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SINTESIS

En e presente trabgo se evalud la proteina viral NS1 y los anticuerpos IgA como marcadores
de infeccion temprana a virus dengue y su posible inclusion en e algoritmo diagndstico de la
enfermedad en € pais. La proteina NS1 fue evaluada mediante los sistemas comerciaes
Platelia Dengue NS1 Antigen y SD Dengue Duo, mientras que parala lgA se utiliz6 el ELISA
de doble anticuerpo modificado y € sistema comercia MP Diagnostics ASSURE Dengue IgA
rapid test. Los ensayos PCR-TR, MAC-ELISA y MEI fueron empleados como referenciaen la
seleccion de las muestras y la confirmacion de los casos. La proteina NS1 demostré ser un
buen marcador de infeccion temprana, con los mayores porcentgjes de positividad en los
primeros cuatro dias de infeccién. Se propone un 5to dia de colecta con posibilidades
diagnosticas. La presencia de IgG antidengue en suero influyd en la deteccion de NS1 para
casos secundarios. Los anticuerpos IgA definen una aparicion temprana pero solo en casos
secundarios y con porcentajes de positividad muy bgjos. Se propuso incorporar la NS1 a la
nueva propuesta de algoritmo diagndstico para dengue pero no la IgA. Este nuevo algoritmo
permitira un diagnodstico temprano y rapido, contribuyendo a manejo del paciente y control de

latransmision de dengue en € pais.
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INTRODUCCION

De las enfermedades emergentes transmitidas por la picada del mosquito (género Aedes, sp:
aegyptis y albopictus), € Dengue se ha convertido en la mas importante en términos de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Es un problema de Salud Publica con unaincidencia
globa creciente y se distribuye geogréficamente en regiones tropicales y subtropicales,
mostrando una elevada diseminacion de los cuatro serotipos virales (Denl-4). Se estima que
mas de 2.5 mil millones de personas estdn en riesgo 0 viven en paises endémicos y
aproximadamente 50 millones son infectados anualmente, de ellos entre 250 000 y 500 000

desarrollan el cuadro severo de la enfermedad, causando cerca de 25 000 defunciones (1, 2).

En Cuba se introduce € serotipo 1 (Den-1) del virus dengue en 1977 resultando en més de 500
000 casos. Cuatro afos después (1981) se produce la introduccion del serotipo 2 (Den-2),
epidemia gue se reconoce como la primera de dengue hemorragico en el paisy paralaregion
de las Américas. En ella se reportaron maés de 400 000 casos, con 10312 casos graves y 158
casos fatales de ellos 101 nifios (3, 4). Después de 16 afios de ausencia (1997), € Den-2
reemerge en €l pais, localizado en la provincia de Santiago de Cuba y caracterizando la
epidemia de tipo hemorragica, con indices mayores de infestacion del vector y de severidad de
la enfermedad con respecto a la epidemia del 1981 (5). Esta epidemia resultdé en
aproximadamente 5000 casos, de ellos 205 severos y 12 defunciones. Fue controlada
rapidamente por las autoridades sanitarias. Un brote limitado con una duracion de tres meses
en € afo 2000 mostro la introduccion del serotipo 4 (Den-4), localizado en La Habana con
138 casos confirmados (6). Luego, en @ 2001-02 ocurre otra gran epidemia con la
introduccion del serotipo 3 (Den-3), iguamente afectando la capital del pais, donde se
confirman serol 6gicamente 12889 casos, incluyendo 78 graves y 3 fatales, todos adultos.(6, 7).
Posterior a este periodo, la situacion epidemiologica del pais cambia, acercandose a lo que
pudiera ser una posible endemia. Las grandes epidemias presentadas (2006 y 2014) no fueron
bien documentadas (8) y la circulacién de un solo serotipo viral desaparece, observandose dos
0 més circulando a mismo tiempo. De igual manera, los brotes que aparecieron entre estas
dos grandes epidemias se caracterizaron por la circulacion de a menos dos serotipos virales.
Sumado a esto, otras arbovirosis son detectadas en € pais con casos importados de

Chikungunyaen el 2015y transmision de virus Zika a partir del 2016.
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L os objetivos de lavigilancia de laboratorio parala enfermedad del dengue son: la deteccion y
confirmacion temprana de la transmision, e seguimiento y caracterizacion de las epidemias, y
la certificacion del cese de la transmision, unido todo a su utilidad para guiar la
implementacion de medidas para e mangjo clinico del paciente y €l control del vector en la
comunidad (9).

Las guias de la Organizacion Mundial de la Salud (2009) reconocen tres ensayos como |os de
referencia para la confirmacién de la infeccidn por virus dengue: aislamiento e identificacion
viral (A. Viral), deteccidén gendmica mediante la reaccion reversa en cadena de la polimerasa
(RT-PCR dél inglés: reverse transcription-polymerase chain reaction) y el PCR en tiempo real
(PCR-TR), y los métodos seroldgicos para la deteccion de anticuerpos IgM e 1gG (10). Los
métodos viroldgicos (A. Virad/RT-PCR/PCR-TR) permiten confirmar €l agente etioldgico de
la infeccion, mientras que los métodos seroldgicos (IgM/IgG) son métodos indirectos, que
brindan un diagndstico presuntivo, no obstante son ampliamente utilizados por muchos
laboratorios, principamente aquellos que no presentan las condiciones necesarias para la

aplicacion de los métodos viroldgicos (11).

Todos estos métodos presentan limitaciones en sus actuales aplicaciones como parte de las
estrategias diagndsticas aplicadas en laregion. EI A .Viral es un méodo compleo, costoso y
los resultados son obtenidos regularmente de 6 a 10 dias, en aquellos laboratorios con una
infraestructura apropiada para el servicio de cultivos celulares o colonias de mosquitos. Con la
RT-PCR se pueden lograr resultados en 24 horas pero son ensayos también costosos que
requieren de laboratorios con equipos especidizados, ademas de que la muestra debe
colectarse en los primeros dias de la fiebre. Por su parte, los sistemas inmunoenzimaticos
sobre fase solida (ELISA déd inglés: Enzyme Linked Immunosorbent Assay) y los
inmunocromatograficos de tiras répidas para la deteccion de anticuerpos IgM/IgG pueden dar
resultados en pocas horas e incluso minutos, pero la deteccion de anticuerpos IgM en
pacientes infectados con dengue solo es posible a partir del 6to dia del comienzo de los
sintomas y la confirmacién por anticuerpos |gG requiere de sueros pareados. Estos métodos no
pueden ser utilizados para un diagndéstico temprano (12, 13). Otra de sus desventajas es que
estos anticuerpos muestran reactividad cruzada a otros flavivirus, lo cua puede interferir en la

identificacion ante una posible circulacion (13).
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La estrategia cubana de vigilancia de laboratorio trabaja acorde a los periodos de no
transmision y transmision. Durante €l periodo de no transmision el algoritmo se sostiene sobre
la base de los métodos serol 6gicos, métodos que representan un diagnéstico tardio pero que
permiten la confirmacion de los casos. Tres son los métodos utilizados. Sistema Ultra Micro
Elisa Dengue IgM Plus (SUMA-IgM) (11, 14), Sistema ELISA de Captura de IgM (MAC-
ELISA) (15) y € Método de ELISA de Inhibicion (MEI) (16) para deteccion de anticuerpos
IgG a dengue. EI SUMA-IgM es desarrollado por €l Centro de Inmunoensayo (CIE, Cuba) y
distribuido en los Centros de Provinciales y Municipales de Higiene e Epidemiologia y
Microbiologia (CPHEM) del pais. EIl MAC-ELISA y el MEI son sistemas centralizados en €l
Laboratorio Nacional de Referencia para e dengue en € Instituto de Medicina Tropica
“Pedro Kouri” (LNR-IPK). Estos métodos trabajan con muestras colectadas posteriores a 5to
diadel inicio de los sintomas. Por otra parte, cuando se establece el periodo de transmision en
el pais, se mantiene el diagnostico seroldgico activo, y se comienza a realizar € diagnéstico
molecular mediante la PCR-TR y e A. Vira, con € objetivo fundamental de identificar el
agente viral causante del brote o epidemia, trabgando con muestras colectadas en la fase
febril temprana de la enfermedad.

Mejoras sobre este algoritmo diagndstico pueden ser implementadas mediante la introduccion
de metodologias rapidas, menos complgjas y menos costosas, asi como la incorporacion de
nuevos marcadores diagndsticos que permitan la confirmacién de la infeccion por € virus

dengue en |la etapa temprana de la enfermedad.

En los ultimos afos se le ha dado especia atencidn a la busqueda de nuevos marcadores que
permitan acelerar €l diagnostico de dengue. En este sentido se vislumbra como una alternativa
el empleo de la deteccién de la proteina viral NS1, una glicoproteina altamente conservada y
antigénica. Es secretada al medio extracelular durante € proceso de multiplicacion viral, lo
cual facilita su deteccion en muestras de suero o plasma colectadas en la etapa virémica (17,

18), tanto en pacientes con infeccidn primaria asi como con infeccidn secundaria (19).

También los anticuerpos IgA anti-dengue son sefialados por algunos autores como otra
alternativa, valorando su utilizacién como marcador diagndstico mediante su deteccién en la
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fase febril temprana de la enfermedad (20), utilidad para definir una infeccidn reciente dada su

corta duracion en sangre (21, 22) y posible definicién de unainfeccion secundaria (15, 23).

Teniendo en cuenta |os criterios antes expuestos la presente investigacion trabgjara sobre la
base de cuatro ensayos para €l estudio de los nuevos marcadores para el agoritmo diagndstico
de dengue en Cuba. Los estuches comerciales Platelia Dengue NS1 Antigen (Platelia NS1) y
SD Dengue Duo (SD Duo) seran utilizados para el estudio delaproteinaviral NS1y e ELISA
de doble anticuerpo modificado (ELISA-IgA) desarrollado en € IPK, junto con e estuche
comercial MP Diagnostics ASSURE Dengue IgA rapid test (MPD-1gA) para el estudio de los
anticuerpos IgA a virus dengue (24-26). La evaluacion de estos sistemas en muestras
colectadas de una poblacion cubana permitira valorar la posible utilidad de estos marcadores
en e actua agoritmo diagnéstico, tanto en la confirmacion temprana de la infeccion,
importante para el manejo del paciente, como la toma de acciones sobre el control del vector

en las areas en transmision.

HIPOTESIS:

Laincorporacion de los sistemas comerciales y no comerciales parala deteccion de la proteina
viral NS1 y los anticuerpos IgA a virus dengue, a agoritmo diagndstico actual de la
enfermedad en Cuba, permitiran una confirmacion temprana de la infeccion, asi como la

definicion de los casos con infeccidn secundaria.

OBJETIVOS:

Objetivo General:

Proponer un algoritmo diagnéstico con la incorporacion de los sistemas comerciales y no

comerciales para la deteccion de la proteina viral NS1 y los anticuerpos IgA avirus dengue en

lafase febril temprana de la enfermedad.
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Objetivos Especificos:

X/

*

*

Evaluar los indicadores de desempefio en los sistemas comerciales Platelia NS1 y SD
Duo para la deteccién de la proteina vira NS1 frente a los ensayos de referencia del
LNR-IPK.

Evaluar la proteina viral NS1 como marcador diagnostico en la fase febril temprana de
lainfeccion por virus dengue, en relacion a momento de col ecta de la muestra, tipo de
infeccion y sensibilidad a serotipo viral infectante mediante los sistemas PlateliaNS1 y
SD Duo.

Evaluar los indicadores de desempefio del sistema no comerciad ELISA-IgA y
comercial MPD-I1gA paraladeteccion de los anticuerpos IgA avirus dengue frente alos

ensayos de referenciadel LNR-IPK.

Evaluar los anticuerpos IgA a virus dengue como marcadores diagndsticos en la fase
febril temprana de la enfermedad en relacion a momento de colecta de la muestra, tipo
de infeccion y reactividad cruzada a los serotipos virales mediante los sistemas ELISA -
IgA y MPD-IgA.
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NOVEDAD CIENTIFICA.

La presente investigacion permitioé profundizar en el conocimiento de la proteina viral NS1 y
los anticuerpos IgA como marcadores de la infeccidn temprana por virus dengue, en muestras
colectadas en una poblacion cubana en relacion al momento de la toma de la muestra, tipo de
infeccion y respuesta frente al serotipo viral infectante dada las condiciones epidemiol 6gicas
de nuestro pais con relacion a dengue. También mediante la evaluacion de los sistemas
inmunoenziméticos comerciales y no comerciales disponibles en €l estudio fueron valoradas

sus utilidades asi como su inclusion en el actual agoritmo diagnéstico del dengue en € pais.

VALOR TEORICO-PRACTICO.

Los resultados obtenidos del presente estudio permitieron definir a la proteina NS1 como un
marcador Util para ser incorporado en un nuevo agoritmo diagnostico, lo cua contribuira a
una respuesta mas rgpida de los resultados, un mejor seguimiento de los brotes como parte de
la vigilancia epidemiolgica y de laboratorio, mayor eficiencia en la intervencion sobre los
pacientes hospitalizados y € control del vector transmisor de la enfermedad en las éreas
afectadas
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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

|.1- Historia del dengue.

El origen de los virus del complejo dengue ha estado sujeto a mucha discusion. De acuerdo a
los datos disponibles es imposible concluir si su verdadero origen proviene del continente
africano o del continente asidtico. Algunos autores han propuesto a Africa, basado en la
circulacion de varios flavivirus y € origen africano de su principal vector el Aedes aegypti .
Los argumentos para apoyar € origen africano del virus dengue estan en paraelo con la
aparicion del virus de fiebre amarilla (VFA), € cua comparte € mismo vector transmisor y
fue introducido en las Américas durante la trata de esclavos hace 300-400 afios, donde

establecio ciclos selvéticos que persisten hasta hoy (27).

Ha sido propuesta la hipétesis de que estos virus pueden tener su origen en un ciclo selvético
gue involucré monos inferiores y mosquitos (canopy-dwelling). Sin tener en cuenta € origen
geogréfico, los virus del complegjo dengue evolucionaron como virus de mosquito antes de
adaptarse a los monos inferiores y a los humanos. Biol6gicamente estos virus son atamente
adaptados a sus mosquitos hospederos, mantenidos en la transmision vertical en especies de
mosquito responsables de los ciclos selvaticos con amplificacion periddica en los monos
inferiores, estos ciclos se han documentados en e sudeste de Asia para los cuatro serotipos y
en Africaparael serotipo Den-2 (28).

El primer registro potencia de un caso de dengue viene de una enciclopedia médica china de
laDinastia Jin de 265 a 420. Esa referencia asocia “agua venenosa” con el vuelo de insectos.
El primer reporte de un caso definitivo data de 1789 y es atribuido a Benjamin Rush, quien
acufia e término "fiebre rompehuesos’ por los sintomas de mialgiasy artralgias (29).
Laetiologiavira y su transmision por mosquitos fue descifrada solo en el siglo XX y los
movimientos poblacionales durante la segunda guerra mundial expandieron la enfermedad
globamente a nivel de pandemia. Graham en 1902 demostro la capacidad de los mosquitos

paratransmitir dengue (28, 30).
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La enfermedad ha tenido gran variedad de nombres tanto como regiones o paises que ha
afectado. De esta forma se ha denominado, entre otras, “La piadosa” y “Fiebre Quebranta
Huesos” en Espafia (1784-86), “Ephemeral fever” en Calcuta India (1824), “Dandy Fever”, en
Santo Tomas, Islas Virgenes (1827), “Fiebre Polka” en Brasil (1845-49), “Three-day or
Seven-day Fever” en la India (1909) y “Ban-Sha” en Taiwan. A partir de la década de 1960-70
se denomind Fiebre del Dengue (FD) a la forma clésica y Fiebre Hemorragica del
Dengue/Sindrome de Chogue por Dengue (FHD/SCD) a la forma severa de la enfermedad
(32).

El virus dengue se aisl6 por primera vez en Hawai en 1944, se denominé Den 1y en e mismo
ano se aisl6 en Nueva Guinea otra cepa rel acionada antigénicamente a la que se denominé Den
2 (32). En Manila, 1956 y 1960, se aislaron los serotipos 3 y 4 a partir de muestras clinicas de

pacientes con sintomatol ogia compatible con dengue hemorragico (33)

|.2-Clasificacion, Estructuray composiciéon del virus dengue.

El virus dengue pertenece a lafamilia Flaviviridae, género Flavivirus. Existen cuatro serotipos
del virus, paralos que se ha descrito una homologia de secuencia de un 70% aproximadamente
(34). Esta homologia es mayor para Den-1, Den-3 y Den-4, no asi para Den-2, € que parece

diferir en su origen evolutivo (35, 36).

El genoma del virus dengue, a igual que todos los flavivirus, tiene por caracteristica la
presencia de una caperuza (cap) en su extremo 5' y la carencia de una cola poliadenilada en su
extremo 3' (37). Presenta ademas un marco de lectura abierto (ORF: del inglés Open Reading
Frame) que varia en tamafio de acuerdo con cada serotipo del virus, incluso entre un mismo
serotipo. El genoma estd compuesto por los genes que codifican para tres proteinas
estructurales. de Capsida (C, 100 aa), de Membrana (M, 75 aa), y de Envoltura (E, 595 aa) y
siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (38, 39). El orden de las
proteinas en la region codificable es 5'-C-prM (M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NSAA-NAB-
NS5-3' (40) (figural.l).

10
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NS1 NS2A4 NS2B NS3 NS44 NS4B NSs

_llml

IUTR

Fuente: Eva Harris, Curso Dengue (IPK) 2005.

Figural. 1. Representacion esquematica del orden en que se organizan los genes que

codifican para lasproteinas estructuralesy no estructuralesen e genoma del virus.

El virion maduro sedimentaentre 170 y 210 S, tiene una densidad de 1,19 a 1,23 g/mL y esta
compuesto por 6% de ARN, 66% de proteinas, 9% de carbohidratos y 17% de lipidos (41).
Presenta un diametro de 50 nm, un ARN de simple cadena de polaridad positiva que se
encuentra recubierto por la proteina C y las proteinas E y M, las cuales se encuentran
asociadas formando la bicapa lipidica que da lugar a las proyecciones que salen de la

superficie de los viriones (figural.2.1).

M RNA

Fuente: Curso dengue (1PK) 2013

Figural. 2. Representacion esquematica dela estructura del virus dengue (C: capsida, E:
envoltura, M: membranay RNA: genoma viral).



REVISION BIBLIOGRAFICA

| .3-Caracteristicasde las proteinas virales.

La traduccién del genoma durante su ciclo replicativo forma una poliproteina de
aproximadamente 3400 aminoacidos que tras un procesamiento proteolitico tanto por
proteasas celulares como por proteasas virales especificas, da lugar a las tres proteinas

estructurales y alas siete no estructurales (42).

|.3.1-Proteinas estructurales:

La proteina de capsida (C) es e primer polipéptido vira sintetizado. Es altamente basico, 1o

que se cree que influye en su interaccion con e ARN (43).

El precursor glicosilado (prM) da lugar a la proteina de membrana M durante la etapa de
maduracion viral. Este evento parece ser crucia y terminal parala morfogénesis del virion. El
segmento pr del amino terminal es secretado al medio extracelular. El corte proteolitico ocurre
un poco antes o coincidiendo con la liberacion del viridn, pues prM y M se encuentran en
viriones intracelulares y extracelulares, respectivamente. El segmento de pr del amino terminal
es predominantemente hidrofilico y contiene de uno a tres sitios de glicosilacion y seis
residuos de cisteina conservados, que participan en los puentes disulfuro intramoleculares
(43).

La proteina de membrana (M) localizada en la porcion carbono terminal de la prMse
presenta en los viriones maduros y contiene un ectodominio acortado, seguido por dos
dominios potenciales extendidos sobre la membrana. Los anticuerpos contra prM pueden
mediar la inmunidad protectora, quizas por neutralizacion de los viriones liberados que

contiene proteinas prM no procesadas (44).

La glicoproteina de envoltura (E) constituye la proteina mas grande del virién y es €
componente principal de las proyecciones de la superficie del mismo. Segin € modelo
estructural propuesto para esta proteina, tiene tres dominios antigénicos no superpuestos,
designados como A, B y C, los cuales estan compuestos por a menos 16 epitopes. Los

dominios funcionales estdn relacionados con la neutralizacion de los viriones, la

12
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hemaglutinacién de los eritrocitos de ganso, la fusion intraendosomal a pH acido y la union a
los receptores celulares especificos situados en la superficie celular. Otro modelo antigénico
de la proteina E lo constituyen tres dominios reconocidos en la cadena polipeptidica que
conforma el fragmento soluble de la proteina E, distinguidos como dominios |, 11 y 111, en los

cuales predomina la hoja plegada como estructura secundaria (43, 45).

