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Diagnostico inmunoldégico, virolégico y molecular del virus dengue:
Vigilancia Epidemiolégica en el estado Aragua. 2005-2010

Augusto J. Tarazén Sanchez

Laboratorio Regional de Diagnéstico e Investigaciéon del Dengue y otras Enfermedades Virales
(LARDIDEV) | Universidad de Carabobo - Corporacion de Salud del Estado Aragua, Maracay,
Venezuela

Resumen

Venezuela en un pais endemo-epidémico e hiperendémico con circulacion
simultanea de tres serotipos de dengue desde 1989. En esta investigacion se
analizé la ocurrencia y diagnéstico del dengue entre 2005 y 2010 relacionados con
grupos de edades y procedencia, de acuerdo a resultados de laboratorio. Los
datos de 58544 pacientes, de edades entre 15 dias y 98 afios, evidenciaron
elevada vulnerabilidad en menores de 14 afos para contraer la enfermedad, sin
diferencia entre sexos y mayor procedencia de pacientes de municipios con alta
densidad poblacional. El diagnéstico de laboratorio demostré mayor positividad a
MAC-ELISA (66,5%) entre los dias 7 y 8 desde el inicio de la enfermedad; para
RT-PCR (38,1%) y AlV (8,85%) entre los dias 2 y 3, confirmando asi los casos y
patrén de hiperendemicidad durante el periodo estudiado. MAC-ELISA ayuddé a
definir los casos probables, y la posibilidad de confirmarlos al analizar una muestra
a partir del dia 7. Hubo un incremento de casos sospechosos a partir de 2006 que
afectd el diagnostico confirmatorio de dengue al limitar la ejecucién de algunos
ensayos. En general, pudo observarse un adecuado uso de las técnicas
diagnésticas para infecciones por DENV que permitio definir los casos como
probables, confirmados, negativos e indeterminados. Resultd de especial interés
observar el esfuerzo realizado por el personal del sistema de salud y del
laboratorio para ofrecer un 6ptimo resultado al diagnostico de infecciones por
DENV a pesar del déficit de reactivos durante los periodos de epidemia.
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Immunological, virological and molecular diagnosis of dengue virus:
Epidemiological Surveillance in Aragua State. 2005-2010

Summary

Venezuela is an endemic-epidemic and hyperendemic country with
simultaneous movement of three dengue serotypes since 1989. In this study was
analyzed the occurrence and diagnosis of dengue between 2005 and 2010 related
to age and origin according to laboratory results. Data from 58544 patients
between 15 days and 98 years old, showed high vulnerability to the disease in
children under 14 years without differences between sexes and, more patients
from municipalities with high population density. Laboratory diagnosis showed
greater positivity to MAC-ELISA (66.5%) between 7 and 8 days from the onset of
disease; for RT-PCR (38.1%) and AlIV (8.85%) between days 2 and 3, thus
confirming cases and hyperendemic pattern during the study period. MAC-ELISA
defined the cases as probable and the possibility of confirmation to evaluate a
sample from day 7. An increase of suspected cases from 2006 affected the
confirmatory diagnosis of dengue, restricting the performance of some tests. In
general, an appropriate use of diagnostic techniques was observed and allowed to
define the DENV infections in probable, confirmed, negative and indeterminate. It
Is particularly interesting to note the efforts of the staff of the health system and
laboratory for optimum results in the diagnosis of DENV infections, despite the
deficit reagents during epidemic periods.

Keywords: dengue, epidemiological surveillance, virological diagnosis



Introduccién

Las infecciones por virus Dengue (DENV) representan la enfermedad viral
méas importante transmitida por mosquitos a humanos a nivel mundial . Es
ocasionada por cualquiera de los serotipos que conforman el complejo dengue
(DENV1, DENV2, DENV3, DENV4). Clinicamente evoluciona de manera
asintomética, o sintomatica como fiebre dengue (FD), fiebre hemorragica del
dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD) @ Sin embargo, desde
2009 se establecen dos formas de la enfermedad, dengue y dengue grave, el

primero esta dividido en dos grupos, con y sin signos de alarma ©.

