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RESUMEN

TITULO: Utilidad de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa
(RT-PCR), para la confirmacion de casos de dengue e identificacion del serotipo del virus en
muestras clinicas™.

AUTOR: RICARDO FABIAN FABREGAS CALAO

Palabras clave: Dengue, Vigilancia Epidemiolégica, Diagndstico del dengue, Evaluacion de
Pruebas Diagnésticas, RT-PCR.

Un sistema de vigilancia efectivo para dengue requiere de técnicas de laboratorio rapidas y
confiables que puedan detectar tempranamente la transmision viral para predecir las
epidemias con suficiente anticipacién. En este sentido, la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR) es una alternativa que ha sido utilizada
en sistemas de vigilancia en todo el mundo. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar
el impacto en la confirmacién de casos e identificacion de serotipos al usar la RT-PCR como
parte del programa de vigilancia del dengue en el departamento de Santander. Para esto,
fue necesario evaluar las calidades diagnédsticas de diferentes ensayos RT-PCR respecto al
aislamiento viral como Gold Standard comparandolos ademas con los obtenidos por ELISA
IgM. En el estudio se incluyeron 483 muestras de sueros captadas a través del sistema de
vigilancia epidemioldgica regional. Los resultados sugieren que: El sistema de vigilancia
regional actualmente no permite la adaptacion de otros criterios de vigilancia basados en la
deteccion directa del virus como son el aislamiento viral y la RT-PCR. Ninguno de estos
protocolos RT-PCR ensayados es apropiado para ser utilizado como prueba de diagndstico,
sino que deben utilizarse sélo como prueba confirmatoria, dada su elevada especificidad
(100%). La RT-PCR también puede ser utilizada en la confirmacion de cultivos celulares
infectados, mejorando la sensibilidad del mismo. El uso del ensayo RT-PCR podria mejorar y
confirmar hasta en un 43.75% el diagndstico de casos inconclusos de dengue, lo cual
potencialmente permitiia mejorar la confirmacion de casos. El uso de tecnologias
diagnosticas como la RT-PCR en combinacion con el aislamiento viral y la ELISA IgM,
pueden incrementar la seguridad y sensibilidad del diagnéstico por laboratorio de infecciones
por dengue.

DIRECTOR: JORGE HERNANDEZ TORRES. Ph.D.
Facultad de Ciencias

Escuela de Biologia

Universidad Industrial de Santander (UIS)



ABSTRACT

Utility of Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) for dengue
cases confirmation and identification of the serotype in clinical samples*

AUTHOR: RICARDO FABIAN FABREGAS CALAO

Keywords: Dengue, Epidemiological Surveillance, Dengue Diagnostis, Diagnostic Tests
Evaluation, RT-PCR.

An effective dengue surveillance system requires rapid and reliable laboratory techniques
allowing to the early detection of the viral transmission to predict outbreaks with enough time.
In this way, Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) is an alternative
widely used around the world. The principal goal in this work was to evaluate the impact in
case confirmation and serotype identification by using RT-PCR as a part of the dengue
surveillance program in Santander province. In order to make this possible, it was necessary
to evaluate the diagnostic qualities of different RT-PCR protocols by comparison with the viral
isolation as gold standard and the ELISA IgM assay. In the present study were included 483
serum samples obtained through the regional surveillance system. The results suggest: the
regional surveillance system at present do not permits the adaptation to others surveillance
criterions based in direct virus detection, as the viral isolation and RT-PCR. None of the RT-
PCR protocols has probabilities to be used as a diagnostic test, but only as a confirmatory
test, because of its high specificity (100%). RT-PCR assay could be used in confirming
infected cells cultures improving the viral isolation sensitivity. Use of the RT-PCR assay could
improve and confirm the unfinished serological diagnosis even in 43.75% which potentially
could improve case confirmation. The combination of RT-PCR in combination with viral
isolation and ELISA IgM can increase the diagnostic accuracy and sensitivity in dengue
infections.

DIRECTOR: JORGE HERNANDEZ TORRES. Ph.D.
Sciences Faculty

Biology School

Universidad Industrial de Santander (UIS)



INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad de origen viral causada por cualquiera de los
cuatro serotipos de virus del mismo nombre (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4),
transmitidos a los humanos por la picadura de los mosquitos Aedes aegypti y
Aedes albopictus (Stegomya) (Gubler, 1988). Esta enfermedad puede
manifestarse de una forma leve conocida como Dengue Clasico (DC) o como
una forma mas severa denominada Dengue Hemorragico (DH) (Gubler,

1998; Innis, 1995).

Debido a la carencia de una vacuna y tratamiento farmacolégico especifico
de la enfermedad (WHO, 1997), la vigilancia clinica, seroldgica y virologica
se convierten en las principales herramientas para predecir posibles
epidemias y tomar las medidas de control apropiadas. Este sistema de
vigilancia consiste en la rapida y certera confirmacion de los casos
sospechosos, determinacion de la gravedad del cuadro clinico e
identificacion del serotipo del virus circulante, entre otros (Guzman & Kouri,
1996; WHO, 1997). La identificacion de los serotipos circulantes es

importante teniendo en cuenta que la infeccidn secuencial con serotipos



diferentes es un factor de riesgo para desarrollar DH (Halstead, 1988;

Halstead, 1989).

La vigilancia epidemiolégica del dengue se soporta en procedimientos de
laboratorio especificos. En el departamento de Santander, la confirmacion de
los casos sospechosos se realiza por medio de la deteccion de los
anticuerpos IgM antidengue mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), que mundialmente es el procedimiento mas
comunmente utilizado (WHO, 1997). Este ensayo requiere dos muestras de
suero: una obtenida durante los primeros dias de sintomatologia es decir en
fase aguda o febril, y otra después de 10 dias es decir en fase
convalesciente. El cambio de resultado negativo a positivo, o el incremento
de titulos, entre las dos muestras permite confirmar el caso (Vorndam &

Kuno, 1997).

Cuando no es posible obtener muestras pareadas el resultado del ensayo de
anticuerpos no es concluyente (Gubler & Sather, 1988; Vorndam & Kuno,
1997). En estos casos, una prueba positiva debe interpretarse como un caso
probable y una negativa debe interpretarse de acuerdo al dia en que se hizo
la colecta. Si la colecta se hizo durante la fase convalesciente o afebril de la
enfermedad, debe interpretarse como un caso no-probable de dengue (o no
dengue) y si la colecta se hizo durante la fase febril o aguda, el caso debe

ser considerado como inconcluso por no haber suficiente tiempo para que los
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anticuerpos se eleven a titulos detectables por el ensayo (Vorndam & Kuno,

1997).

La identificacién de los serotipos de virus dengue se realiza mediante varios
procedimientos (Vorndam & Kuno, 1997). El mas utilizado es el aislamiento
del virus en cultivos de lineas celulares provenientes de mosquitos Aedes
albopictus (Singh & Paul, 1969). Las células son infectadas con suero,
plasma o macréfagos del paciente, colectados en la fase febril y se incuban a
temperatura apropiada durante dos semanas para replicacion del virus para
ser finalmente detectados por inmunofluorescencia indirecta, IFI (IPK, 1997).
El éxito del aislamiento depende en gran medida de la manipulacion y

conservacion adecuadas de la muestra que garantizan la viabilidad del virus.

Los mejores resultados se obtienen con sueros procesados el mismo dia de
la colecta y conservados a bajas temperaturas para ser remitidos al
Laboratorio (Chan et al., 1994; Vorndam & Kuno 1997; Yamada et al., 2002),
en el actual sistema de vigilancia, no es posible cumplir con estas
condiciones, pues generalmente las muestras permanecen por largos
periodos de tiempo en las instituciones donde los pacientes son atendidos.
Como consecuencia, disminuye la sensibilidad del procedimiento, que
sumado a la demora inherente al mismo, hace que éste no se considere el
mejor método para diagnéstico del dengue (Kubersky & Rosen, 1977; IPK,

1997; Vorndam & Kuno, 1997).
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Una prueba adicional para superar las dificultades de los métodos
convencionales de laboratorio, es conocida como la reaccion en cadena de la
polimerasa, previa transcripcion reversa, o RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction). La técnica permite detectar RNA viral en una
unica muestra de suero de fase febril, mediante la amplificacion de
fragmentos gendmicos especificos para cada serotipo (Lanciotti, 1992; Morita
et al., 1994; Figueiredo et al., 1998; Deubel, 1990; Gubler, 1998; Rosario et
al., 1998). Los ensayos de amplificacion de PCR pueden detectar un numero
pequefio de moléculas de ARN de dengue entre millones de otras moléculas
de ARN. Al contrario de la amplificacion bioldgica (cultivos celulares) que es
mas limitada, el ARN viral puede amplificarse millones de veces en cuestion
de pocas horas (Mullis & Faloona, 1987; Lanciotti et al., 1992; Harris et al.,

1998).

El presente proyecto de investigacion se desarrollé para evaluar la utilidad de
la técnica de la RT-PCR como soporte al programa de vigilancia del dengue
en el departamento de Santander. Esto, considerando que su
implementacion permitiria la deteccion temprana de un numero mayor de
casos y simultaneamente de mas cepas virales. El disefio del estudio incluye
la seleccion de sueros de pacientes con sospecha clinica de dengue, los
cuales fueron procesados para confirmar la enfermedad y detectar el virus
por métodos convencionales (ELISA-IgM y aislamiento del virus en cultivo

celular) y la RT-PCR.
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ANTECEDENTES

La primera epidemia de dengue registrada ocurrié en Filipinas entre 1953 y
1954, y durante los siguientes 20 afios se convirtié en la primera causa de
hospitalizacion y muerte infantil en la mayoria de los paises del Sudeste
Asiatico. (WHO, 1997; Gubler, 1998). En Latinoamérica, la mayor epidemia
de DH ocurrié en 1981 en Cuba con mas de 344.000 casos de dengue, de
los cuales 10.312 fueron considerados hemorragicos y 158 fatales,
incluyendo 101 nifos (Kouri et al., 1983). Desde esa época se vienen
informando casos esporadicos, epidemias y brotes explosivos de DH en otros

paises de Centroamérica y del Caribe (OPS, 1994).

El dengue en Colombia es considerado una enfermedad endémica cuya tasa
de incidencia ha sido fluctuante con tendencia al incremento. Desde la
aparicion del primer caso de Dengue hemorragico (DH) en diciembre de
1989, en Puerto Berrio (Antioquia), se ha observado en el pais una tendencia
al rapido incremento en el numero de casos, pasando de 1,4 casos por cien
mil habitantes en 1994 a 5.17 casos en 1998 (Ministerio de Salud DE

COLOMBIA, 2002). En 1999 se notificaron 1.102 casos con una tasa de 2.64



por cien mil habitantes. Esta situacion también se presenta con respecto a la
mortalidad, la cual pasé de 0,01 defunciones en 1995 a 0,07 defunciones por
cien mil habitantes en 1997 (Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002). Un
incremento significativo fue nuevamente observado en el 2001 cuando se
presentd una nueva epidemia que registré 54.276 casos (OPS, 1994;
Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002). Adicionalmente, desde la
deteccion del primer caso de dengue hemorragico (DH) en 1989, se ha
observado una tendencia al incremento en los ultimos 6 afos, con tasas de
1.4, 5.17, 2.64 y 13.82 casos por cien mil habitantes, en 1994, 1998, 1999 y

2001, respectivamente (Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002).

Uno de los departamentos mas afectados por el dengue es el Departamento
de Santander, (Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002) entre otras
causas por la cercania con Venezuela donde una re-emergencia similar ha
sido reportada (Salas et al., 1998). De los casi 55.000 casos reportados en el
afio 2001, Santander aport6 el 12% de los casos de DC y el 39.45% de los
casos de DH (Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002). En el mismo afio,
Barrancabermeja y los 4 municipios que conforman el area metropolitana de
Bucaramanga fueron declarados, entre otros, focos hiperendémicos para
dengue (Ministerio de Salud DE COLOMBIA, 2002). En la ciudad de
Bucaramanga y su area metropolitana se han presentado epidemias en
1997-1998 y en el 2001 con aumento de 3.4% a 9.6% en la proporcién de

casos hemorragicos (Ocazionez et al., 2002)
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El monitoreo de los serotipos de virus dengue circulantes en Bucaramanga y
su area metropolitana se inici6 en el Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales de la Universidad Industrial de Santander
(CINTROP-UIS) en Marzo de 1998, en respuesta a la ocurrencia frecuente
de epidemias de dengue en la region. Uno de sus objetivos es contribuir a los
programas de control de enfermedades de importancia en nuestro medio,
liderados por las Secretarias de Salud, haciendo un aporte importante a la

busqueda de soluciones del problema a nivel local.

El laboratorio de virologia CINTROP-UIS, mantiene contacto permanente con
el Laboratorio de Virologia del Center for Disease Control (CDC) en Puerto
Rico, por medio de los Drs. Clark, su Director, y Vordam, Jefe del Laboratorio

de Virologia, quienes han brindado asesoria técnica y suministrado reactivos.

A nivel local, la participacién del Laboratorio de Virologia del Centro en el
programa de vigilancia del dengue, se ha consolidado a través de: a)
desarrollo de la vigilancia virolégica mediante el monitoreo de los serotipos
de virus dengue circulantes, estableciendo convenios anuales con la
Secretaria de Salud Departamental; b) participacidon en la vigilancia
entomoldgica monitoreando la tasa de infeccion de mosquitos Aedes aegyti
mediante convenio establecido con la Secretaria de Salud Municipal y c)
participacion en el programa “Vigilancia de Enfermedades Febriles

emergentes® que actualmente se desarrolla bajo la orientacién del Instituto
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Nacional de Salud de Bogota, para determinar la frecuencia de dengue en

los casos febriles atendidos en diferentes Instituciones de la ciudad.

En vista de la ocurrencia frecuente de epidemias de dengue en el
departamento y las dificultades relacionadas con el soporte del laboratorio de
diagndstico, se hace necesario evaluar nuevos métodos que superen las
dificultades de los convencionales. La técnica de la RT-PCR (Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction) estda siendo usada por
Laboratorios de diagndstico de diferentes paises de América y del Sudeste
Asiatico, donde el dengue es un problema de salud publica (Lanciotti, 1992;
Morita et al., 1994; Figueiredo et al., 1997; Deubel, 1997; Gubler, 1998;
Rosario et al.,, 1998). En Colombia sélo existe un reporte sobre deteccion y
tipificacion del virus dengue por PCR anidada, pero los resultados de
sensibilidad y especificidad obtenidos no son suficientes o satisfactorios

(Jaramillo et al., 2002)

Debido a que el resultado puede obtenerse en el mismo dia, la prueba
establece el diagnodstico tempranamente y por lo tanto puede ser de gran
utilidad para el manejo clinico adecuado del caso, lo que evitaria las
complicaciones, y ademas provee informacion oportuna a los organismos de
salud para definir la magnitud de una epidemia. Igualmente es util para
estudios epidemiolégicos porque posibilita la deteccidn y tipificacion de un

mayor numero de cepas.
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2. OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el impacto en la confirmacion de casos e identificacion de serotipos
al usar la RT-PCR para soporte del programa de vigilancia del dengue en el

departamento de Santander.

ESPECIFICOS

1. Comparar la frecuencia de casos de dengue confirmados por serologia
(anticuerpos IgM) vs. deteccion del virus mediante la RT-PCR, en los

reportados al sistema de vigilancia local.

2. Comparar la sensibilidad de la RT-PCR y del aislamiento viral para
monitorear la circulacion de serotipos de virus dengue en el Departamento de

Santander.

3. Determinar la sensibilidad de dos protocolos de la RT-PCR para detectar

virus dengue.

4. Determinar la temporalidad y frecuencia de serotipos de virus dengue que

circulan en el Departamento de Santander.