Como caracteristica inusua de la proteina E, se plantea que su actividad de fusion a la
membrana esta regulada por lainteraccion con la proteina prM y se cree que su asociacion con
prM estabiliza ciertos epitopes sensibles, por tanto, previenen los cambios conformacionales
gue normamente ocurren a pH acido y mediante los cual es se produce la actividad fusogénica
delaproteina E (43, 45).

|.3.2-Proteinas no estructurales;

La proteina NS1 es la primera proteina no-estructural que aparece en la conformacién del
genoma del virus dengue, después de la proteina E y precediendo a NS2a. Es una
glicoproteina de aproximadamente 46 kDa, con dos asparaginas glicosiladas y 12 cisteinas que
forman 6 puentes disulfuro. Experimentos realizados en ratones infectados con virus dengue
han demostrado que la deglicosilacion de la proteina NS1 disminuye la neurovirulencia del
virus dengue, lo que atribuye gran importancia a los dos potentes sitios glicosilados de la
proteina en € ensamblaje, maduracion y transporte de los viriones maduros (46). La NS1 es
esencial para la viabilidad del virus pero no ha sido establecida su actividad bioldgica.
Experimentos “in vitro” en células de mamiferos infectados con virus dengue han demostrado
gue durante la traduccion del genoma la proteina NS1 se desplaza en el |lUmen de Reticulo
Endoplasmético (RE) donde dimeriza y permanece asociada a la membrana de este organelo,
aunque no contiene una region hidrofébica que atraviese a la misma (47). De igual modo
puede ser exportada por €l camino excretor de Golgi y aparecer en la membrana
citoplasmatica exterior de las células infectadas, anclada a la misma por un grupo

fosfatidilinositol glicosilado (GPI) (48) o liberada como un hexdmero soluble (49).

Estudios “in vivo” demuestran la presencia de la proteina NS1 en sueros obtenidos en la fase

aguda en pacientes infectados con virus dengue (17, 50). Las concentraciones de la NS1 en

13



REVISION BIBLIOGRAFICA

suero varia en dependencia del serotipo viral, del momento de la infeccion y del hospedero,
siendo més altas en individuos que sufren FHD cuando se compara con pacientes que sufren
FD (51). Ac contra NS1 desarrollados durante la infeccion pueden jugar un papel importante
en la patogénesis de la enfermedad debido a la reactividad cruzada con los Ag en la superficie
de las células endotdliales o con las plaguetas, induciendo su activacion o causando su muerte
por apoptosis o lisis mediada por complemento (52-55).

La proteina NS2 esta constituida por dos proteinas, la NS2a y la NS2b. La primera se ha
identificado como una proteina hidrofébica de 20 kDa..Se localiza en los supuestos sitios de
replicacion del ARN, donde participa en e reclutamiento de los tripletes de ARN necesarios
para la replicasa que se encuentra unida a la membrana (56). Presenta varios dominios de
transmembrana que se requieren para el procesamiento proteolitico del extremo C-termina de
NS1 (57).

La proteina NS2b se requiere para € funcionamiento como cofactor en el complejo NS2b-NS3
con actividad proteasa a partir de una region en su dominio de 40 aminoacidos (58). Este
complejo es responsable, junto con la peptidasa sefia del hospedero, del procesamiento de las
uniones entre las proteinas no estructurales y de mediar |a ruptura proteolitica del precursor E-
prM-C (59, 60).

La proteina NS3 se sugiere sea una proteasa viral activa en el procesamiento postraduccional
de la poliproteina, 0 un componente de la polimerasa viral de ARN o una proteina con ambas
actividades enzimaticas (61). Esta proteasa especifica de serina, procesa el precursor de
poliproteina en proteinas maduras junto con la peptidasa sefia del hospedero, y requiere de la
proteina NS2b como cofactor. Recientemente se ha descrito su estructura cristaling, o que
combinado con los sustratos peptidicos de su sitio activo, ha sugerido qué residuos estan
involucrados en & reconocimiento del sustrato, asi como la base estructural para explicar los
efectos de mutaciones sobre la actividad enzimatica. Esto es Util para € desarrollo de
inhibidores especificos como terapéutica contra el dengue y otras proteasas de los flavivirus
(61).

14
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La proteina NS4 se deriva de dos proteinas: NS4ay NS4b. Se piensa que estas unidades sean
cofactores del complejo enzimatico de replicacion del ARN (44).

La proteina NS5 es la polimerasa vira de ARN dependiente de ARN, esencial para la

replicacion viral (44).

|.4-Replicacién viral.

Se sugiere que los flavivirus interactan con las células a través de dos mecanismos:
interaccion del virus con €l receptor celular, es decir, endocitosis mediada por €l receptor (62)
y union del virus ala célula por formacion de inmunocomplegjos (63), donde € virion forma
complegjos con las inmunoglobulinas de tipo 1gG, las cuales se unen alas células susceptibles

por sus receptores Fc.

Independientemente del tipo de interaccion virus-célula, ocurre la internalizacion de este,
formandose el endosoma, compartimiento donde ocurre la fusion de la envoltura del virus con
las membranas de la célula, lo cual parece ser dependiente del pH. Las condiciones acidicas
activan la fusién de la proteina E tras sufrir determinados cambios conformacionales, 1o cual
permite la penetracion de la nucleocapsida al citoplasma. El tratamiento de las células
infectadas con bases débiles inhibe la replicacion de los flavivirus en ciertas células y causala

acumulacion de viriones en €l endosoma (64, 65).

El virus dengue inicia el proceso de replicacion mediante la sintesis de la hebra negativa
complementaria, la que utiliza como molde para la produccion de nuevas moléculas de ARN
positivo. Estas Ultimas hebras actian como un ARN mensgjero para la traduccion de la
poliproteina, como un molde para la sintesis de la hebra negativa o simplemente para ser
encapsidada dentro del virion (37, 66). Las proteinas NS3 y NS5 participan en la replicacion
viral, principamente en la sintesis de la hebra negativa complementariay en el paso de formas
replicativas (FR) aintermediarios replicativos (IR) (67-69).

El ensamblgje de la nucleocdpsida a partir de la proteinaC y e ARN, asi como la adquisicion

de la envoltura, ocurren intracelularmente. Las particulas virales son llevadas en vesiculas de
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transporte que salen de la membrana del RE y por un mecanismo especifico, son transportadas
al pre-Golgi, pasando posteriormente al aparato de Golgi (41). La escisiéon de las proteinas
prM, M, E y NS1 tiene lugar en las vesiculas &cidas del post-Golgi. La escision de la proteina
prM resulta en la organizacion de la estructura del virion desde una estructura inicial formada
por heterodimeros prM-E a una formada por dimeros de la proteina E. En las vacuolas del pre
y post Golgi opera un transporte exocitico de glicoproteinas de membrana a la superficie
celular (64, 70, 71).

Laliberacion del virus puede ocurrir por fusion de las membranas de la vesicula exocitica que
contiene a virus con la membrana citoplasmatica o por efecto citopatico a través de rupturas
puntuales en la membrana celular (65, 72).

| .5-Propiedades fisico-quimicas del virus dengue.

Laenvolturalipidicadel virion del dengue se deriva de lipidos celulares, por 1o que las lipasas
y los solventes lipidicos provocan la pérdida de lainfectividad de | as particulas virales (73). El
virus se inactiva rapidamente a atas temperaturas. A 50°C lainfectividad se reduce un 50% en
sdlo 10 minutos. La inactivacion total del virus en muestras de sangre o0 en soluciones
proteicas ocurre por calentamiento a 56°C durante 30 minutos. Estos también son inactivados
por luz ultravioleta y radiaciones gamma. El virus dengue es estable a tratamiento con

sacarosa, conservandose a-70°C y liofilizado a4°C (74).

| .6-Propiedades antigénicas.

La complgjidad de la relacion antigénica entre los virus del dengue ha sido demostrada
utilizando anticuerpos monoclonales especificos contra la proteina E. Estos andlisis han
mostrado la presencia de determinantes antigénicos de grupo, de complgo y de tipo
especifico; ademas especificidad de subgrupos, de subcompleos, de cepas y de subcepas (75,
76).

16



REVISION BIBLIOGRAFICA

|.7-Situacién Epidemiol6gica del Dengue.
[.7.1. Situacién Epidemiolégica Mundial:

Una pandemia global de dengue comenzé durante la segunda guerra mundial, intensificandose
durante la década de los afios 60. Desde entonces la prevalencia de FD asi como la FHD ha
ido en incremento. En la actuaidad, aproximadamente 2500 millones de personas se
encuentran en riesgo de sufrir la infeccion por habitar &reas tropicales y subtropicales, asi
como mas de 400 millones de vigjeros de Europa y Norteamérica que cada afio cruzan las

fronteras y regresan a sus paises procedentes de Asia, Africay América Latina (77, 78).

La prevalencia mundial del dengue se ha incrementado draméticamente en los Ultimos afios:
de 454 casos en los afios 50 a 492 820 en los afios 90 y hasta 877 888 entre los afios 2000-
2003. Se calcula que entre 250,000-500,000 personas desarrollan el cuadro severo de la
enfermedad anualmente y se estiman valores entre 1-5% de casos fatales (79). Alrededor de
100 paises han reportado casos de FD y/o FHD y mas de 60 o hacen regularmente todos los
anos (80, 81). En lo que va de siglo XXI, € dengue se ha convertido en la enfermedad viral

mas extendida trasmitida por vectores, afectando a millones de personas cada afio (82).

En los ultimos 40 afios se ha observado una dramatica extension del virus dengue en las
Américas, con un incremento en el nimero de epidemias con interval os cortos entre ellas y un
aumento en los casos reportados como DHF/DSS. El nimero total de casos informados se ha
incrementado desde 1 millén en la década de los afios 80 hasta méas de 6 millones en los
altimos 10 afios. De 60 casos DHF/DSS reportados por seis paises en los afos 80, actualmente
30 paises reportan una cifra superior alos 165 000. En septiembre del 2010 fueron notificados
mas de 1 400 000 casos de dengue, incluidos 30 820 casos DHF/DSS 'y 710 casos fatales (83).

[.7.2. Situacién Epidemiolégica en Cuba:

En Cuba, en 1977-78 ocurrio una epidemia de FD (causada por € serotipo Den-1). En ese
momento dicho serotipo se encontraba circulando en diferentes paises de laregion, o que dio

lugar a que se produjera una pandemia (84). La FHD fue reportada en las Américas en e afio
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1981, cuando se presenta una gran epidemia de FHD en Cuba, debido a serotipo Den-2 y en
el marco delacua sereportan 158 personas fallecidas y cerca de 10 000 casos con € cuadro
grave de la enfermedad (85).

En 1997 se produce otra gran epidemia de FHD pero circunscrita a la provincia de Santiago
de Cuba después de 16 afios sin transmision en e pais. Nuevamente el serotipo 2 se presentd
con un saldo de 3 012 casos confirmados por e laboratorio y 12 adultos falecidos. Varios
factores favorecieron la reinfestacion del Aedes aegypty en la provincia y por tanto la

reemergenciadel virus (86). Esta epidemia fue control ada répidamente evitando su extension.

Un pegquefio brote fue detectado en la provincia de Ciudad de la Habana con una duracion de
tres meses en e afio 2000, & cual mostrd la introduccién del serotipo 4 (Den-4) y fueron
detectados 138 casos confirmados por € laboratorio (6)

Entre junio del 2001 y marzo del 2002 e dengue fue detectado en un brote limitado
nuevamente a la provincia de Ciudad de La Habana, con la circulacién del serotipo 3. El
sistema de vigilancia identifico 12889 casos confirmados serol 6gicamente, incluyendo 78 con

manifestaciones severas de FHD/SCD vy tres defunciones (87).

En afios posteriores estos eventos fueron pocos documentados, aunque se pudieron identificar
dos grandes epidemias en los afios 2006 y 2014 afectando varias provincias del pais. También
la situacion epidemioldgica se muestra cambiante con la circulacion de todos los serotipos
virales y con la presencia de més de un serotipo circulando en un mismo brote (1, 88).

| .8- Manifestaciones Clinicas.

El dengue es una enfermedad muy dindmica, a pesar de ser de corta duracion (no mas de una
semana en casi € 90% de los pacientes). Cursa por tres etapas clinicas: la etapa febril (Unica
para la inmensa mayoria de los enfermos), la etapa critica y la etapa de recuperacion. Cada
uno de los cuatro serotipos puede causar desde infecciones clinicamente inaparentes hasta
formas de la enfermedad potencialmente letales. De acuerdo a las diferentes manifestaciones

clinicas la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMYS) clasifico € dengue de la siguiente
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manera: forma asintomética y forma sintomética (fiebre indiferenciada, Fiebre de Dengue o
Dengue Clésico (FD), Fiebre Hemorrégica del Dengue (FHD) (grado | y Il) y Sindrome de
Chogue por Dengue (SCD) (grado 111y V) (89).

La FD se caracteriza por una enfermedad bifasica benigna, de comienzo abrupto después de un
periodo de incubacion que oscila entre 3-15 dias, generalmente 8 dias. El enfermo presenta
fiebre y a menos dos sintomas de los siguientes. cefalea, dolor retroocular, dolores
osteomioarticulares, exantema, leucopenia, y algun sangrado. No existen casos fatales de este
cuadro y la enfermedad puede resolverse en la segunda semana, aunque |os pacientes pueden

presentar una convalecencia prolongada con debilidad y depresién (89).

El cuadro clinico de FHD esta definido como € de una enfermedad febril aguda. Su periodo
de incubacion es similar a la FD, asi como la presencia de sintomas como: fiebre, artralgia,
mialgia, dolores de cabeza y vomitos. Como caracteristica principal de la FHD estén las

manifestaciones hemorragicas, que aparecen alos 3-4 dias (89).

La variacion de los aspectos clinicos se vio dependia de la edad del paciente. La fiebre
indiferenciada se observdO mayormente en infantes y nifios pequefios, y podia estar
acompaiada de erupcion. El sindrome febril benigno o la clasica enfermedad febril aguda,
autolimitada, es mas comun en nifios mayores y adultos. La FHD es mas frecuente en nifios
menores de 15 afios, donde la fiebre aguda se ha visto asociada con diatesis hemorrégicay una
tendencia a desarrollar e SCD, a veces fatal, aunque en las Américas se observa con
frecuencia creciente la FHD en e adulto (90). La tasa de casos fatales por FHD/SCD se eleva
al 20% en pacientes sin tratamiento, mientras que solo alcanza € 1% en aquellos pacientes

bajo tratamiento con suministro de electrolitos, liquidos y oxigeno (91)

En los ultimos afios ha sido cuestionada la utilidad de esta clasificacién, por considerarla
rigida, demasiado dependiente de resultados de laboratorio y no inclusiva de enfermos de
dengue con otras formas de gravedad, tales como la afectacion particular del Sistema Nervioso
Centra (encefalitis), del corazon (miocarditis) o del higado (hepatitis grave). Tampoco era Gtil
parael manegjo clinico de los enfermos.
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Es en este sentido, la nueva clasificacion recomendada por la OMS en el 2009, reemplaza los
tradicionales cuadros de FD y FHD/SCD. Surge a partir de los resultados del estudio
DENCO, que incluyo casi 2000 casos confirmados de dengue, de 8 paises 'y 2 continentes, y
establece dos formas de la enfermedad: dengue y dengue grave (figural.3)(10).

\\
Sin signos / Con signos ;
de alarma 1.Escape severo de fluidos
de alarma \ 2.Hemorragia severa
/ 3.Dafo severo de 6rgano/s
Dengue Probable Signos de alarma*® 1. Escape severo de plasma que
'”"de[‘ -“'_"'313 adf"eas + Dolor esponténeo o lleva al:
endemicas de dendue. = Falmy
Flobey 2 l6s sigilentes erxvpcado de: abdomen Shock (D‘?f:') . o
criterios: » Vomitos persistentes *  Acumulacion de fluidos y distres
= Nausea, vomltos * Acumulacion clinica de fluidos respiratorio
£ Eq?::;i Py *» Sangrado de mucosas 2. Sangrado severo
. as y artralglas & i b i # s .
L st el toriqicle Letargia; |rnt§bll|dad segun evaluacion Qel clinico
= | ecopenia * Hepatomegalia >2cm 3. Dano severo de organo/s
=Cualgquier signo de « Laboratorio: Aumento del =  Higadc: AST o ALT>=1000C
alariia HTO junto con rapida caida - SNC. Alteracion del senscrio
Confirmado por Laboratorio de las plaquetas = Corazon y otrcs organos
firiportante s o ey eaape o il Requiers observacion estricta e intervencion madica

Figural. 3. Clasificacion Clinica de Dengue (Guia dela OM S 2010).

Los criterios para la nueva clasificacion del dengue severo son: extravasacion severa de
plasma, expresada en Choque Hipovolémico, y/o dificultad respiratoria debido a exceso de
liquidos acumulados en € pulmoén, hemorragias severas, segun criterio médico tratante, y por
altimo, la afectacion de drganos. hepatitis severa por dengue (transaminasas superiores a 1000

unidades), encefalitis por dengue o lamiocarditis por dengue (10).

En el marco de este estudio se detectaron algunos signos y sintomas presentes en los enfermos
un dia antes de agravar, permitiendo identificar tempranamente aquel enfermo que va a
evolucionar a un cuadro severo y en consecuencia tratar de manera precoz a paciente
mediante el tratamiento con reposicion de liquidos por via intravenosa, mejorando su
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pronéstico. El dolor abdominal o e dolor referido a la palpacion de abdomen fue un factor de
riesgo significativo para adultos y nifios, asi como € sangramiento de mucosas y la
trombocitopenia menor de 10.000 por milimetro cubico. En e adulto, otros signos de alarma
fueron la letargia, entendida como somnolencia y a veces alternando con irritabilidad, la

hipoalbuminemiay e hematocrito elevado (92).

En conclusién, la nueva guia muestra mejoras en un reconoci miento temprano de los signos de
alarma, aertando a los clinicos en cuanto al pronostico del paciente, estableciendo un
adecuado triage y un megor mangjo de decisiones (93). Algunos estudios muestran un
incremento en la sensibilidad para la identificacion de los casos severos mediante esta nueva
clasificacion (94, 95) .

| .9-Patogenia.

Los mecanismos implicados en la patogenia de la enfermedad no estan totalmente
esclarecidos. En este sentido se han planteado varias hipotesis que tratan de explicar la
aparicion de laforma severa de la enfermedad.

La hipotesis propuesta por Halstead en 1970 plantea que la FHD/SCD ocurre en
aquellosindividuos que ya tienen anticuerpos contra algun serotipo del virus dengue, los que
en presencia de un segundo serotipo infectante forman complejos inmunes (anticuerpos del
primer serotipo reconocen particulas virales del segundo serotipo) que provocan se
desencadenen una serie de procesos en los que participan activamente 1os monocitos y que
concluyen con el aumento de la permeabilidad vascular y otras ateraciones que se observan en
el dengue hemorrégico (96). Este mecanismo se conoce como amplificacion dependiente de
anticuerpos (ADA). Una vez gue los primeros compleos inmunes han penetrado a monocito
y la replicacion viral ha comenzado, se generan sefides intracelulares que incrementan la
expresion de receptores Fc, con € consiguiente incremento de la replicacion viral (lazo
infeccion-expresion Fc- infeccion subsiguiente) (97, 98). Se ha observado, que la secuencia de
infeccion de Den-1 seguida por Den-2 estd asociada con una alta mortalidad y morbilidad;
también se ha observado en la secuencia Den-1y Den-3 (5, 99, 100).
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Un segundo aspecto de la patogenia del dengue es la marcada activacién de los linfocitos Ty
la induccién de reactividad cruzada a células T CD4+ y cdlulas T CD8+ citotoxicas, que
reconocen a los antigenos virades del virus del dengue (principalmente proteinas no
estructurales) en monocitos infectados (98, 101). El resultado de este proceso puede traer
consecuencias patoldgicas en los pacientes, debido a la liberacion de citoquinas con
propiedades vasoactivas y procoagulantes (interleuquinas, factor de necrosis tumoral, factor
activador de plaguetas y uroquinasas), la activacion del complemento y la liberacion de

interferon gamma (102, 103).

Otra hipétesis es la propuesta por Rosen, 1977 donde plantea que la virulencia de las distintas
cepas de los cuatro serotipos del virus puede aumentar cuando estos pasan repetidamente por
el hospedero humano (98). De esta forma, las cepas maés virulentas serian las responsables de
los sintomas graves que se observan en la FHD/SCD. La virulencia de ciertas variantes virales
pudiera estar ligada a un determinismo genético; donde una mutacion de una regién precisa
del gen de la proteina E, asegura la atenuacion o la reversion a la virulencia de una especie
dada. Se asocia de esta forma la aparicion de cuadros graves con determinadas cepas virales o

mutantes de estas.