El dengue es un problema de salud publica a nivel mundial y
particularmente en Venezuela “®. La primera epidemia de casos severos en el
pais ocurrio a finales de 1989, cuando se reportaron mas de 6000 casos
hemorragicos con 73 muertes. En esa oportunidad se identificaron los serotipos
DENV1, DENV2 y DENV4 como causa de la epidemia; sin embargo, los casos
severos y fatales se asociaron al serotipo DENV2 ©. En esta epidemia, el estado
Aragua a través del sistema regional de vigilancia epidemiolégica, confirm6 599
casos de dengue por aislamiento y serologia, 311 (52%) fueron clasificados como
FHD ®. Los primeros casos hemorragicos notificados durante esta epidemia
fueron pacientes diagnosticados en la ciudad de Maracay. Desde entonces, se
reporté la circulacibn de mas de un serotipo viral, posteriormente en 2001 se
registra la introduccion en el pais del serotipo DENV3 causando un brote de gran
importancia en Venezuela. A partir de este evento, circulan en el pais los cuatro

serotipos virales ©.

La obtencion de estos hallazgos fueron reportados por el sistema regional
de vigilancia epidemiolégica del estado Aragua, mediante la confirmacion de casos
realizado por el Laboratorio Regional de Diagndstico e Investigacion del Dengue y
otras Enfermedades Virales (LARDIDEV), cuya creacion surgio de la necesidad de
las autoridades regionales de salud de contar con una institucion propia, cuyo

objetivo primordial era dar respuesta oportunas a los casos sospechosos de



dengue a través de la deteccibn de DENV mediante técnicas inmunoldgicas,
virolégicas y moleculares, asi como su diferenciacion con otros virus, como
rubéola y sarampion, sin la necesidad de remitir las muestras al Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel” en la ciudad de Caracas. Es importante resaltar que
LARDIDEV fue creado en 1995, gracias a la exigencia de un equipo de
epidemiologos del estado Aragua y el esfuerzo conjunto de cuatro instituciones,
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, Nucleo Aragua,
FUNDACITE Aragua, CORPOSALUD Aragua y la Direccion Sectorial de
Malariologia y Saneamiento Ambiental del Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social, con la finalidad de prestar un servicio rapido y confiable al sistema regional
de vigilancia epidemioldgica del estado Aragua luego de la epidemia de 1989,
donde la ciudad de Maracay fue epicentro de la misma y se realizé el diagndéstico
de los primeros casos hemorragicos. En la actualidad, el laboratorio funciona
como centro de referencia y apoyo para los centros de salud y unidades de
investigacion que planifican y ejecutan proyectos relacionados con el virus dengue

en Aragua y estados vecinos 9.

A pesar de la experiencia obtenida en estos afos, el manejo de los casos
de dengue en el estado Aragua ha sido enfocado hacia el diagndstico clinico y
epidemioldgico; sin embargo, no hay reportes que describan la situacion de la
enfermedad desde el punto de vista del diagndstico de laboratorio, considerando
los pardmetros del protocolo de andlisis que se ha venido aplicando en esta

entidad federal desde el afio 1995.

En este trabajo, se describié y analiz6 la dindmica de los resultados
obtenidos del diagnostico de laboratorio en la vigilancia del dengue,
especificamente: la proporcion de casos probables, confirmados, negativos e
indeterminados y su relacion con grupos de edades y procedencia. Asimismo, se
evidencio el tiempo 6ptimo para la obtencién de las muestras en los pacientes
sospechosos de padecer dengue, de acuerdo al tipo de analisis realizado. De igual
forma, se establecio la distribucion de los serotipos de DENV por afios de estudio



y su frecuencia respecto a grupos de edades. Este analisis se realiz6 con la
finalidad de detallar las caracteristicas de los resultados, producto de los
procedimientos diagnosticos llevados a cabo en el laboratorio a lo largo de seis

afos (enero 2005-diciembre 2010) de vigilancia epidemiologica.
Materiales y Métodos

Disefio del estudio: se realizd un estudio de tipo descriptivo, donde se
consideraron los datos clinico-epidemiolégicos de 58544 pacientes con sospecha
de dengue registrados en la base de datos de LARDIDEV, los cuales fueron
captados por el sistema regional de vigilancia epidemiolégica del dengue en el
estado Aragua entre los afios 2005 y 2010, a través de los diferentes centros de
salud adscritos a la Corporacién de Salud del estado Aragua (CORPOSALUD
Aragua), a la red del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales (IVSS) y los

establecimientos de salud privados.

