

(IPK, Cuba) 4. Tres resultaron positivos en el agudo.

te, y estas diferencias fueron significativas (p<0.001). De
acuerdo con estos resultados se pudo establecer que 73.8%
(249/337) delospacientesdelaprimeraestrategia(SIVIGILA
local) fueron IgM+ en contraste con 48.7% (155/318) dela
segunda. Delos 155 pacientes |gM+ de la segunda estrate-
gia en 70 (45.1%) el anticuerpo se encontré en ambos
sueros, pero 2 de estos (2.8%) no tuvieron aumento cuadru-
plo del titulo (infecciones pasadas).

Al comparar el MAC-ELISA conlasotras pruebas estos
fueron los resultados (Cuadro 2): con el estuche Dengue
IgM-capture ELISA (IPK) se obtuvo concordancia en 53
sueros agudos (96.3%; k=0.88) y 55 conval ecientes (100%;
k=1) de 55 pareados, resultando 32 pacientes confirmados
por ambas pruebas. Con el de PAMBIO, de 29 pareados 27
agudos y sus convalecientes concordaron (93.1%; k=0.86)
pudiéndose confirmar el dengue en 21 pacientes de los
cuales en 2 no se logr6 por el MAC-ELISA local. Con €l
UMELISA en10agudos(35.7%; k= -0.1) y 19 convalecien-
tes (65.5%; k=0.29) de 28 pareados |os resultados fueron
iguales, resultando 17 pacientes confirmados de los cuales
3nolofueron por lapruebalocal. Enlos casos confirmados
con cada uno de los estuches lalgM se detect6 en el suero
agudo en 31.2 (10/32), 57.1 (12/21) y 100% (17/17) por €l
del IPK, PANBIOY UMELISA, respectivamente.

Diagnostico del dengue seguin la estrategia de vigilan-
cia. Usando un Unico suero (primeraestrategia) el dengueno
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se pudo confirmar por serologiaen ninglin delos 337 casos.
De estos, 249 (73.8%) resultaron casos probables (IgM+),
en 22 (6.5%) el dengue se descarté (IgM- en suero conva-
leciente) y en 66 (19.6%) el diagndstico no se pudo concluir
(IgM- en suero agudo). En contraste, cuando se usaron
sueros pareados (segunda estrategia) el diagndstico se
defini6 en los 318 casos. Esto es, en 155 (48.7%) el dengue
se confirmd, en 161 (50.6%) se descarté y 2 (0.6%) fueron
infecciones recientemente pasadas.

Los autores del presente articulo intentaron hacer un
analisis més preciso de la exactitud en los datos de lavigi-
lancia seglin el suero que se analice. Para esto se compard
la frecuencia del dengue en los 318 casos de la segunda
estrategia, cuando el resultado de la serologia con sueros
pareados 0 con un Unico suero (agudo o convaleciente) es
el que se considera (Cuadro 3). Con muestras pareadas 155
(48.7%) fueron casos de dengue (IgM +), pero con suero de
laconvalecenciafueron 157 (49.3%) porque seincluyenlas
2 personas con infeccion pasada reciente. En contraste,
cuando se utilizala serologia en suero agudo € nimero de
casos disminuyé de 155 a 70 (22%) porque se excluyeron
85 (54.8%) queresultaron IgM+ en laconvalecenciay esta
disminucion fue significativa (p<0.001)

Aislamiento del virus. Seintent6 de 170y 236 sueros de
la primera 'y segunda estrategia, respectivamente (Cuadro
4). Delosprimerosseaislaron 8 cepasy delos segundos 42,
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Cuadro 3
Resultado de lavigilancia serologica del dengue segln la estrategia de recoleccién de sueros.
Departamento de Santander, 2003-2004

Estrategia de recoleccion de

Casos de dengue!

Casos no-dengue?

de sueros Detectados No detectados No/total %
N°/total % N°/total %

Pareado 155/318 48.7 0/155 0 163/318 51.3

Convaleciente 157/318° 49.3 0/155 0 161/318 50.6

Agudo 70/318° 22.0* 85/155 54.8 248/318 77.9

1. IgM+. 2. IgM- en el suero agudo. 3. Dos fueron infecciones pasadas (IgM+ en ambos sueros sin aumento cuadruplo del titulo).