Otras dos hipotesis relacionadas con e agente vira han sido planteadas para explicar la
patogenia de la FHD/SCD, en las cuales se refieren cambios observados en la estructura del
virus. Una primera donde se muestran diferencias en e genoma del virus dengue 2, para las
proteinas prM, E, NSAb y NS5 y regiones no codificantes del genomaviral (UTR, del inglés
UnTrandated Regions) como determinantes primarios para € desarrollo de FHD (104); y una
segunda hipdétesis donde se plantea |a seleccidn de mutantes de escape a la neutralizacion, que
en el caso dd virus del dengue se debe ala presencia de anticuerpos neutralizantes heterdlogos
después de la infeccién primaria y que juegan un papel importante durante la infeccion

secundaria (105).

Por ultimo, la hipétesis mas aceptada es la integral planteada por Kouri y cols (1987) (106) y
Guzman y col (2008) (107). En ella se relacionan factores de riesgo del individuo como: la
existencia de anticuerpos contra el virus dengue, la edad, € sexo, larazay las enfermedades

cronicas como el asma y la diabetes; factores de riesgo epidemiol 6gicos relacionados con €l
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vector como capacidad de ser infectante, ata densidad, € intervalo entre ambas infecciones, la
amplia circulacion vira y por ultimo factores relacionados con e serotipo y la virulencia del
agente. La presencia o ausencia de estos factores individuales en e contexto de los factores
epidemioldgicos y virales hacen posible que ocurra o no una epidemia de FHD/SCD de

dengue.

[.10- Respuesta Inmunitaria.

[.10.1-Inmunidad innata y adaptativa:

La respuesta inmune innata o inespecifica y la adaptativa o especifica, juegan un rol
fundamental en la respuesta antiviral. Los componentes celulares de la inmunidad innata més
importantes en la respuesta antiviral son principamente las células dendriticas (CD), las
células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer) y los macréfagos (M), los cuales
controlan lafase inicia de lainfeccion viral. La participacion conjunta de estos tipos celulares
con los componentes humorales del sistema innato como e sistema complemento, e papel
inmunorregulador de los interferones y otras citoquinas, como TNF-a, interleuquina-6 (IL-6),
IL-10 e IL-8, permiten el desencadenamiento de la respuesta adaptativa antiviral (108). Los
antigenos capturados, son procesados y presentados por las células presentadoras de antigeno
(APC) que migran a los 6rganos linfoides secundarios donde ocurre la activacion de los LT
virgenes, los cuales se diferencian a linfocitos T colaboradores, Thly Th2 (Th del Inglés, T
helper) que intervienen en los mecanismos de la inmunidad adaptativa y en la formacion de
clones de células B especificas productoras de anticuerpos. La sintesis excesiva de citoquinas
produce un aumento de la permeabilidad vascular que se traduce en una extravasacion de
plasma, que es la alteracion fisiopatol 6gica fundamental del dengue, mediante la cual se fuga
agua y proteinas hacia el espacio extracelular y se produce la hemoconcentracion y a veces

choque hipovolémico (109).

Lainfeccion viral induce apoptosis de linfocitos T en los primeros dias de la infeccion que de
acuerdo a su intensidad puede influir favorablemente en la desaparicion del virus o puede
provocar la lisis de grandes cantidades de esas células y disminuir transitoriamente la

competencia inmunol 6gica del paciente, asi como provocar dafios en otras células y tejidos del
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huésped, tales como los endotelios, hepatocitos, miocardiocitos, neuronas, células tubulares
renalesy otras, lo cual podria explicar |a afectacion de muchos 6rganos durante estainfeccion
(110).

[.10.2-Respuesta humoral de anticuer pos:

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs) forman un grupo de glicoproteinas presentes en €
suero y otros fluidos, cuya produccién es inducida cuando €l sistema linfoide del individuo se
pone en contacto con una estructura desconocida, €l antigeno. La funcién de los anticuerpos es
reconocer esos elementos invasores, unirse a ellos, e iniciar asi € proceso que lleva a su
eliminacién. Las clases de inmunoglobulinas, difieren en tamafio, carga el éctrica, composicion
de aminoé&cidos y azlicares, cada una con caracteristicas, propiedades y funciones particulares
(112).

Todas las inmunoglobulinas reconocen algun antigeno en forma especifica pero se diferencian
en cuanto a su localizaciéon tisular, reactividad con otras proteinas, etcétera. Las
inmunoglobulinas poseen distintas estructuras, pero todas ellas responden a un monémero
basico de cuatro cadenas. Una molécula de anticuerpo esta constituida por cuatro cadenas
polipeptidicas, dos pesadas (H, del inglés Heavy) idénticas entre si y dos livianas (L, de
Light) también idénticas entre si. Las cadenas pesadas se encuentran unidas por puentes
disulfuro (-S-S-) de la misma manera se unen, a cada una de €llas, cada una de las cadenas
livianas. La proteina tiene forma de Y, cada brazo de la Y, designado fragmento Fab (de
antigen binding Fragment), une el antigeno en forma independiente, 0 sea que e anticuerpo es
bivalente. El resto de la molécula, o fragmento Fc (porque cristaliza con facilidad) no participa
en la union con el antigeno sino que es reconocido por receptores celulares especificos, y
contribuye ala efectividad del proceso mediante el cual ese antigeno es destruido (111).

Los anticuerpos antivirus median tres funciones fundamentales en la eliminacion de las
particulas virales infectantes. la neutralizacion del virus, la histolisis mediada por €
complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Las células B, en la
medida que se activan y proliferan, son capaces de capturar y procesar antigenos virales para

presentarlos alas células T , incrementando € nimero de estas células activadas (112).
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En lainfeccién por dengue, los anticuerpos de tipo IgM e 1gG son considerados |os de mayor
importancia desde € punto de vista de proteccién o inmunopatogenia, aunque en afos
recientes se han realizado varios estudios relacionados con los anticuerpos IgA e IgE

valorando su posible papel en larespuestainmune (21, 113, 114).

Los anticuerpos contra €l virus dengue o sus proteinas, usualmente actlan para prevenir o
controlar lainfeccion, esta respuesta puede ser primaria 0 secundaria. La respuesta secundaria
es marcadamente diferente ala primaria. La respuesta secundaria heterotipica ocurre cuando €
hospedero ha sido inmunizado (por infeccién o vacunacion) por otro serotipo de dengue o por
otro flavivirus fuera del complgo dengue. La inmunidad a un serotipo se considera de larga
duracién y efectiva frente a una segundainfeccidn por el mismo serotipo (115).

En infecciones primarias a dengue, lainmunoglobulina M es la primera que aparece y se hace
detectable a partir del 5to dia de comienzo de lafiebre. Los mayores niveles son alcanzados en
las 2 semanas siguientes y disminuyen posteriormente entre los 2 y 3 meses de inicio de los
sintomas, aunque en agunos individuos se ha observado niveles de anticuerpos IgM con mas
duracion (114, 116).

En las infecciones secundarias, la cinética de la respuesta de IgM es maés variada. Se plantea
gue generamente aparece tarde durante la fase febril de la enfermedad, frecuentemente
precedida por la IgG, siendo menores los niveles de IgM a los obtenidos en los casos
primarios. Se ha sefidlado que en un nimero limitado de pacientes, estainmunoglobulina no es
detectada (116). Sin embargo, en estudios recientes no se ha observado diferencia en la

respuesta de anticuerpos IgM a compararse casos de FD primarios y secundarios (114, 117).

La respuesta de anticuerpos IgG es baja en las infecciones primarias, comenzando a detectarse
después de la primera semana de comenzados |os sintomas y al canzando |os maximos valores
entre 14 y 21 dias después. Para infecciones secundarias, los niveles de anticuerpos IgG son

detectados en lafase temprana de la enfermedad y se €levan répidamente (118).

Otro de los marcadores serol dgicos propuestos para € diagnéstico del dengue e indicativo de
una infeccion reciente, ha sido la deteccién de IgA en muestras de suero de individuos con
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infeccion a virus dengue (21, 22, 119). Se plantea que la IgA tiene un tiempo de vida media
mas corto que la IgM, por lo que esta inmunoglobulina pudiera constituir un marcador
serol6gico de mayor utilidad, en el diagnostico de infecciones recientes en paises endémicos
donde circulen mas de un serotipo y por otro lado, proveer una mejor informacion sobre la

progresion de una epidemia (21, 22).

|.11- Diagnéstico de Laboratorio.

La infeccion por virus dengue es detectada por e uso de diferentes pruebas biologicas:
aislamiento viral en células de mosquitos (75); deteccion del ARN viral mediante latécnica de
PCR (120, 121); o pruebas serol égicas, como |os ensayos inmunoenzi méticos sobre fase solida
conocidos como ELISA paraladeteccion de anticuerpos IgM e IgG (122, 123). Latécnicadel
PCR es costosa y se hace engorrosa su implementacion para muchos laboratorios. EIl MAC-
ELISA es una técnica fiable pero solo puede brindar un diagndstico de la enfermedad
transcurrido 5 dias después del comienzo de los sintomas, que es cuando se hacen detectables
los anticuerpos IgM en e suero de los pacientes infectados con virus dengue (80).

Las dificultades que se presentan en e diagnéstico virologico y serolégico del dengue ha
hecho necesario la blsqueda de métodos que sean econdmicos, rapidos, faciles de gecutar y

sobre todo que permitan dar un diagndstico temprano de la enfermedad.

[.11.1-Diagnostico Vir ol égico:

Aislamiento viral e identificacion.

Aislamiento viral en ratones: los dos métodos tradicionales de aislamiento del virus dengue
son la inoculacion en ratones recién nacidos y de cultivos celulares. Estos agentes pueden
infectar a los ratones por diferentes vias de inoculacién, intracerebral, intraperitonea y
subcutanea, pero lamas sensible es laintracerebral (124)

Aislamiento viral en cultivos de células de mamiferos y mosquitos: la aplicacion de los

cultivos celulares en e aislamiento del virus dengue ha tenido como consecuencia un
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incremento en la sensibilidad, aunque hasta € presente no existe un sistema de células de
mamifero o mosguitos que sea capaz de inducir la produccion de efecto citopatico (ECP) de
todas las cepas virales. Lalinea celular LLCMK2 (rifion de mono) es la més sensible entre las
lineas de células de mamifero, aunque esta sensibilidad varia en dependencia del serotipo y de
las cepas virales. Otras lineas de células de mamifero como las Vero (rifidn de mono) y
BHK21 (rifién de hamster) también han sido empleadas con éxito. Las células mas utilizadas
en la actualidad son las células de mosquito C6/36 obtenidas de Aedes albopictus y las de

Aedes pseudoscutellaris (AP61), por su sensibilidad para el aislamiento viral (76).

1.11.2-Diagnostico Molecular:

La biologia molecular ha sido ampliamente utilizada en el diagndstico con la utilizacién de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR, la que permite una
amplificacion del ARN viral, brindando rapidez, sensibilidad y especificidad en el diagnostico
(120). Se han utilizado diferentes modaidades como: RT-PCR, NESTED PCR vy
SEMINESTED PCR. También se han empleado los procedimientos de hibridacién de écidos
nucleicos con el uso de sondas no radioactivas (115, 125). Actualmente se le ha dado un
importante valor al PCR-TR, el cual permite cuantificar lacargaviral, contribuyendo por tanto
no solo a diagnéstico sino también a conocimiento de la patogénesis del dengue (126, 127).
A pesar de lo novedoso y rapido de estos métodos, no son ampliamente utilizados en todos los
laboratorios que realizan € diagndstico debido a su alto costo.

[.11.3-Deteccion del antigeno:

La busgueda de sistemas diagnosticos que permitan dar una respuesta temprana y que sean
rapidos, faciles de gjecutar y que puedan sustituir a los métodos moleculares ha dado lugar a
desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos, os cuales constituyen variantes para la deteccién
de antigenos viraes, dirigidos fundamentalmente a la deteccién de la proteina E (128, 129). Se
ha encontrado una baja sensibilidad de estos sistemas, 10 cual pudiera deberse a la poca
concentracion del virus presente en las muestras de suero o a la posibilidad de formacién de
inmunocompleos. Se han realizado algunos estudios para mejorar la sensibilidad, con la

ayuda de combinaciones como la estreptavidina-biotina 0 con € uso de sustratos fluorescentes

27



REVISION BIBLIOGRAFICA

(130, 131), sin embargo hasta la actualidad no son de amplio uso para € diagnéstico del

dengue.

L a deteccion inmunohistoquimica de virus dengue en muestras de tejidos tomados en biopsias
0 autopsias ha sido muy Util en estudios patol 6gicos, ya que se han encontrado evidencias de
gue permite la confirmacién de la etiologia ddl virus dengue. Se ha realizado la deteccién de
antigenos de virus dengue congelados o fijados en tgidos, empleando la tincion con
inmunoperoxidasay €l uso de anticuerpos policlonales (AcP) y monoclonales (AcM) serotipo
especifico (132-134).

En la actualidad se ha valorado |la posibilidad de detectar la proteina viral NS1 como un
posible marcador de infeccién temprana, asi como su papel en la etiopatogenia de la
enfermedad (135, 136). Varios sistemas comerciales y no comerciaes, tanto en formato de
ELISA como de pruebas rapidas han sido desarrollados para su deteccion, siendo sometidos a
diferentes evaluaciones por los laboratorios de referencias en las diferentes regiones (137-
139).

[.11.4-Diagnostico Ser ol égico:

El diagndstico serol6gico del dengue es complicado debido a los determinantes antigénicos de
reactividad cruzada compartidos entre |0os cuatro serotipos del virus dengue y los flavivirus en
genera. Sin embargo, teniendo en cuenta los elevados niveles de anticuerpos observados en
los individuos que desarrollan una infeccion secundaria, € estudio de monosueros tomados en
la fase aguda o0 en la convaleciente temprana puede ser de utilidad como criterio de caso

probable o presuntivo de dengue (140).

Debe tenerse en cuenta para € diagnéstico serol6gico de dengue los dos tipos de infecciones
gue fundamentalmente aparecen en los individuos que tienen contacto con algun serotipo del
complgo: lainfeccion primariay la secundaria. Como ha sido mencionado anteriormente, la
infeccion primaria es aguella en donde |os individuos son infectados por primera vez por uno
de los serotipos virales. La infeccion secundaria ocurre en aguellos individuos que se ponen

nuevamente en contacto con el virus, pero en este caso con un serotipo diferente a que
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provocé la primera infeccion (141). También existe la posibilidad que se produzcan
infeccionesterciarias y cuaternarias debido ala existencia de los cuatro serotipos virales.

La mayoria de las técnicas seroldgicas pueden ser utilizadas para € diagnostico del virus
dengue. La técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacion (IH) ha sido empleada por la
capacidad que tiene € virus dengue de aglutinar eritrocitos de ganso. Esta es utilizada en €l
estudio serolégico de monosueros y pares de sueros, donde son empleados comiunmente
antigenos de |os cuatro serotipos, producidos en cerebro de ratdn lactante y extraidos mediante
el método de sacarosa acetona (142). Una seroconversion o incremento de cuatro veces 0 méas
en d titulo de anticuerpos hemaglutinantes en un par de sueros, es criterio diagnéstico para
una infeccién reciente por flavivirus. Por otra parte, titulos de anticuerpos hemaglutinantes >
2560 es @ criterio méas ampliamente utilizado para clasificar un caso como secundario.
Finalmente, titulos elevados (=1280) en monosueros, es criterio de infeccion probable por
dengue (143).

Otro de los métodos serolégicos utilizados es la prueba de neutralizacion por reduccion de
placas (PNRP). Este ensayo permite la deteccion de anticuerpos neutralizantes a virus 'y es
muy empleado en estudios seroepidemioldgicos debido a su elevada especificidad,
permitiendo identificar €l serotipo causante de una infeccién pasada (4). Se ha demostrado que
en un individuo con una infeccion secundaria € titulo de anticuerpos neutralizantes a primer
serotipo que produjo lainfeccion es anamnésticamente mayor que contra €l serotipo infectante

durante la segunda infeccion (“fenémeno del pecado original) (144),

Tanto lalH como la PNRP requieren de muestras de sueros pareados en |0s casos sospechosos
de la enfermedad, asi como destreza y tiempo para su gjecucion, por 1o que no son actualmente
utilizados como métodos de rutina en e diagndstico.

Sistemas mas econdémicos, especificos, sensibles y eficaces son los ELISA. Los mismos son
rapidos, faciles de g ecutar y muestran a su vez elevada especificidad cruzada, |o que los hace

de gran utilidad tanto para el diagnostico como para estudios sero-epidemiol 6gicos (122, 145).
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El MAC-ELISA, constituye uno de los sistemas mas importantes y Utiles del diagnéstico y la
vigilancia del dengue. La presencia de estos anticuerpos en suero, es indicativa de una
infeccion activa o reciente por dengue. Diferentes sistemas han sido desarrollados con
diferentes grados de sensibilidad y especificidad (122, 146, 147). Tanto sueros como muestras
de sangre colectadas en papel de filtro pueden utilizarse mostrando niveles de sensibilidad y
especificidad comparables. Algunos investigadores han aplicado € principio del MAC-ELISA
para la deteccion de anticuerpos IgA (AAC-ELISA) e IgE (AEC-ELISA) anti-dengue (113,
148), mostrando utilidad para el diagnéstico de esta enfermedad. También se han desarrollado
sistemas ELISASs para la deteccién de anticuerpos 1gG (149-151). En 1989 fue publicado por
Vazquez y Ferndndez un ELISA de inhibicién que permite la deteccion y titulacion de 1gG
anti-dengue tanto en suero como en muestras de sangre colectadas en papel de filtro y ha sido
exitosamente aplicado durante afios a la vigilancia y estudios serol 6gicos de dengue en Cubay
en otros paises (16, 86, 152).

Otros métodos de deteccién de anticuerpos anti-dengue han sido desarrollados con € empleo
de marcadores no enzimaticos, entre ellos se encuentra e sistema inmunocromatografico
PanBio, que permite la deteccion de anticuerpos IgM e IgG en menos de cinco minutos (153,
154) y el sistema denominado AuBio Dot dengue IgM, que utiliza marcadores de oro coloidal
y amplificacién con iones plata (155)

En la actuaidad existe un gran nimero de sistemas comerciades para la deteccion de
anticuerpos IgM a dengue (156) que estan siendo utilizados por muchos laboratorios. Asegurar
la calidad y desarrollo de los sistemas comerciaes disponibles es un requerimiento global,
haciéndose cada dia méas importante por el incremento reciente de productos diagnosticos. La
venta de estos en e mercado sin contar con procedimientos de monitoreos regulatorios y
licencia efectiva, es una causa de preocupacion y atencion necesaria para garantizar €l

diagnostico.

[.11.5. Algoritmo diagnéstico actual para la infeccion por virus dengue en Cuba:

El algoritmo diagnéstico establecido para la vigilancia de dengue en Cuba trabagja bajo los

criterios de periodos de no transmision y de transmision de la enfermedad.
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En periodos de no transmision € agoritmo que se establece es € seroldgico y como se

muestraen lafigural.4:

- - r
— No Transmision
[ con sospecha ]
clinica
Toma de Muestra Toma de 2 Muestra
> 6 dias 14-21 dias
Envie al CPHE Envie al IPK

IPK
(MEI)

CPHE

(SUMA-IgM)

i | Envie al IPK

Seroconversion
o incremento 4
vecesel titulo
IgGo titulos =
1280

Caso I_PK
Negativo
MAC-ELISA) Caso
Caso Negativo o
Confirmado infeccion

asada

No incremento
del titulo IgG

Caso Caso
Negativo Probable

Figural. 4. Algoritmo diagnostico actual dela vigilancia serolégica de laboratorio de

dengue en Cuba, en € periodo de no transmision.

La primera muestra de suero es colectada al dia 6 de inicio de los sintomas, s es positiva a
IgM por e sistema SUMA-IgM es enviada a IPK y procesada mediante el ELISA de IgM.
Una muestra positivaa lgM se considera un caso sospechoso de dengue. Una segunda muestra
de suero es colectada entre los 14 y 21 dias posteriores a la primera colecta realizandose la
titulacion a punto final de los anticuerpos 1gG en € par de sueros mediante el MEI. La
presencia de una seroconversion o incremento del titulo de anticuerpos o titulos iguales o
superiores a 1280, es considerado un caso confirmado de dengue definiéndose ademés € tipo

de infeccién: primaria o secundaria.
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Los ensayos moleculares de A. Vira y RT-PCR permiten la confirmacién de un caso en la
fase aguda de la enfermedad y se trabajan principalmente con dos objetivos: la determinacion
del serotipo(s) circulante(s) durante una epidemia o transmision y la confirmacion del
diagnostico en casos graves y fallecidos. Durante el periodo de transmision estos comienzan

ajugar su papel estableciéndose el algoritmo como se muestraen lafigural.5.