Diagndstico de laboratorio: a) Inmunoldgico: deteccidén de anticuerpos IgM anti-
dengue realizada mediante la técnica MAC-ELISA ®: b) Virol6gicas: a través del
Aislamiento e Identificacion Viral (AIV) “?: y c) Moleculares: mediante la técnica
RT-PCR ¥, para lo cual se realiz6 la extraccién del ARN viral de las muestras de
sueros mediante el uso de estuches comerciales siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Definicion de caso: se realizé de acuerdo a criterios establecidos por OMS ©
como: a) Caso sospechoso: todas las muestras que ingresan a LARDIDEV con
impresion diagnostica de infeccion por DENV; b) Caso probable: muestras IgM
positivo en fase aguda o convaleciente sin PCR/AIV realizado; c) Caso
confirmado: muestras PCR/AIV positivo a DENV o con sueros pareados donde se
demuestre seroconversion de anticuerpos IgM; d) Caso negativo: muestras IgM y
PCR/AIV negativo a DENV o0 sueros pareados IgM negativos. En cuanto a

aquellos casos cuyos resultados de laboratorio no fueron concluyentes, por no



cumplir con los parametros establecidos por OMS o porque no pudieron ser
procesadas o validadas por otras técnicas de diagnostico, se denominaron casos
indeterminados ®¥. También se consideraron casos indeterminados a aquellas
muestras con IgM negativo en sueros de fase aguda a los que no se les pudo
realizar PCR/AIV debido a las malas condiciones o caracteristicas de la muestra al
momento del ingreso al laboratorio. Estos casos no pueden ser reportados como

positivo 0 negativo, pero siguen siendo casos sospechosos.

Andlisis estadistico y epidemiolégico: los registros fueron ingresados en una
base de datos en el programa Microsoft Access™ (9. El procesamiento
estadistico de los mismos se realizé mediante el programa Epi Info™ 7.0.8.3 *9 |o
gue permitié la elaboracion de tablas y figuras con los valores calculados para las
frecuencias absolutas y relativas de las variables en estudio. Los casos fueron
definidos como probables, confirmados, negativos e indeterminados de acuerdo al
resultado obtenido y la técnica empleada. Luego se analizaron los grupos de
edades y procedencia en relacion a la definicion de los casos. De igual forma, se
realizé la distribucidn porcentual de los serotipos circulantes en el estado Aragua
durante el periodo de estudio, asi como su frecuencia de acuerdo a los grupos de
edad.

Resultados

En este estudio se analizaron los resultados correspondientes a 58544
muestras de pacientes con sospecha de infeccion por DENV de edades
comprendidas entre los 15 dias de nacido y 98 afios, ingresadas a LARDIDEV a
través del sistema regional de vigilancia epidemiologica durante el periodo enero
2005-diciembre 2010. Los casos fueron inicialmente organizados por grupos de

edades y procedencia de acuerdo al afio del registro en el sistema (Tabla 1).

En relacion a la distribucion por grupos de edades, la mayoria se concentro
en menores de 14 afios con un total de 36190 casos (61,5%), seguidos por el



grupo de adultos en edades entre 15 y 40 afos con 18108 casos (31,2%). La
menor frecuencia de casos se observd en adultos entre 41 y 60 afios (5,7%) y

mayores de 61 afios (1,6%).

Respecto a la procedencia, la mayor cantidad se agrupd, en el municipio
Girardot, 15645 casos (26,7%). Dicho predominio se mostr6 durante todo el
periodo de estudio. En segundo lugar el municipio Linares Alcantara, 6620 casos
(11,3%); seguidos por Marifio [6226 (10,6%)]; Mario Bricefio Iragorry [5126
(8,8%)]; Sucre [4498 (7,7%)]; José Félix Ribas [4437 (7,6%)] y Libertador [3896
(6,7%)]. Los municipios Camatagua, San Casimiro, San Sebastian, Urdaneta y
Zamora gue constituyen el eje sur registraron 6619 casos (11,3%), mientras que
Bolivar, Costa de Oro, Lamas, Revenga, Santos Michelena y Tovar registraron, en
conjunto, un total de 5475 (9,4%) (Tabla 1).