3. MARCO CONCEPTUAL

3.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VIRUS DENGUE

Los virus del dengue comprenden un grupo de 4 serotipos denominados
dengue-1 (DEN-1), dengue-2 (DEN-2), dengue-3 (DEN-3) dengue-4 (DEN-4),
los cuales pertenecen al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, donde se
incluyen cerca de 70 virus transmitidos por artrépodos (Westaway & Blok,
1997). Son virus pequenos de aproximadamente 50 nm de diametro con
capside de simetria icosahédrica, rodeada por una envoltura lipoproteica
derivada de la membrana de la célula huésped (Figuras 1 y 2). EI genoma
viral es un RNA de cadena simple de 11 kilobases (Kb) y polaridad positiva

(Henchal & Putnak, 1990).

El andlisis de secuencia de nucledtidos permitié identificar regiones cortas
no-codificantes en los extremos 5 y 3’ y un ORF (Open Reading Frame o
Marco Abierto de Lectura) de ~10 Kb codificando una unica poliproteina
(Henchal & Putnak, 1990). Esta poliproteina es fragmentada por enzimas
virales y celulares originando 10 proteinas, de las cuales 3 denominadas C,

prM-M y E, determinan la estructura del virus y las otras 7 (NS1, NS2A,



NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) participan en la replicacién viral (Henchal &

Putnak, 1990).

Figura 1. llustracion por computador del virus Figura 2. Particulas maduras de virus Dengue-2
dengue que muestra la proteina E. Los tres que se replican en cultivo cellular de cinco dias,
dominios de la proteina se presentan en azul, aumentadas 123.000 veces. Tomado de
verde y amarillo. Tomado de http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/dengue/electron-
ftp://ftp.purdue.edu/pub/uns/kuhn.dengue1.jpeg. micrograph.htm

3.2. MARCADORES DE INFECCION POR VIRUS DENGUE

Luego de que el virus ha infectado un huésped susceptible por un mosquito
infectado, sigue un periodo de incubacion de 3 a 14 dias (4-7 dias promedio)
después del cual, la persona puede experimentar fiebre acompanada de una
variedad de sintomas (WHO, 1997). La viremia se inicia 24 horas antes de la
fiebre y finaliza con la desaparicién de la misma (Innis, 1995; Gubler, 1998).
Estudiando las tasas de aislamiento viral en muestras diarias de pacientes en
fase aguda, se ha demostrado que la maxima viremia se presenta

aproximadamente entre los dias 3 y 4 después del inicio de los sintomas, no
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siendo perceptible después del 5° dia (Kuno, 1994; Vaughn et al., 1997)
(Figura 3). Esta caida del titulo viral esta directamente relacionada con la
temperatura corporal e inversamente con el titulo de anticuerpos circulantes
(Gubler et al., 1981; Vaughn et al.,; 1997) (Figura 4). El final de la viremia
marca el final de la etapa febril y la aparicion de los anticuerpos. Los
anticuerpos IgM e IgG neutralizan virus y como aumentan rapidamente a
medida que la fiebre disminuye, interfieren con la recuperacion del virus a

partir del suero (Gubler et al., 1981; Vaughn et al., 1997) (Figura 3).
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Figura 3. Relaciéon entre los niveles de anticuerpos IgM y el aislamiento viral.
Adaptado de Kuno, 1994

Las personas infectadas con virus dengue desarrollan inicialmente una
respuesta de anticuerpos tipo IgM y posteriormente una respuesta de
anticuerpos IgG. Si el paciente es infectado por primera vez (infeccion

primaria), los anticuerpos IgM se desarrollan rapidamente por lo que estos se
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consideran un buen marcador de infeccion reciente (Kuno, 1994). El titulo de
anticuerpos IgM comienza a subir a niveles detectables desde el 3 dia de
sintomatologia, aunque puede ser detectado un pequefioc numero de
pacientes desde el segundo dia (Kuno, 1994) (Figura 3). Normalmente, en el
tercer dia de enfermedad cerca del 15% de los pacientes desarrollan titulos
detectables, cifra que para el quinto dia aumenta a un 75% (Chungue et al.,
1992). En el 90% de los pacientes la IgM es detectable al sexto dia del inicio
de los sintomas, pero entre los dias 10 y 20 el 99% de los casos son
positivos (Kuno, 1994; WHO, 1997; Gubler et al., 1998; Fabregas et al.,
2002). Una vez detectados, los anticuerpos IgM suben rapidamente,
alcanzan un maximo nivel alrededor de 2 semanas después del inicio de los

sintomas y persisten hasta por 60-90 dias (Figura 4).

Los anticuerpos IgG en infecciones primarias comienzan a aparecer,
usualmente cerca al 10° dia de inicio de sintomas, por lo que no se
consideran marcadores de infeccidon aguda. Los titulos se elevan durante
algunas semanas y luego permanecen detectables por toda la vida por lo que
se consideran marcador de infecciones pasadas (Chungue et al., 1989)
(Figura 4). En infecciones secundarias se encuentran presentes en el suero
en titulos bastante elevados, antes o simultdneamente con la aparicion de los
anticuerpos IgM, inmediatamente después del inicio de la enfermedad.

(Vaughn et al., 1997; Rigau-Pérez et al., 1998) (Figura 4).
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Figura 4. Manifestacion en el tiempo del virus y de los anticuerpos IgM e IgG en personas infectadas por el
virus del dengue. (1?)= Infeccién primaria; (2%)= Infeccion Secundaria. Adaptado de OPS (1994)

Dado que los anticuerpos IgM persisten hasta por 3 meses en algunos
individuos y que los anticuerpos IgG son prevalentes en areas de infeccién
endémica, la presencia de estos anticuerpos por si sola no confirma el caso
de dengue, a menos que se pueda demostrar el cambio en los respectivos
titulos mediante la deteccion de los mismos en muestras pareadas (Vorndam

Y Kuno, 1997; WHO, 1997).

En el caso de infecciones secundarias, con virus de serotipo diferente a la
infeccion primaria, los anticuerpos IgG de reaccion cruzada ("heterotipicos" o
secuenciales) son incapaces de neutralizar el virus y al contrario, aumentan
el numero de macrdéfagos infectados formando complejos anticuerpos-virus

que son internalizados por las células (Halstead et al., 1980; Halstead, 1988).
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Mientras la cinética de la produccién de anticuerpos IgM es similar a la
observada en infecciones primarias, los niveles de estos anticuerpos son
dramaticamente mas bajos en infecciones secundarias y de hecho un
pequeio porcentaje de estos pacientes no alcanza a presentar niveles

perceptibles de estos anticuerpos (Kuno et al., 1991; Gubler & Sather, 1988).

3.3. ASPECTOS CLINICOS Y PATOGENICOS DE LA INFECCION POR

VIRUS DENGUE

La infeccion con virus del dengue puede resultar sin sintomas o como un
sindrome febril indiferenciado leve o a veces fatal (OPS, 1994). La forma leve
se conoce como Dengue Clasico (DC), que se manifiesta con fiebre, cefalea
intensa, dolor retro-orbital, dolores musculares y articulares, con o sin

manifestaciones hemorragicas y trombocitopenia (Nimmannitya, 1999).

Algunos pacientes desarrollan una forma mas severa conocida como Dengue
Hemorragico (DH), caracterizada por aumento de la permeabilidad vascular y
capilar, y trombocitopenia severa (Nimmannitya, 1999; Halstead, 1989).
Estas alteraciones inducen caida de la presion arterial y edemas por
extravasacion del plasma y hemorragias. Cuando el paciente no recibe
oportunamente sustitucion de liquidos se presenta el sindrome del choque
por dengue (SCD), que se manifiesta en derrame pleural, ascitis, edemas,
hipotensidn severa y pérdida del pulso que en algunos casos lleva a la

muerte (Rigau-Pérez et al., 1998; Gubler, 1998; Nimmannitya et al., 1999).
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Varias teorias para explicar los mecanismos patogénicos responsables del
incremento de la permeabilidad vascular observados en DH y SCD han sido
propuestas. Una de ellas es conocida como “Facilitacion Inmunoldgica
Mediada por Anticuerpos”. Esta fue propuesta por Halstead et al., (1980),
quienes sostienen que en el caso de infecciones secundarias con virus de
serotipo diferente a la infeccion primaria, los anticuerpos pre-existentes de
reaccion cruzada ("heterotipicos" o secuenciales) son incapaces de
neutralizar el virus y, al contrario, aumentan el numero de macréfagos
infectados formando complejos anticuerpos-virus que son internalizados por

las células (Figura 5).

Esto se debe a que los complejos virus-anticuerpos son internalizados
rapidamente por las células blanco (macréfagos) mediante la porcion Fc del
anticuerpo receptor que se encuentra en sus membranas (Halstead, 1989;
Chen et al., 1996). Por otro lado, por un mecanismo independiente de los
anticuerpos, las células dendriticas son infectadas precozmente por el virus,
mediante interacciones entre la proteina E y las células blanco que
probablemente constituyen una forma de tropismo tisular (Chen et al., 1996).
Estos fendmenos activan los linfocitos T CD4+ cooperadores y T CD8+
citotoxicos (CTL) que segregan citoquinas capaces, por ejemplo, de lisar los
monocitos infectados. La fagocitosis por los monocitos/macrofagos y la
activacion celular, llevan a la liberacion de algunas citoquinas como el TNF-

alfa y el IFN-gamma. La activacion del complemento y la accion de las
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citoquinas mencionadas, incrementan la permeabilidad capilar provocando

asi el fendbmeno de aumento de la permeabilidad vascular de la FDH/SCD.

(Halstead et al., 1980; Halstead, 1989) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de la patogénesis de la Fiebre del Dengue Hemorragico, FDH. Adaptado de
http://www.umassmed.edu/cidvr/faculty/rothman.cfm?start=0&Alan Rothman, M.D.

Una segunda teoria formulada por Rosen (1977), propone que la severidad
del dengue esta determinada por la virulencia de la cepa. Cambios en el

genoma del virus pueden reflejarse en aumento de la replicacion viral,

llevando a una viremia elevada que resulta en mayor numero de células vy

por lo mismo mas severidad.

Estas dos teorias no son mutuamente excluyentes y hay evidencia

concluyente de que tanto factores virolégicos como factores relacionados con
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la inmunologia del huésped, estan relacionados en la patogénesis de la
forma severa de la enfermedad. Por esta razén, Kurane & Ennis, (1997)
propusieron un modelo de inmunopatogénesis del dengue, basados en estas
hipbtesis. En este se considera que gracias a la facilitacion inmunoldgica y
virulencia de la cepa, se infecta un numero mayor de macréfagos, lo que
conlleva a un elevado incremento de la activacion de células T y B,
resultando en elevados niveles de citoquinas y mediadores quimicos
responsables del aumento de la permeabilidad vascular. Como consecuencia
hay salida de plasma, de proteinas séricas y electrolitos al espacio
extravascular, que resulta en choque hipovolémico. Por tanto, cuanto mayor
numero de células estén infectadas mayor la severidad de la enfermedad

(Kurane et al., 1991; Kurane & ENNIS, 1994; Kurane & Ennis, 1997).

Se han postulado otros factores importantes en la patogénesis de FHD/SCD:
(1) genotipos del virus altamente virulentos, que se replican a altos titulos,
dando por consecuencia el aumento en la respuesta inmunitaria y por ende
el aumento de la enfermedad (Rosen, 1986; Rico-Hesse et al., 1997). (2) una
predisposicidén genética a la enfermedad en ciertas poblaciones (Bravo et al.,
1987; Gubler, 1998), y otros factores de riesgo como la edad (GUZMAN et
al.,, 1984), el sexo (Kouri et al., 1983; Guzman et al., 1984) y la nutricion

(Thisyakorn & Nimmannitya, 1993).

3.4. METODOS DE LABORATORIO PARA LA CONFIRMACION DE

CASOS DE DENGUE E IDENTIFICACION DEL SEROTIPO VIRAL
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Los propésitos de los métodos de Laboratorio son basicamente dos: 1)
Confirmacion de la sospecha clinica para diferenciar el dengue de otras
enfermedades con sintomatologia clinica similar. 2) Detectar y clasificar el
serotipo de virus en muestras de pacientes o en mosquitos, con el fin de
proveer un sistema de vigilancia sobre la circulacion y transmision del virus
en una zona o regiéon determinada (Vordam & Kuno, 1997; WHO, 1997).

Las pruebas para confirmar el caso de dengue se pueden clasificar en tres
grupos: para deteccion de anticuerpos, aislamiento del virus y deteccién del

RNA viral.

3.4.1. Deteccion de Anticuerpos

3.4.1.1. Inhibicién de la Hemaglutinacién (IH). Esta fue durante muchos
afios la prueba de rutina para la confirmacion de los casos (Nagarkatti et al.,
1980). El ensayo requiere muestras pareadas y se basa en la propiedad de
los anticuerpos para inhibir la aglutinacién de globulos rojos de ganso o
humanos, inducida por la glicoproteina de la envoltura viral (Chungue et al.,
1989; Nagarkatti et al., 1980). La mayor desventaja de la prueba es que las
muestras debian ser tratadas con kaolin o acetona para remover los
inhibidores no especificos de la aglutinacion y posteriormente remover las
aglutininas no especificas, por lo que era un ensayo poco practico y dificil de
desarrollar (Nagarkatti et al., 1980; Vorndam & Kuno, 1997). Otra desventaja

es la carencia de especificidad, que generalmente hacia imposible la
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identificacion del serotipo infectante. Sin embargo algunos pacientes con
infecciones primarias presentan una respuesta monotipica que generalmente

se correlaciona con el serotipo aislado (Gubler & Sather, 1988).

3.4.1.2. Elisa de captura. El ensayo de ELISA de captura es la técnica mas
utilizada para detectar anticuerpos dada su sensibilidad, rapidez y posibilidad
de procesar un gran numero de muestras (OPS, 1994). Los anticuerpos
presentes en el suero son capturados en microplacas cubiertas con un anti-
anticuerpo y luego se ponen en contacto con antigeno de los 4 serotipos de
virus dengue. El complejo es detectado usando un anticuerpo anti-dengue
marcado con una enzima oxidasa. La aparicion de color como resultado de la
reaccion enzimatica indica una reaccion positiva (Vordam & Kuno, 1997).
Estos ensayos puede detectar anticuerpos IgM e IgG. Se han desarrollado
protocolos ELISA-IgG, con una sensibilidad de 83.9 - 96.7% para los cuatro
serotipos y Kits para la deteccion de anticuerpos IgM con un 85.5 - 98.4% de

sensibilidad (Branch & Levett, 1999; Chungue et al., 1989)

El ELISA-IgM es la técnica de rutina utilizada para confirmar infecciones
recientes por virus dengue (OPS, 1994), ya que la deteccidén de anticuerpos
IgM son indicio de infeccion reciente (Vaughn et al., 1997). El factor critico de
la prueba es la interpretacién del resultado en relacidon con el dia de la toma
de la muestra, luego de inicio de los sintomas (Vordam & Kuno, 1997; Gubler
& Sather, 1988). Con muestras tomadas en los primeros 5 dias pueden dar

resultados falsos negativos, debido a insuficiencia de tiempo para sintesis de
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anticuerpos a titulos detectables. Por lo tanto, los resultados negativos en
este periodo deberan ser considerados como indeterminados o inconclusos y
una segunda muestra durante la convalecencia debera ser colectada para
observar seroconversion o aumento de 4 veces en el titulo de anticuerpos

(Vordam & Kuno, 1997; Kuno, 1994; WHO, 1997).