Paciente

con sospecha

clinica

Transmision

Toma de Muestra
0-4 dias

J
]

[

Envio al IPK (10 %)
(Serotipo)

[

Caso
Confirmado

IPK
(RT-PCR/A. Viral)

Caso
Negativo

|

Toma de Muestra
> 6 dias

|

Envio al CPHE

CPHE

(SUMA-IgM)

Caso
Negativo Confirmado

Caso
Negativ

IPK
MAC.ELISA

Envie al IPK (10 %)
Control Calidad

Figural. 5. Algoritmo diagnéstico actual delavigilancia de laboratorio de dengue en

Cuba, en € periodo transmision.

Es importante sefidlar que en periodo de transmisién el LNR-IPK procesa todos los casos
graves que se presentan durante el brote. Por otra parte a medida que avanza € evento
epidemioldgico se establece € procesamiento de 10 muestras mensuales por provincias

mediante AViral y RT- PCR para la deteccion del serotipo viral, ademas del procesamiento
mediante el ensayo seroldgico MAC-ELISA del 10 % de los casos IgM positivos por €
SUMA-IgM procedentes de los CPHEM como control de calidad de |a prueba.
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[.12- Utilidad de los métodos diagndsticos para la investigacion.

Una amplia variedad de méodos diagnésticos estan disponibles en la actualidad para €
diagnostico de las diferentes infecciones virales y las investigaciones bésicas correspondientes
que evallan la respuesta de los distintos marcadores de la enfermedad tanto en modelos

animales como en € humano.

Durante la fase febril aguda, € diagnostico puede ser definido por e aislamiento viral,
deteccion del genoma o de antigenos virales de la muestra. El aislamiento puede redlizarse
mediante la inoculacion del mosquito o cultivos celulares. También puede utilizarse la
inoculacién intracerebral de ratones (157). El virus puede ser recuperado de muestras de suero,
plasma, sangre total o tejidos seleccionados de autopsia. La inoculacion del mosquito es €
método de aislamiento mas sensible, pero no es utilizado como diagndstico rutinario debido a
los requerimientos especializados y alto costo de mantenimiento (158). Los cultivos celulares
tienen un amplio uso con preferencia de las lineas celulares de mosquito C6/36 o AP61 (10,
157). Otras lineas menos sensibles incluyen cultivos de mamiferos como Vero, LLC-MK2, y
BHK-21. Una de las grandes utilidades del aislamiento es la caracterizacion del virus aislado
mediante estudios in vitro como: secuenciacion gendmica, neutralizacion viral y estudios de
infeccion (158). Aungue en la practica el aislamiento es altamente especifico tiene su principal
propésito para la vigilancia epidemiol 6gica de las arbovirosis y no e diagnéstico habitual. Un
reciente avance en € aislamiento viral fue descrito por Patramool y col (2013) quienes usaron
esferas magnéticas cubiertas con un polimero aniénico para la deteccion DENV y CHIKV
(159), método que pudiera proveer una estrategia Util para € monitoreo del estado de los
mosquitos circulantes en las regiones y € riesgo de aparicién brotes de las arbovirosis
transmitidas por ellos.

Por otra parte, las técnicas de deteccion del &cido nucleico vira se llevan a cabo en muestras
agudas, ofreciendo una mejor sensibilidad con un tiempo mucho més rgpido de desarrollo. El
acido nucleico viral pude ser detectado durante unos dias adicionales, més ala dd periodo de
viremia y mediante los métodos de RT-PCR, PCR-TR y la amplificacion isotérmica. Todos
estos métodos involucran tres pasos basicos. extraccion del ARN viral, amplificacion, y

deteccion y caracterizacion del producto amplificado (126). Hay una amplia variedad de
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muestras que pueden ser procesadas por el PCR donde incluye sangre, suero, plasma, y tejidos
fijados en parafina. Para la infeccion por virus dengue las muestras de orina y la saliva han
sido estudiadas para € diagnostico (160, 161). La orina procesada por €l PCR-TR proporciona
una ventana mas grande para la deteccion viral pasado el periodo del viremia. El RNA para €l
virus dengue puede ser detectado en orina hasta un dia 16 deinicio de los sintomas comparado
a un dia 8 en muestras de sangre (161). La combinacion de RT-PCR/nested PCR ha
demostrado ser eficaz para la deteccion especificay € genotipaje viral. No obstante € PCR-
TR en relacion a PCR convencional, es una metodologia més rgpida, de baja contaminacion,
elevada sensibilidad y especificidad y que eventuamente puede remplazar al aislamiento y €l
RT-PCR como mejor ensayo de referencia para e diagndstico rgpido en muestras agudas
(162). Este puede apoyarse en las sondas moleculares (SYBR-Green) y las de hibridacion
(Tag-Man) y permite medir multiples RNA/DNA en una misma muestra. De esa manera,
presenta disimiles aplicaciones como en e diagnéstico, epidemiologia viral, patogénesis y
monitoreo de tratamientos, especialmente en aquellos virus atamente mutables donde provee
un pronostico clinico para e mangjo de los pacientes (163). La amplificacion isotermal
(LAMP del inglés: Loop-mediated isothermal amplification) es un método de amplificacion de
DNA que puede combinarse con €l RT-PCR para la deteccién de RNA. Es un método réapido y
especifico que utiliza 6 primers diferentes que reconocen 8 regiones distintas del gen diana.
Entre sus ventajas se encuentra su desarrollo a una temperatura constante (60-650C) por 1o que
no requiere de termociclador y todo ocurre en una sola reaccion con una elevada sensibilidad
de deteccion(164). Por su rapidez y sensibilidad este método seria extremadamente Util en la

toma de medidas de accién répida, incluyendo € manejo temprano del paciente (164).

La deteccion de antigenos virales es otra metodologia disponible para € diagndstico de los
Arbovirus. La proteina no estructural 1 (NS1) es una glicoproteina atamente conservada,
producida durante e proceso de multiplicacion viral y en su forma soluble se acumula en altas
concentraciones en € suero de pacientes, independientemente del tipo de infeccién primaria o
secundaria (24, 25, 136). Varios sistemas se han desarrollado para la determinacion de esta
proteina 'y han sido aplicados no solo para el diagndstico, sino parala evauacion de la cinética
de la NS1 en sangre, su relacion con la multiplicacion viral asociada a la gravedad en la

infeccion por virus dengue y vinculadas con otras metodologias moleculares se han podido
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identificar diferencias entre las proteinas expresadas para los diferentes Arbovirus (51, 137,
139, 165). Aunque € suero constituye la muestra mas comun a utilizar, otras como la orina'y
la saliva han sido estudiadas en pacientes agudos con infeccion por virus dengue (166).
También ha sido detectada en fluido cerebroespinal (CSF) de pacientes con sintomas

neurol 6gicos (167) y en tgjidos de casos fatales de dengue (168, 169).

Después del periodo de viremia, la mejor estrategia de diagnéstico seria la deteccion de los
anticuerpos, lo que es indicativo de una respuesta inmunologica del hospedero frente al virus
infectante. Sin embargo, la gran desventgja de estos métodos es que los individuos residentes
en areas endémicas con circulacion de varios arbovirus, frecuentemente presentan niveles
inmunol 6gicos a estos, contribuyendo a una respuesta cruzada de anticuerpos gue no permite
la definicion del agente infectante (12). Entre los métodos serol6gicos incluyen los ELISA, la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), IH y la PNRP. Estos métodos son comunmente
empleados para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG, y para este Ultimo se utilizan
generalmente pares de sueros para lograr una confirmacion seroldgica del caso. Para la
infeccion por virus dengue los patrones de respuesta de estos anticuerpos difieren entre la
infeccion primaria y secundaria (15, 116, 170). Los ensayos IH y PNRP actualmente no son
muy utilizados como méodos diagndsticos de rutina por la complgidad de los
procedimientos, pero son aplicados en estudios seroepidemiolégicos. Por otra parte estos
ensayos seroldgicos pudieran ser aplicados en estudios de evauacion de inmundgenos
vacunales, en el seguimiento de la respuesta humoral presentada ante lainoculacion, inclusive

la caracterizacion de la respuesta neutralizante generada ante tales candidatos (171, 172).
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CAPITULO II: MATERIALESY METODOS

I1.1 Diseflo general delainvestigacion:

El presente trabajo es un estudio experimental donde se evaluaron los indicadores de
desempefio de cuatro sistemas comerciales y no comerciales para la deteccion de la proteina
viral NS1 y los anticuerpos IgA a virus dengue, para su posible inclusiéon en una nueva
propuesta de agoritmo diagnéstico de la enfermedad en e pais. Ademés se vaord €
comportamiento de estos marcadores en la fase aguda de la infeccion, en relacion con
diferentes variables para la confirmacion temprana del caso y la definicién del tipo de

infeccion primaria o secundaria.

Para €l estudio de la NS1 y los anticuerpos IgA antidengue como marcadores diagnosticos de
la infeccion temprana por dengue, fueron colectadas muestras de suero de pacientes con
sospecha clinica, procedentes del Hospital “Salvador Allende” y del IPK, en el periodo
comprendido del 2010 a 2014. Todas las muestras fueron procesadas por los ensayos de
referencia molecular y serologicos establecidos por la vigilancia para la confirmacion de los

casos de dengue.

Estos ensayos de referencia fueron desarrollados por € LNR-IPK. Una primera muestra
tomada entre los dias 0 y 4 del comienzo de los sintomas fue procesada mediante €l ensayo
molecular de PCR-TR &l cual permiti6 la confirmacion del caso y laidentificacion del serotipo
viral infectante. La segunda muestra colectada con cinco dias 0 més del comienzo de los
sintomas, fue procesada inicialmente por € ensayo serolégico SUMA-IgM en e CPHEM y
luego tuvo una confirmacion seroldgica mediante los ensayos MAC-ELISA y MEI, en €
LNR-1PK, los cuales también permitieron una confirmacion del caso, ademés de la definicion

del tipo de infeccion primaria 0 secundaria.

Todas las muestras negativas a dengue utilizadas en e estudio fueron también colectadas en €
periodo comprendido del 2010 al 2014 y procesadas por |as técnicas seroldgicas de referencia.
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[1.2. Universo de estudio parala evaluacion dela proteina viral NS1.

Como parte de los objetivos del presente trabajo, los sistemas comerciales Platelia NS1 y SD
Duo fueron utilizados para la evaluacion de la proteina viral NS1 como marcador diagnéstico
de la infeccion temprana por virus dengue. Un tota de 934 muestras de suero fueron
procesadas por estos ensayos, |as cuales habian sido conservadas a -20 °C hasta su utilizacion.
Los sueros agrupados en cada panel se seleccionaron en funcion de los resultados obtenidos

previamente por |os ensayos de referencia PCR-TR y serologia IgM/1gG.

Para €l estudio de los indicadores de desempefio de los sistemas comerciales en evauacion

(objetivo 1) se confeccionaron 2 paneles:

Panel 1: 252 muestras de suero colectadas entre los dias 0 y 4 de inicio de los sintomas,
procedentes de pacientes que fueron hospitalizados con un diagndstico clinico de infecci 6n por
virus dengue. De dllas, 218 fueron confirmadas por €l PCR-TR y las 34 restantes por IgM/1gG.
Los casos fueron clasificados segun €l tipo de infeccion en 119 con infeccion primariay 133

con infeccién secundaria.

Panel 2: 150 muestras de suero negativas a dengue. De ellas 70 correspondian a sueros de
pacientes con patologias virales confirmadas y no relacionadas con dengue como: 10 sueros
positivos de la vigilancia a los virus de Rubeola y Sarampién, 20 sueros positivos a Virus
Sincitial Respiratorio (VSR), 20 sueros positivos a virus de Hepatitis A y 20 sueros positivos
avirus de Influenza. Todas las muestras fueron colectadas en la fase aguda de la infeccion y
procedian de los Laboratorios Nacionales de Referencia (LNRS) para infecciones virales del

IPK. Los 80 sueros restantes correspondieron a donantes de sangre supuestamente sanos.

Para €l estudio de la proteina viral NS1 como marcador diagnoéstico temprano en relacion a
momento de colecta de la muestra, tipo de infeccion y sensibilidad al serotipo viral infectante
(objetivo 2), también fue utilizado el panel 1y se confeccion6 un panel 3, evaluando €l
comportamiento de esta proteina en muestras col ectadas con cinco dias 0 mas de inicio de los

sintomas:
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Panel 3: 532 muestras de suero colectadas entre los dias 5 y 54 de inicio de los sintomas,
procedentes de pacientes con una infeccion confirmada serol6gicamente (IgM/IgG) a virus
dengue. Los casos fueron clasificados en 213 con infeccion primaria y 319 con infeccién
secundaria. En € estudio, cada uno de los sistemas comerciales para la deteccion de la NS1

evalud 266 muestras de suero.

[1.3. Méodo ELISA de doble anticuerpo para la deteccion de la proteina NS1 del virus
dengue en suero: Sistema Comercial Platelia Dengue NS1 Antigen (Platelia NS1)

El sistema comercial Platelia NS1 (BioRad, France) se utilizo siguiendo las instrucciones del
fabricante. Antes de comenzar €l procedimiento, se establecié la distribucion e identificacion
de las muestras de |os pacientes, asi como |os controles positivos, negativosy € calibrador del

ensayo, como se muestra en el siguiente protocolo (figurall.l)

; 2 3 4 5 6 £ 8 9 10 11 12

R3. 'S5
R4 S6
R4 s7
R5 S8
s1 |S9
S§2 510
§3 Ss11
$4 Ss12

T MMmMmoOOm >

Figurall. 1. Protocolo paraladistribucion de las muestras de sueroy controles del
ensayo. R3: Control negativo, R4: Calibrador, R5: Control positivo, SN: Muestrasde

suero enumer adas consecutivamente.

Dispuesto dicho protocolo, se realizd € procedimiento de dispensado de los reactivos de la
siguiente manera: primeramente sobre la placa sensibilizada con AcM anti- NS1 se
depositaron 50 pL del diluyente de muestra (tampon fosfato, Tween 20, suero de ternera fetal
(STF), Proclin 300 a 0.15%), seguido de 50 pL de los sueros de los pacientes y controles del
ensayo (R3, R5 y duplicados de R4) y por dltimo 100 pL de conjugado anti-NS1-peroxidasa

en dilucion de 1/50. La superficie de la microplaca se cubrié con una pelicula adhesiva para
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evitar la pérdida de volumen por sequedad durante la incubacién de 90 minutos a una
temperatura de 37°C, en camara humeda. Al finalizar la incubacion, se retird la pelicula
adhesiva sobre la placa y se realizaron 6 lavados con una solucion tamponada (Tris-NaCl (pH
7.4), 1% Tween 20, 0.01% Proclin 300), proporcionada por € estuche. La microplaca fue
secada sobre una hoja de papel absorbente. En el paso siguiente se adicionaron 160uL de la
solucion cromégena reveladora conteniendo 3,3',5,5° tetrametilbenzidina (TMB), solucién
fosfato-citrato (pH=5,2), peroxido (H.0,) a 0.015% y Dimetilsulfoxido (DMSO) a 4%. Se
incubo a temperatura ambiente (TA), protegida de la luz, durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo, se afiadieron 100 pL de solucion de parada (H.SO4 a 1IN) y se procedio a la
lectura de la microplaca mediante un lector de ELISA (Dynex Tecnologies) a unalongitud de

onda de 450 nm y con filtro de referencia de 620 nm.

Célculo e interpretacion de los resultados.

Se consider6 como valor de corte (CO) ala media aritmética de las densidades dpticas (DOs)
delasréplicas del calibrador.

Célculo de la relacion muestra: los resultados se expresaron en forma de relacion con la

ayuda de la formula siguiente: Relacion Muestra = S/CO, donde S es la DO obtenida para la

muestra. El término de relacion muestra se definio para este estudio como Rpo.

Control_de la calidad: Segun € fabricante, para que la prueba fuera considerada vdalida,

debieron cumplirse los siguientes criterios. Vaor de CO>0.2, para larelacion de los controles
negativos R (po negatives)/CO <0.4 y para relacion de los controles positivos R (po positives)/CO
>1.5.

Un Rpo <0.5 se interpretdé como un caso negativo, entre 0.5 < Rpo < 1.0 como indeterminado

Y Rpo = 1.0 como positivo.
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[1.4. Prueba rapida parala deteccion dela proteina NS1 en suero: Sistema Comercial SD
Dengue Duo (SD Duo).

El sistema comerciad SD Duo (Standard Diagnostics, Korea) fue utilizado siguiendo las

instrucciones del fabricante. EI SD Duo es una prueba rgpida de un solo paso disefiada para
detectar la proteina NS1 y los anticuerpos IgM e IgG a virus dengue de manera cualitativa y
diferencia en sangre total, suero y plasma. Este sistema esta previsto para € diagnéstico de la
infeccion por dengue durante todas las etapas clinicas, desde la fase febril aguda hasta la fase
convaleciente. El cassette contiene dos lados. un lado izquierdo donde se encuentra la prueba
para la deteccion de la proteina NS1 y uno derecho para la deteccion de los anticuerpos
IgM/1gG. En €l presente estudio, solo se utilizd la determinacién de la proteinaviral NSL1.

Esta prueba utiliza € principio inmunocromatografico. La proteina NS1 se une a un
conjugado anti-dengue NS1 con oro coloidal, 10 que se evidencia por la aparicion de una linea
coloreadaen laregion T (NS1) del cassete.

Para la deteccion de la NS1 se afiadieron 3 gotas de la muestra de suero (100uL) en € pozo
circular definido, usando una pipeta proporcionada en €l estuche, como se muestra la figura
1.2.
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Fuente: Esquema del protocolo del estuche SD Duo

Figurall. 2. Representacion esquematica de la adicion de muestra para la deteccion de la

proteina NS1 en el sistema comercial SD Duo (Standar Diagnostics, Korea).
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Los resultados fueron leidos a los 15-20 minutos por tres técnicos de forma individual y a

ciegas.

Interpretacion de los resultados.

NS1 negativa: cuando apareci0 una banda coloreada solo en la region C (control de la
prueba) en el cassette. NS1 positiva: cuando aparecio la banda coloreada en laregiéon T del
cassette, mas la banda de la region C de control. Una prueba donde no apareci6 la banda en la

region C coloreada, se considerd una prueba no vélida.

[1.5. Andlisis estadistico parala evaluacion dela proteina viral NSL.

Parael andlisis de los resultados se utilizaron |os siguientes programas estadisticos:

a. Programa estadistico Epidat 3.1: Para la determinacion de los indicadores de

desempefio de los ensayos evaluados en la deteccion de la proteina viral NS1
(sensibilidad, especificidad, indice de validez, valor predictivo positivo y negativo e
indice kappa). También fue utilizado en la comparacién de proporciones para la
determinacion de la significacion (p) con intervalo de confianza del 95 % en € andlisis

de los serotipos virales en relacion al tipo de infeccion primariay secundaria.

b. Programa GraphPad Prim 5.00: Columna estadistica para el andlisis de las medias de |los

dias de colecta y los titulos promedios geométricos (TPG) de 1gG en relacion a tipo de

infeccion primariay secundaria en muestras tempranas.

I1.6. Universo de estudio para la evaluacion delos anticuer pos | gA a virus dengue.

Para la evaluacion de los anticuerpos IgA como marcador diagnéstico de la infeccion
temprana a virus dengue se trabagjaron los sistemas ELISA-IgA y MPD-IgA. Un total de 1065
muestras de suero fueron procesadas por estos ensayos, |as cuales habian sido conservadas a -
20 °C hasta su utilizacion. Los sueros agrupados en cada panel se seleccionaron en funcion de

los resultados obtenidos por los ensayos de referencia PCR-TR y serologia IgM/1gG.
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Para e estudio de los indicadores de desempefio de los sistemas (objetivo 3) se
confeccionaron 2 paneles:

Panel 4: 179 muestras de suero positivas a IgM anti-dengue, procedentes de pacientes con
confirmacion virolégica a Den-3 mediante e PCR-TR y confirmacion serologia mediante la
deteccidn de IgM/IgG. Todas las muestras fueron colectadas entre los dias 5y 7 del inicio de
los sintomas. Los casos fueron clasificados segun € tipo de infeccion en 54 con infeccion

primariay 125 con infeccién secundaria.