De acuerdo a estos resultados, se observo una clara tendencia al ascenso
para toda la entidad federal durante los afios 2005 y 2007, hecho que fue
evidenciado por un incremento de 4239 a 16697 casos, que luego disminuye en
mas de 50% para el 2008. Para los afios 2009 y 2010, se registraron 13965 y
9282 casos respectivamente.



Tabla 1. Casos registrados en LARDIDEV a través del sistema regional de
vigilancia epidemiolégica del estado Aragua durante el periodo 2005-2010
clasificados de acuerdo a las variables grupo de edad y municipio

2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

Grupodeedad N % N % N % N % N % N %
<14 anos 2561 60,4 4428 65,9 10644 63,8 4493 58,8 8626 61,8 5438 58,6 36190
15-40 afios 1357 32,0 1928 28,7 4890 29,3 2471 32,4 4383 31,4 3079 33,2 18108
41-60 afilos 250 5,9 293 4.4 918 55 522 6,8 772 55 562 6,1 3317
261 aflos 71 1,7 75 11 245 15 151 2,0 184 1,3 203 2,2 929
Municipio
Girardot 909 21,4 2025 30,1 4522 27,1 1861 24,4 3688 26,4 2642 28,5 15647
Marifio 492 11,6 607 9,0 2232 134 733 9,6 1523 10,9 639 6,9 6226
J.F.Ribas 321 76 429 6,4 1179 7,1 765 10,0 1266 9,1 477 5.1 4437
L. Alcantara 438 10,3 856 12,7 1745 10,5 714 94 1795 12,9 1072 11,6 6620
Sucre 621 14,7 473 7,0 1008 6,0 777 10,2 990 7,1 629 6,8 4498
Libertador 192 45 365 54 1063 6,4 557 7,3 930 6,7 789 85 3896
M. B. Iragorry 335 7,9 592 8,8 1439 8,6 538 7,0 1267 9,1 955 10,3 5126
Eje Sur 493 116 677 10,1 1888 11,3 954 12,5 1322 95 1285 13,8 6619
Otros 438 10,3 700 10,4 1621 9,7 738 9,7 1184 8,5 794 8,6 5475

Total 4239 6724 16697 7637 13965 9282 58544

Eje Sur: Camatagua-San Casimiro-San Sebastian-Urdaneta-Zamora. Otros: Bolivar-Costa de Oro-
Lamas-Revenga-Santos Michelena-Tovar (Fuente: Base de datos de LARDIDEV)

Una vez caracterizada la poblacién en estudio de acuerdo a las variables
epidemioldgicas previamente mencionadas, se procedio a realizar la definiciéon de
los casos considerando los resultados de laboratorio obtenidos mediante las
pruebas diagnosticas (MAC-ELISA, AIV y/o RT-PCR). Se determiné que 25656
pacientes (43,8%) obtuvieron diagnostico de casos probables y 2707 (4,6%)
fueron descritos como confirmados positivos. Asimismo, 14832 (25,3%) fueron
confirmados negativos, mientras que 15349 de los casos (26,2%) quedaron con

diagnéstico indeterminado.

En cuanto a la variable edad, se evidencié como los grupos de menor edad
presentaron los porcentajes mas altos de casos confirmados, 4,7% en menores de
14 anos y 4,9% en adultos entre 15 y 40 afios, contrastando con el grupo de 61

afnos o mas con 2,6 % de casos confirmados.

Respecto a la procedencia, el municipio Mario Bricefio Iragorry obtuvo el

porcentaje mas alto de casos confirmados (6,8%) y casos indeterminados



(31,0%). De los casos probables y negativos, la mayor frecuencia se registré en el
municipio Libertador, 50,8% y 28,9% respectivamente. Entre los afios 2005 y
2010, la variacion porcentual de los casos probables subié de 39,6 a 45,2; los
casos confirmados positivos a dengue disminuyeron de 8,4% a 4,8%; los casos
negativos bajaron de 44,2% a 24,1%; vy, los casos indeterminados aumentaron de
7,9% a 25,9% (Tabla 2).