Después del 5° dia de sintomas los resultados negativos pueden ser
interpretados como ausencia de infeccion por virus dengue (Kuno, 1994;
Vordam & Kuno, 1997). Recientemente se ha demostrado la utilidad de la
saliva para la detecciéon de anticuerpos IgM e IgG antidengue. Se han
observado niveles relativamente comparables a los observados en el suero
de los pacientes utiles para el diagndstico de la infeccion (Cuzzubbo et al.,

1998)

3.4.2. Aislamiento del virus de suero 6 sangre infectada

El éxito del aislamiento viral depende en gran medida de las condiciones en
que se realice la manipulacion y el transporte de las muestras, por lo que se
debe garantizar que lleguen rapidamente y en buenas condiciones de
temperatura al laboratorio. Para asegurar esto, es conveniente cumplir con

requerimientos estrictos que incluyen (Vorndam & Kuno, 1997; WHO, 1997):

e A todos los pacientes con sospecha clinica de infeccion por dengue debe

tomarseles una muestra de sangre venosa en frascos estériles libres de
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aditivos, preservativos o anticoagulantes como la heparina y rotularse
cuidadosamente con los datos de identificacion.

e |a separacion del suero del coagulo debe ser realizada en el mismo dia
de obtencién de la muestra y asépticamente.

e Las muestras deben ser colectadas maximo antes del 3er dia después
del inicio de los sintomas, momento en el que se desarrolla la maxima
viremia (Vaughn et al., 1997).

e La muestra debe ser enviada al Laboratorio dentro de las 24 horas
siguientes a su colecta, o en su defecto ser almacenada a —70 °C
(Guzman & Vazquez, 2002), evitando las congelaciones vy
descongelaciones, para la preservacion del virus y mayor éxito de

aislamiento.

3.4.2.1. Inoculaciéon en raton lactante. La inoculacion intracraneal en
ratones lactantes fué el método original para el aislamiento del virus dengue
y actualmente es considerado el método menos sensible (Guzman et al.,
1984; Guzman & Kouri, 1996). Surgié en la década de los 40. Consiste en
inocular por via intracerebral, ratones de 1 o 2 dias de edad con 20 ul de
muestra de suero, observandolos durante 3-4 semanas para identificar
sintomas de encefalitis y paralisis (Boonpucknavig et al., 1981). Este método
tiene la desventaja de que algunas cepas del virus no producen enfermedad

en el ratén, por lo que es necesario hacer pases ciegos (Guzman et al,,
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1984). Es considerado dispendioso y de baja sensibilidad si se compara con

otras técnicas (Vorndam & Kuno, 1997; Innis, 1995; Guzman et al., 1984).

3.4.2.2. Inoculaciéon intratoraxica de mosquitos. Este método se
desarrollé en los afios 70 y revoluciond el aislamiento del virus del dengue
(Guzman & Kouri, 1996). Es el procedimiento mas sensible y practico para
aquellos laboratorios que pueden disponer de un insectario (Rosen & Gubler,
1974). Los mosquitos adultos o larvas son inoculados intratoraxicamente con
una muestra de suero o extracto de tejido usando un capilar de vidrio.
Después de 12 dias la presencia del virus puede identificarse usando
Inmunofluorescencia o ELISA (Kuno, 1990), o mediante la RT-PCR
(Chungue et al., 1993; Harris et al., 1998; Chow et al., 1998). Con este
procedimiento se han obtenido buenos resultados usando las especies de
mosquitos Aedes albopictus o A. Aegypti, Toxorhynchites splendens y Tx.
Amboniensis, estos ultimos con la ventaja de que no son hematdfagos

(Rosen & Gubler, 1974; Vorndam & Kuno, 1997).

Bajo condiciones Optimas de tratamiento de las muestras se obtienen tasas
de aislamiento hasta del 98% con relacion a la confirmacion serologica
(Vaughn et al., 1997). Las desventajas de este método son el alto costo que
supone el montaje del insectario, el tiempo para obtener un resultado y los

riesgos biologicos que supone mantener zancudos infectados.
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3.4.2.3. Aislamiento en cultivos celulares. Dadas las desventajas de los
métodos anteriores surgié el aislamiento en cultivos de células inicialmente
en lineas celulares de mamifero como BHK-21, VERO y LLCMK2 (Vorndam
& Kuno, 1997). Sin embargo estudios realizados establecieron que aunque la
sensibilidad de estos cultivos era generalmente mayor que la obtenida con la
inoculacion intracraneal de ratones, no superaba la inoculaciéon en mosquitos
(Rosen & Gubler, 1974). Esto originé la creacion de lineas celulares de

mosquitos

La demostracion de Singh y Paul en 1969 de que los 4 serotipos podian ser
multiplicados en una linea celular obtenida a partir de larvas de mosquitos
Aedes albopictus, representd un avance en el aislamiento de este virus
(Singh & Paul, 1969). A partir de estos hallazgos, otras lineas celulares de
mosquitos se han desarrollado como la AP-61 proveniente de Aedes
pseudoscutellaris (Varma et al, 1974) TRA-284 de Toxorhynchites
amboinensis, (Kuno et al., 1985) y C6/36 HT derivado del mosquito Aedes

Albopictus (Tesh, 1979).

La linea C6/36 es la mas utilizada por todos los Laboratorios de diagnostico,
por su facilidad de mantenimiento, estabilidad y sensibilidad. (Vorndam &
Kuno, 1997). Para el aislamiento, las monocapas celulares crecidas en tubos
de plastico o vidrio son infectadas con la muestra e incubadas hasta por 14
dias para replicacion del virus. La identificacion del serotipo se realiza por

Inmunofluorescencia independientemente de la aparicion de efecto citopatico
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(Kubersky & Rosen, 1977; IPK, 1997). Se han reportado tasas de aislamiento
del 36% de positividad sobre los casos confirmados por serologia (Kuno et
al., 1985). Sin embargo, este sistema sigue siendo menos sensible que la

inoculacién intratoraxica de mosquitos (Vorndam & Kuno, 1997).

En general, el principal problema asociado con la identificacion de los virus
del dengue en los cultivos celulares es la pobre replicacién del virus. Por tal
razon, la identificacion en la siembra primaria es en algunos casos imposible,
por lo que se necesitan 1 o 2 pases en el mismo sistema celular con el

objetivo de incrementar la concentracion viral (Soler et al., 1985).

La sensibilidad del aislamiento viral en cultivo de células también varia con la
calidad de la muestra. En sueros colectados a través de un sistema de
vigilancia establecido, los aislamientos son exitosos en 5% (Ocazionez et al.,
2002) hasta 36% (Vorndam & Kuno, 1997) de los casos. Cuando el suero es
procesado en las 6 horas siguientes a su colecta, el virus puede aislarse del
87.5 a 100% de los casos (Vorndam & Kuno, 1997). Ademas, el dia en que la
muestra fue obtenida y la temperatura a la que la muestra fue almacenada,
influyen significativamente en el éxito del aislamiento. Los mejores resultados
en sueros almacenados, se obtienen con sueros de 2° y 3° dia de sintomas
que son almacenados a —70 °C (Yamada et al., 2002). Los cambios de
temperatura alteran la conformacion estructural del virus y por lo mismo la
posibilidad de unirse al receptor celular (Chan et al., 1994; De Paula et al.,

2001; Yamada et al., 2002).
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Los inconvenientes del aislamiento en cultivo de células son: a) el suero es
citotoxico para la linea celular por lo que la muestra de suero debe ser
aplicado al tubo de cultivo con la mas baja dilucion posible para evitar el
desprendimiento de la monocapa celular (Kuno et al, 1985); b) Los
anticuerpos IgM e IgG, neutralizan el virus, interfiriendo con su recuperacion
a partir del suero (Vaughn et al., 1997) (Figura 2); c) la confirmacion del caso
toma alrededor de dos semanas (Tesh, 1979; Kuno et al., 1985; Kubersky &
Rosen, 1977); d) la baja sensibilidad del método cuando la obtencion de las
muestras no depende directamente del laboratorio que practica el ensayo

(De Paula et al., 2001; Yamada et al., 2002).

3.4.3. Deteccion del RNA viral

Dado que los métodos convencionales presentan problemas relacionados
con dificultades técnicas, sensibilidad, demora en la obtencion de los
resultados y dependencia de dos muestras, surgieron técnicas moleculares
para la deteccion de virus dengue. El primer ensayo, fue la hibridizacion de
RNA extraido de sobrenadantes de cultivos celulares y mosquitos infectados,
con sondas radioactivas (Henchal et al., 1987) y no radioactivas (Khan et al.,
1987). Aunque con las primeras fue mas sensible, el ensayo mostré no ser
muy util para identificacion directa del virus en muestras clinicas, a menos
que la muestra se someta a una previa amplificacién (Henchal et al., 1987,

Deubel et al., 1990). Dada la baja sensibilidad, esta técnica no fue evaluada
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extensivamente para aplicaciones diagndsticas. Como consecuencia, surgio
una nueva aproximacion mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR).

3.4.3.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polimerase Chain
Reaction, PCR). La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), fue
inventada en 1987 y es el método de amplificacion de acidos nucléicos mas

utilizado y mejor desarrollado (Mullis & Faloona, 1987).

La técnica incluye ciclos repetidos de amplificacion de secuencias
nucleotidicas seleccionadas y cada ciclo consta de tres pasos:
desnaturalizacidon del DNA, en el cual las cadenas son separadas; alineacion,
en la cual a baja temperatura se une a los iniciadores o primers especificos a
la secuencia seleccionada y finalmente, la fase de extension, en la cual la
enzima DNA Polimerasa extiende las secuencias entre los primers. Después
de cada ciclo la cantidad de DNA tedricamente se duplica exponencialmente
de forma que la cantidad inicial de muestra puede aumentarse a cualquier
cantidad requerida (Saiki et al., 1988). Todo el proceso es desarrollado en un
termociclador automatico y posteriormente los productos de la reaccion son
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa y coloracién con

bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).
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3.4.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion

Reversa (Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction, RT-PCR).

Se han desarrollado numerosas modificaciones del procedimiento estandar
de la PCR algunas de éstas modificaciones han expandido la capacidad
diagndstica de la PCR. Una de ellas es la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa con Transcripcidon Reversa (RT-PCR), que ha posibilitado la
deteccion de blancos de RNA como virus RNA (Kuno, 1988). En este caso, el
RNA es primero convertido en DNA o DNA complementario (cDNA) por la
accién de la enzima transcriptasa reversa (RT), para después ser amplificado

por PCR (Sambrook et al., 1989) (Figura 6).

Transcripcion inversa PCR
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Figura 6. Modelo basico de la técnica de amplificacion RT-PCR
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Es importante tener en cuenta que la maxima conversion del RNA en cDNA
es critica para el éxito del ensayo, de manera que este ultimo pueda servir
como sustrato para los pasos de amplificacion. Para esto es crucial la
seleccidon de las enzimas y de los primers y las diferentes posibilidades de
iniciar la reaccion de sintesis del cDNA (Sambrook et al., 1989; Cha & Thilly,

1995).

Las enzimas utilizadas en la RT-PCR son DNA Polimerasas obtenidas de
bacterias y transcriptasas reversas obtenidas de retrovirus. Entre las
primeras, se encuentra la Amplitaqg Gold DNA Polimerasa (Applied
Biosystems), que es una enzima geneéticamente mejorada de la Tag DNA
Polimerasa originalmente purificada de Thermus aquaticus (Saiki & Gelfand,
1989). Existe una gran variedad de enzimas transcriptasas reversa utiles
para la sintesis del cDNA. Entre estas se incluyen la AMV-RT, la MuLV-RT,
la RAV-2 y las enzimas termoestables Tth y Tfl (Dieffenbach & Dvsksler,

1995).

La AMV RT es una enzima purificada del virus de la mieloblastosis aviar,
conformada por dos polipéptidos encargados de la actividad DNA polimerasa
dependiente de RNA y de una fuerte actividad RNasa H'. Esta enzima trabaja
mas eficientemente a pH de 8.3 y entre 42 - 55 °C, lo cual ayuda a eliminar
problemas asociados con estructuras secundarias presentes en la muestra

(Dieffenbach & Dvsksler, 1995).

46



La enzima MuLV-RT es una transcriptasa reversa aislada del virus de la
leucemia murina. Trabaja mas eficientemente a pH 7.6 y esta conformada
por un solo polipéptido que tiene actividad de polimerizacién y de RNasa H’
comparativamente menor a la AMV-RT (Dieffenbach & Dvsksler, 1995). Esta
débil actividad RNasa es una ventaja cuando la meta es sintetizar cDNA a
partir de largas secuencias de RNA. También hay dos mutantes RNasa H™ de
esta enzima, conocidos como SuperScript y SuperScript Il que han sido
usados exitosamente en reacciones de RT-PCR (Dieffenbach & Dvsksler,
1995). La RAV-2, es una enzima purificada del virus del sarcoma de Rous y
tiene propiedades similares a las de la AMV-RT, mostrado un buen

desempefio en reacciones RT-PCR (Kuno et al., 1998).

Una enzima capaz de realizar transcripcion reversa y polimerizacion del ADN
es la Tth polimerasa derivada de la bacteria Thermus thermophilus (Perkin-
Elmer), que es dependiente de DNA y RNA. Las reacciones son posibles
mediante el uso de un buffer con Bicina en presencia de iones Mn** que son
compatibles con la transcripcion inversa y con la PCR. Esta enzima tiene una
vida media de 20 min a 95 °C tiempo suficiente para realizar mas de 30 ciclos
de amplificacién a mas de 70 °C (Myers & Gelfand, 1991; Chiocchia & Smith,

1997).

La eleccion de los primers para la sintesis del cDNA depende en gran
medida de la aplicacion especifica de la RT-PCR. La especificidad de cada

primer influye directamente en la cantidad de cDNA sintetizado. La sintesis
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del cDNA puede hacerse usando tres diferentes tipos de primers
(Dieffenbach & Dvsksler, 1995). El primer tipo son los “random hexamers”
que son oligonucledtidos de 6 a 10 pb usados cuando un RNA es
particularmente dificil de copiar en su totalidad, debido a la presencia de
secuencias que impiden la transcripcion completa de la hebra. Con estos
primers todas las secuencias de RNA presentes en la poblacion sirven como
muestra en la sintesis del cDNA inicial y la especificidad de la reaccién
dependera de los primers de la PCR. Para maximizar la cantidad de cDNA
sintetizado usando random hexamers, la tasa de primers/RNA debe
determinarse empiricamente con cada RNA preparado (Dieffenbach &

Dvsksler, 1995).

Un segundo tipo de primers son los oligonucledtidos complementarios a la
secuencia del RNA blanco. Como la reacciéon de PCR utiliza dos primers
especificos, la sintesis del cDNA inicial puede desarrollarse usando el primer
que hibridiza en el extremo 3’ del RNA. La ventaja de usar este primer es que
s6lo el cDNA esperado es producido, lo cual aumenta la especificidad en la
PCR (Dieffenbach & Dvsksler, 1995). El tercer tipo de primers son los
Oligonucledtidos (dT), que se usan cuando el RNA a amplificar es del tipo
MRNA, pues éstos hibridizan con las colas poli (A) presentes en los extremos

3’ (Frohman et al., 1988).
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3.4.3.3. Estrategias para la amplificaciéon por RT-PCR. Estas estrategias
pueden ser definidas de acuerdo al numero de enzimas y segun el protocolo

de amplificacién de la siguiente forma (Cuadro 1):

Cuadro 1. Estrategias para la amplificacion por RT-PCR

Segun el nimero de enzimas: Segun el protocolo de amplificaciéon
RT-PCR con dos enzimas RT-PCR Multiprimer
RT-PCR con una enzima Nested RT-PCR

3.4.3.3.1. RT-PCR con dos enzimas. En este procedimiento se utiliza una
enzima transcriptasa reversa y una DNA polimerasa en un ensayo de dos
etapas. La primera etapa es la transcripcion reversa donde la sintesis de
cDNA se desarrolla utilizando el tampdn y temperatura especificos para la
transcriptasa. Para la segunda etapa, las condiciones de reaccion se
modifican para asegurar la amplificacion del cDNA por la DNA polimersa,
utilizando un segundo tampodn y otras condiciones de procesamiento de las
muestras (Sambrook et al., 1989; Dieffenbach & Dvsksler, 1995). La RT-PCR
con 2 enzimas presenta dos grandes ventajas: la primera es que el cDNA
obtenido en un solo ensayo puede ser usado para desarrollar variedad de
ensayos de amplificacion, usando diferentes primers para secuencias
diversas. Estos productos amplificados se pueden emplear para diversos
propdsitos como clonaje, secuenciamiento, etc. La segunda ventaja es que

ofrece una mayor eficiencia de la amplificacién, y por lo mismo mayor
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sensibilidad, considerando que se asegura al maximo la actividad enzimatica
al suministrar las condiciones iénicas y de temperatura para cada una de
ellas. La principal desventaja de este método es que se incrementan el
riesgo de contaminacion y de falsos positivos, debido a la manipulacién,
especialmente cuando se analiza un numero grande de muestras

simultaneamente (Dieffenbach & Dvsksler, 1995).