Panel 5. 166 muestras de suero negativas a infeccion por virus dengue, procedentes de 99
pacientes con infecciones no relacionadas a dengue (a estos pacientes no se les pudo definir e
agente etiolégico causante del cuadro febril) y 67 individuos donantes de sangre
supuestamente sanos. Las 99 muestras de suero fueron colectadas entre los dias 5y 7 del

inicio de los sintomas.

Para € estudio de los anticuerpos IgA como marcador diagndstico temprano en relacion a
momento de colecta de la muestra, tipo de infeccion y reactividad cruzada frente a los
serotipos virales (objetivo 4), se confecciond un panel 6 con muestras colectadas en la fase

febril temprana (0-4 dias) y la fase convaleciente (5-54 dias):

Panel 6: 720 muestras de sueros de pacientes confirmados con infeccién por virus dengue. De
ellos 260 fueron colectados en los primeros 4 dias de inicio de los sintomas y confirmados
como casos positivos mediante los ensayos de referencia (PCR-TR/IgM/IgG). Los casos
fueron clasificados segun € tipo de infeccion en 130 con infeccion primaria y 130 con
infeccion secundaria. Los 460 sueros restantes fueron colectados entre los dias 5 y 54 deinicio
de los sintomas y confirmados por serologia IgM/IgG. La clasificacion de los casos segun €l
tipo de infeccién fue de 170 primarios y 290 secundarios.

Para el estudio de la reactividad cruzada se utilizaron 34 sueros del panel 4 constituido por 16

primarios y 18 secundarios.

43



MATERIALESY METODOS

[1.7. Método de ELISA de doble anticuerpo modificado para la deteccién de IgA
especifica avirusdengue (ELISA-IgA).

El ensayo ELISA-IgA es un sistema de ELISA de doble anticuerpo modificado para la
deteccion de anticuerpos IgA a virus dengue, gue sigue la metodologia propuesta por Yap y
cols. (2011) (20) y fue adaptado a las condiciones de trabgo del LNR-IPK. Placas de
poliestireno (Greiner bio-one) fueron recubiertas con AcM H3/6 anti-complego dengue
producido en & IPK (173), a una concentracion de 2,5ug/ml (100ul por pocillo) y se
incubaron durante toda la noche a temperatura de 4°C en camara himeda. Al dia siguiente se
bloqued con albumina bovina sérica (ABS) a 1% en solucién carbonato-bicarbonato (pH 9.6)
y se incub6 durante una hora a 37 °C. Tras tres lavados con solucion tamponada de PBS
conteniendo Tween 20 (PBS-T20), se afiadieron a los pocillos 100 uL de una mezcla de
antigenos conteniendo los cuatro serotipos del virus dengue a 16 unidades hemaglutinantes
(UH) y seincubo durante 1 hora a 37 °C. En el paso siguiente, tras tres lavados con PBS-T20
en iguales condiciones a anterior, se afadieron los sueros diluidos 1/100 en PBS-T20 con
leche descremada a 5%. Se incluyeron controles positivos y negativos a igual dilucion y se
incubd por una hora a 37 °C. El conjugado anti-lIgA (anti-Human IgA a chain specific
peroxidase) producido en carnero (SIGMA, No O77K4790) se preparé en PBS-T20 con leche
al 5%, aunadilucién 1/20 000 y se afiadieron 100 pL alos pocillos tras repetirse nuevamente
el paso de treslavados. Se incubo durante 1 horaa 37 °C. En el paso del sustrato se afiadieron
100 pL alos pocillos de una solucion compuesta por 25mg de ortofenilendiamina (OPD) con
4 pL de H,O, en 10 mL de solucién tampén fosfato citrato (pH 5) y se incub6 durante 30
minutos a TA. La reaccion se detuvo con acido sulfurico (H,SO,) a 12.5% y la lectura de las
DOs se realizé a una longitud de onda 492 nm en un lector de placas de ELISA (Dynex

Tecnologies).

Criterios de positividad: Se calculé la relacion de densidad éptica (Rpo) para cada suero

segun la siguiente formulaa Rpo = DO muestra /DO control negativo. Un suero fue

considerado positivo si Rpo = 2.
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[1.8. Sistema comercial MP Diagnostics ASSURE Dengue IgA rapid test para la
deteccion de anticuerpos 1gA especificosa virus dengue (MPD-I1gA).

El sistema comercial MPD-IgA es un ensayo inmunocromatografico concebido para la rapida
deteccion de anticuerpos IgA contra €l virus del dengue en muestras de suero, plasma, o
sangre total. Este es un ensayo indirecto donde los anticuerpos especificos a dengue presentes
en la muestra forman inmunocomplejos con el antigeno viral inmovilizado en la membrana de
nitrocelulosa. Este enlace es detectado a través de un conjugado antihumano IgA-oro coloidal
aportando el color rosado-pUrpura que se observa en la banda de prueba. La banda de control

contiene una proteina L que capturalalgA humanalacua también se une al conjugado.

Los sistemas comerciales inmunocromatograficos para la deteccion de anticuerpos son
analizados mediante la lectura visua de una banda de diferente grado de intensidad. Es de
sefidar que hasta el momento ninguno de los sistemas comerciales rapidos para dengue no
habian mostrado una referencia con valores en funcion de la intensidad de la linea, como la
escala que dispone dentro de sus componentes el sistema MPD-IgA, con valores asignados
que van desde 0,2 hasta 3,0 (Anexo 1).

El procedimiento de la prueba se realizé en cuatro pasos, |os cuales estan representados en €l

siguiente esquema (figura 1 1.3):
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/\ Paso 2- Cuando la muestra comienza a migrar a través de la membrana se
2| \ debe esperar a que llegue a la linea azul ubicada en |a parte superior (Linea
\ Indicadora) y se afiaden tres gotas del tampdn de corrida en el depdsito
ovalado. Inmediatamente se procede a |a ejecucion del paso 3.
— Linea Indicadora
c | - Linea Control
i ] ~f— Linea de Prueba
. - Paso 1- Se afiaden 25 ul de suero en el depdsito cuadrado, usando la
pipeta proporcionada en el estuche.
Den
IgA
Paso 3- Tire de la etiqueta marcada como “Den IgA” hasta encontrar

resistencia y agregue una gota del tampon de corrida en el deposito
cuadrado.

Fuente: Esquemadel protocolo del estuche MPD-IgA

Figurall. 3. Representacion esquematica del procedimiento del sissema MPD-I1gA.

Interpretacion de los resultados. Un caso se considerd positivo a anticuerpos IgA a dengue

s aparecieron bandas coloreadas en |la Linea de prueba (T) y en la Linea de control (C). Un
caso se considerd negativo de anticuerpos IgA s solo la Linea de control (C) fue visible. La
prueba se consideré no validasi lalinea de control (C) no aparecio.

La lectura de los resultados se realizd por tres lectores a ciegas, los cuales se apoyaron en la
escala brindada por € fabricante con diferentes intensidades de banda que permitié una mejor

interpretacion de | os resultados.

Del sistema comercial MPD-IgA, solo fueron suministradas 100 determinaciones por el
fabricante, las cuales fueron utilizadas para la evaluacion de los indicadores de desempefio

procesando 60 muestras positivas (panel 4) y 40 negativas (panel 5). De las 60 muestras
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positivas, 25 fueron clasificadas con infeccién primaria 'y 35 con infeccion secundaria segiin

los ensayos de referenciadel LNR-IPK.

11.9. Andlisis estadistico parala evaluacion delos anticuer pos1gA avirus dengue.

Para el andlisis de los resultados se emplearon los programas descritos en e epigrafe 11.5
.También se incluy6 €l programa SPSS version 11.5 para @ andlisis en e sistema rgpido
MPD-IgA mediante las curvas “ROC” (del inglés Receiver Operating Characteristic curves),
evaluando el area bajo la curva como €l indicador a determinar. La interpretacion de este se
realizo de la siguiente manera: (0.5-0.6): Malo, (0.61-0.75): Regular, (0.76-0.9): Bueno, (0.91-
0.97): Muy Bueno y (0.98-1): Excelente.

[1.10. Aspectos éticos.

El presente trabgjo se gjusto a los principios establecidos en la declaracion de Helsinki, asi
como a las normas y criterios éticos establecidos en los cddigos nacionales de ética y
regulaciones legales vigentes en Cuba. Estos resultados se encuentran amparados bgo la
certificacion del comité de Eticadel IPK en los protocolos de investigacion titulados: “Estudio
de casos de Dengue Hospital Salvador Allende” (CE-IPK 12-08) (Anexo2) y “Fortalecimiento
de las capacidades para el diagndstico y la vigilancia virologica molecular en Cuba” (CE-IPK
35-13) (Anexo3).
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CAPITULO IIl: RESULTADOSY DISCUSION.

[11.1. Evaluacion de los indicador es de desempefio para € sistema comercial Platelia NS1

en la deteccion dela proteinaviral NS1 frente a los ensayos dereferenciadel LNR-IPK.

Como se ha sefialado, los ensayos de A. Viral y PCR permiten la confirmacion de lainfeccion
a partir de muestras colectadas durante la etapa virémica de la enfermedad (121, 174). La
primera es una técnica demorada y laboriosa y la segunda aunque répida, su uso de rutina se
hace dificil ya que resulta costosa y no todos los |aboratorios tienen posibilidades de realizarla
(10). Por otra parte, los métodos serol 6gicos, aunque tienen gran utilidad parad diagnostico y
el seguimiento de epidemias, representan un diagndstico tardio que requiere de muestras

tomadas al menos 5 dias después del comienzo de |os sintomas (12, 15).

Como una aternativa, se han desarrollado métodos para la deteccion de antigenos virales, en
especial, la proteina viral NS1 (139, 175), marcador temprano de la infeccion por dengue,
tomando como ventgja su propiedad de ser secretada en e medio extracelular durante €
proceso de multiplicacion viral y facilitando su deteccidn en |os primeros dias de comienzo del

cuadro clinico, correspondiendo ala etapa de viremia (17, 176).

Para la evaluacion de los indicadores de desempefio del sistema comercial Platelia NS1 se
trabaj6 un total de 252 muestras de sueros positivas a dengue y 150 negativas pertenecientes a
pacientes con infecciones no relacionadas a este agente. Todas las muestras positivas fueron
colectadas en la fase febril temprana de la enfermedad (0-4 dias) y los ensayos PCR-TR,
MAC-ELISA y MEI fueron utilizados como técnicas de referenciadel LNR-IPK.

En la Tablalll.1 se muestran los resultados obtenidos en la comparacion entre € ensayo
Platelia NS1 y los ensayos de referencia, donde se encontré una coincidencia de 206 sueros
positivos y 150 negativos. Un total de 46 sueros fueron no concordantes, resultando positivos

por los ensayos de referencia pero negativos por el sistema Platelia

48



RESULTADOSY DISCUSON

Tablalll. 1. Comparacion entre el sistema Platelia NS1y las Técnicas de Referencia en
muestras colectadas en los primer os cuatro dias deinicio delos sintomas.

Técnicas de Referencia *

Platelia NS1
46 150

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI N: 252 positivos y 150 negativos

En e andlisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 81,75 % (IC 95%: 76,78-86,71), una
especificidad de 100 % (IC 95%: 99,64-100) y un indice de validez de 88,56 % (IC 95%:
85,32-91,76). El valor predictivo positivo fue de 100 % (1C 95 %: 99,76-100) y €l negativo de
76,53 % (IC 95 %: 70,34-82,72). El indice Kappa fue de 0,76 (IC 95%: 0,71-0,83), mostrando
una fuerza de concordancia buena para e sistema Platelia NS1 en comparacion con las
pruebas de referencia, o que indica su utilidad para el diagndstico de lainfeccion por dengue.

Con relacién alos 46 sueros discordantes que fueron positivos por 1os ensayos de referencia y
negativos por Platelia, dentro de los resultados previos obtenidos por € LNR-IPK se observé
gue 35 (76 %) de ellos correspondian a casos con una infeccion secundaria. Se ha sefidado
gue los niveles elevados de anticuerpos 1gG especificos, presentes en muestras de suero, asi
como el momento de col ecta de esta, pueden influir en la deteccién de esta proteina (175, 177-
179). Estas muestras mostraron un TPG (IgG) de 1330 y la media del dia de colecta de la

muestrafue entre los dias 3y 4 del comienzo de los sintomas.

De manera general, los resultados muestran un buen desempefio del ensayo y una buena
capacidad discriminatoria en la deteccién de un caso de infeccion por dengue.

Se han desarrollado varias evaluaciones del sistema Platelia NS1 mostrando divergencias en

los resultados de sensibilidad, mientras que los valores de especificidad siempre se
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presentaron elevados. Osorio y col., 2010 (175) en un estudio donde vincularon los resultados
correspondientes a varias evaluaciones del sistema Platelia NS1, encuentran una sensibilidad
promedio de 70,8 % con una especificidad siempre superior al 90 %. De igual manera, Shan y
col., 2015 (179) obtienen un valor medio de sensibilidad de 66 % y valores de especificidad
por encima de un 95 %. A diferencia de estos dos estudios, Dussart y col., 2006 y 2008 (176,
180) y Queroz Limayy col., 2010 (181) informan porcentajes de sensibilidad por encimadel 80
% y una especificidad del 100 % para cada evaluacion. Los resultados obtenidos del presente

trabaj o estan acordes a estos Ultimos estudios presentados.

Cuando seredlizé € andlisis de la positividad del sistema Platelia NS1 respecto a los ensayos
de referencia utilizados en la confirmacion de los 252 sueros positivos a dengue, se encontré
que en los 206 sueros en los que se detectd la proteina NS1, € 93,68 % (193/206) de las
muestras habian sido confirmadas por PCR-TR y un 6,31 % (13/206) habian sido confirmadas
solamente por los ensayos seroldgicos (IgM/1gG). Estos resultados muestran a sistema
Platelia con un elevado nivel de confirmacidon en muestras tempranas, fundamentalmente en
aquellas que fueron confirmadas por € PCR-TR. También fue capaz de detectar casos (13)
gue no fueron confirmados por este sistema de referencia, 10 que sugiere que de no contar con
el ensayo Platelia, esos casos tuvieran que esperar hasta una segunda toma de muestra a 6to
dia de comienzo de los sintomas para ser confirmadas por los métodos seroldgicos, o que
representa un diagnéstico confirmatorio tardio. Sin embargo, pueden ser detectados y

confirmados en |a etapa febril temprana mediante el ensayo Platelia NSL.

Por otra parte, cuando se analizaron de forma independiente |os porcentajes de positividad por
el sistemaen estudio y €l ensayo dereferencia PCR-TR, en €l total de las muestras, se observo
una similitud entre ellos con un 81,75 % (206/252) para Platelia NS1 y un 86,50 % (218/252)
para el PCR-TR, lo que indica un comportamiento del sistema Platelia a nivel de un ensayo
de referencia, 1o cua apoyaria su utilizacion como sistema diagnéstico confirmatorio en la
fase febril temprana de la enfermedad y pudiera ser empleado como parte de la vigilancia de
laboratorio en e pais. Estos resultados estan en correspondencia con |os obtenidos por Dussart
y col. 2008 (180) y Phoung y col. 2009 (182), que reportaron porcentajes similares de
positividad mediante los sistemas de Platelia NS1 y RT-PCR (NS1: 82,3 % /RT-PCR: 81,6 %
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y NS1:37 %/ RT-PCR: 37 % respectivamente). Otros estudios como los realizados por
McBridey col. 2009 (183) y Kumarasamy y col. 2010 (184) muestran porcentajes mayores del
sistema Platelia frente a RT-PCR, con valores comparativos de 81,3 % (47/58) y 79,3 %
(46/58) y de 93,4 % (199/213) y 66,7 % (142/213) respectivamente.

[11.2. Evaluacion de los indicadores de desempefio para e sistema comercial SD Duo en
la deteccion dela proteina viral NS1 frente a los ensayos de referencia del LNR-IPK

Los ensayos de PCR y los inmunoenziméticos (ELISA) requieren de condiciones de
laboratorio, asi como de persona entrenado para su desarrollo. Los ensayos
inmunocromatograficos como sistemas diagnostico se muestran como una aternativa rapida,
de fécil procedimiento y que no requieren de un conocimiento técnico especifico, ni de

equipamiento para su procesamiento (185).

Para la evaluacion de los indicadores de desempefio del sistema comercial SD Duo también
fueron procesados |0s paneles de muestras utilizados en la evaluacion del sistema Platelia NS1
y de igual manera, los ensayos de referencia del LNR-IPK. En la tabla 111.2. se muestra la
comparacion entre e sistema rapido SD Duo y los ensayos de referencia, trabajando con
muestras que fueron colectadas entre los dias 0 y 4 del comienzo de los sintomas.

Tablalll. 2. Comparacion entre SD Duoy las Técnicas de Referencia en muestras de

sueros colectados en los primer os cuatro dias de inicio de los sintomas.

- Técnicas de Referencia*
+ .

+
172 0
80 150
* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI N: 252 positivos y 150 negativos
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Como resultado se obtuvo una sensibilidad de 68,25 % (IC 95%: 62,31-74,20), una
especificidad de 100 % (I1C 95%: 99,67-100), un indice de validez de 80,10 % (IC 95%: 76,07-
84,13), un valor predictivo positivo de 100 % (IC 95 %: 99,71-100) y un valor predictivo
negativo de 65,22 % (IC 95 %: 58,84-71,59). Estos resultados muestran un buen desempefio
del ensayo y una buena capacidad discriminatoria del sistema en la deteccion de un caso de
dengue. Sin embargo, al comparar los resultados con € sistema Platelia NS1, la sensibilidad
del SD Duo fue menor. Otros estudios que han evaluado la sensibilidad de los sistemas de tiras
rapidas con respecto alos sistemas diagnosticos de ELISA, han evidenciado la superioridad de
estos Ultimos en cuanto a los pardmetros de sensibilidad (186), lo cual coincide con lo
encontrado en el presente estudio.

El indice Kappa para € sistema SD Duo fue de 0,62 (IC 95%: 0,55-0,69), mostrando una
fuerza de concordancia buena en comparacion con |os sistemas de referencia, 10 que sugiere su

posible utilidad para el diagnostico de infeccidn por dengue.

Con relacién alos 80 casos discordantes que fueron positivos por 1os ensayos de referencia 'y
negativos por SD Duo, se pudo observar que 45 (56 %) muestras correspondieron a casos con
una infeccion primaria'y 35 (44 %) con una infeccion secundaria. A diferencia del sistema
Platelia no se evidencia unainfluencia por el nimero de casos secundarios presentes, ni por €l
momento de colecta de la muestra, pues los resultados previos obtenidos por e LNR-IPK
mostraron paralos 35 casos con infeccidn secundaria un TPG bajo (92) y unamediade dias de
colecta en los dos primeros dias de inicio de los sintomas. Esta situacion pudiera estar

relacionada aladificultad del sistema de detectar bajas concentraciones de NS1.

Los resultados reportados por otros autores en cuanto a los valores de sensibilidad y
especificidad en las diferentes evaluaciones realizadas de este sistema han sido variables,
aunque siempre han mostrado valores de especificidad superiores a un 95 %. Tricou y col.
(187) y Wang y Serakan (188) en 2010 observan porcentgjes de 62,4 % y 525 %
respectivamente. Estudios maés recientes realizados en €l afio 2014 por Gan y col. (189) y
Sanchez Vargas y col. (190) reportan valores de sensibilidad superiores al 80 %, y de
especificidad del 100 % en ambos estudios.
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Al redizar un andlisis similar a efectuado con € sistema Platelia para determinar la
positividad del sistema SD Duo respecto a las pruebas de referencia, encontramos que €
ensayo es capaz de detectar €l 91,9 % (158/172) de las muestras confirmadas por PCR-TR,
ademas de un 8,1 % (14/172) de las muestras positivas solamente por |os ensayos serol 6gicos
(IgM/1gG). Estos resultados muestran a sistema SD Duo con un elevado nivel de positividad
en muestras tempranas, fundamentalmente en aquellas que fueron confirmadas por e PCR-
TR.