Tabla 2. Casos probables, confirmados, negativos e indeterminados registrados
en LARDIDEV a través del sistema regional de vigilancia epidemiologica del
estado Aragua, clasificados por grupo de edad, municipio y afio

Probables Confirmados Negativos Indeterminados  Total
Grupo de edad N° % N° % N° % N° %
<14 afios 17821 49,2 1686 4,7 7896 21,8 8787 24,3 36190
15-40 afios 6548 36,2 892 4,9 5288 29,2 5380 29,7 18108
41-60 afios 1021 30,8 105 3,2 1272 38,4 919 27,7 3317
261 aflos 266 28,6 24 2,6 376 40,5 263 28,3 929
Municipio
Girardot 7517 48,0 825 5,3 4412 28,2 2893 18,5 15647
Marifio 2768 44,5 303 49 1542 24,8 1613 25,9 6226
J.F.Ribas 1912 43,1 120 2,7 1044 235 1361 30,7 4437
L. Alcantara 2941 44,4 271 4,1 1627 24,6 1781 26,9 6620
Sucre 1880 41,8 154 3,4 1096 24,4 1368 30,4 4498
Libertador 1978 50,8 135 3,5 1127 28,9 656 16,8 3896
M. B. Iragorry 2039 39,8 346 6,8 1153 22,5 1588 31,0 5126
Eje Sur 2670 40,3 337 51 1500 22,7 2112 31,9 6619
Otros 1951 35,6 216 4,0 1331 24,3 1977 36,1 5475
Ano
2005 1677 39,6 354 8,4 1875 44,2 333 7,9 4239
2006 2567 38,2 321 4,8 2340 34,8 1496 22,3 6724
2007 7576 45,4 779 4,7 3572 21,4 4770 28,6 16697
2008 2456 32,2 239 3,1 2545 33,3 2397 314 7637
2009 7188 51,5 566 4,1 2261 16,2 3950 28,3 13965
2010 4192 45,2 448 4,8 2239 24,1 2403 25,9 9282
Total 25656 2707 14832 15349 58544

Eje Sur: Camatagua-San Casimiro-San Sebastian-Urdaneta-Zamora. Otros: Bolivar-Costa de Oro-
Lamas-Revenga-Santos Michelena-Tovar (Fuente: Base de datos de LARDIDEV)

En relacion al porcentaje de positividad de los casos respecto al dia de
obtencion de la muestra se observo que 66,5% de los sueros analizados mediante
MAC-ELISA mostraron un resultado positivo entre los dias 7 y 8, mientras que

para la técnica de RT-PCR 38,1% en aquellas muestras que fueron colectadas



tres dias luego del inicio de la enfermedad. En el caso de la técnica de AlV la
confirmacion de casos fue predominante entre los dias 2 y 3 con 8,85% de
positividad (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de casos positivos a DENV segun la técnica de diagnostico
empleada, en relacion al nimero de dias posteriores al inicio de la enfermedad
durante el periodo 2005-2010 en el estado Aragua

ELISA IgM RT-PCR AlV
D.P.LE. Total  Positivo % Total Positivo % Total Positivo %
1 805 195 24,2 74 13 17,6 141 4 2,8
2 2705 457 16,9 347 100 288 472 40 85
3 6065 1271 21,0 680 259 381 969 89 972
4 10674 3598 33,7 912 318 34,9 1614 106 6,6
5 12857 6421 49,9 639 202 31,6 1783 80 4,5
6 12135 7398 61,0 69 28 40,6 36 2 5,6
7 7773 5149 66,2 33 17 515 25 2 8,0
8 4399 2941 66.9 12 4 33,3 15 1 6,7
9 2223 1358 61,1 NR - - NR
10 1161 598 51,5 NR - - NR -
D.P.I.LE: Namero de dias posteriores al inicio de la enfermedad NR: No Realizado

(Fuente: Base de datos de LARDIDEYV)