4. p<0.001 cuando comparado con el pareado o el convaleciente.

Cuadro 4
Resultado de lavigilancia virolégica del dengue en el departamento de Santander segln el almacenamiento del suero

Almacenamiento Intentos de aislamiento Serotipos N° de cepas Afios
+/N° % DEN-1 DEN-2 DEN-3 DEN-4
4°C x 8 dias* 8/170 4.7 1 5 - 2 2000
-70°C x 8 dias? 42/236 17.8° 1 1 40 2003-2004

1. SIVIGILA local . 2. Seishorassiguientesa larecolecta. 3. p<0.001

resultando porcentgjes de aislamiento significativamente
diferentes: 4.7% y 17.8% (p<0.001). La sensibilidad del
método deaislamiento sedetermind en personascon dengue
confirmado por serologiay ésta fue de 26.7% (42/157). El
virus se aislé con mayor frecuencia de sueros agudos sin
anticuerpos IgM (31.3%; 27/86) que cuando estos estuvie-
ron presentes (21.1%; 15/71) aunque las diferencias no
fueron significativas (p=0.147). Se encontraron |os 4 sero-
tipos distribuidos temporalmente. EIl DEN-1y el DEN-2 se
aislaron en los 3 anos del estudio (2 y 6 cepas, respectiva-
mente), mientras que el DEN-4 se aisl¢ solo en el afio 2000
(2 cepas) y el DEN-3 entrelos afios 2003 y 2004 (40 cepas).

DISCUSION

Existen por o menos dos razones para lavigilancia del
dengue basada en el laboratorio. La primera porque se
requiere confirmar |os casos teniendo en cuenta que existen
enfermedadesclinicamentesemejantes(sarampion, influen-
za, leptospirosis, fiebretifoidea, malaria, otras) eigualmente
frecuentes. La segunda porgue se ha demostrado que el
riesgo de epi demias de dengue eincremento de casos hemo-
rrégicos puede depender del serotipoy lacepadel virusque
este circulando®%

Enlamayoriadelas|ocalidades donde ocurre el dengue
la vigilancia de casos se realiza por serologia para IgM
empleando ELISA de captura(MAC-ELISA). En este estu-

dio se usaron dos protocolos para estudiar pacientes sospe-
chosos durante periodos no epidémicos. En 49.3%y 73.8%
se detecté la IgM por el MAC-ELISA o e UM-ELISA,
respectivamente. Estafrecuenciafue mayor quelaobserva-
dadurante epidemiasen otrasareasendémicas. Por g emplo,
en la de Cubaen 1997 solo 17.2% de los casos informados
al sistema de vigilanciafueron de dengue?; en la de Belén,
Brasil, entre 1996 y 1997, 21.2%%;y en lade Nicaragua en
1998, 43%?. Esas diferencias son posibles teniendo en
cuenta que normalmente se informan individuos con otras
virosis semejantes al dengue, con mayor frecuenciadurante
brotes, dadalaaarmamédica que este produce. Sin embar-
go, cuando €l porcentgje de casos IgM+ se compara con €l
encontrado en otros estudios de busqueda activa de casos,
el del MAC-ELISA fueméscercano queel del UM-ELISA.
Esto es, 49.3% y 73.8% vs. 37%%*, 31.7%" 6 35%%.

Por el disefio del estudio no se pudo concluir si lamayor
frecuenciadecasos|gM+ por el UMEL | SA sedebiéamayor
sensibilidad de la prueba. No obstante, la discordancia de
resultados con el MAC-ELISA sugiere mayor sensibilidad
pero menor especificidad, considerando la concordanciade
los resultados de la segunda con la de los otros estuches,
ademas, porque por el MAC-ELISA local se procesaron
sueros previamente analizados en e IPK (Cuba) y los
resultados fueron 100% concordantes (Dra. Guadalupe
Guzman, comunicacion personal). Otros hallazgos que
respaldan la hipétesis de baja especificidad del UMELISA
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sonlossiguientes: a) el porcentajedecasosIgM+enel suero
agudo de casos sospechosos (61.1%) fue superior al de
pacientes con dengue confirmado por aislamiento del virus
(38.9% hasta 58%)1*2627, Por tanto, un porcentaje como
el obtenido conel UMELISA no seesperabaporquenormal -
mente seremiten al SIVIGILA casos que no son de dengue.
b) la frecuencia de casos IgM+segln resultados del
UMELISA fue similar en afios diferentes alos del estudio,
tanto en el suero agudo como en el convaleciente.