Entre las posibles causas existentes para que € sistema molecular PCR-TR genere falsos
negativos en muestras positivas a virus dengue, estan la inadecuada recoleccion,
amacenamiento y transporte de la muestra, su colecta tardia (posterior a 5to dia de inicio de
los sintomas) y sueros con un nimero de copias viraes inferior a limite de deteccion del
ensayo. Por tanto, es posible que los sistemas de deteccion de la proteina viral NS1 puedan
detectar casos positivos que no pueden ser detectados por la PCR-TR. Esto puede ser
explicado, en primer lugar, porque los marcadores a detectar por ambos sistemas son
diferentes (genoma vira y NS1), y en segundo lugar, aunque se reporta una estrecha
asociacion entre la multiplicacion viral y la secrecion de NS1 (51, 135, 191), ambos procesos
ocurren por vias independientes. La NS1 puede encontrarse en dos formas oligoméricas en €
interior de la célula, la forma asociada a membrana (mMNSL) y la secretora (SNS1) (13). Se ha
descrito que lamNS1 participa como un cofactor esencial en lareplicacion viral, estabilizando
la estructura del complejo de replicacion e interactuando con las proteinas NSAA y NS4B,
mientras que la SNS1 transita por otra via a través del reticulo endoplasmético y complejo de
Golgi hasta ser secretada a medio extracelular (13). Es la forma oligomérica secretora la que
puede ser detectada por estos sistemas diagnosticos, ademas no constituye un componente

para el proceso de ensamblgje del virion.

Al redlizar € andlisis de formaindividual de los porcentajes de positividad entre el SD Duo y
el ensayo PCR-TR para € total de muestras trabajadas, se encontraron valores mucho mas
bajos del sistema SD Duo con relacion a PCR-TR (SD Duo: 68,25 % (172/252) y PCR:
86,50 % (218/252). Es de sefialar que aungue un porcentagje del 68 % pudiera ser considerado
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de utilidad para brindar un diagndstico en la etapa temprana de la infeccion, este resultado
muestra val ores mas bajos alos obtenidos por € sistema Platelia.

Anaizando los porcentajes de positividad de los sistemas en estudio y observando los
elevados niveles de deteccidn del Platelia a nivel de un sistema de referencia, se procedio ala
comparacion de ambos ensayos (tablalll.3).

Tablalll. 3. Comparacion entre SD Duoy e Sistema Platelia NS1 en muestras de suer os

colectados en los primer os cuatro dias deinicio de los sintomas.

Platelia NS1

45 150

N: 206 positivos y 150 negativos

Como resultado de la comparacién del SD Duo con € Platelia como técnica de referencia se
obtuvo una sensibilidad de 78,16 % (IC 95%: 72,27-84,04), una especificidad de 100 % (IC
95%: 99,67-100), un indice de validez de 87,36 % (IC 95%: 83,77-90,95), un valor predictivo
positivo de 100 % (1C 95 %: 99,69-100) y un negativo de 76,92 % (IC 95 %: 70,75-83,09). El
indice Kappa fue de 0,69 (IC 95%: 0,62-0,77), mostrando una fuerza de concordancia buena
para el sistema SD Duo.

La sensibilidad del SD Duo fue mayor (78,16 %) a la obtenida cuando se comparé con €l
PCR-TR (68,25 %), |o que hablaria en favor de la validez a comparar sistemas que detecten
un mismo marcador. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores en estudios
similares, tales como el de Vicker y col. 2015 (192) el cual detecté una sensibilidad elevada
del 90 % para el sistema SD Duo utilizando como sistemade referenciael Platelia NS1
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Por otra parte, de las 45 muestras discordantes que fueron positivas por Platelia NS1 y no por
SD Duo, 35 (76 %) de €ellas pertenecian a casos con infeccién primaria'y 10 (24 %) a casos
con infeccion secundaria. Cuando se analizaron |os niveles de anticuerpos 1gG presentes en las
muestras se encontrd que eran negativos en primarios y bajos en secundarios con TPG de 35,
ademés la media de colecta de la muestra para este Ultimo grupo estuvo arededor del dia 2 de
inicio de los sintomas. Los resultados obtenidos en estas muestras discordantes pudieran
sugerir que €l sistema Platelia NS1 detecta concentraciones mas bajas de la proteina NS1 libre

en las muestras de suero que €l sistema SD Duo.

[11.3. Evaluacién de la proteina viral NS1 como marcador diagnostico en la fase febril
temprana de la infeccion por virus dengue, en relaciéon al momento de colecta de la
muestra y €l tipo de infeccion primaria y secundaria mediante el sistema comercial

Platelia NS1.

En lafigura ll1.1. se muestran los porcentgjes de positividad a NS1 en relacién con e dia de

colecta de las muestras y del tipo de infeccion primaria o secundaria.

100 i
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518 sueros positivos (0-54d) Dias de infeccién

N: (5)(0) (40)(29) (40)(32) (18)(4S) (16)(27) (22)(36) (23)(51) (8)(15) (1N(8) (0)(14) (40)(48)

Figuralll. 1. Porcentajesde positividad a NS1 en relacion al tipo deinfeccion primariao
secundariay dia de colecta de la muestra (0-54 dias) mediante e sistema Platelia NS1.
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Los porcentajes mostrados en la figura I11.1 como 0 % en los dias 0 para secundariosy 8 y 9
en primarios, representan la ausencia de muestras evaluadas. En € andisis de las muestras
colectadas en los primeros cuatro dias de inicio de los sintomas, se encontraron |os mayores
porcentajes de positividad de NS1, observando la menor deteccion hacia €l dia 4 de colecta de
lamuestra. En & 90,7% de los casos con infeccion primaria por dengue se detecto la proteina
NS1, mientras que en los casos de infeccion secundaria se detectd en un 73,7%, lo que a
parecer sugiere que € sistema Platelia permite una mayor deteccion de casos con infeccion
primaria (p=0,0008). Estos resultados coinciden con los reportes de Osorio y col. 2010 (175) y
Shan y col. 2015 (179), que plantean menores porcentajes de casos positivos detectados con
infeccion secundaria, relacionando este comportamiento a la presencia de anticuerpos anti-
NS1 en el suero. En la etapa temprana de una infeccion secundaria, pueden ser detectados
niveles de anticuerpos, principalmente de tipo 1gG, correspondientes a una infeccion previa,
como parte de una respuesta inmunoldgica de linfocitos B de memoria. Estos anticuerpos al
unirse a la proteina NS1 libre darian lugar a la formacién de inmunocomplejos, los cuales
pudieran interferir con & reconocimiento de esta proteina viral por parte del anticuerpo
monoclonal presente como disefio del sistema comercial (179, 193, 194) y dar como resultado

valores mas bajos de deteccidn en estos casos.

En las muestras colectadas con més de cuatro dias de inicio de los sintomas (figura I11.1), se
observd que los porcentajes presentados a 5to dia de colecta fueron superiores a un 50 %,
tanto para casos primarios como secundarios, considerandose estos valores aln satisfactorios
para el diagnostico y permitiendo incrementar |a probabilidad de deteccidn y confirmacion de
un caso de dengue. Por otra parte, se observd una continua disminucion de los porcentgjes de
NS1 tanto en casos primarios como secundarios, 10 que pudiera estar relacionado con la
produccion y maduracion de nuevos anticuerpos contra dicha proteina, desarrollados ante la

infeccion con el nuevo serotipo vira infectante.

La presencia de NS1 en sueros con méas de 10 dias de colecta, especificamente el dia 12 en
primariosy @ dia 13 en secundarios, pudiera deberse a que esta proteina permanece circulando
en sangre por mas tiempo, ain cuando ya ha pasado la etapa virémica. Este momento es

representativo de una etapa de convalecencia en € paciente de dengue. Los resultados
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obtenidos son semejantes a los reportados por Shu y col. 2003 (195), Dussart y col. 2006

(176) y Hu y col. 2011 (196) donde sefialan una duracién de la NS1 en sangre entre |os dias 8

y 14 déel inicio de los sintomas.

Para explicar la influencia de los anticuerpos 1gG presentes en los casos con una infeccion

secundaria, se realizd un andlisis comparativo de los porcentajes de deteccion de NS1 y de los

niveles de anticuerpos 1gG presentes en las muestras colectadas durante los primeros cuatro

diasdeinicio delos sintomas (figuralll.2).
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Figuralll. 2. Comparacion delos porcentajes de positividad de NS1y los niveles de

anticuerpos 1 gG presentes en sueros de casos secundarios, colectados en los primeros

cuatro diasdeinicio delos sintomasy procesados por Platelia NS1. EjeY principal:

por centajes de positividad de NS1. Eje Y secundario TPG delgG.

Se puede observar que |os mayores niveles de anticuerpos IgG se encontraron en las muestras

con una NS1 negativa por €l sistema Platelia. De igual manera se vio una disminucion de los
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porcentgjes de positividad a la proteina NS1 con € incremento de los niveles de anticuerpos
en e tiempo, asi como la mayor interferencia de estos sobre la deteccion de la NS1 hacia €l
tercer y cuarto dia de colecta de la muestra, donde se encontraron los mayores TPG de 1gG,
indicando como un momento Optimo de deteccion los dos primeros dias de comienzo de los

sintomas, para casos secundarios.

Incrementos en los niveles de deteccion de la proteina viral NS1 para los casos secundarios
pueden ser logrados mediante el tratamiento de los sueros con métodos para la disociacion de
los posibles inmunocompl gjos formados. V arios protocol os han sido descritos para infecciones
virales (197-199) pero en dengue existen muy pocos reportes, referentes ainvestigacionesy no
como parte del diagnostico. Korakay col. 2003 (177), Lapphray col. 2008 (178) y Shen y col.
2015 (200) reportan un incremento de la sensibilidad de los sistemas de deteccion de la
proteina NS1 utilizados en sus investigaciones desde 23 % hasta 78 %, 63% hasta 72% y 40%
hasta 85 % respectivamente, mediante € tratamiento de |os sueros con una solucién de glicina
a 1.5 M para disociar los posibles inmunocomplejos formados. Estos resultados no solo
sugieren la utilidad de esta metodologia para ser incorporada en e diagnéstico sino también

corroboran el papel de la presencia de los anticuerpos sobre la deteccion de la proteina NS1.

[11.4 Evaluacién de la proteina viral NS1 como marcador diagnéstico en la fase febril
temprana de la infeccién por virus dengue, en relacion a la sensibilidad al serotipo viral
infectante y € tipo de infeccion primaria y secundaria mediante el sistema comercial
Platelia NS1.

Utilizando las 218 muestras (panel 1) que fueron confirmadas por € PCR-TR, se anaizo la
sensibilidad del sistema Platelia en relacion a serotipo infectante, tanto en casos primarios

como en secundarios (Tablal11.4).
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Tablalll. 4. Porcentaje de positividad dela proteina NS1 en relacion alos serotipos
iralesy tipo deinfeccion, utilizando el sistema comercial Platelia NS1.

PRIMARIOS SECUNDARIOS TOTAL

STl e S MUESTRAS* % MUESTRAS* % MUESTRAS* %

DEN-1 - - 1/1 100 1/1 100
10/12 83,3 15/25 60,0 25/37 67,6
71/72 98,6 48/51 94,1 119/123 96,7
18/22 81,8 30/35 85,7 48/57 84,2
* Proporcion = (casos NS1 positivod total de casos) N: 218 positivos por PCR-TR

En @ estudio solo fue detectada una muestra positiva a Den-1 por 1o que no se incluyé en €
andlisis este serotipo. Al observar la posible relacion entre e resto de los serotipos virales
(Den-2, 3y 4) y la presencia de NS1 en e grupo de infeccidon primaria, se encontraron
diferencias significativas entre Den-3y 4 (p=0.0114). En los casos de infeccion secundariala
significacién fue dada entre los serotipos Den-2 y Den-3 (p=0.0007). Al comparar |os grupos
de infeccién primaria y secundaria para cada serotipo correspondiente entre si, no se

encontraron diferencias significativas.

Reportes realizados por Shan y col (2015) (200) donde se analizaron varias evaluaciones de
este ensayo plantean que los mayores porcentajes de positividad se presentan hacia los
serotipos Den-1 y Den-3, no siendo asi para los serotipos Den-2 y Den-4. Los porcentajes de
positividad de NS1 obtenidos para cada serotipo evaluado en e presente estudio fueron
superiores a 50 %, lo que evidencia una buena relacion entre la presenciade NS1 y e serotipo
infectante tanto para casos con infeccion primaria como secundaria. Para Den-4 en primarios,
aunque es e porcentaje mas bajo obtenido, es elevado y considerable para un diagnéstico. Sin
embargo, para Den-2 en secundarios, se presenta la deteccion més baja por e sistema Platelia.
En un andlisis comparativo teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos por € LNR-
IPK, encontramos una media aritmética del dia de colecta hacia el 3er dia de inicio de los
sintomas y TPG de 160 para Den-2, no siendo asi para € Den-3 donde el dia promedio de
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colecta fue € 2 con un TPG de 98, indicativo de una menor deteccion de la proteina NS1 para
los casos infectados con Den-2. Reportes realizados por Guzméan y col. 2010 (201) sefialan
que la diferencia de sensibilidad en la deteccion de la NS1 entre los serotipos de dengue
pudiera estar relacionada con los niveles de reconocimiento de los anticuerpos monoclonales

utilizados en |os sistemas por 10s epitopes relevantes de la proteina NS1.

El sistema Platelia NS1 ha mostrado ser un ensayo diagnostico de amplio valor para ser
utilizado como sistema confirmatorio en etapas tempranas de la infeccion por virus dengue,
con porcentgje elevado de deteccion y a niveles similares a o mostrado por el sistema de
referencia PCR-TR. Como sistema, € Platelia cumple con los requisitos fundamentales tanto
para el diagndstico como parala vigilancia viroldgica, ya que muestra ser un sistema sensible,
rapido en su procesamiento, confirma infeccion viral y permite dar un seguimiento de la
situacion epidemiol 6gica, aunque a diferencia del PCR-TR no es capaz de serotipar € agente
infectante. Se ha sefialado que en este ensayo pueden emplearse otras muestras como: sangre
total, saliva, orinay piezas de necropsia (168, 169, 202). Reportes de Korhonen y col. 2014
(202) evidencian la deteccion de la proteina NS1 en muestras no invasivas como saliva y
orina, ademas estudios realizados por Lima Mday col. 2011 (169) detectan NS1 en muestras

de tgjidos de casos fatales utilizando también el sistema en estudio.

[11.5. Evaluacién de la proteina viral NS1 como marcador diagnéstico en la fase febril
temprana de la infeccion por virus dengue, en relaciéon al momento de colecta de la
muestra y €l tipo de infeccidon primaria y secundaria mediante el sistema comercial SD

Duo

De manera similar alo redlizado con el sistema Platelia, se determinaron parael SD Duo los
porcentgjes de positividad de NS1 en relacidn a dia de colecta de las muestras y del tipo de
infeccion primaria 0 secundaria segun la clasificacion mediante los sistemas de referencia
(figuralll.3).
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Figuralll. 3. Porcentajesde positividad a NS1 en relacion al tipo deinfeccion primariao
secundariay dia de colecta de la muestra (0-54 dias) mediante €l sistema comer cial SD

Duo.

Al evaluar los porcentajes de deteccion de NS1 en las muestras colectadas en |os primeros
cuatro dias de inicio de los sintomas, y € tipo de infeccion primaria o secundaria por €l
sistema SD Duo, se observaron los mejores porcentgjes de positividad para esta etapa.
Ademas, se encontraron valores de deteccion de la proteina NS1 mayores en casos secundarios
(73,7 %) que en casos primarios (62,2 %), pero sin significacion estadistica (p=0,0684), a
diferencia de los resultados obtenidos por € sistema Platelia NS1. Varios estudios realizados
sobre este sistema SD Duo, muestran un comportamiento diferente, donde se favorece la
deteccion de NS1 en casos primarios con respecto a los secundarios, sin embargo ellos no
encuentran diferencias significativas en los porcentajes de positividad entre ambos grupos

(189, 190, 192). Resultado similar fue obtenido en la presente investigacion.

En el andlisis de las muestras colectadas con 5 dias 0 méas de inicio de los sintomas, también se
observo un comportamiento a 5to dia, equivalente a lo encontrado por € sistema Platelia
NS1, con valores superiores a 50 % lo que ampliaria la posibilidad diagndstica de deteccion y
confirmacion de un caso de dengue. La duracion de la NS1 detectada por e sistema SD Duo

tanto para casos primarios como secundarios fue hasta el 8vo dia de inicio de los sintomas,
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similares resultados a los reportados por Wang y Serakan (2010) (188). Es de sefidar que
aunque se observo un 100 % de deteccion al dia 8 en primarios esto corresponde a resultado

de un solo suero, por |o que no debe tenerse en cuenta.

Como resultado interesante se encontré e mismo porcentaje de casos positivos con infeccion
secundaria detectados por los sistemas SD Duo y Platelia NS1 (73,7 %). Al redlizar el andlisis
de los porcentgjes de deteccion de la proteina NS1 en funcién de la presencia o no de
anticuerpos 1gG en muestras secundarias, se observaigua comportamiento a encontrado con
el sistemaPlateliaNS1 (figura.lll.4).

SD Duo
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Figuralll. 4. Comparacion delos porcentajes de positividad de NS1y los niveles de
anticuerpos 1 gG presentes en sueros de casos secundarios, colectados en los primeros
cuatro diasdeinicio delos sintomasy procesados por € SD Duo. EjeY principal:

por centajes de positividad de NS1. Eje Y secundario TPG delgG.

Los titulos de anticuerpos IgG son mayores en las muestras que resultaron negativas a NS1,
demostrando que la diferencia entre ambos ensayos radica en €l porcentgje de deteccion de
NS1 en los casos primarios donde para Platelia fue del 90,7% y para & SD Duo fue del
62.2%. Este resultado pudiera estar influenciado por los bajos niveles de NS1 presentes en las

muestras de los casos primarios como se sefiad 0 anteriormente, sugiriendo el sistema SD Duo
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no es capaz de detectar bajas concentraciones de la proteina a diferencia del sistema Platelia
NS1.

[11.6. Evaluacién de la proteina viral NS1 como marcador diagnéstico en la fase febril
temprana de la infeccién por virus dengue, en relacion a la sensibilidad al serotipo viral
infectante y el tipo de infeccion primariay secundaria mediante el sistema comercial SD
Duo.

Al igua que en € estudio con € sistema Platelia no se incluyd en e andlisis € serotipol.
Cuando se compard la respuesta a los serotipos virales en relacion a tipo de infeccion (Tabla
[11.5) se obtuvo solamente diferencia significativa en la comparacion entre primarios y
secundarios para € serotipo Den-3 (p=0,0220). En dos metandlisis desarrollados por Osorio y
col (2010) (175) y Zhang y col (2014) (139) sobre varias evauaciones del sistema SD Duo, las
mayores respuestas en porcentajes de positividad fueron para los serotipos Den-1 y Den-3. El
porcentgje de positividad presentado para Den-3 en la presente investigacion, aunque
significativo no influye en e resultado final de la prueba donde los porcentajes para los tres
serotipos son similares.

Tablalll. 5. Porcentaje de positividad de la proteina NS1 en relacion a los serotipos

viralesy tipo deinfeccion, utilizando el sistema comer cial SD Duo.

T s | seomounos | o

MUESTRAS* %  MUESTRAS* %  MUESTRAS* %

| DEN-1 0/0 - 171 100 111 100

EE o 75,0 18/25 72,0 27/37 73,0

46/72 63,9 43/51 84,3 89/123 72,3

m 14/22 63,6 28/35 80,0 42/57 73,7
*Proporcion = (casos NSL positivos/ total de casos) N: 218 positivos por PCR-TR
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El sistema SD Duo presenta ventgjas y desventagjas con respecto a sistema Platelia NS1. Entre
Sus ventgjas se encuentran la rapidez en e procesamiento (20 minutos), la no complegjidad de
su procedimiento, y la posibilidad de no disponer de equipamiento especializado y
condiciones de laboratorio, lo cual permite su desarrollo a niveles secundarios y primarios de
salud. Entre las limitaciones pudieran encontrarse e corto tiempo de contacto de los
componentes, la temperatura de incubacion y e volumen empleado de muestra. El sistema SD
Duo mostro porcentajes de positividad en un rango entre 68 y 78 % al comparar 10s resultados
obtenidos con las pruebas de referencia y € sistema Platelia NS1 respectivamente. Estos
porcentajes pueden considerarse buenos para un sistema de tira rapida, 10 que permite su
utilizacion como prueba de pesquisa inicial en caso de sospecha clinica de una infeccion por
virus dengue y también podria apoyar la toma de decision por parte del médico de asistencia

para un mejor manegjo clinico del caso ingresado.

No obstante, se considera que el sistema Platelia NS1 ha mostrado los mejores resultados en
cuanto asensibilidad con respecto al SD Duo y es por ello que la propuesta de deteccién de la
proteina NS1 mediante el sistema Platelia debe ser valorada como primera opcion para el

algoritmo diagnaostico.