Respecto a la distribucién de los serotipos de DENV circulantes durante los
afos en estudio, se observé que para el afio 2005 los serotipos DENV1 y DENV3
mostraron 16% de positividad, mientras que para DENV2 y DENV4 fue de 3% y
1%, respectivamente. Durante 2006 hubo un descenso general en la circulacion
de la mayoria de los serotipos virales, contrario a lo evidenciado el afio siguiente
del estudio, donde se incremento el registro para los serotipos DENV2, DENV3 y
DEN4, hecho que ocurrid también en 2008. El afio 2009, evidencia un aumento de
la circulacion para DENV1 y DENV3, mientras que para DENV2 y DENV4 un leve
descenso. En el afio 2010 ascienden todos los serotipos nuevamente. En la
dindmica de circulacion registrada, resulta de especial interés como DENV1 tiene
una marcada tendencia a la disminucion hasta 2008, para luego aumentar en los

anos siguientes (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de los serotipos de DENV entre los afios 2005 y 2010
circulantes en el estado Aragua. (Fuente: Base de datos de LARDIDEV)
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La distribucion de los serotipos de DENV en el estado Aragua se analizé
respecto a la variable edad, lo que permiti6 demostrar que los serotipos DENV1 y
DENV3 fueron los que afectaron con mayor frecuencia a todos los grupos,
seguidos de DENV2 y por udltimo DENV4. Sin embargo, se observé como los
pacientes menores de 14 afios y los de edades entre 41 a 60 afios, se mostraron
susceptibles a padecer principalmente infecciones por el serotipo DENV1 seguido
por DENV3, mientras que el grupo de 15 a 40 afos y los de 61 afios o0 mas fueron

infectados por el serotipo DENV3 seguidos por DENV1 (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de los serotipos de DENV por grupos de edad registrados
en el sistema regional de vigilancia epidemioldgica del estado Aragua durante el
periodo 2005-2010. (Fuente: Base de datos de LARDIDEV)
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Discusioén

Las infecciones por cualquiera de los serotipos DENV representa un
problema de salud publica para Venezuela, y de forma particular para el estado
Aragua donde la emergencia del dengue, desde el afio 1989, ha permitido
registrar anualmente, la circulacion de al menos dos de los cuatro serotipos virales
() lo que hace de esta entidad federal una zona definida epidemiolégicamente
como endemo-epidémica e hiperendémica ©. Entre las diferentes estrategias
establecidas para la lucha contra esta enfermedad, se encuentran los sistemas de
vigilancia epidemioldgica, los cuales han sido implementados para la deteccion
temprana de brotes, el monitoreo en la introduccion de nuevos serotipos virales,
asi como la distribucion de la circulacién viral en zonas endémicas /89, De alli,
la necesidad de considerar como una estrategia fundamental el andlisis de las
muestras de todos aquellos pacientes sospechosos de padecer infeccion mediante

técnicas de laboratorio.

En cuanto a la edad, se pudo constatar que los pacientes menores de 14
afios mostraron mayor susceptibilidad a infectarse por DENV, ya que
representaron 61,5% (36190) del total de casos ingresados a LARDIDEV a través
del sistema regional de vigilancia epidemioldgica del estado. Prasith en 2013 ©9
describe en un estudio realizado en Asia, que la cantidad de casos reportados fue
mayor en menores de 30 afos. Otros autores puntualizan que posiblemente, dicha
situacion se debe a una mayor exposicion al vector y a una menor proteccion
inmunoldgica, probablemente porque a menor edad, menor ha sido el tiempo de

exposicion a los diferentes serotipos %22,

Respecto a la procedencia, se observd mayor cantidad de casos en los
municipios Girardot (capital del estado), Linares Alcantara, Marifio, Mario Bricefio
Iragorry, Sucre y Libertador; asi como también del municipio José Félix Ribas
ubicado al oriente del estado debido a su alta poblacion “®. Es importante sefialar
gue el sistema registra a los pacientes con base al lugar donde habita y esto

garantiza la veracidad del lugar y origen de la infeccion.
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En relacion a la interpretacion del diagnéstico de laboratorio, basado en los
criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud ®, se observé que
de los 58544 pacientes con sospecha de dengue, 43,8% (25656) fueron definidos
como casos probables debido a la presencia de anticuerpos de tipo IgM en una
muestra de suero de fase aguda o convaleciente mediante inmunoensayo
enzimatico (MAC-ELISA, del inglés IgM capture enzyme linked immunosorbent
assay). Alrededor de 4,6% (2707) fueron casos confirmados positivos a dengue,
demostrado por la seroconversion de IgM en sueros pareados por MAC-ELISA;
deteccion de &cido nucléico viral por RT-PCR o aislamiento de DENV en cultivos

celulares (Tabla 2).