L os autores descartan alguin sesgo en la seleccién delos
suerosqueresultaraen lamayor positividad del UMELISA,
como inclusién de pacientes con mayor probabilidad de
sufrir dengue, porque laseleccion se hizo al azar y los datos
Se conocieron meses mas tarde. Sin embargo, no se puede
descartar inexactitud del dato del dia de colecta. Esto es,
sueros considerados agudos podrian ser del sexto diao mas
considerando que esta informacion fue suministrada por el
paciente y por lo mismo subjetiva. Un factor que pudiera
haber contribuido ala alta positividad del UMELISA esel
punto de corte. Cuando se incrementé de 0.3 a 0.8 DO el
nimero de casos IgM+ fue similar alos del MAC-ELISA
local. No es conocido por los autores que se hubiesen
procesado suerosdeindividuossanosresidentesenlaregion
para establecer el punto de corte del UMELISA.

Lavigilanciavirol 6gicaes til parapredecir lamagnitud
y severidad de un brote porque incrementos en la tasa de
aislamientosvirales, quereflejan emergenciaointroduccion
de un serotipo, se pueden descubrir tempranamente?®. Es
conocido que el éxito del aislamiento es mayor cuando los
sueros se procesan en las primeras horas de la colecta,
porqueel amacenamiento prolongado atemperaturasinade-
cuadasdisminuyelaviabilidad del virus®3132, Enesteestudio
se aislaron més cepas de sueros almacenados a -70°C
(17.8%), que a4°C, (4.7%). En el Laboratorio de Arbovirus
del CINTROP se encontré que el almacenamiento a4°C por
8 dias de sueros contaminados experimentalmente con
DEN-4, disminuye hasta 1,000 veces €l nimero de UFP/mI
gue se recuperan en €l cultivo (datos no mostrados). Por
tanto, es prioritario parala vigilancia virolégicainstruir al
personal encargado de larecoleccion de los sueros sobre la
importanciade remitirlos al |aboratorio en el menor tiempo
posible, 0 en su defecto almacenarlos por tiempo y a
temperaturaadecuados; asi se podraaislar con mésfrecuen-
ciaserotiposdebajacirculaciény descubrir laentradadeun
nuevo virus con antelacion al brote.

El éxito en el control del dengue depende de cuanto, a
través de la vigilancia, se puede predecir € inicio de una
epidemia, lo que a su vez depende de larapidez, calidad e
interpretacion apropiadas de las pruebas de laboratorio.
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Cuando la vigilancia se realiza con un Unico suero el esti-
mativo del nimero de casos esimpreciso como se confirmé
en este estudio. Se puede incluir casos como dengue que en
realidad no lo sufrieron o excluir los que si tuvieron (IgM-
en suero agudo). Por lasdificultades|ogisticasinherentesal
sistema de salud colombiano y a de la misma cultura, es
dificil establecer una vigilancia activa para recoleccién de
sueros pareados. Como consecuencia la muestra recomen-
dada seria el suero colectado después del sexto dia porque
se aumenta la probabilidad de confirmar los casos. Sin
embargo, esto tiene |os siguientes inconvenientes:

1. Lamayoria de pacientes reciben asistencia médica du-
rante la etapa aguda y son pocos con quienes se tiene
contacto después de ésta. En la experiencia de los
autores, en 2% de los que se siguieron no se consiguio
la aceptacion para la segunda muestra 'y de 25 que se
citaron telef 6nicamente ninguno acudio.