3.4.3.3.2. RT-PCR de una enzima. A diferencia del anterior, en este ensayo
se utiliza una unica enzima DNA polimerasa con actividad de transcriptasa
reversa y estable a temperaturas mayores de 70 °C. Esta enzima es la rTth

(Thermus thermophilus) DNA polimerasa.

Las ventajas de usar rTth son significativas: Aumenta el rendimiento y la
especificidad de la reaccidon, ya que ésta se desarrolla a mas de 70 °C
posibilitando el uso de primers con una T, superior y ademas eliminando los
problemas relacionados con estructuras secundarias del RNA (Dieffenbach
& Dvsksler, 1995). Otra ventaja es que al haber un solo tipo de buffer, se
reducen significativamente el tiempo de manipulacion de las muestras y la
probabilidad de contaminacion de las mismas. También hay evidencias de
que las reacciones que utilizan la enzima Tth son mas resistentes a
inhibidores presentes en muestras biolégicas u otros como residuos de fenol

presentes en la muestra (Poddar et al., 1998).
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El principal inconveniente de este método es que no es tan sensible como el
de dos enzimas debido a que la actividad enzimatica de la Tth polimerasa es

menor comparada con la Taq polimerasa (Dieffenbach & Dvsksler, 1995).

3.4.3.3.3. RT-PCR Multiprimer. Es una técnica de amplificacion en la cual
se utilizan varios sets de primers en un mismo tubo de reaccion para
amplificar distintos blancos especificos potencialmente presentes en la
muestra. De esta forma una sola mezcla de reaccion puede amplificar mas
de una secuencia de acido nucleico (Kuno, 1998). Una de las desventajas de
la técnica es la gran competicion entre los primers, lo que disminuye la
eficiencia y aumenta la posibilidad de amplificar falsos negativos. En la PCR
multiprimer el costo de los reactivos y su tiempo de preparacién son mucho
menores que en un sistema de PCR uniplex para amplificar varios blancos.
Esto constituye una ventaja si se trata de procesar muestras para diagnodstico

a gran escala (Dieffenbach & Dvsksler, 1995; Cusi et al., 1994).

3.43.3.4. RT-PCR Anidada (Nested PCR). Consiste en detectar un
fragmento del genoma del virus comun a los cuatro serotipos mediante RT-
PCR con dos enzimas en un mismo tubo (primera ronda o RT-PCR
Universal). La identificacion del serotipo se hace con otra PCR (de anidacion)
y los primers antisentido especificos para cada uno de los cuatro serotipos
del virus dengue que pueden ser facilmente distinguidos mediante
electroforesis (Segunda Ronda o RT-PCR de anidacién) (Harris et al., 1998;

Rosario et al., 1998). Esta estrategia es aconsejable cuando hay problemas
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relacionados con la cantidad y calidad de la muestra a amplificar, porque
aumenta la sensibilidad debido al doble proceso de amplificacion (Elrich et
al., 1991; Dieffenbach & Dvsksler, 1995). La principal desventaja de este
procedimiento es que los dos procesos de amplificacion aumentan el costo y
tiempo necesarios para obtener los resultados (Harris et al., 1998;

Dieffenbach & Dvsksler, 1995).

3.5. EVALUACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

La base de la evaluacion de pruebas yace en estimar las probabilidades de
los resultados o ciertas combinaciones de estas probabilidades. Aqui se
incluyen los descriptores sensibilidad, especificidad, los valores predictivos y
la eficiencia (Kraemer, 1992). Existen tres diferentes tipos de muestreo
denominados muestreo de corte transversal, muestreo prospectivo y
muestreo retrospectivo (Kraemer, 1992). Estos muestreos pueden ser
utilizados para evaluar una prueba comparada con un diagndstico de
referencia y definen la manera de calcular los valores de sensibilidad,
especificidad y los valores predictivos sin ningun sesgo (Kraemer, 1992;

Orozco & Camargo, 1997).

En el muestreo de corte transversal, a todos los sospechosos de la entidad
en estudio se les practica, en forma independiente, el diagndstico y la prueba

que se esta evaluando. Es decir, en una muestra de (Np) individuos
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representativos de la poblacién, se realizan (Ny) diagndsticos y en forma

independiente Ny pruebas (Orozco & Camargo, 1997).

En el muestreo prospectivo, a todos los individuos de la muestra
representativa de la poblacién (Ny) se les realiza la prueba, asi obtenemos Q
y Q (Complemento de Q), de manera directa sin sesgo y a una muestra
aleatoria (N1) de positivos y (N2) de negativos en la prueba, se les realiza el
diagnéstico. De nuevo: (Nq) + (N2) < (No), (Kraemer, 1992; Orozco &
Camargo, 1997). La proporcién de diagndsticos positivos entre los positivos
en la prueba (N4) es el VPP y la proporcion de diagndsticos negativos entre
los negativos en la prueba (N2) es el VPN. En este tipo de muestreo, el nivel
de la prueba Q, su complemento Q' y los valores predictivos positivo y
negativo VPP y VPN, son los unicos datos sin sesgo que se pueden obtener
directamente con este tipo de muestreo. Por definicion, (N1) + (N2) < (Nop), lo

cual disminuye costos y riesgos (Kraemer, 1992; Orozco & Camargo, 1997).

En el muestreo retrospectivo, a todos los individuos de la muestra
representativa de la poblacién Ny se le realiza el diagnéstico, con lo cual
obtenemos P y P’ sin sesgo. De los individuos con diagndstico positivo, se
toma una muestra aleatoria (N4) y de los individuos con diagndstico negativo
se toma una muestra aleatoria (N2) y a estas dos muestras se les aplica la
prueba que se va a evaluar. En este tipo de muestreo, la sensibilidad y la
especificidad son valores condicionales que describen el comportamiento de

la prueba en relacion con el diagnostico. Los estimadores S y E no presentan
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sesgo y junto con P y P’ son la Unicas probabilidades que podemos calcular
directamente de los datos obtenidos. De nuevo: (N4) + (N2) < (Np), con lo que

se disminuyen costos y riesgos (Kraemer, 1992; Orozco & Camargo, 1997).

De acuerdo al muestreo retrospectivo, los calculos correspondientes son

(Kraemer, 1992; Orozco & Camargo, 1997):

Prevalencia (P): es el nivel del diagnéstico y equivale a la proporcién de
diagndsticos positivos. Al especificar una poblacién la prevalencia es el punto
de importancia. Cabe aclarar que aqui, el término prevalencia no hace
referencia a la prevalencia del desorden en la poblacién, sino a la
prevalencia de diagnosticos positivos en la poblacion. De hecho, esta
prevalencia puede cambiar dramaticamente dentro de la misma poblacién

s6lo cambiando el criterio diagnodstico.

Complemento de P (P’): hace referencia a la proporcion de diagndsticos

negativos.

Sensibilidad (S): es la proporcién de pacientes con un diagndéstico positivo
que tienen un resultado positivo con la prueba ensayada.
Para obtener la S basta con calcular la proporcién de individuos con prueba

positiva entre los individuos con diagnostico positivo.

54



Especificidad (E): Es la proporcion de pacientes con un diagndstico
negativo que tenga un resultado negativo con la prueba ensayada. Para
obtener la E basta con calcular la proporcion de individuos con prueba

negativa entre los individuos con diagndstico negativo.

Una fuerte correspondencia entre una prueba y un diagndstico clinicamente
valido, demuestra que la prueba es un indicador valido para determinar la
presencia del desorden. Por otro lado, una débil correspondencia entre la
prueba y el diagndstico presumiblemente valido sugiere debilidad o invalidez

de la prueba.

Con la S, E y P es posible calcular los VP, FN, FP y VN, que son los cuatro
posibles resultados al diagnosticar y probar una técnica en un paciente o

muestra en particular (Kraemer, 1992; Orozco & Camargo, 1997):

Verdaderos Positivos (VP): cuando los resultados del diagnostico y de la
prueba son positivos:

VP=PxS

Falsos Negativos (FN): cuando el resultado del diagndstico es positivo y la

prueba es negativa:

FN=Px(1-8)
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Falsos Positivos (FP): cuando el resultado del diagndstico es negativo y la
prueba es positiva:

FP=P x (1-E)

Verdaderos Negativos (VN): cuando los resultados del diagnéstico y de la
prueba son negativos:

VN=P xE

Con estos datos podemos calcular indirectamente Q y los VPP y VPN

(Kraemer, 1992; Orozco & Camargo, 1997):

Nivel de la prueba (Q): equivale a la proporcion de pruebas positivas.

Q=(PxS)+ (P x(1-E))

Complemento de Q (Q’): hace referencia a la proporcion de pruebas

negativas.

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad de tener un diagnéstico
positivo entre los casos que tienen una prueba positiva:

VPP=PxS/Q

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad de tener un diagnéstico

negativo entre aquellos casos con prueba negativa:
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VPN=P' xE/Q

Los valores predictivos son probabilidades condicionales que describen el

comportamiento del diagndstico en relacion con la prueba.

Eficiencia (EF): se define como la probabilidad de acuerdo entre la prueba
ensayada y el diagnostico.

EF = VP + VN /No

Todo reporte de sensibilidad y especificidad de una prueba debe estar
acompanado de sus respectivos indices de calidad k(1,0) y k(0,0) también
son conocidos como coeficientes kappa ponderado y son los que ponderan
los resultados de sensibilidad y especificidad de acuerdo al nivel de la prueba
(Kraemer, 1992).

k(1,00=(S-Q)/Q k(0,0) = (E-Q)/Q

3.6. DEFINICION DE TERMINOS

e Caso Sospechoso: aquellos que segun criterio médico padecian la
enfermedad, es decir casos febriles con algun padecimiento osteo-
muscular y/o hemorragico al momento de la consulta, pero sin foco de

infeccion aparente.
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Caso Inconcluso: fueron aquellos casos sospechosos con resultado
negativo del ELISA-IgM en suero colectado hasta el 5° dia de sintomas y
con ensayo de aislamiento viral negativo.

Caso Probable: aquellos casos sospechosos con resultado positivo del
ELISA-IgM en suero no pareado y con ensayo de aislamiento viral
negativo.

Muestra clinica: es todo aquel suero obtenido de un paciente
sospechoso de dengue.

Muestra o caso confirmado de dengue: es aquella muestra o suero de
paciente sospechoso, en la que se demostro la existencia de virus al
presentar ensayo de aislamiento viral positivo.

Sobrenadante: es el medio de crecimiento de un cultivo celular que ha
sido exitosamente infectado con el virus. Este contiene el virus en
abundancia y es la forma de almacenar y preservar las diferentes cepas
aisladas.

Virus o cepas de referencia: normalmente son sobrenadantes de cepas

utilizadas como control o para almacenamiento.
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4. MATERIALES Y METODOS DE LABORATORIO

4.1. TIPO DE ESTUDIO

Adaptacion de tecnologia, Evaluacion de tecnologia diagndstica.

4.2. POBLACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero utilizadas en este trabajo, fueron captadas por el
sistema de Vvigilancia epidemiolégica de la Secretaria de Salud
Departamental, entre 1999 y 2002 y tomadas durante la fase febril en el
momento de consulta del paciente. La colecta de sangre y obtencién del
suero fueron realizadas en la institucion de origen y por su propio personal.
Las muestras fueron regularmente remitidas de las diferentes instituciones de
salud publica y privada de todo el departamento, al laboratorio de referencia
de la Secretaria de Salud Departamental (Laboratorio Departamental de
Salud Publica, LDSP). Todas las muestras debian presentar ficha clinico-

epidemiologica que contiene datos epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio.

Las muestras fueron seleccionadas entre las que ya se encontraban

almacenadas en el laboratorio al inicio del estudio y de las que se seguian



captando por el sistema de vigilancia virolégica, teniendo en cuenta los

siguientes criterios de inclusion y de exclusion:

4.2.1. Criterios de inclusion.

. Caso con sospechosa clinica de dengue, con ensayo de anticuerpos
IgM y ensayo de aislamiento viral, cuya muestra haya sido tomada dentro de
los cinco primeros dias de fiebre.

. Caso fatal de dengue con ensayo de anticuerpos IgM y ensayo de
aislamiento viral independientemente de los resultados obtenidos en estos

ensayos.

4.2.2. Criterios de exclusion:

. Presentar mas de cinco (5) dias de enfermedad febril al momento de
la consulta médica o algun foco de infeccidn aparente segun la informacién
relacionada en la ficha clinica (ej: otitis media, neumonia, meningitis, anemia,

alguna enfermedad cronica o signos vitales inestables).

4.3. TIPO DE MUESTREO

Muestreo retrospectivo.
Este tipo de muestreo fue el mas indicado, ya que en el momento de iniciar la
investigacion, existian en el laboratorio de virologia del CINTROP muchas

muestras de suero a las que se les habia practicado el ensayo de
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aislamiento viral. Las muestras para analisis, con aislamiento viral negativo
fueron escogidas aleatoriamente del total de muestras con aislamiento viral

negativo.

4.4. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En el laboratorio del CINTROP, las muestras fueron rotuladas con un cédigo
interno que consta de los dos ultimos numeros del afio de captacién y el
consecutivo del orden de entrada al laboratorio. Por ejemplo, la muestra 00-
020: muestra numero veinte captada por el laboratorio en el afio 2000. Las
muestras podian ser procesadas de inmediato o se almacenaban en viales
estériles a —70 °C hasta procesarlas para intentos de aislamiento viral y RT-
PCR. Todos los procedimientos, inventarios y datos adicionales eran
registradosde forma inmediata y manual. Como una forma evitar el sego que
pudiera surgir por conocer el diagndstico de las muestras a ensayar, la
escogencia de las mismas y el desarrollo de los subsecuentes ensayos
fueron llevados a cabo por personal diferente en el laboratorio (Kraemer,

1992).

4.5. CONTROLES

Estos fueron los controles utilizados durante la estandarizacion y el

procesamiento de muestras por la técnica de RT-PCR:
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Positivo: sobrenadante de cultivos celulares C6/36 infectados con cada uno
de los 4 serotipos de virus dengue y suero de pacientes de donde el virus fue

previamente aislado en cultivo.

Negativo: sobrenadante de cultivos celulares no infectados y suero de

individuo sano.

De reaccion: contiene todos los componentes de la mezcla de reacciéon a

excepcion de la muestra que era reemplazada por agua.

De extraccidon: muestra negativa a la cual se le realiza todo el proceso de
purificacion de acido nucleico y PCR. No debe aparecer ninguna banda de

amplificacion a nivel de este control.

Control de Inhibicion: consiste en adicionar RNA viral al acido nucleico

purificado de una muestra negativa, de existir algun inhibidor de la actividad

de la polimerasa de DNA la banda esperada no aparecera.

4.6. DISENO METODOLOGICO

En la figura 7 se presenta un resumen del disefio metodoldgico.
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Figura 7. Disefio metodolégico
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4.7. SELECCION DEL ESTANDAR DE ORO (GOLD STANDARD)

En este estudio, todas las muestras fueron diagnosticadas al momento de la
consulta médica como casos de dengue por el personal médico de las

diferentes instituciones de salud.