Los casos confirmados negativos representaron 25,3% (14832); vy, los
casos cuyos resultados no fueron concluyentes por no cumplir los parametros
establecidos por OMS, se denominaron indeterminados, representando 26,2%
(15349) (Tabla 2), el cual es cercano al 34,1% de casos indeterminados
reportados por Rigau-Perez y colaboradores ™ entre 1994 y 1995, en su estudio

realizado durante la epidemia de dengue en Puerto Rico.

El resultado de casos indeterminados obtenido en este estudio es de interés
por su alto valor, sin embargo una vez analizado lo ocurrido durante el periodo de
estudio, se concluyé que ese alto porcentaje pudiese ser debido a: 1) muestras
hemolizadas o en estado de descomposicién; Il) muestra insuficiente; Ill) manejo
inadecuado de la muestra al momento de su obtencidon, envasado,
almacenamiento y transporte. Estos factores, ajenos al laboratorio, afectan la
calidad del resultado y, en la mayoria de los casos, impiden la realizacion de
algunos ensayos. Es de destacar que LARDIDEV cuenta con el respaldo del
estricto control de calidad del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” para
todas sus técnicas de diagnéstico, el cual es evaluado dos veces por afio,

asegurando de esta manera la confianza de los resultados obtenidos.

En los afios 2007 y 2009, ocurrié en Aragua un importante aumento de la
cantidad de casos sospechosos a Dengue que afectd la capacidad de respuesta

del programa de prevencion y control de la enfermedad, al punto de ser declarado
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estado en epidemia ®**). Uno de los componentes mas afectados por esta
situacién fue el Laboratorio Regional de Diagndstico e Investigacion del Dengue y
otras Enfermedades Virales (LARDIDEV), ya que el sistema regional de vigilancia
epidemioldgica en ambas oportunidades no pudo prever la cantidad de recursos
necesarios (reactivos y material de laboratorio) para enfrentar la situacién de
emergencia. Sin embargo, todas las muestras fueron analizadas mediante MAC-
ELISA por su rapidez en ejecucion y bajo costo. Para los ensayos moleculares y
virolégicos hubo la necesidad de seleccionar las muestras de aquellos pacientes

cuya severidad de los signos y sintomas lo requeria debido al déficit de insumos.

En este estudio también se pudo definir el momento ideal de la toma de
muestras de sangre para los diferentes procedimientos diagnosticos y asi obtener
un optimo resultado (Tabla 3). Clasicamente, se ha establecido que los
anticuerpos de tipo IgM en caso de dengue pueden detectarse alrededor de los
dias 3 y 5 desde el inicio de los sintomas con un pico maximo al dia 15 ®, vale
destacar que la respuesta del sistema inmunolégico del paciente frente a la
infeccion difiere de acuerdo con el estado inmunitario de cada persona. Sin
embargo, fue evidente que la deteccion de IgM mediante MAC-ELISA tuvo su
mayor pico entre los dias 7 y 8 desde el inicio de los sintomas, lo que deja ver la
necesidad de colectar muestras a los pacientes con clinica sugestiva de dengue
entre los dias previamente mencionados con el fin de corroborar la seroconversion
de anticuerpos IgM en aquellos casos con resultados de IgM negativo en los

primeros cinco dias desde el inicio de los sintomas.

En relacion a las técnicas de RT-PCR vy aislamiento viral sigue siendo
aconsejable colectar la muestra preferiblemente el dia tres luego del inicio de la
enfermedad, momento en el cual la viremia se encuentra en su nivel mas alto, tal
como lo reportdé Comach en 2001 ©®® cuando en su estudio encontré 35,6% de
positividad, lo cual permite aumentar la sensibilidad y especificidad del
diagnéstico. Sin embargo, en aquellos pacientes en los cuales se manifieste fiebre
posterior al dia cinco del inicio de la enfermedad se sugiere colectar muestras para

su analisis mediante técnicas viroldgicas y/o moleculares, debido a que este
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sintoma es indicativo de la replicacion viral y persistencia de la viremia en los
pacientes, tal como puede verse reflejado en la tabla 3, donde puede observarse
como inclusive hasta el dia ocho posterior al inicio de la enfermedad fue posible la
deteccién de particulas virales viables y/o genoma viral, lo que coincide con la
publicacién de Sudiro en 1997 “” donde reporté deteccién de DENV por RT-PCR
desde el primer hasta en el octavo dia de enfermedad.