[11.7. Evaluacion de los indicador es de desempefio del sistema no comercial ELISA-IgA
para la detecciéon de los anticuer pos 1gA a virus dengue frente a los ensayos dereferencia
del LNR-IPK.

Los métodos seroldgicos han sido de gran utilidad para €l diagnéstico del dengue y €
seguimiento de una epidemia, principalmente mediante la deteccion de anticuerpos IgM por
métodos inmunoenziméticos; que aunque € diagndstico no es temprano, es en la actualidad la
principal herramienta en todos |os |aboratorios que realizan esta actividad (11, 15).

A pesar de lagran utilidad de | as técnicas serol 0gicas, se ha seguido trabajando en la busqueda
de métodos que permitan brindar un diagnostico répido y temprano, lo cua conllevaria a la
valoracion en e menor tiempo posible del caso y su tratamiento. La deteccion de los
anticuerpos IgA en etapas tempranas de la infeccion se ha planteado que pudiera ser unas de
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estas alternativas para la confirmacion del caso y definicion del tipo de infeccidn primaria o
secundaria (23, 170).

La Tabla I11.6 muestra la comparacién entre el sistema ELISA-IgA y € ensayo de referencia
MAC-ELISA, trabajando principaimente con muestras colectadas entre los dias 5y 7 del
inicio delos sintomas. La coincidencia entre ambos ensayos fue de 163 sueros positivos y 139
negativos. En 43 sueros |os resultados fueron discordantes, de ellos 16 fueron positivos por el
ensayo de referencia y negativos por € sistema en estudio y 27 mostraron un reconoci miento
inespecifico por el sistema ELISA-IgA.

Tablalll. 6. Comparacion entre ELISA-IgA y MAC-ELISA en muestras de suero
colectadasentrelosdias5y 7 deinicio de los sintomas.

+ -

+
ELISA-IgA kil i

16 139

N: 179 positivos y 166 negativos

En e andlisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 91,06 % (IC 95%: 86,60-95,52), una
especificidad de 83,73 % (IC 95%: 77,82-89,65), un indice de validez de 87,54 % (IC 95%:
83,91-91,17), un valor predictivo positivo de 85,79 % (IC 95 %: 80,56-91,02) y uno negativo
de 89,68 % (IC 95 %: 84,57-94,79). El sistema muestra un buen desempefio y discriminacién
de casos. El indice de Kappa fue de 0,75 (1C 95%: 0,68-0,82), para una fuerza de concordancia
buena del sistema ELISA-IgA, lo que apoya su posible utilidad como sistema para la
deteccion de IgA anti-dengue.

Los resultados mostraron una adecuada sensibilidad del sistema para la deteccion de IgA en

muestras con confirmacion seroldgica, a pesar de que la especificidad se vié afectada por 27
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casos que resultaron falsos positivos por e ensayo. Estas muestras fueron colectadas de
pacientes febriles procedentes de la vigilancia, confirmados como casos no dengue, pero para

los cuales no se contaba con un diagndstico del agente etiol 6gico causante del estado febril.

Pocos estudios han evaluado los anticuerpos IgA como posible marcador diagnostico de
infeccion por dengue. Entre ellos, € trabagjo realizado por Bamaseda y col, (23, 203) en los
anos 2003 y 2008, encontraron porcentajes de sensibilidad y especificidad de 94,4 %y 74,7 %
y 93,0 % y 83,0 % respectivamente, mediante un sistema ELISA de captura de anticuerpos
IgA. Los resultados obtenidos en la presente investigacion concuerdan con |os reportados por
estos autores. Recientemente, se publicd € primer estudio utilizando un sistema ELISA
comercial de captura para la determinacion de anticuerpos IgA anti-dengue de la firma
francesa Biorad (Platelia) (204), €l cual muestra valores de sensibilidad y especificidad de 93
% y 88 % respectivamente. Los investigadores refieren que la inespecificidad observada en su
sistema pudiera estar relacionada a la presencia de IgA correspondiente a una infeccion previa
por dengue o posiblemente una IgA atamente reactiva producida ante otro flavivirus. Con
relacion alainespecificidad encontrada en el presente estudio, pudiera deberse a una respuesta
de IgA producida por € agente no dengue causante del cuadro febril, capaz de reconocer de
forma inespecifica a antigeno de dengue, ya que en € periodo de colecta de las muestras
(2010-2014) no habiacirculacion de otros flavivirus en el pais

[11.8. Evaluacion de los indicador es de desempefio del sistema comercial MPD-IgA para
la deteccidn de los anticuerpos IgA a virus dengue frente a los ensayos de referencia del
LNR-I1PK

Se han evaluado varios sistemas comerciales rdpidos principalmente para la deteccién de
anticuerpos IgM e 1gG en e diagndstico del dengue. Sin embargo, e sissema MPD-IgA para
la deteccion de anticuerpos IgA anti-dengue aparece en los Ultimos afios, como una aternativa

parael estudio de este anticuerpo (25).

Para €l andlisis del desempefio del sistema MPD-IgA se utilizo € ensayo ELISA-IgA como
ensayo de referencia teniendo en cuenta que ambos métodos detectan € mismo marcador.
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Como se refirio en materidles y métodos del sistema comerciad MPD-IgA, solo fueron
suministradas 100 determinaciones por el fabricante, las cuales fueron utilizadas para la
evaluacion de los indicadores de desempefio, procesando 60 muestras positivas (del panel 4) y
40 negativas (del panel 5). De las 60 muestras positivas trabajadas, dos resultaron invalidadas
ya gque no se observd la banda control C. Por tanto, para la evaluacion se incluyeron 58
muestras, de las cuales 24 fueron casos primarios y 34 secundario. Los resultados de la
comparacion se muestran latablal11.7.

Tablalll. 7. Comparaciéon entre MPD-IgA y ELISA-IgA en muestras de suero

colectadasentrelosdias5y 7 deinicio de los sintomas.

ELISA-IgA

50 3

8 37

N: 58 positivos y 40 negativos

Como se observa ambas pruebas tuvieron una coincidencia en 50 muestras positivas y 37
negativas y mostraron 11 sueros discordantes. El andlisis comparativo también mostré una
sensibilidad y especificidad del MPD-IgA con vaores de 86,21% (IC 95%: 76,47-95,94) y
92,50% (1C 95%: 83,09-100) respectivamente, indice de validez de 88,78% (IC 95%: 82,02-
95,54), valor predictivo positivo de 94,34 % (IC 95 %: 87,17-100) y negativo de 82,22 % (IC
95 %: 69,94-94,50), lo que indica un buen desempefio y elevada discriminacion de este
sistema a pesar de ser un método inmunocromatografico. El indice de Kappa fue de 0,77 con
un IC de 0,95 y muestra una fuerza de concordancia buena con respecto al sistema de
referencia, o que avala su posible utilizacién como método parala deteccion de IgA.
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La mayor sensibilidad por los sistemas ELISAs sobre los sistemas de tiras rdpidas ha sido
demostrada con anterioridad (186) Yy esto pudiera explicar la presencia de 8 muestras con
resultados falsos negativos por la prueba. También, la presencia de 3 (7,5%) falsos positivos
pudiera deberse a un reconocimiento inespecifico de la IgA en pacientes con un cuadro febril
no dengue cuyo agente causal no fue diagnosticado. Estos resultados se corroboran con los
mostrados en € estudio de validaciéon de la prueba realizado por € fabricante, donde se
encontré un 15,4 % de fal sos positivos en muestras correspondientes a pacientes febriles y con

otras patol ogias no dengue como: hepatitis A, B y E; Epstein Barr y Malaria.

Dentro de las cuatro evaluaciones del sistema MPD-IgA que han sido reportadas, la
sensibilidad muestra valores entre 80,9 % y 99,2 % y la especificidad entre 61,0 % y 99,2 %
(205-208). Los resultados obtenidos en el presente estudio se encuentran dentro de los rangos

de sensibilidad y especificidad reportados por estos autores (205-208).

[11.9. Evaluacién de los anticuer pos I gA a virus dengue como mar cador es diagndésticos en
la fase febril temprana de la enfermedad en relacion al momento de colecta de la
muestray al tipo deinfeccion mediante el sistema ELI1SA-IgA .

A pesar de que los anticuerpos IgM contra e virus dengue son marcadores seroldgicos
ampliamente utilizados en e diagnostico de la infeccion reciente por dengue, solo son
detectables a partir de los 5 a 6 dias del comienzo de |os sintomas y pueden persistir hasta tres
meses 0 més, |o que implica una demora del diagndstico, ademés de la dificultad de definir la
infeccion como reciente debido a su duracion en sangre, sobre todo en agquellos paises donde

el dengue es endémico (209).

Para €l siguiente andlisis se procesaron 720 muestras de suero (pandl 6), todas pertenecientes
a casos confirmados de infeccidn por virus dengue y colectadas entre los dias 0 y 54 del inicio
de los sintomas (figura I11.5). Estos sueros se distribuyeron en funcién de diferentes rangos de
dias de colecta: 260 sueros entre 0-4 dias (130 casos primarios y 130 secundarios); 230 sueros

entre 5y 7 dias (85 casos primarios y 145 secundarios); 230 sueros entre 14-30 dias (85 casos
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primarios y 145 secundarios) y 43 sueros entre 31 y 54 dias (11 casos primarios y 32

secundarios).

% de positivos

Primarios Secundarios

B0-4 dias O5-7 dias 0O14-30 dias O31-54 dias

720 sueros de pacientes con dengue

Figuralll. 5. Porcentaje de muestras de suero positivasa IgA anti-dengue en pacientes
con infeccién primaria o secundaria, colectadas en diferentes momentos deinicio delos

sintomas.

Como se muestra en e primer grupo de colecta (0-4 dias), € porcentaje de deteccion de
anticuerpos IgA anti-dengue para las muestras de casos primarios fue nulo no siendo asi para
los secundarios donde se obtuvo un 32,6 %, representando un porcentaje bajo de deteccion. En
los demés grupos los porcentges de deteccién de anticuerpos IgA anti-dengue se
incrementaron significativamente (p=0.0000) aungue se observa una caida de laIgA a medida
que transcurre €l tiempo y €l paciente pasa a la etapa de convalecencia. En la comparacion
entre primarios y secundarios en sueros colectados con cinco o mas dias, no se encontrd

diferencias significativas en los porcentgj es obtenidos (p > 0.05).

El andlisis de los anticuerpos IgA en muestras colectadas en los cuatro primeros dias de

infeccion, en relacion alarespuesta de anticuerpos IgM se muestraen lafiguralll.6
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Figuralll. 6. Porcentaje de positividad de anticuerposIgA y IgM anti-dengue en
muestr as colectadas en los primer os cuatr o dias deinicio de los sintomas par a casos con

infeccién primariay secundaria.

Como era de esperar, segun la dindmica de la respuesta inmunol 6gica de anticuerpos, en los
casos de infeccion primariala IgA anti-dengue no fue detectada, mientras que los anticuerpos
IgM comienzan a ser detectables principa mente hacia un 4to dia de inicio de los sintomas con
el mayor porcentgje de deteccidn (67%). En los casos con infeccion secundaria se observa una
aparicién bien temprana de la IgA desde €l dia 0 (67%), mostrandose porcentajes mayores con

respecto alalgM hasta el dia 3 de colecta de la muestra.

Algunos autores han planteado que ante infecciones primarias los anticuerpos IgA contra
dengue son detectados con posterioridad a la aparicion de los anticuerpos IgM, los que
generalmente se hacen detectables alrededor del 5to dia dd inicio de los sintomas, como
reconocimiento y maduracién de la respuesta inmune frente a una primera infeccién con €
agente viral. Sin embargo en las infecciones secundarias € comportamiento de la IgA anti-
dengue es analogo al comportamiento de los anticuerpos 1gG, los cuales aparecen detectables
en los primeros dias de la fase aguda debido a un reconocimiento de epitopes comunes por

parte de los clones de linfocitos B de memoria circulantes en la sangre, produciendo un
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incremento temprano de estos anticuerpos y antes de la aparicion de los anticuerpos IgM (23,
170).

El mecanismo de respuesta inmunologica de anticuerpos IgA de memoria pudiera explicarse
de la siguiente manera: la inoculacion del virus através de la piel por parte de la picadura del
mosquito infectado, se encuentra con una primera barrera inmunoldgica especiadizada que
reside en la epidermis, que son las células dendriticas derivadas de la médul a 6sea, tales como
las células de Langerhans (210). Estas células tienen una funcién de vigilantes inmunol 6gicas,
que cuando son activadas por e agente, migran desde la epidermis hacia los nédulos
linféticos, induciendo una fuerte respuesta antigeno especifica de linfocitos T y B. Es muy
comun que esta estimulacion antigénica ocurra en los organos linfoides secundarios como €l
bazo, que es donde también se localizan las zonas virgenes de células T y B, sin embargo una
respuesta temprana puede tener lugar a nivel de organos linfoides periféricos, [levada a cabo
por linfocitos B diferenciados en sangre y productores de IgA (211, 212). Otra via de
respuesta inmunoldgica de IgA pudiera ser a partir de la activacion local (epidermis) donde
pueden participar clones de memoria de linfocitos T presentes en la piel en 1 millon/cm2 y
parte de las células B diferenciadas que se van acumulando sobre €l tejido desde e torrente

sanguineo (213).

Al comparar los porcentajes de deteccion de la IgA con la IgM anti-dengue detectada por los
ensayos de referencia en muestras colectadas después del 5to dia de comienzo de los sintomas
(figura 111.7), se observaron, de forma global, porcentajes de anticuerpos IgM superiores y
significativos tanto para casos de infeccion primaria (p=0,0021) como secundaria (p=0,0001),
lo que sugiere que los anticuerpos IgM contindan siendo de preferencia en € diagndstico
serol 6gico para muestras col ectadas con cinco dias 0 mas de inicio de los sintomas.
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Figuralll. 7. Porcentaje de positividad de anticuerposIgA y IgM anti-dengue en
muestr as colectadas entrelosdias 5y 54 deinicio delos sintomas, para casos con

infeccién primariay secundaria.

También se observo una caida rgpida de los porcentajes de anticuerpos IgA anti-dengue en las
muestras colectas entre los dias 41 y 54 de inicio de los sintomas, |0 que sugiere un tiempo de
vida mas corto de la IgA con respecto a la IgM, comportamiento que ha sido planteado por
otros investigadores, y que apoya su valor como mejor marcador de infeccion reciente que la
IgM (21, 214).

Los principales mecanismos de aclaramiento de los anticuerpos IgM de la sangre estan
dispuestos mediante la via clésica de activacion del sistema complemento y la fagocitosis
mediante las células fagociticas como macréfagos, neutréfilos y células dendriticas (13). Si
algunos de estos mecanismos se encuentran comprometidos durante la infeccidn, ya sea por
inhibicion del sistema complemento o por infecciéon de las células fagocitas por parte del
virus, la presencia de los anticuerpos IgM permanece por un tiempo mayor en el suero del
individuo infectado. Por otra parte, para los anticuerpos IgA se plantean dos posibles
mecanismos de aclaramiento del suero, los cuales ocurren con una elevada efectividad: a
través de los hepatocitos, en € reconocimiento de diferentes receptores celulares de membrana

que permiten su internalizacion, con un posterior paso a la hilis, la cua transporta este
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anticuerpo hacia el lumen del tubo digestivo; y € otro através de las células del epitdio biliar
donde si ha sido comprobado la expresién de un comple o secretor (CS) similar al obtenido en
estudios de ratas que permite € transito de esta inmunoglobulina hacia la bilis, con igual
disposicion final (215). Estudios realizados por Nagura y col (1981) (216) y Delacroix y col
(1981) (217) apoyan este criterio cuando observan elevadas concentraciones de IgA
transferidas hacialabilis en pocas horas y eliminadas hacia el duodeno.

La duracion de este anticuerpo en sangre aun no ha sido determinada con seguridad, ya que
existen contradicciones en los resultados obtenidos por diferentes autores. Nawa y col.
2005(214), Taarmin y col. 1998 (21) y Balmaseda y col. 2003(23) muestran presencia de
anticuerpos IgA en sueros hasta los dias 23, 40 y 78 del inicio de los sintomas
respectivamente. Seria necesario estudiar muestras colectadas con mas dias de infeccion para
asi poder determinar e momento de aclaramiento de esta inmunoglobulina y poder establecer

su duracion en € tiempo.

[11.10. Evaluacion de los anticuerpos IgA a virus dengue en relacion a la reactividad
cruzada a los diferentes serotipos y al tipo de infeccion en muestras colectadas entre los

dias5y 7 deinicio delos sintomas mediante el sistema EL1SA-IgA.

Para valorar la reactividad cruzada de los anticuerpos IgA anti-dengue frente a los serotipos
virales y en relacion a tipo de infeccion, se trabajaron 34 muestras de sueros de pacientes con
una infeccion confirmada de virus Den-3 (16 casos de infeccion primaria y 18 casos de
infeccion secundaria) procedentes del panel 4. Se incluyé para € andlisis la respuesta de

reactividad cruzadade lalgM alos cuatro serotipos del dengue.
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Figuralll. 8. Respuesta de anticuerpos|IgA elgM anti-dengue frente a los serotipos
virales en muestras de suer o colectados de casos primariosy secundariosa Den 3. Se

incluyela media aritmética + desviacion estandar.

En la figura 111.8 se muestra una elevada reactividad cruzada en la respuesta de IgA anti-
dengue frente a los serotipos virales tanto para casos de infeccion primaria como secundaria,
siendo mayor para este Ultimo. Al comparar la reactividad cruzada de |os anticuerpos en casos
primarios se observa e mayor vaor de la media RDO a serotipo infectante Den-3 en la
respuesta de IgA pero no se encontro diferencia significativa entre este serotipo y € Den-2
(p<0.05), contrario a andlisis para los anticuerpos IgM donde se encontré una baja
reactividad cruzada con diferencias significativas en la comparacién de Den-3 con € resto de
los serotipos (p<0,001). Sin embargo para casos secundarios, |a respuesta de IgA muestra un
incremento de la reactividad cruzada, no observandose significacion entre Den-3 y los
serotipos Den-2 (p=0,1596) y Den-4 (p=0,4095), a diferencia de la IgM, que aunque con un
ligero incremento en lareactividad aun permitié la confirmacion del serotipo infectante Den 3
ante el resto de los serotipos (p< 0,05).

Este incremento de la reactividad cruzada de la IgA anti-dengue sugiere un comportamiento
similar a de los anticuerpos 1gG como ha sido planteado anteriormente. Es por €llo, que la

respuesta de anticuerpos IgA no pudiera utilizarse para identificar e serotipo causante de un
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brote o0 epidemia en un grupo de sueros, como ha sido demostrado en estudios anteriores para
los anticuerpos IgM (15, 218, 219).

El sistema ELISA-IgA permite la deteccion de los anticuerpos IgA antidengue en la fase febril
temprana de la enfermedad pero para los casos con infeccion secundaria. En e presente
estudio € porcentgje obtenido para estos casos fue bajo (32.6 %), considerandose un porciento
no favorable para su inclusion como propuesta en un nuevo algoritmo diagnostico. No
obstante, se pudiera valorar su utilizacion para la definicion de un caso secundario en la fase
febril temprana, siempre utilizado en paralelo con un marcador diagnostico que permita la
confirmacion de lainfeccion por dengue, como la NSl lacual hademostrado su utilidad en los
estudios realizados en la presente investigacion, ademas ambos marcadores pueden ser
trabgjados sobre la misma metodologia de ensayos inmunoenzimaticos. También tener en
cuenta, que aunque los anticuerpos 1gG han sido descritos como los mayoritarios en € suero y
pueden ser detectados en bajos titulos para casos secundarios en la fase temprana, € sistema
MEI utilizado actualmente en el pais como referencia, esta desarrollado parala confirmacion y
definicion del tipo de infeccion en sueros pareados, por tanto seria una aternativa la

utilizacion de los anticuerpos IgA en la etapa temprana definiendo infeccion secundaria.

[11.11. Evaluacion de los anticuerpos IgA a virus dengue en relaciéon al momento de
colecta dela muestray € tipo de infeccion en muestras colectadas entre losdias5y 7 de
inicio de los sintomas mediante € sistema comer cial MPD-IgA.

Para e estudio de la respuesta de anticuerpos IgA anti-dengue segun el tipo de infeccion
(primaria o secundaria) se analizaron los resultados obtenidos para |os tres lectores (promedio
de las 3 lecturas) mediante €l sistema MPD-IgA con respecto a los diferentes niveles de
intensidad de banda mostrados por la escala proporcionada.