2. Laposibilidad deconocer losviruscirculantesdisminuye
significativamente porque €l aislamiento es exitoso del
suero de los primeros 4 dias de sintomas.

3. Infecciones recientemente pasadas se podrian informar
como agudas (2.8% en este estudio), considerando que
lalgM se puede detectar hasta por 3 meses. Vaughn et
al.?* encontraron 2% de infecciones recientes en nifios
tailandeses con sindrome febril compatible con dengue.
Los resultados aqui presentados muestran que para una

adecuada vigilancia del dengue, en localidades donde es

poco factible el seguimiento del paciente, es una prioridad
utilizar pruebas que permitan confirmar el caso eidentificar
el virus simultdneamente en el suero colectado durante la
primeraconsulta. LaRT-PCR32**y |adeteccion deantigeno
por el ELISA®, constituyen alternativas, pero deberan eva-
luarseanivel local paradeterminar su utilidad entérminosde
sensibilidad y costo-beneficio. Mientras estas se establecen

y dadas las dificultades para la recoleccion de sueros

pareados, |0s autores hacen las siguientes recomendaciones

paraunamejor vigilanciadel denguebasadaenel laboratorio:

1. Colectar muestras pareadas en todos los casos que sea
posible, remitiendo a laboratorio el suero agudo en las
primeras horas.

2. Cuando sblo es posible recolectar un dnico suero,
hacerloconpreferenciaenlaconvalecenciay almacenarlo
a-20°C antes de ser remitido a laboratorio.

3. Enpacientes hospitalizados recolectar el suero el diade
laprimera consultay si €l paciente es dado de alta antes
del sexto dia de sintomas, citarlo a laboratorio parala
toma de la segunda muestra.

Siguiendo estas recomendaciones sera posible una ma-
yor precision delosdatosy delamagnitud del problemadel
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dengue, ademas de identificar tempranamente los factores
de riesgo y mantener un sistema de alerta inmediata en
prevencién de epidemias.

SUMMARY

Background: Dengue control measures depend on the
|aboratory-based surveillance data. In this study wasinves-
tigated the differencesin dengue cases and virusesisolated
in according with surveillance strategy.

Study design and methods: Two surveillance strategies
wereanayzedinthisstudy. First (Local SurveillanceSystem):
single serum sample (acute or convalescent) was collected
from 337 dengue suspected cases and then kept at 4°C. IgM
antibodies were detected using UMELISA DENGUE kit
(IPK, Cuba), and serotypesidentification was performed by
viral isolation attempts in C6/36. Second: paired serum
sample were collected from 318 dengue suspected cases
and then kept at -70 °C. IgM antibodies were detected using
MAC-ELISA test and virusisolation asabove. Some paired
seraanalyzed by MAC-ELISA were processed by “Dengue
IgM-capture ELISA” kit (PANBIO) and“IgM* EL I SA anti-
dengue” (IPK, Cuba).

Results: More IlgM+ dengue cases were detected by the
first than second strategy using acute or convalescent
serum: 61.1 vs 22% (p<0.001) y 86.8 vs 49.3% (p<0.001),
respectively. Dengue diagnosis by MAC-ELISA was
concordant in 85% (K=0.29) respect to UM-ELISA, but
100% (K=1) and 90.4% (K=0.84) respect to “IgM ELISA
anti-dengue” and “Dengue IgM-capture ELISA” Kits.
Differencesin dengue casesdetected by the second strategy
were found when serological result with single acute or
paired samples was compared: 70 (22%) vs 155 (48.7%)
(p<0.001). Dengueviruswasisolated more frequently from
serakept at -70 °C than those kept at 4 °C: 17.8% vs. 4.7%
(p<0.001). All virusserotypeswereisolated. TheUMELISA
DENGUE test specificity and relationship between impact
denguesurveillanceandimplemented strategy areanalyzed.

Conclusions: The specificity of UMELISA DENGUE
test require to be eval uated by the high frequency of dengue
in suspected cases. Serum paired analyzes in dengue
surveillance is necessary to obtain reliable information.

Key words: Dengue; IgM-capture ELISA; Viral
isolation; Dengue virus serotypes, RT-PCR.
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