Adicionalmente, se pudo observar que la distribucién de DENV circulante en
el estado Aragua entre los afios 2005 y 2010 sufrié un incremento de los cuatro
serotipos, DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4 (Figura 1), lo cual confirma una
situacion hiperendémica @, es decir, circulacién constante de todos los serotipos
de DENV durante el periodo estudiado. Solamente el serotipo DENV1 mostré un
descenso progresivo entre 2005 y 2008, pasando de 16% a solo 4%, para luego
incrementarse hasta 12% en 2010 y posicionarse como el segundo serotipo

responsable de los casos de dengue en Aragua.

La distribucion de los serotipos de DENV de acuerdo a los grupos de
edades (Figura 2) mostré que DENV1 y DENV3 afectaron en mayor proporciéon a
pacientes menores de 14 afios, lo cual coincide con los resultados obtenidos por
Espino y colaboradores ®® en un estudio realizado en Maracay en el periodo
2006-2007, donde detectaron la circulacion de los cuatro serotipos, siendo los
menores de 15 afios los mas afectados. En cuanto a la poblacion mayor a esta
edad, el serotipo que causé la mayoria de los casos fue DENV3, lo que
probablemente se deba a que esta poblacion no habia sido expuesta a esta
variante con anterioridad, debido a que su circulacion en Venezuela se reporté en

julio del afio 2000 causando una epidemia en 2001 ©.

Al serotipo DENV3 le sigue muy de cerca DENV1, luego DENV2 y por
altimo DENV4 como los causantes de la enfermedad del dengue en cualquiera de
sus presentaciones clinicas, haciendo manifiesta la hiperendemia en el estado, tal
como se habia mencionado previamente. La circulacion simultanea de los DENV

resulta de especial interés, debido a la asociacion entre determinados serotipos de
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DENV con la severidad de la enfermedad. Por ejemplo, en la regién de las
Américas, la emergencia de la FHD estuvo marcada por dos eventos
epidemioldgicos de gran impacto, la epidemia cubana ocurrida en 1981 @9 y el
segundo brote acaecido en Venezuela entre 1989 y 1990, en ambas situaciones
los casos graves se asociaron a DENV2 ©. Posteriormente, se demostrd el
desplazamiento del genotipo Americano de DENV2 por el genotipo Asiatico del
mismo serotipo y la relacion de éste ultimo con la emergencia de los casos

s (30.31)

severo . Durante la epidemia de dengue de 1998 ocurrida en Aragua

(Venezuela), el riesgo de severidad se relacionoé a las infecciones por DENV2 (32)

En relacion a los procedimientos diagndsticos utilizados, se observdé como
la prueba MAC ELISA permiti6 la identificacion de los casos probables;
adicionalmente, el hecho de observar una mayor positividad en los dias 7 y 8
posterior al inicio de los sintomas sugiere su seroconversion en tales dias y a la
vez la posibilidad de realizar la confirmacion de los casos, siempre y cuando haya
sido posible un prueba negativa a IgM en los primeros cinco dias de la

enfermedad.

Finalmente, luego de analizar la dinamica de los resultados de diagnéstico
de laboratorio, en el estudio se pudo evidenciar un aumento del nimero de casos
a partir del afio 2006 que colaps6 al sistema regional de vigilancia epidemiol6gica
del estado Aragua afectando principalmente al servicio de diagnéstico de
laboratorio debido a que la cantidad de reactivos e insumos fue insuficiente para

cubrir la demanda durante la epidemia.

Estos resultados se basaron en el andlisis de los datos de 58544 pacientes
con sospecha de dengue registrados en la base de datos de LARDIDEV a traves
del sistema regional de vigilancia epidemiolégica del estado Aragua entre 2005 y
2010; por lo tanto, este universo permitio valorar la deteccién de posibles cambios
en la ocurrencia de la enfermedad y en los requerimientos diagnosticos, que
pueden ayudar a mejorar y fortalecer las actividades de vigilancia, prevencion y

control del dengue en la entidad.
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