Como muestra la figura I11.9, la media aritmética determinada para los valores de intensidad
de banda, mostré e mayor valor paralos casos con infeccion secundaria (0,76) con respecto a
los casos con infeccion primaria (0,55), con un andlisis estadistico significativo entre ambos
grupos (p = 0,013). Los vaores sugieren una deteccion mayor de casos secundarios que
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primarios por € sistema. Por otra parte se encontré un porcentaje de positividad de 75,0 %
(18/24) en casos primarios y de 94,0 % (32/34) en casos secundarios, |os cuales coinciden con
los reportados por Vazquez y col. (2007) (170) en un estudio de cinética de anticuerpos en
muestras colectadas a 6to dia del comienzo de los sintomas y utilizando un ELISA de captura
de IgA. Estos resultados son indicativos de una buena deteccién del sistema MPD-IgA a pesar
del tipo de formato del ensayo evaluado.
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Figuralll. 9. Comparacion delarespuesta del sistema comercial MPD-IgA en casos de
infeccién primaria o secundaria a dengue en relacion alaintensidad de banda.

También se valoro la capacidad predictivay desempefio del sistema MPD-IgA alas diferentes
intensidades de banda y se determiné si habia alguna afectacion de la deteccion de IgA en
relacion del tipo de infeccion. Para ello se readizé un andlisis estadistico de curva ROC

contemplando como indicador € areabagjo lacurva.

Los valores obtenidos en e dreabajo la curva (figura 111.10) se encuentran en el rango de muy
bueno paralas intensidades de 0,5, 1,0 y 2,0 (similares para las 3 intensidades de 0.936, 0,936
y 0,938), lo que demuestra un excelente desempefio del sistema. De forma contraria, la
intensidad de 0,2 mostrd valores de érea para los lectores de 0,750 (Cl 95%: 0,606-0,894),
0,775 (ClI 95%: 0,636-0,914) y 0,738 (Cl 95%: 0,590-0,885) respectivamente, lo que
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demuestra una capacidad discriminatoria regular para esta intensidad, siendo indicativo de una
afectacion de la sensibilidad del sistema MPD-IgA que pudiera dar lugar a la existencia de
casos discordantes (falsos positivos y falsos negativos) como fue observado por |os lectores,
ademés define a la intensidad de 0,2 como un punto critico de discriminacion de casos

positivos y negativos.

Intensidad de banda (2.0)(1.0)(0.5)
1.0

E—— Valores de area bajo la curva
B 4 @ Linea de referencia
Lector 1: 0,936
-] E J
3 - © Lector 3
= 4
g - _:_ector 2 Lector 2: 0,936
& 00 @ Lector 1
00 2 4 6 8 10 Lector3: 0,938
1 - Especificidad
Intensidad de banda (0.2)
10
B4 // ® Linea de referencia Lector 1: 0.750
- sl =
3 © Lector 3
= A Lector 2: 0.775
= o
= " Lector 2
OCD L -—
v 0D ® Lector 1 Lector3: 0.738
oo 2 4 B B 10

1 - Especificidad

Figuralll. 10. Curva ROC obtenida en la comparacién delos resultados entre lostres
lector es para las diferentesintensidades de banda establecidas por el patron del sistema
MPD-I1gA.

De esta manera se repite €l andlisis paralaintensidad de banda de 0,2 pero en funcién del tipo
de infeccion (figura 111.11), obteniendo un area bajo la curva para cada lector de 0,677 (Cl
95%: 0,478-0,877), 0,723 (Cl 95%: 0,530-0,915) y 0,644 (Cl 95%:0,441-0,848) para |0s casos
primarios y de 0,839 (Cl 95%:0,670-1,000), 0,839 (Cl 95%:0,670-1,000) y 851 (CI 95%:
0,683-1,000) para los casos secundarios, |0 que sefidla una capacidad discriminatoria de

regular para el grupo de pacientes de infeccion primaria a dengue y de buena para € grupo de
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pacientes con infeccidon secundaria, favoreciéndose asi |a deteccion de anticuerpos IgA anti-

dengue para casos con infeccion secundaria.
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Figuralll. 11. Curva ROC obtenida en la comparacién delosresultados entrelostres

lectores para casos primariosy secundarios, a laintensidad de banda de 0,2.

El sistema inmunocromatografico MPD-IgA fue evaluado en funcién de muestras colectadas
entre los dias 5y 7 del inicio de los sintomas, observando valores favorables de sensibilidad y
especificidad para este tipo de formato de prueba rpida. También los niveles de deteccion de
los anticuerpos IgA anti-dengue en casos secundarios se favorecen en la lectura de la

intensidad de banda criticade 0,2.

Seria interesante completar 1a evaluacion de este sistema utilizando muestras colectadas en la
etapa temprana de la infeccion y comparar 1os resultados con los obtenidos por e sistema
ELISA-IgA, yaque no fue posible contar con més determinaciones del estuche evaluado.
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Tanto e sistema ELISA-IgA como € MPD-IgA son aceptables para la deteccion de
anticuerpos IgA en muestras colectadas entre los dias 5y 7 del inicio de los sintomas.

[11.12. Propuesta de algoritmo diagnostico en funcion de los resultados obtenidos de la
evaluacion de la proteina viral NS1 y de los anticuerpos IgA como marcadores de la

infeccidn temprana a virus dengue. Discusién General.

El dengue es una enfermedad infecciosa sistémica y dinamica. La infeccidon puede cursar en
forma asintomaética o expresarse con un espectro clinico amplio que incluye las expresiones
graves y las no graves (10). Después del periodo de incubacion y durante la fase febril
temprana, correspondiente a los primeros 4 dias de comenzados los sintomas, € virus o
proteinas asociadas a esta entidad viral, pueden ser detectados en la sangre del paciente
infectado. Es este momento donde son aplicados ensayos como laPCR-TR y el A Viral parala

deteccion del genoma o la particulavira (220).

Hacia el 5to dia del inicio de los sintomas, comienzan a detectarse |os diferentes anticuerpos
producidos contra e virus infectante, en donde los isotipos IgM e IgG han sido considerados
los de mayor importancia desde e punto de vista de proteccion o inmunopatogenia. En
infecciones primarias los anticuerpos IgM se detectan hacia €l 5to dia, declinando hacia
niveles no detectables entre los dias 30 y 90, mientras que los anticuerpos |gG comienzan a ser
detectables hacia e 10mo dia, acanzando los valores maximos hacia los dias 15-21 y
permaneciendo detectables durante toda la vida. En € transcurso de la infeccion secundaria,
los anticuerpos IgM pueden ser variables en dependencia del cuadro clinico desarrollado (15,
218), pero se acentla la presencia de anticuerpos 1gG, los cuales son detectados en la fase
temprana de la enfermedad y se elevan rapidamente, permaneciendo elevados durante varias
semanas y declinando posteriormente hasta niveles basales (116). Tanto los anticuerpos IgM
como los IgG son detectados principal mente mediante sistemas ELISA. Todos estos métodos
virologicos y seroldgicos forman parte del algoritmo diagnéstico del dengue que se lleva a

cabo en nuestro pais.
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Los métodos utilizados en e presente trabgjo para la determinaciéon de la proteina NS1
mostraron resultados favorables para su posible inclusion en e algoritmo diagnéstico. El
sistema Platelia NS1 presentd una sensibilidad mas elevada que la obtenida por la prueba
rapida SD Duo, con niveles de deteccion similares a sistema de referencia RT-PCR, por lo
que seria € mejor candidato para ser utilizado. Por otra parte seria recomendable en estudios
posteriores evaluar € sistema SD Duo con lainclusion de la determinacién de los marcadores
seroldgicos IgM e 1gG pues como ha sido reportado por otros autores la sensibilidad global
tiende a incrementarse con la combinacion de la deteccion de la proteina NS1 y los
anticuerpos IgM e 1gG (NSV/IgM/IgG) (175, 192).

Respecto a los sistemas evaluados para la deteccion de los anticuerpos IgA anti-dengue, se
conoce que los anticuerpos no pueden ser marcadores de inicio de enfermedad a menos en
infecciones primarias, donde tiene lugar 1a respuesta inmune innata en primera instancia. Para
infecciones secundarias ya aparece una respuesta de memoria de anticuerpos que se produce
ante e estimulo antigénico. El sistema ELISA-IgA mostré una baja deteccion en la etapa
temprana de la enfermedad y solo para casos secundarios, por 10 que no se recomienda
incluirlo en esta propuesta de algoritmo diagnostico, aunque podria valorarse su posible
utilizacion en la definicién temprana de una infeccidn secundaria. Con relacién a sistema de
tira rgpida MPD-IgA no fue posible su evauacion en la etapa temprana de la enfermedad,
aunque mostré muy buenos valores de sensibilidad y especificidad para muestras col ectadas
entrelosdias5y 7 del inicio de los sintomas, similar a sistema ELISA-IgA, por lo que ambos
ensayos pueden ser valorados para estudios relacionados con: la duracion de estos anticuerpos
en el tiempo, deteccion temprana en muestras no invasivas como laorinay lasalivay estudios
relacionados con su papel en la patogenia de lainfeccion por virus dengue.

Teniendo en cuenta todos |os criterios anteriores como nueva propuesta se considera mantener
el diagnostico seroldgico como soporte de la vigilancia de laboratorio de dengue en periodos
de no transmision y proponer en periodos de transmision, lainclusiéon del sistema Platelia
NS1 en el agoritmo diagnéstico anivel de los CPHEM, como se muestra en lafiguralll.12.
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Figuralll. 12. Propuesta de algoritmo diagnostico dela vigilancia de laboratorio de

dengue en periodo de transmision.

Como se observa, los dias de colecta de las muestras para la deteccion de la proteina NS1 se
consideraron entre los dias 0 y 5 de inicio de los sintomas, ya que |os porcentajes de deteccion
de la proteina NS1 se mantuvieron favorables en més de un 50 % tanto para casos primarios

como secundarios, aumentando |a probabilidad de deteccion y confirmacion de un caso.

Es de sefidar que el sistema Platelia necesita de condiciones de laboratorio para su desarrollo,
las cuales pueden ser encontradas en los laboratorios SUMA, localizados en los CPHEM
creados por € Ministerio de Salud Publica (MINSAP).

Una de las limitantes del sistema seleccionado es que no es capaz de definir € serotipo

infectante en el paciente y dada la importancia de conocer € o los serotipos circulantes en un
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brote o epidemia como objetivo fundamental de la vigilancia de laboratorio, se considera
seleccionar un 10 % de | os casos que resulten positivos por € ensayo de NS1, |os cuales serian
enviados a LNR-IPK con el objetivo de determinar e serotipo o los serotipos virales
circulantes mediante |los métodos de PCR-TR y AViral.

Por otra parte, 10s casos que resulten negativos por Platelia NS1 no deben considerarse como
casos no dengue, sobre todo de existir una fuerte sospecha clinica de la enfermedad. Para ello
se considera procesar esa primera muestra por el sistema SUMA-IgM, donde las que resulten
positivas se confirmarian como casos de dengue, mientras que las negativas se incluirian como
parte de la vigilancia seroldgica con la colecta de una segunda muestra de suero con 6 dias o

maés deinicio de los sintomas.

En las segundas muestras colectadas al 6to dia de inicio de los sintomas, de aguellos casos que
resulten negativos por e sistema Platelia, se confirmarian a nivel de los CPHEM mediante el
SUMA-IgM como ya ha sido establecido en periodos de transmision. Solo un 10 % de los
casos positivos se enviarian a IPK como control de calidad. Hay que tener en cuenta que
algunos pacientes pudieran presentarse en consulta médica con una sospecha de dengue pero
en dias avanzados de la infeccion, donde la colecta de la muestra se realizaria hacia un 6to dia
de inicio de los sintomas. En estos casos, la muestra entraria directamente a la vigilancia
serolégicay se confirmariael caso 0 no como esta establecido.

La deteccidn de la proteina viral NS1 tiene una gran importancia en la obtencién de una répida
y temprana confirmacion de un caso, que no solo permitiria un buen enfoque clinico hacia el
mejor abordaje del paciente, sino que apoyaria € trabajo epidemiol 6gico temprano, de manera
gue se pudieran identificar éreas en transmision y asi trazar estrategias més efectivas para un
corte rapido de esta, incidiendo sobre € vector de la enfermedad.
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CONCLUSIONES.

v' Los sistemas comerciaes PlateliaNS1 y SD Duo para la deteccion de la proteina
viral NS1 muestran buenos pardmetros de desempefio permitiendo su utilizacion

como sistemas diagnosti cos tempranos.

v" Ambos sistemas demostraron los mayores porcentajes de deteccién de la proteina
NS1 en los primeros cuatro dias de inicio de los sintomas, permitiendo incorporar
un 5to dia de deteccion y ampliando la posibilidad de confirmacion de un caso de

dengue.

v' Ladeteccion de la proteina NS1 como marcador temprano de lainfeccion por virus
dengue se consider( satisfactoria para su incorporacion en el algoritmo diagnostico
de laenfermedad mediante &l sistema Platelia NSL1.

v' Los sistemas ELISA-IgA y MPD-IgA para la deteccién de los anticuerpos IgA

muestran buenos parametros de desempefio.

v La deteccion de los anticuerpos IgA como marcador temprano de la infeccion por
virus dengue no se considerd satisfactoria para su incorporacion en el algoritmo

diagndstico de la enfermedad.

v' La nueva propuesta de algoritmo permitira, de manera general, brindar un
diagnostico temprano y répido, lo cual contribuira a un mejor manejo del paciente

y a control delatransmision en el pais.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES.

v' Vadorar la utilizacion del sistema comercial SD Dengue Duo a niveles primarios y
secundarios de salud, completando el estudio con los marcadores de IgM e IgG

paraincrementar sensibilidad del sistema.

v Desarrollar un estudio paravalorar si es Gtil € tratamiento acido (Glicina 1.5M) en
muestras tempranas de pacientes con infeccion secundaria a virus dengue que
permita un incremento en la positividad de la proteina NS1 por los sistemas

comerciales evaluados.

v' Completar € estudio de los anticuerpos IgA con el sistema comercial MPD-IgA en
muestras tempranas y comparar con el resultado obtenido por € sistema ELISA-
IgA.

v Disponer de ambos sistemas de deteccion de anticuerpos IgA para estudios de
investigacion donde estén invol ucrados estos anti cuerpos.
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Escala deintensidades de bandas

(Sistema MPD-1gA).
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Fortalecimiento de las capacidades para el diagndstico y la vigilancia virologica
molecular en Cuba

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Dra. Maria Guadalupe Guzman Tirado

Después de realizada la valoracién y andlisis correspondiente al presente provecto de
investigacion por los integrantes del Comité de Etica de la institucién, siguiendo las
guias internacionales de trabajo de estas comisiones de la Organizacion Mundial de la
Salud, emitimos el siguiente:

DICTAMEN

El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion
de Helsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos
nacionales de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba.

2. En el proyecto aparece reflejado de forma clara la forma de proteccion de los
derechos y beneficios de los sujetos participantes en la investigacion.
3. Se aprueba el proyecto presentado —~

Vice Presidente

Dra. Maria Cgridad Montalvo Villalba Dr. Roberto Ferndnfléz
. /|

6{ ]IWH /

Dra. Ana M. Montalwg 4
Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) AR, Fax (53 7) 204 6051 Tolox: 51 1902 CUIPK ¥ 12341 CUIPK
E-mail: clipk@ipk.sid.cu, Direccion: Autopista Novia del Mediodia Km. & %, Cludad Habana, Cuba, P.O. Box: 60 arianac
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y control biolégico de veclores y huéspedes inte!rmadlari 0%
E Para el estudio de las Enfermedades Viricas
En Tuberculosis y Micobacterias
Para el estudio del Dengue y su vector

CERTIFICACION DE SEGURIDAD

El que firma certifica que todas las actividades de investigacion de esta solicitud, que
involucra humanos, fueron examinados y aprobadas por el Comité de Etica del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri*, que se reunié en:

La Habana, Instituto Pedro Kourd, 7 dias del mes de Enero de 2014
(lugar y fecha)

El Comité de Etica estuvo formado por los siguientes miembros:

Nombre y Apellidos Profesion Cargo actual/institucion
Dr. Eric Martinez (Presidente) | Médico Invest. Titular/[PK

Dr. Pedro Mas Bermejo (Vice Presidente) | Médico [nvest. Titular/ [PK

Dr. Roberto Fernandez Médico Inv. Aux. /IPK

Dra. Ana Margarita Montalvo A. Lic. Biologia Invest. Auxiliar/TPK :
{ Dra. Maria C. Montalvo Meédico Investigador Auxiliarfle_C‘
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Fi Fecha

Dr. Eric Martinez

Presidente del Comité de Ftica Institucional /
{

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™

) . . : £4 7y . 51 1902 CUIPK ¥ 51 2341 CUIPK
It 53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 T) 202 0633, Fax (53 7) 204 BO51 Telex: 511 : :
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[ S E I] y control bioldgico de Vectores y huéspedes intermediarios
| Para el estudio de las Enfermedades Viricas e
T En Tuberculosls y Micobacterias

COMITE DE ETICAINSTITUCIONAL
PROTOCOLO DE INVESTICACION
“Esiudio de casos de Dengue Hospital Salvader Allende”

INVESTIGADOR PRINCTPAL

Yic. Rosa Ramirez Bartaiis
Despues de realizada la valoracién y analiss correspondiente al presente proyecto de
mvestigacion por los integrantes de la Comision de Etica de la mshitucion, sigoiendoe las
guias miernacionales de frabajo de estas comisiones de la Organizacion Mundial de la
Salud | emitimos el siguiente:

DICTAMEN

1. El docomento prezentade ze ajuda a loe principios establecidos por la Declaracion de

Helsinki V, a=i como a laz pamaz y writerios dicos estabiecidos en los codigos
nacionales de ética v regulaciones legales vigentes en Cuba.

[

En el provecto aparece reflejado de forma clara la fooma de proteccion de los derechos
v beneficios de 1oz sujetos participantes en la investigacidon.

3. Seaprueba el proyecto preseniado

Dra Maria L.‘and&d-k-ﬂoﬁmlvo Villalba
){/

Lic. Caridad Plam\,). N
{ w7

Teléfono (537) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (537) 202 0633; Fax: (537) 204 6051 Telex: 51 1802 CUIPK y 51 234_1 CUIPK
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CERTIFICACION DE SEGURIDAD

El que firma certifica que todas lae achividades de investigacion de esta solictud, gque
involucra humanos, fueren examinados v aprobadas por el Comite de Etica del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Konn™, que sereunio en:

1a Hebana, Institute Pedro Kours, 8 de agodo de 2008
(lugar y fecha)

El Comité de Etica estuve formado por los siguientes miembros:

Nombre y Apellidos Profesian Cargo actoalinstitacion
Dr. Enc Martinez Torves (Presidente) Médice Invest. Titula/IFE

Lic. Ihiana Valdés Hemandez (Seaetaria) Lic Mioobiologia Invest. AgrezadoIFK
Dra Maria Caridad Montalve Villalba  Medico Investigador Awxiliar/TPK
Dva, Maria Margarita Ramirez Medico Investigador AuxilianTPK
Lic. Caridad Planas Valdés Lic. Enfermeria  IPK

Presidente del Comité de Etica Ingtitucional -
/ / /

Dv: Eric Martinez Tarres / '5’;/;/ o !:_L CEIOY
Y s ] ==

Inztituto de Mediema Tropical “Pedro Eouri”
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INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI (IPK)

AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

Por este medio se hace constar que la Comision Cientifica Especializada de
Microbiologia, como oérgano asesor cientifico-téenico de la Subdireccion de
Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ (IPK), ha revisado y
aprobado la propuesta de Protocolo de Investigacién titulada: Estudio clinico,
viroldgico e inmunoldgico de los casos de dengue durante las epidemias que ocurran
en la ciudad, desarrollado por los investigadores Dra. Maria G. Guzman y
colaboradores.

Teniendo en cuenta las situaciones epidemiolégicas que ha enfrentado el pais en los
altimos afios, el presente protocolo se propone establecer las bases para el estudio de
casos clinicos de dengue en epidemias y estudiar diferentes aspectos virologicos y
clinicos que caracterizan las mismas.

Los resultados que se esperan obtener aportardn nuevos conocimientos sobre el
comportamiento del virus dengue en pacientes con un cuadro clinico agudo y sobre la
progresion hacia la forma severa de la enfermedad, lo que a su vez permitird, tanto
desde el punto de vista clinico como viroldgico, una mejor comprension y control de la
enfermedad.

B S - ) ——— I - 4 . e
Dra Alina-Elop Herndndez Dr Cartes M. Fernandez Andreu
Presidente Secretario

Comisién Cientifica Especializada

de Microbiologia (CCEM)

IPK

La Habana, 27 de Junic de 2008
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