Dado que sélo se contaba con una muestra de suero de fase aguda de cada
paciente, el resultado positivo o negativo del ensayo de anticuerpos IgM no
podia considerarse como un resultado concluyente, teniendo en cuenta que
lo que permite confirmar el caso es el cambio del resultado negativo a
positivo, o el aumento en el titulo de anticuerpos entre muestras pareadas.
Esta interpretacion directa del resultado del ensayo de anticuerpos es un
error cometido y aceptado en el sistema de vigilancia epidemioldgica local

(Vorndam & Kuno, 1997; Fabregas et al., 2002; WHO, 1997).

Cabe recordar que el laboratorio de virologia del CINTROP tiene una
considerable experiencia en la vigilancia virologica del dengue en la region,
contando con el personal, los equipos y materiales adecuados para tal fin

desde el ano de 1998.

Por todo lo anterior, se optd por el aislamiento viral (A.V.) como unico
estandar de oro para el analisis de resultados. Segun esto y para el propdsito
de gold estandar, los resultados del A.V. seran considerados de la siguiente

forma:
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e Suero con aislamiento viral positivo: fueron considerados como los
casos positivos de dengue, ya que se comprobd directamente la
presencia del virus en la muestra.

e Suero con aislamiento viral negativo: fueron considerados como

muestras sin dengue o negativos para dengue.

4.8. METODOS DE LABORATORIO

4.8.1. Serologia

Todas las muestras remitidas al LDSP, fueron procesadas por el personal de
esa institucion para la deteccién de anticuerpos IgM, en un ensayo de ELISA
de captura usando el Kit UM-ELISA. En esta prueba los anticuerpos son
capturados en microplacas cubiertas con un anticuerpo anti-IgM y luego se
ponen en contacto con un antigeno de los cuatro serotipos de virus dengue.
Si los anticuerpos estan presentes en la muestra el antigeno es capturado y
el complejo es detectado usando un anticuerpo anti-dengue marcado con
una peroxidasa. La aparicion de color como resultado de una accion
enzimatica indica una reaccion positiva, determinada automaticamente de
acuerdo a las indicaciones del ensayo. Un resultado fue considerado positivo
cuando el valor de la desviacién optica (D.O.) fue mayor a 0.300 U.

(UMELISA, Centro de Inmunoensayo del Instituto Pedro Kouri, La Habana,
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Cuba). Solamente se ensayaba una vez la Unica muestra de suero tomada

de cada paciente.

4.8.2. Cultivos celulares.

La linea celular C6/36- HT, clon de Aedes albopictus (SINGH & PAUL, 1969;
Tesh, 1979; Kuno et al., 1985) fue utilizada para la propagacion y aislamiento
del virus. El cultivo de esta linea requiere: medio de crecimiento base L-15 +
1% de antibidtico, triptosa 10%, PBS (pH 7.5) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB). El medio de mantenimiento fue el mismo pero
suplementado sélo con 2% de SFB (IPK, 1997). Brevemente, se descarta el
sobrenadante de la caja (FALCON 25 c¢m?) lavando los residuos con 1X PBS
para agregar 1 ml de medio L-15 y resuspender las células mediante un
scrapper. 1 ml de células en suspension fue util para preparar 40 ml de

células, es decir 40 tubos (IPK, 1997).

4.8.3. Replicacion de cepas y virus de referencia.

Cuadro 2. Cepas de referencia utilizadas en el estudio.

Serotipo Cepa tipo

Serotipo 1 (DEN 1):

)
Serotipo 2 (DEN 2):
)
)

Cepa Colombiana aislada antes de 1998.

Cepa Colombiana aislada antes de 1998.
Cepa H-87.
Cepa H-241.

Serotipo 3 (DEN 3):
Serotipo 4 (DEN 4):
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El cuadro 2 muestra las cepas de referencia del virus del dengue utilizadas

en el presente estudio:

Las cepas de DEN 1 y DEN 2, fueron gentilmente donadas por el Doctor
Jorge Boschel del Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Salud
(I.N.S.) Bogota, Colombia y las cepas de DEN 3 y DEN 4 por el Doctor

Benedito Fonseca de la Universidad de Sao Paulo, Brasil.

Estas cepas se replicaron en cultivos de células C6/36-HT, siguiendo la
metodologia usada de rutina en el Laboratorio de Virologia del CINTROP
(Kuno et al., 1985; IPK, 1997). Para ello, las monocapas se infectaron con 20
ul de sobrenadante sin diluir y se incubaron a 37 °C durante 1 h. La
presencia del virus fue determinada por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
como se describe adelante. Los sobrenadantes de cultivos positivos fueron

alicuotados y almacenados a -70 °C antes de su uso.

4.8.4. Aislamiento primario de virus dengue.

El aislamiento del virus se realizé infectando monocapas de células C6/36-
HT de tres dias de crecimiento, contenidas en tubos de tapa rosca, con
muestras de suero (Previamente sembradas). Para esto se obtuvo una
dilucion del suero en proporcion 1:5 en PBS y luego de vaciar el medio de
cada tubo se agregaron 100 pl de esta dilucibn a cada uno. Se dejaba

incubar a 37 °C por 60 min y luego se agregaba 1 ml de medio L-15 al 2%.
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Luego de mantenerse a 34 °C por una semana, los tubos eran supervisados
a diario al microscopio invertido por la aparicion de efecto citopatico (IPK,

1997).

La infeccion viral de las monocapas se verificaba por Inmunofluorescencia
Indirecta (IFl) independientemente de la aparicion de efecto citopatico,
usando anticuerpos monoclonales de cada serotipo (Kubersky & Rosen,
1977). Brevemente, las células tomadas del cultivo fueron resuspendidas en
PBS estéril y se colocaba una gota de dicha suspensién en laminas de vidrio
para Inmunofluorescencia. Estas fueron incubadas a 37 °C para secar la
preparacion y después sumergidas en acetona fria por 15 min para fijacién.
Posteriormente, se adicionaban 15 ul del antisuero policlonal a cada pozo e
incubando las laminas por 30 min a 37 °C. Enseguida fueron lavadas por 10
min en PBS (pH 7.5) y secadas a temperatura ambiente. El complejo
antigeno-anticuerpo se detectdé al adicionar 15 ul de anticuerpo anti-lgG de
ratbn marcado con fluoresceina (SIGMA Chemical, co.) previamente diluido
en proporcion 1:25 en tampon PBS/azul de Evans (1:3000). Las laminas
fueron nuevamente incubadas a 37 °C por 30 min y luego lavadas por 10 min
en PBS, secadas al aire y montadas para observaciéon al microscopio. El
serotipo del virus aislado fue confirmado usando anticuerpos monoclonales
especificos para cada serotipo viral. (Donados por el Dr. Vordam, CDC,

Puerto Rico) (IPK, 1997).
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4.8.5. Reaccidén en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa

(RT-PCR):

Todas los reactivos utilizados en esta seccion fueron preparados con agua
tratada con DEPC (Dietilpolicarbonato), para eliminar RNAasas y otras
impurezas que pudieran afectar la calidad de la reaccion. Brevemente, se
agrega 1 ul de DEPC por cada litro de agua, se agita y se deja reposar 24 h.

Antes de ser utilizada, el agua con DEPC, debe ser autoclavada por 15 min.

4.8.5.1. Extraccion del RNA viral. EI RNA viral se extrajo mediante el
método de Isotiocianato de Guanidina—Fenol/Cloroformo, segun las
indicaciones y modificaciones hechas por Harris et al., 1998 a partir del
originalmente descrito por CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987). El RNA se
extrajo combinando 300 pl de la muestra junto con 300ul de buffer de lisis
(6M isotiocianato de guanidina, 50mM citrato de sodio, 1% sarkosyl, 100mM
B-mercaptoetanol), 60 ul de 2M acetato de sodio (pH 4.0), 600 ul de fenol
saturado en agua y 240 ul de cloroformo. Una vez mezclados los
componentes por inversion, éstos se centrifugaron a 12000 rpm a 4 °C
durante 15 min. Después de trasladar la fase acuosa a un nuevo tubo y
agregar igual volumen de isopropanol, las muestras se incubaron a —70 °C
durante 30 min. Posteriormente fueron centrifugadas a 12000 rpm a 4 °C por
15 min. Luego de descartar el sobrenadante se lavo el precipitado (pellet)

con 200 pl de etanol 75% y los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm a 4
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°C por 15 min. Los tubos se dejaban secar con la tapa abierta a temperatura
ambiente y finalmente el RNA era resuspendido en 22 ul de agua y

almacenado a —20 °C.

4.8.5.2. Amplificacion del RNA viral. Se utilizaron los primers descritos por
Lanciotti et al., (1992), posteriormente modificados por Harris et al., (1998),
que amplifican una regién comun en los 4 serotipos y una especifica de cada
serotipo, ubicadas en los genes de las proteinas C y prM (Figura 8). Los
primers fueron encargados a Integrated DNA Technologies, IDT. La regién
dentro del genoma que amplifican los primers es mostrada en la figura 8. Las
secuencias de los primers asi como los tamafos esperados de los productos

de amplificacién son descritos en la Tabla 1:

5’ CAP —C|PrM E NS1 | NS2|2B NS3 NS4A|4B NS5 —3’

Figura 8. Organizacion del genoma del virus del dengue. La region amplificada por los
primers de Lanciotti et al., se sefiala en gris. Adaptado de Raengsakulrach et al., 2002

Tabla. 1 Secuencias de nucleétidos de los primers de Harris et al., 1998

PRIMER SECUENCIA Cadena| ooRotho | pb
D1 5 -TCAATATGC TGA AAC GCG CGAGAAACCG-3 - 1,2,3,4 511
D2 5 -TTG CAC CAAACA GTC AATGTCTTCAGGTTC-3 + 1,2,3,4 511

TS1 5 -CGTCTCAGTGATCCG GGG G-3 + 1 482
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TS2 5’ - CGC CAC AAG GGC CAT GAACAG -3 + 2 119

TS3 5 - TAA CAT CAT CAT GAGACAGAGC-3 + 3 290

DEN4 |5 -TGT TGT CTT AAACAAGAGAGGTC-3 + 4 389

El uso de un primer 5’ (D1) complementario a una secuencia conservada en
los 4 serotipos del virus dengue, en combinacién con 4 primers 3’ (TS1, TS2,
TS3, DEN4) que hibridizan a secuencias especificas en el genoma de cada
uno de los serotipos, permite la deteccion simultanea de los 4 serotipos del
virus. Si lo que se quiere es soOlo detectar la presencia del virus en la
muestra, basta con el uso de los primers D1 y D2. Los sitios de los primers
estan disenados para generar productos de diferentes tamafos para cada
serotipo, lo cual permite distinguirlos facilmente por medio de electroforesis
(Tabla 1). Fueron incluidos controles negativos, positivos y también se

acondicionaron controles de inhibicion, de extraccion y de reaccion.

La calidad de los primers, fue determinada siguiendo el protocolo de una
enzima (single-enzyme (rTth) RT-PCR), descrito por Harris et al., (1998),

procesando las siguientes muestras:

» Sobrenadantes de cultivos inoculados con virus dengue, serotipos DEN-1,
DEN-2, DEN-3 y DEN-4 de diferentes cepas, asi como sueros de
pacientes de quienes el virus fue aislado.

+ Controles negativos: Sobrenadantes y pellets de cultivos celulares no

inoculados con virus, sueros de individuos sanos, controles de reactivos y

71



del agua.

Como una forma de evitar la contaminacioén de las muestras y los reactivos,
se implementaron tres estrategias: una fue la de la separacion fisica de las
etapas individuales del proceso en: area de preparacion de mix “cuarto
blanco”, area pre-PCR “cuarto gris” y area PCR “cuarto negro”. Otra
estrategia fue la de utilizar luz UV y alcohol para descontaminar las
superficies de las areas de trabajo. Por ultimo, de cada reactivo utilizado se
distribuyeron alicuotas en tubos de 0.5 ml debidamente etiquetados, para
evitar problemas de contaminacion y/o deterioro de los mismos (Dieffenbach

& Dvsksler, 1995).

Se utiliz6 como area de preparaciéon de mix o “cuarto blanco” la camara de
flujo laminar, que hasta entonces habia sido utilizada unica y exclusivamente
en la propagacién de la linea celular C6/36 HT y posteriormente en la
preparacion de los stock y alicuotas de algunos reactivos. El area pre-PCR o
‘cuarto gris” asignada, estaba separada del cuarto blanco y de hecho
quedaba en otra locacién dentro de las instalaciones del CINTROP. El area
PCR o “cuarto negro” corresponde a la habitacion en la que se encuentra
ubicado el termociclador (Ref. Minicycler® Peltier Thermar Cycler) y también

constituye una locacién completamente separada de las otras dos.

Se utilizaron los protocolos de amplificacion con una y dos enzimas
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propuestos por Harris et al., (1998). En estos protocolos, los procesos de
transcripcion reversa del RNA del virus de dengue y amplificacion del ADN
complementario resultante son combinados y llevados a cabo en un mismo

tubo.

Los siguientes son los protocolos RT-PCR evaluados en este trabajo:

e Protocolo 1: RT-PCR multiprimer de una enzima (Enzima: rTth

Polimerasa de ADN; Primers: D1, TS1, TS2, TS3 y DEN4).

e Protocolo 2a, Primera ronda: RT-PCR universal, (Enzima: AMV

Transcriptasa Reversa - Amplitag Gold DNA polimerasa; Primers: D1,
D2).

e Protocolo 2b, Segunda ronda: PCR anidada, (Amplitag Gold DNA

polimerasa; Primers: D1, TS1, TS2, TS3 y DEN4).

4.8.5.3. Interpretacion de los resultados RT-PCR. Una muestra positiva es
aquella donde se logra amplificar un fragmento de ADN con el tamano
esperado. Un caso positivo por RT- PCR de Dengue es un caso confirmado
de Dengue. Los productos de amplificacion fueron observados por
electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida. La deteccién de
fragmentos de 482, 119, 290 y 389 pares de bases (pb), para cada uno de

los cuatro serotipos respectivamente DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4, o de
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511 pb en el caso de amplificaciones con los primers universales, era

indicativo de un resultado positivo para la prueba.

A continuacion se presenta el procedimiento guia utilizado como base para la
realizacion de todos los ensayos RT-PCR y posteriormente se presentan

cada uno de los protocolos ensayados:

4.8.5.4. Procedimiento guia de amplificaciéon RT-PCR

Este procedimiento se resume a continuacién en el cuadro 3:

Cuadro 3. Procedimiento guia de amplificacion por RT-PCR.

Nota : Mantener siempre los ingredientes y tubos sobre hielo. Las gradillas
deben estar inmersas en hielo.

1. Calcular la cantidad necesaria de los mix de primers y de reaccién para el
numero deseado de muestras, de acuerdo a los stock preparados

2. Llenar el formato de ensayo de amplificacion antes de iniciar el
procedimiento.

En el area de preparaciéon de mix “cuarto blanco”:

1. Marcar los tubos de reaccion (0.2 ml) de cada muestra y los de
preparacion de mix y primers (0.5 ml).

2. Descongelar las alicuotas de cada reactivo. Mezclar bien cada solucion
con golpes firmes en la parte inferior del tubo cerrado.

3. Utilizando micropipetas propias del area, preparar la mezcla de reaccién y
de primers en tubos de 0.5 ml.

4. Homogenizar las mezclas por suave aspiracion con micropipeta, teniendo
cuidado de no producir burbujas.

5. Agregar el volumen indicado de estas dos mezclas a cada tubo de
reaccion (Tabla).
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6. Mezclar cada tubo de reaccion por suave aspiracion con micropipeta,
teniendo cuidado de no producir burbujas.

7. Agregar la enzima a cada tubo de reaccién y mezclar suavemente como
en el paso anterior y nuevamente teniendo cuidado de no producir burbujas.

8. Agregar agua DEPC al tubo que servira como control de reaccion.

9. Transferir rapidamente los tubos de reaccion de la gradilla del area de
preparacion a la correspondiente gradilla del area pre-PCR.

10.Regresar al refrigerador las alicuotas de todas las muestras.

En el area pre-PCR “cuarto gris”:

11.Adicionar 10 ul de cada RNA de interés en su correspondiente tubo de
reaccion.

12.Agregar 1 gota de aceite mineral estéril en cada tubo de reaccién.
13.Llevar la gradilla con los tubos al cuarto de reaccion.

Nota : Mantener siempre los ingredientes y tubos sobre hielo. Las gradillas
deben estar inmersas en hielo.

Area PCR “cuarto negro”:

14.Ubicar los tubos de reaccion en el termociclador y activar el programa de
ciclaje.

Nota: Fuera del cuarto negro y mientras corre el programa de ciclaje,
preparar el gel de agarosa.

15.Una vez terminado el programa de ciclaje, retirar los tubos y ubicar en
una gradilla segun el orden estipulado en el formato.

16.En un trozo grande de parafilm, preparar las muestras para el gel en el
orden estipulado en la guia, con: 20 ul del producto y 3 pul de colorante.

17.Adicionar las muestras en el gel segun el orden predeterminado.
18.Agregar el marcador de peso molecular en el pozo asignado del gel.

19.Correr el gel durante 1 hora a 100 voltios.
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20.Tomar registro de los resultados (en el formato de ensayo de RT-PCR
para dengue y/0 fotografico).

4.8.5.5. Protocolo 1: RT-PCR multiprimer. Este protocolo se desarroll
utilizando la enzima: rTth Polimerasa de ADN vy los primer: D1, TS1, TS2,
TS3 y DEN4, para amplificar fragmentos correspondientes a cada uno de los

serotipos virales en el cuadro 4 se presenta el resumen de este protocolo.

Cuadro 4. Resumen del protocolo de amplificacion RT-PCR multiprimer con la enzima rTth.

Volumen de final reaccion: 50 ul (completado con H20-DEPC).

Mezcla de reaccién Concentracién
e Acetato de potasio 115 mM
e Glicerol 8%
e Bicina 50 mM (pH 8.2)
e dNTPs 200 pM clu
e Acetato de Manganeso 2mM
e PrimerD1yTS1 0.5 uM
e Primer TS2, TS3 y DEN4 0.25 uM
e rTth Polimerasa de ADN (Perkin-Elmer Corp; Calif.) 0.05 U/ul
Muestra (RNA extraido) Vol. Total: 10ul

Tiempos de Reaccion (Programacion del termociclador)

Un ciclo de 60 °C por 30 min para la Transcripcion Reversa.

Un ciclo de incubacién a 94 °C por dos min.

40 ciclos de amplificacion constituidos por ciclos de:

e 04°Cpor45s
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e 50°C por Tmin

e 60°C por 1 min

Un ciclo de extension final a 60 °C por 7 min

4.8.5.6. Protocolo 2a, Primera ronda: RT-PCR universal. En este
protocolo se utilizan las enzimas AMV Transcriptasa Reversa y Amplitaq
Gold DNA polimerasa, con los primers D1y D2, para detectar un fragmento

de 511 pb comun a los cuatro serotipos virales (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resumen del protocolo de amplificacion RT-PCR universal Primera ronda con las enzimas AMV
Transcriptasa Reversa y Amplitaq Gold DNA polimerasa

Volumen de reaccion final: 50 ul (completado con H20-DEPC).

Mezcla de reaccién Concentracién
e Cloruro de Potasio 50 mM
e Tris (pH: 8.5) 10 mM
e Triton X-100 01%
e Gelatina 0.01%
e dNTPs 200 uM cl/u
e Cloruro de Magnesio 1.5 mM
e  Cloruro de tetrametilamonio 30 mM
e Betaina 05M
e Ditiotreitol 5mM
e Primer D1yD2 1 uM
e AMV Transcriptasa Reversa 0.1 U/ul
e Amplitag Gold DNA polimerasa 0.025 U/l
e Muestra (RNA extraido) Vol. Total: 10ul

Tiempos de Reaccion Primera ronda (Programacion del termociclador)
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Un ciclo de 42 °C por 60 min para la Transcripcion Reversa

42 ciclos de amplificacion constituidos por ciclos de:

e 94 °C por 30 s (Desnaturalizacion)

e 55°C por 1min (Alineamiento)

o 72 por 1 min (Extension)

Un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min

4.8.5.7. Protocolo 2b, Segunda ronda: PCR anidada. En este protocolo se
utiliza la enzima Amplitaq Gold DNA polimerasa. Se inicia con 10 ul del
producto de la ronda de amplificacion universal. La mezcla usada para esta
segunda reaccion contenia todos los reactivos usados en la RT-PCR
universal, con las siguientes excepciones: se reemplazo el primer D2 con los
primers TS1, TS2, TS3, y DEN4 (Tabla 1) para los serotipos virales
especificos y se eliminaron el ditiotreitol y la Transcriptasa Reversa (Cuadro

6).

Cuadro 6. Resumen de la segunda ronda de amplificaciéon del protocolo RT-PCR universal con la enzima
Amplitaq Gold DNA polimerasa

Tiempos de Reaccién (Programacion del termociclador)

SEGUNDA RONDA

42 ciclos de amplificacion constituidos por ciclos de:

e 94 °C por 30 s (Desnaturalizacion)

e 55°C por 1min (Alineamiento)

e 72°C por 1 min (Extensién)

Un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min
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4.8.6. ELECTROFORESIS

4.8.6.1. Gel de Agarosa. La visualizacion de los productos de la
amplificacion se realizd por electroforesis en gel 1.5%de agarosa y buffer 1X
TBE (89mM Tris Borato, 2 mM EDTA (pH 8.3)). A cada pozo del gel se
agregaron 15 ul del producto de amplificacion mezclado con 2 ul de buffer de
carga con Azul de Bromofenol, (Sambrook et al., 1989). En las electroforesis
se incluyé un marcador de peso molecular de 100 — 1500 pb 6 de 75 — 676
pb. Fueron realizadas a un voltaje constante de 100 V por 1:30 horas. Luego
el gel fue tefido en solucion 1 ug/ml bromuro de etidio durante 10 min y
lavado en agua por otros 10 min para retirar los excesos del colorante.
Finalmente la visualizacion del ADN se hizo efectiva mediante un
transiluminador de luz ultravioleta. Fotografias de algunos geles de agarosa
fueron tomadas en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la
Universidad Industrial de Santander, UIS, con camara Polaroid Hamlin

57135-000, utilizando peliculas ISO 3000/36°-667.

4.8.6.2. Gel de Poliacrilamida. Para esto, se preparé una solucion de
trabajo mezclando 5 ml 1x TBE y 1.2 ml de acrilamida a la cual se le
adicionaron simultaneamente 39 ul de persulfato de amonio 10% y 7 ul de
TEMED. Esta se agrego directamente en la camara de electroforesis vertical
y se coloco el peine, dejando polimerizar el gel por 30 min. Luego de quitar el
peine se adiciond 1x TBE en la parte superior como inferior de la camara. Se

sembré y se corrié a 60 V durante 1:30 horas. Brevemente, la coloracion del
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gel se efectud de la siguiente forma: el gel se colocé en la solucion fijadora
(25 ml de etanol, 150 ml de agua y 2 ml de acido acético) por cinco min.
Luego se retird de la solucién fijadora y se adicion6 la solucién de plata (25
ml de solucion fijadora, 0.17 gr. de AgNO3; y 50 ml de agua) por 10 min. Se
lavd rapidamente con agua y se adiciond la solucion reveladora (4.5 gr.
NaOH, 150 ml de agua y 1 ml de formaldehido) hasta que aparecieron las
bandas. Para guardar el gel, se pasé nuevamente a la solucion fijadora y se
cubrié con papel celofan frio. Imagenes de algunos geles de poliacrilamida

fueron obtenidas mediante el uso de un escaner.

4.9. ANALISIS DE RESULTADOS

Se elabor6 una base de datos en Excel 2000 que en general contenia datos
del paciente, datos de la muestra, resultados de pruebas de Elisa, de
aislamiento viral y de RT-PCR. Cada uno de los ensayos practicados se
registro en la base de datos como una nueva una nueva entrada. Para evitar
confusiones, a los ensayos practicados por RT-PCR se le asigné un numero
consecutivo comenzando desde 1. En el cuadro siete, se enuncia la

informacion que contenia la base de datos:

Cuadro 7. Informacion contenida en la base de datos.

Si se trata de los protocolos con una o dos

Protocolo utilizado: .
enzimas.

Si la muestra en cuestibn era suero o

Tipo de muestra: sobrenadante
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Caédigo del Suero:

Numero de identificacién del suero asignado en
el laboratorio.

Aislamiento viral:

Decir si el resultado del A.V. fue positivo o
negativo.

Serotipo:

El numero correspondiente al serotipo aislado. Si
el A.V. fue negativo o no determinado, se asigno
el numero 0.

Método de extraccion:

Nombre del protocolo de extraccion del RNA viral
ensayado: GuSCN-Fenol/Cloroformo.

Tipo Ensayo:

Multiprimer, universal o nested.

Resultado de RT-PCR:

Se indica el resultado del ensayo: positivo o
negativo.

Dia de toma de muestra:

Indica el numero de dias transcurridos desde el
inicio de los sintomas hasta que se tomo la
muestra enviada al LDSP.

IgM:

Resultado del ensayo de ELISA. Se indica el
dato de la Densidad Optica.

Dx. Serolégico:

Interpretacion  diagnostica aproximada, del
resultado del ensayo de ELISA IgM, teniendo en
cuenta el dia de toma de muestra.

Edad:

Edad del paciente.

Forma Clinica:

Severidad del caso. Si se trata de DC o DH.

Dias de
Almacenamiento:

Tiempo en dias que la muestra permanecid
almacenada desde que fue tomada hasta que se
le practicé el ensayo de A.V.

Caso Fatal:

Si la muestra procede de una fatalidad

sospechosa de dengue.

Los resultados fueron presentados en tablas 2 x 2 como la que se muestra

en la tabla 2, (Kraemer, 1992; SHEPS & SCHECHTER, 1984):

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos, en cada prueba se calculd

(Cuadro 8): (Kraemer, 1992; OROZCO & CAMARGO, 1997; SHEPS &

SCHECHTER, 1984):
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Tabla 2. Tabla 2x2 para la presentacion de resultados.

PRUEBA

GOLD STANDARD
(Aislamiento viral)
Resultado + - Total

o
O + VP FP Q
o
E - FN VN Q

Total P P’ N

Cuadro 8. Descriptores calculados a
obtenidos.

partir de los resultados

Calculo realizado Sigla
Prevalencia (P)
Nivel de la prueba (Q)
Sensibilidad (S)
Especificidad (E)
indices de calidad k(1,0) y k(0,0)
Verdaderos Positivos (VP)
Verdaderos negativos (VN)
Falsos Positivos (FP)
Falsos Negativos (FN)
Eficiencia (EF)
Valor Predictivo Positivo (VPP)
Valor Predictivo Negativo (VPN)
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5. RESULTADOS

Un total de 483 muestras de suero cumoplian con los criterios de eleccion del

estudio por ser casos con diagnostico clinico de dengue clasico o

hemorragico, con prueba de anticuerpos IgM y ensayo de aislamiento viral

(Tabla 3). EI Anexo 1 presenta la base de datos con la totalidad de los

ensayos desarrollados con

las diferentes muestras y protocolos de

amplificacion. Los sueros incluidos en el estudio distribuidos por afio de

ingreso se presentan a continuacion (Tabla 3):

Tabla 3. Muestras incluidas en el estudio distribuidos por afo de ingreso.

Aio Total de sueros Sueros A.V. positivo Cepas Lr:;luu;?:s en el
1998 107 11 7
1999 66 1
2000 85 6
2001 177 15 11
2002 48 11
Total 483 46 36
De las 483 muestras, 437 presente~~~ -1sayo de aislamiento viral negativo

83




(AV-) y 46 tuvieron ensayo de aislamiento viral positivo (AV+). Esto nos
indica una prevalencia del 9.7%. De las 46 muestras con A.V. positivo, 10
(22%) no tenian el volumen de suero suficiente para realizar RT-PCR. Por
este motivo, solo fueron utilizadas en el estudio 36 muestras con aislamiento
viral positivo. Sin embargo y por esta misma razon, sélo 19 de estos sueros
fueron ensayados con los dos protocolos. También fueron ensayados 60
sueros con aislamiento viral negativo. Los mismos sueros ensayados por el
protocolo 1 (16 sueros) fueron también probados con el protocolo 2 que
sumo un total de 60 sueros ensayados. Los resultados de los ensayos
realizados en la segunda ronda de amplificacién del Protocolo 2 o protocolo
2b (nested), confirmaron los obtenidos con la primera ronda o protocolo 2a

(universal) (Tabla 4).

Tabla 4. Relacién de sueros utilizados con los dos protocolos RT-PCR estudiados en este trabajo.

36 SUEROS CON AV + 60 SUEROS CON AV -
Protocolo 1 26 Protocolo 1 16
Protocolo 2 25 Protocolo 2 60

Ensayados con los 19 Ensayados con los 16
dos protocolos dos protocolos

Mas informacién de los sueros con aislamiento viral positivo y negativo y de

los ensayos RT-PCR practicados se encontrara en el Anexo 2.

La Tabla 5 muestra un resumen de los resultados obtenidos con los dos
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protocolos ensayados, discriminandolos por serotipos virales. También

incluye los ensayos realizados a partir de sueros con AV -.

Tabla 5. Resultados obtenidos con los protocolos RT-PCR ensayados en muestras
de suero, discriminados por serotipo viral. Serotipo 0 esquivale a los aislamientos
virales negativos.

Resultado RT-PCR
Tipo Ensayo Serotipo | Neg Pos | Total ensayos
0 20 0 20
DEN-1 1
Protocolo 1 DEN-2 3
DEN-3 5
DEN-4 0
Total Multiprimer 37 9 46
0 82 1 83
DEN-1 1 2
Protocolo 2 DEN-2 4 8
DEN-3 9 12
DEN-4 0 3
Total Nested 93 15 108
Total general 130 24 154

La calidad de los primers se evalué mediante la amplificacion exitosa de las
cuatro cepas de referencia y de 10 cepas de previos aislamientos virales
positivos. Sin embargo, se detectd la presencia de dos diferentes productos
RT-PCR en la amplificacion del serotipo DEN-2: la banda de tamaio
esperado (119 pb) y un segundo producto desconocido con un tamafo
aproximado de 143 pb. Esta banda desconocida se presentd en todos los
ensayos con este serotipo y se asumid como un producto RT-PCR

inespecifico (Figura 9).
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1500 pb
1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb

500 pb «— 482 pb
400 pb <— 290 pb

30 ~— 389 pb

200 pb

«— 143 pb
— 119 pb

100 pb

Figura 9. Gel de poliacrilamida mostrando los productos RT-PCR de los cuatro serotipos virales extraidos
de sobrenadantes de referencia. MPM: Marcador de peso molecular C-: Control negativo, D1: DEN-1, D2:
DEN-2, D3: DEN-3, D4: DEN-4, CR: Control de Reaccion, CE: Control de extraccion.

Los respectivos tamanos de los dos fragmentos DEN-2 se determinaron
mediante una curva control. Para esto, se midi6 la distancia alcanzada por
cada banda del marcador de peso molecular y por el producto PCR de
interés (en un mismo gel). Luego se graficd la distancia de migracién
alcanzada en el gel vs. del logaritmo del tamafio de los fragmentos (Tabla 6).
Finalmente, los fragmentos de interés son ubicados en la curva, segun la
distancia recorrida (eje X), obteniéndose un valor logaritmico (eje Y). El
antilogaritmo equivale al tamafio del fragmento (Figura 10). De esta forma, se
pudo comprobar la presencia del producto DEN-2 especifico (119 pb) y

determinar el tamafio del producto inespecifico en 143 pb (Figura 10).
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Tabla 6. Datos utilizados en la elaboracion de la curva control (en negro). En rojo se
aprecian los datos obtenidos para los dos fragmentos DEN-2.

Di i i
bp stanman:trenc.orrlda en Log. bp
1500 74 3.2
1000 10.7 3.0
900 11.7 3.0
800 13.0 2.9
700 14.7 2.8
600 16.9 2.8
500 19.6 2.7
400 23.5 2.6
300 28.8 2.5
200 36.1 2.3
143 42.2 2.2
119 45.7 21
100 49.0 2.0

Log. bp

19

21

23 25 27 29 31 33 35 37

Distancia recorrida (mm)

39 41 43 45 47 49 51

Figura 10. Curva control con los dos fragmentos amplificados por los primers D1 y TS2: Los respectivos
tamanos en pares de bases son: 143 y 119 pb (rojo). Los puntos azules corresponden a las bandas de
referencia del marcador de peso molecular.

Se evaluaron dos protocolos de amplificacion del RNA del virus Dengue

segun se habia descrito anteriormente, (pag. 73).

En todos los resultados RT-PCR positivos, hubo acuerdo entre el serotipo
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amplificado y el detectado inicialmente por aislamiento viral e

Inmunofluorescencia Indirecta.

No se detectd producto de amplificacion para sueros DEN-4 ni para sus
respectivas cepas aisladas por ninguno de los protocolos ensayados (Figura

11).

mvev1 2 3 4 5 6 7 8

676 pb

517 pb
460 pb
396 pb
350 pb

222 pb
179 pb
126 pb

75 pb

Figura 11. Productos RT-PCR de los tres serotipos virales extraidos de sueros de pacientes. MPM: Marcador
de peso molecular, 2: DEN-1, 3: DEN-2; 4 al 7: DEN-3, 8: Control de reaccion.

Resultados del ensayo RT-PCR multiprimer de una enzima (rTth

Polimerasa de ADN), Protocolo 1.

La sensibilidad de este protocolo fue de 34.6% y su especificidad de 100%.
Los respectivos indices de calidad fueron 32.4% y 100%. La concordancia de
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ensayo en términos de la eficiencia fue del 59.5%. El valor predictivo positivo

fue de 100% y el valor predictivo negativo de 93.6% (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de los resultados RT-PCR obtenidos con el protocolo 1.

Protocolo 1
(RT-PCR rTth GOLD STANDARD
- (Aislamiento viral)
Multiprimer)
Sensibilidad 0.346
Resultado + - Total
Especificidad 1.000 c
k(1,0 0.324 EY
(1,0 o2 4 9 0 9
k(0,0) 1.000 T
59 s
VP 0.033 =
= - 17 16 33
VN 0.905 L E
FP 0.000 - Total 26 16 42
FN 0.062
Eficiencia 0.595
VPP 1.000 No 483
VPN 0.936 Dx+ 46
VP' 15.923 Prevalencia (P) 0.095
VN' 437 P 0.905
FP' 0 Nivel de la prueba (Q) 0.033
FN' 30.077 Q 0.967

Respecto a las 9 muestras con diagndstico y prueba positiva, todas fueron
colectadas dentro de los 4 primeros dias de sintomas y entre éstas 6
presentaron hasta 4 dias de almacenamiento. De las 17 muestras RT-PCR
negativas solo 10 presentan dato del tiempo de almacenamiento. Entre estas
muestras, 5 presentaron 5 dias 0 mas de almacenamiento y las 5 restantes

presentaron hasta 4 dias de almacenamiento.
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Este protocolo alcanzé bajas respuestas de deteccién de virus que van
desde el 20% para los serotipos del virus DEN-1 hasta el 62.5% para el

serotipo DEN- 3 ensayados. El serotipo DEN-4, no fue detectado (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucién de los serotipos amplificados con el protocolo 1.

Protocolo 1: RT-PCR rTth multiprimer

%

Serotipo AV. + RT-PCR + sensibilidad
Dengue 1 5 1 20
Dengue 2 8 3 37.5
Dengue 3 8 5 62.5
Dengue 4 5 0 0

Total 26 9 34.61

Se comprobd también la utilidad de este protocolo para amplificar infecciones
multiples en sobrenadantes, por la amplificacion simultanea de cantidades
iguales de los serotipos DEN-1 y DEN-3, DEN-2 y DEN-4, DEN-1 y DEN-4,
DEN-3 y DEN-4 (datos no mostrados). Otras combinaciones no fueron

ensayadas.

Resultados del ensayo RT-PCR universal y PCR anidada (Protocolo 2 -

primera y segunda ronda).

Todos los resultados obtenidos con la PCR anidada fueron consistentes con

los previamente obtenidos con la RT-PCR Universal. Ver Anexo 2
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Tabla 9. Resumen de los resultados RT-PCR obtenidos con el protocolo 2.

La sensibilidad de este protocolo fue del 56% y su especificidad de 100%.
Los respectivos indices de calidad fueron 53.5% y 100%. La concordancia de
ensayo en términos de la eficiencia fue del 87.1%. El valor predictivo positivo

fue de 100% y el valor predictivo negativo de 95.6% (Tabla 9).

Entre las 14 muestras con diagndstico y ensayo RT-PCR positivo, 11 (78%)

fueron colectadas dentro de los 4 primeros dias de sintomas.

Segun el serotipo viral, este protocolo logré la amplificacién del 50% de los

virus DEN-1 y DEN-2 ensayados y 75% del serotipo DEN-3. El serotipo DEN-

4, no fue detectado (Tabla 10).

Protocolo 2 GOLD STANDARD
(AMV-Taq Nested) (Aislamiento viral)
Sensibilidad 0.560 Resultado + - Total
Especificidad 1.000 c

k(1,0) 0.535 <t

k(0,0 Qo E ' " ° "

(0,0) 1.000 W=

240 2
vP 0.053 z®= ; 11 60 71
VN o2
0.905 o €
FP —
0.000 Total 25 60 85
FN 0.042
Eficiencia 0.871

VPP 1.000 No 483

VPN 0.956 Dx+ 46

VP’ 25.760 Prevalencia (P) 0.095

FP' 0 Nivel de la prueba (Q) 0.053

FN' 20.240 @ 0.947
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Tabla 10. Distribucion de los serotipos amplificados con el protocolo 2.

RT-PCR AMV-Taq Nested

%

Serotipo AV. + RT-PCR + sensibilidad
Dengue 1 2 1 50
Dengue 2 8 4 50
Dengue 3 12 9 75
Dengue 4 3 0 0

Total 25 14 56

Respecto al tiempo de almacenamiento de las muestras, de las 11 muestras
RT-PCR negativas, solo 8 presentan dicha informacion. Entre éstas, 6
estuvieron almacenadas por 6 o mas dias y las 2 restantes fueron colectadas

en el dia 5° de inicio de sintomas.

Cabe anotar que este protocolo amplificé por RT-PCR un suero del aino 2000
proveniente de un caso fatal, que no habia sido sometido al ensayo de
aislamiento viral. Segun el ensayo RT-PCR, se determind que el serotipo
viral de esta muestra fue DEN-2. La muestra habia sido colectada el dia 5°
de sintomas y tenia 6 dias de almacenamiento. Segun su ensayo de

anticuerpos IgM se habia catalogado como caso inconcluso.

Frecuencia de casos confirmados por serologia vs. deteccion mediante

RT-PCR
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Segun la interpretacién del ensayo ELISA-IgM realizada por el LDSP, del
total de muestras captadas (483), aproximadamente 329 (68.11%)
presentaron titulos detectables de anticuerpos IgM, por lo que estos casos
serian reportados como positivos para dengue (probables) y los 154
restantes (31.88%) como casos negativos para dengue por no presentar
anticuerpos detectables. Esta seria la interpretacion resultante de muestras

no pareadas, con lo que no son tenidos en cuenta los casos inconclusos.

Para determinar las frecuencias de casos de dengue confirmados por
serologia vs. deteccion mediante RT-PCR, en los casos reportados al
sistema de vigilancia, se determiné la proporcion de casos con prueba RT-
PCR positiva respecto a la positividad del ensayo de IgM. EI 56% del total de
casos RT-PCR positivos, presenté ensayo de anticuerpos IgM negativo vy el

44% restante presento ensayo de anticuerpos IgM positivo.

Temporalidad y frecuencia de serotipos de virus dengue que circulan

en el Departamento

Entre las provincias del departamento de Santander la mas afectada es la de
Soto, que aporta alrededor del 80% de los casos, la mayoria de estos
pertenecientes a los municipios de Bucaramanga, Floridablanca, Gir6n y
Piedecuesta seguidos por municipios de la Provincia Comunera. Los
serotipos DEN-1 y DEN-2 circularon en el departamento de Santander

durante los afios 1998 y 1999. Durante el afo 2003, circulé6 ademas el
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serotipo DEN-4. En el curso de la epidemia del afno 2001, se detecto el
serotipo DEN-3 no detectado desde la década de los afios 70 en el pais
(Figura 12). Finalmente, hasta mediados del afio 2002 la vigilancia virologica
habia detectado la circulacién de los serotipos DEN-2 y prevalentemente el

serotipo DEN-3.

16 -
14 EDEN-4
ODEN-3
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»
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8
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]
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1998 1999 2000 2001 2002

Figura 12. Distribucion temporal de los serotipos dengue en el departamento de Santander
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6. DISCUSION

Un factor que limitd e incidié drasticamente en el desarrollo metodolégico del
estudio, fue el bajo volumen disponible de los sueros que impidid la
utilizacién de un 22% de las muestras con aislamiento viral positivo, aparte
de las muestras que solamente alcanzaron para un ensayo de amplificacion.
Esto se debe a que el sistema de vigilancia epidemiolégica local se
encuentra apoyado completamente en la serologia, por lo cual se obvian
ciertas necesidades y requerimientos particulares de otros sistemas de
vigilancia como la virolégica y la vigilancia molecular. Debe recordarse que
un sistema de vigilancia debe ser flexible para posibilitar la incorporacion de

nueva informacion (OPS, 1994).

La vigilancia virolégica es muy importante en el estudio epidemiolégico del
dengue (Gubler, 1989; OPS, 1994). Aunque esta forma de vigilancia esta
basada en pruebas relativamente poco rapidas y sensibles, en nuestra
localidad el sistema de vigilancia virolégica es ademas poco eficiente y viable

y se restringe a la comunidad cientifica y académica.
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En diferentes estudios forénos sobre vigilancia virolégica y diagndstico de
laboratorio en sistemas regionales de vigilancia rutinaria, se han reportado
tasas de aislamiento viral medianamente superiores a las presentadas en
este trabajo (9.52%). En el estudio de Fujita et al, 1997, la tasa de
aislamiento viral en cultivo de células C6/36 fue de 17 cepas (17%) entre 98
sueros. En 1988, Nogueira et al., obtuvieron una tasa de aislamiento viral con
esta linea celular, de 52 cepas (31.5%) entre 165 sueros ensayados. ROSSI
et al., en 1998, reportaron tasas de aislamiento viral de 161 cepas (39%)
entre 414 sueros. Fakeeh & Zaki en su estudio de 2001, reportaron 207

aislamientos (21%) de 985 sueros con esta misma linea celular.

Es de anotar que en estos estudios se inoculaban las monocapas
inmediatamente después de haber colectado las muestras o dentro de las
siguientes 24 horas de haber sido tomadas, caso en el cual eran
conservadas en refrigeracion. De hecho, uno de los aislamientos virales
exitosos en el laboratorio (CINTROP), confirma la importancia de este
requerimiento. Se trataba de una estudiante de bacteriologia que hacia su
practica en el laboratorio, cuya muestra de suero se inoculé inmediatamente
después de haber sido colectada, obteniéndose un aislamiento de virus
DEN-4, ilustrando como la infeccion inmediata de monocapas celulares
aumenta las posibilidades de aislamiento viral. De esta forma, se observa
que las condiciones operativas de vigilancia en las que se desarrollaron
estos trabajos son muy diferentes a las que presenta el sistema de vigilancia

regional.
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En nuestra localidad, el ensayo se hace dias y hasta semanas después de
haber obtenido las muestras y probablemente las condiciones de
almacenamiento de las mismas son ineficientes o inadecuadas al menos
para los programas de vigilancia virolégica o molecular. De hecho el
promedio de tiempo de almacenamiento de las muestras, es de 25 dias y
puede aumentar hasta en dos meses dependiendo del suministro del kit de
ELISA en el L.D.S.P. Ademas, muchas instituciones no cumplan con las
recomendaciones de colecta, manejo y transporte de muestras destinadas al
diagndstico por deteccion directa del virus, propuestas por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 1997). Todo lo anterior influye significativamente
en la temprana activacion de las medidas de control y alerta del sistema de

vigilancia de la enfermedad.

Sin embargo, no es facil que dentro de un sistema de vigilancia apoyado en
la serologia, las muestras sean enviadas al Laboratorio dentro de las 24
horas siguientes a su colecta, o en su defecto almacenadas a -70°C para
preservar la viabilidad del virus y mejorar la sensibilidad del ensayo de

aislamiento (Gubler et al., 1984; Vorndam & Kuno, 1997).

Estos requisitos de envio y almacenamiento son dificiles de cumplir por la
carencia de funcionarios dedicados a la recoleccion de datos y muestras asi
como de su envio y/o transporte. También por la falta de equipos de

refrigeracion adecuados en las instituciones donde las mismas se colectan,
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lo cual afecta la viabilidad del virus para el aislamiento viral. En Indonesia,
donde por ley los casos de dengue deben ser reportados dentro de las
siguientes 24 horas después de la admision, se ha encontrado que tan solo
el 31% de los casos es reportado a la oficina de salud encargada cumpliendo
con este requisito (Chairulfatah et al., 2001) y en un estudio de vigilancia
seroldgica y virologica en Arabia Saudita Fakeeh & Zaki (2001) reportaron
15.4% de éxito en la colecta de muestras de sueros de fase convalesciente

de pacientes ya captados por el sistema de vigilancia incluidos en el estudio.

No obstante, la tasa de aislamiento viral debe ser analizada y mejorada,
considerando la situacion endémica de la region y las dificultades en la
colecta de especimenes. Estudios recientes recomiendan la centrifugacion
de los tubos durante 30 min a 1500-2000 rpm, una vez la muestra ha sido
inoculada sobre la monocapa celular, lo cual incrementa la frecuencia de
aislamiento viral. Igualmente, la obtencion del resultado del ensayo también
puede agilizarse pues permite detectar hasta el 42% de positivos al segundo

dia de la infeccion (RODRIGUEZ et al., 2000).

La RT-PCR ha sido de gran utilidad para el diagnodstico de infecciones por
diferentes virus RNA (Tang et al., 1997). Para el virus del dengue, la RT-PCR
provee un rapido diagndstico identificando al mismo tiempo el serotipo de
virus. Diferentes modalidades han sido adaptadas por varios autores,
mostrando variaciones en su sensibilidad y especificidad (Deubel et al., 1990;

Guzman & Kouri, 1996; Gubler, 1998; Lanciotti et al., 1992; Harris et al.,
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1998; Chow et al.,, 1998). Sin embargo, la informacion presentada en estos
articulos es deficiente en cuanto a la evaluacién objetiva de dichos ensayos
como prueba diagnéstica. En la mayoria de los casos, de los procedimientos
RT-PCR para virus dengue publicados hasta el momento sélo se conoce la
evaluacion de sensibilidad y especificidad determinada por los laboratorios

que los desarrollaron (Vorndam & Kuno, 1997).

En 1998, Rosario y su grupo de investigacion mencionaron que a pesar de
que el método de RT-PCR ideado por Lanciotti ha sido probado previamente
en distintos lugares y momentos con distintas cepas de virus del dengue
obtenidas de sueros virémicos y prototipos estandar, hacia falta evaluar mas
a fondo su utilidad, especificidad y sensibilidad para detectar e identificar los
serotipos de virus del dengue presentes en muestras clinicas provenientes

de los sistemas rutinarios de vigilancia epidemioldgica.

En el presente estudio, el protocolo de amplificacion del genoma del virus
dengue que presenta mayor probabilidad de validez diagndstica, fue el de
amplificacion con dos enzimas (AMV Trancriptasa reversa y Taq Gold
Polimerasa) y primers universales (D1-D2). Los resultados de los ensayos
con este protocolo indican una sensibilidad del 56% y una especificidad del
100% frente al aislamiento viral. También con este protocolo, se logro la
amplificacion exitosa del RNA en una de cinco muestras provenientes de
fatalidades sospechosas de dengue. Ninguno de estos sueros presentaba

ensayo de aislamiento viral y todos habian sido remitidos del Instituto de
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Medicina Legal por historia clinica y hallazgos patolégicos. La prueba se
realizd6 como un intento de confirmar al dengue hemorragico como la causa
del deceso. Los resultados indican la utilidad del ensayo en la confirmacion
de fatalidades atribuibles al dengue, en muestras que puedan presentar

inactivacién del virus por diferentes circunstancias.

Los estudios mas sobresalientes en cuanto al uso de RT-PCR en muestras
de un sistema de diagndstico rutinario de vigilancia epidemioldgica, exhiben
mayores tasas de sensibilidad y especificidad respecto al aislamiento viral.
Estos reportes presentan claras ventajas metodolégicas en cuanto a
logistica, colecta y transporte de muestras que nuestro sistema de vigilancia
no posibilita. Esto es claro en el estudio de Balsameda et al., (1999), en el
que la prueba de RT-PCR (protocolo de Lanciotti et al, 1992) era
desarrollada antes que el diagnostico por aislamiento viral (estudio
prospectivo) y contando con la ventaja de captar las muestras de pacientes
sospechosos al poco tiempo de haber sido diagnosticados los casos
(Balsameda et al., 1999). Otra ventaja de los autores es que restringieron la
seleccion de las muestras a aquellas tomadas hasta el 4° dia de sintomas
(Balsameda et al., 1999). De esta forma se seleccionaron muestras en mejor
estado y con titulos virales mas altos que arrojaron sensibilidad de 100% y
especificidad del 90%, lo cual plantea una gran diferencia de sensibilidad

respecto al presente estudio.
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Son pocos los estudios sobre diagndstico por aislamiento viral y/o RT-PCR
practicados con muestras clinicas en el marco de un sistema de vigilancia
epidemioldgica apoyado en la serologia. Estos bajos niveles de sensibilidad
arrojados por los protocolos ensayados en este estudio, son muy similares a
los reportados en 1999 por el Centro Nacional de Enfermedades Tropicales
de Bolivia (CENETROP) cuando se detecté mediante RT-PCR con dos
enzimas en un tubo y los primers de Lanciotti, un suero positivo entre 60
(sensibilidad 1.6%) colectados en fase aguda. Es importante mencionar que
las muestras fueron tomadas aleatoriamente de las anteriormente captadas
por un estudio seroldgico, en condiciones de vigilancia rutinaria muy similares
a las presentadas en nuestra localidad. Este constituyé el primer caso
reportado de deteccion por este procedimiento en Bolivia (Peredo et al.,

1999).

El protocolo 1 presentd sesgo de muestra finita, que pudo haberse evitado
aumentando el numero de muestras con A.V. negativo. Sin embargo, la
variedad de los valores de sensibilidad obtenida en los protocolos ensayados
(protocolo 1: 34.6%, protocolo 2: 56%), sugieren diferencias reales al
aumentar los tamafios de muestras en los ensayos y son consecuentes con
los encontrados en otros estudios. En un reciente estudio en 2002,
Raengsakulrach et al., comparando cuatro protocolos RT-PCR de comun uso
y aceptacion en diferentes laboratorios del mundo, encontraron que los

protocolos mas sensibles para el diagndstico por RT-PCR del dengue eran
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los que tenian la estrategia de una RT-PCR universal seguida por una PCR

de anidacion.

Aunque la baja prevalencia determinada por el aislamiento viral en la
poblacion de estudio (9.5%), tuvo un dramatico efecto sobre los valores
predictivos, en especial sobre el valor predictivo negativo, los valores de
sensibilidad y especificidad de los 2 protocolos se correlacionan muy bien
con sus respectivos indices de calidad. Esto es un indicador de que
superando el sesgo de muestra finita al incluir mas muestras en los ensayos,
los valores crudos de sensibilidad y especificidad, por si solos serian utiles

descriptores aun ajustandolos al nivel de la prueba (Q).

La concordancia de los ensayos en términos de su eficiencia fue buena en el
protocolo 2 (87%), mientras que en el protocolo 1 fue baja (59%). Esto pudo
deberse a la baja sensibilidad que mostraron tener los dos métodos de

amplificacion en los que no supero el 56%.

Independientemente del sesgo de muestra finita, los resultados de los
valores descriptores obtenidos para cada ensayo, indican que ninguno de los
protocolos ensayados pueda ser recomendado como prueba de tamizaje
diagnostico, sino como prueba para la confirmacion de la enfermedad,

principalmente por su elevada especificidad (100%).
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Los ensayos en 14 sobrenadantes (4 cepas de referencia y 10 de previos
aislamientos virales) de cultivos infectados, indican una sensibilidad y
especificidad del 100% en sobrenadantes de cultivos virales. Estos
resultados sugieren que estos protocolos pueden ser utiles en la
confirmacion de cultivos virales y de su serotipo, lo cual potencialmente
permitiria mejorar la calidad de deteccidn del virus dengue del ensayo y/o la
confirmacion de casos, en especial el protocolo 1. Esto fue demostrado por
De Paula et al., (2003) detectando por RT-PCR hasta 8.5 veces mas
muestras positivas de DEN-1 que por inmunofluorescencia, ademas con

menos de la mitad del tiempo de infeccion normalmente requerido.

Debido al peligro de contaminacién cruzada del producto amplificado, se han
observado en ocasiones resultados falsos positivos al aplicar la técnica de
RT-PCR (Deubel et al., 1990; Eldadah et al.,, 1991). En este trabajo no se
obtuvieron falsos positivos tal vez por precauciones como la separacién fisica
de la manipulacion antes y después de la RT-PCR, la irradiacion con luz UV
de las areas de reaccion y la inclusion de diferentes tipos de controles
durante los ensayos (Sambrook et al., 1989; Dieffenbach & Dvsksler, 1995).
Estas medidas mostraron ser eficientes como lo indica el excelente nivel de
especificidad de los protocolos RT-PCR ensayados (100%) tanto en

sobrenadantes de cultivos como en muestras clinicas.

En el presente trabajo, se detect6é ademas del producto PCR esperado para

el serotipo DEN-2, otra banda de tamafo algo mayor, que se asumidé como
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un producto RT-PCR no especifico. Lanciotti et al., (1992), disefiaron los
primers usando las cepas prototipo DEN-1 (Hawaii), DEN-2 (New Guinea C),
DEN-3 (H-87), DEN-4 (H-241). Ademas incluyeron 33 cepas obtenidas de
aislamientos virales de diferentes regiones geograficas para probar la
eficacia de los primers disefiados. De acuerdo con este reporte, solo se
amplificd un producto PCR para la cepa DEN-2 de 119 pb, mientras que en
el presente estudio la presencia de la banda inespecifica fue constante en
todas las muestras ensayadas de este serotipo. Esto puede indicar que los
primers de Lanciotti, se alinean al menos en dos sitios. Sin embargo deben
realizarse otros estudios como el secuenciamiento de cepas para ser
confirmado. Algo similar fue presentado por THAYRAN en 2001, al detectar
un producto PCR inespecifico en una reaccion RT-PCR con los primers

universales de Lanciotti et al., 1991.

Ninguno de los protocolos RT-PCR ensayados, amplific6 muestras infectadas
con el serotipo DEN-4 excepto en la cepa de referencia DEN-4 (H-241). La
ausencia de sensibilidad para este serotipo en particular y con los primers de
Lanciotti, no ha sido reportada. El hecho de que la unica cepa DEN-4
amplificada exitosamente sea una de las utilizadas por Lanciotti y su grupo
para disefiar los primers (Lanciotti et al., 1992), plantea la posibilidad de que
la ausencia de sensibilidad para este serotipo en particular observado en
todos los procedimientos RT-PCR ensayados radique en una inadecuada
homologia en la secuencia de los primers con las de las cepas que de este

serotipo circulan en la region. Similares resultados y observaciones fueron
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presentados en el estudio de Raengsakulrach et al., (2002), en el que se
encontré que todos los protocolos ensayados presentaron baja sensibilidad
para detectar un serotipo en particular comparado con los otros. Estudios de

genotipificacion podrian aclarar esta posibilidad.

Sabiendo que la senal de RNA es mas estable que la infectividad en las
muestras de sueros (Yamada et al., 2002), una de las razones que puede
explicar la baja sensibilidad de los ensayos es el tratamiento y conservacion
de las muestras antes de llegar al laboratorio. Yamada y otros plantean que
las altas de aislamiento viral y de RT-PCR obtenidas, fueron posibles debido
a las o6ptimas condiciones de transporte de las muestras al laboratorio
(Yamada et al., 2002). Esto es corroborado por Vaughan y otros (2002),
cuyos resultados indican que aunque los resultados RT-PCR no varian por
almacenamiento de la muestra a 4°C por mas de una semana, los procesos
de almacenamiento a temperaturas variables o la exposiciéon continua a
temperatura ambiente (25 °C) pueden disminuir la sensibilidad de la técnica

de RT-PCR hasta en un 50% (Vaughan et al., 2002).

Es probable que las muestras clinicas del sistema epidemioldgico local y
regional carezcan de las condiciones de tratamiento y conservacion antes
mencionadas. Segun la Organizacion mundial de la salud, los sistemas de
vigilancia epidemiologica basados en la serologia presentan las siguientes
limitaciones tanto para el aislamiento viral como para otras técnicas de

deteccion directa como la RT-PCR (WHO, 1997): i) El tiempo de colecta de
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las muestras es mas flexible debido a que la respuesta de anticuerpos
permanece hasta por varias semanas después de iniciados los sintomas, ii)
Las inmunoglobulinas no son facilmente inactivadas por los tratamientos
inadecuados de las muestras, iii) Son resistentes al almacenamiento a
temperaturas tropicales hasta por mas de siete dias, iv) los servicios
serologicos son facilmente disponibles y ampliamente distribuidos, v) Han
sido empleados como método diagndstico durante afos por el sistema de

vigilancia encontrandose ampliamente aceptado y establecido (WHO, 1997).

Del total de casos RT-PCR positivos obtenidos en el presente estudio, el
43.75% present6 ensayo de anticuerpos IgM negativo (Inconclusos). Esto se
debid probablemente a que los niveles de anticuerpos se encuentran bajos o
indetectables en sueros de fase aguda. Este elevada proporcién de casos
confirmados que no presentan niveles detectables de anticuerpos IgM, es
consistente con las observaciones de Kuno, 1994 y Vaughn et al., 1997 Chan
et al., 1994, donde se sugiere una correlacion inversa entre el aislamiento
viral y los niveles de anticuerpos anti-dengue. Debido a esto, las muestras
destinadas tanto para aislamiento viral como para RT-PCR deben ser
colectadas durante los tres primeros dias de enfermedad, para asegurar

muestras con elevada viremia y por ende resultados confiables.

Aunque es aceptado el diagnostico presuntivo de infecciones agudas de
dengue en monosueros (WHO, 1997), el diagndstico concluyente sé6lo puede

determinarse al observar aumento en los niveles de anticuerpos en sueros
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pareados (WHO, 1997). Este diagndstico presuntivo debe hacerse ademas

teniendo en cuenta el dia de toma de muestra.

Segun la interpretacién del ensayo ELISA-IgM realizada por el LDSP, del
total de muestras captadas (483), aproximadamente 329 (68.11%)
presentaron titulos detectables de anticuerpos IgM, por lo que estos casos
son reportados como positivos para dengue y los 181 restantes (31.88%) son
reportados como casos negativos para dengue por no presentar titulos
detectables de anticuerpos. Sin embargo, este trabajo demostré que al
menos el 43% de los ensayos RT-PCR positivos no tenia titulos detectables
de anticuerpos. Estos resultados ponen de manifiesto fallas en la
interpretacion de los resultados del ensayo de ELISA IgM desarrollados en el

LDSP.

Esta interpretacion de resultados se basa en la lectura de un monosuero y en
su resultado en términos de positivo 0 negativo. De esta forma los casos
sospechosos se clasifican como positivos o negativos, donde en estos
ultimos se incluyen los casos IgM negativos con ensayo RT-PCR positivo.
Como consecuencia, el estimativo de la frecuencia del dengue en la region
es menor al no considerar que pacientes con IgM negativa sufrieron la

enfermedad.

La interpretacion mas apropiada del ensayo ELISA-IgM para las 483

muestras estudiadas es: 68.11% de casos probables y el restante 31.88%
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(clasificado segun el dia de toma de muestra) se dividiria en, 1.01% de casos
negativos y 32.52% de casos inconclusos. Los resultados de la RT-PCR
indican fidelidad en la interpretacion de los resultados teniendo en cuenta el
nivel de especificidad y su indice respectivo, aunque con la salvedad de la

baja prevalencia obtenida con el ensayo de A.V.

Las proporciones de casos con prueba RT-PCR positiva respecto a la
positividad del ensayo de IgM (56.25% con anticuerpos IgM y 43.75% sin
anticuerpos IgM) indican ademas, la posibilidad de obtener resultados

positivos aun en presencia de anticuerpos inhibidores en la muestra.

El estudio presentado por Rossi et al., (1998), determind que el ensayo MAC-
ELISA no es una herramienta util para determinar el diagnéstico presuntivo
en monosueros. Segun el estudio, sélo el 13% de los aislamientos virales
obtenidos presentaron niveles detectables de anticuerpos IgM. En un estudio
similar realizado en el CINTROP recientemente, se sugiri6 que estos casos
reportados como negativos por su ensayo de IgM podian disminuirse hasta
en 3.6 veces si se utilizaba una prueba confirmatoria como el aislamiento

viral (Fabregas et al., 2002).

Durante el desarrollo de este trabajo, en la epidemia del 2001, se aisl6 el
serotipo DEN-3 en el laboratorio de virologia del CINTROP. Este serotipo no
habia sido detectado desde los afos 70 en el pais (Ministerio de Salud,

2002). La reaparicion de este serotipo se asocio a la nueva epidemia, dado el
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marcado aumento en la severidad y a la alta letalidad de la misma

(Ocazionez et al., 2002).
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El dengue es la enfermedad de mayor incidencia en Bucaramanga y su area
metropolitana. Este es el primer estudio sobre la utilidad de la RT-PCR para
diagndstico del dengue en muestras clinicas que se realiza en la regién, por
esto a pesar de las limitaciones del analisis debidos a los tamafos de
muestra, se constituye en un trabajo base para los estudios relacionados con

este campo de la investigacion epidemioldgica del dengue.

Segun los resultados obtenidos, la utilidad de la RT-PCR como tecnologia
diagnodstica del virus dengue y su serotipo esta limitada por las condiciones
del sistema de vigilancia epidemioldgica regional centralizado en la serologia,
que actualmente, no permite la adaptacion de otros criterios de vigilancia
basados en la deteccion directa del virus como son el aislamiento viral y la

RT-PCR.

Segun los indices de sensibilidad y especificidad determinados, ninguno de
estos protocolos RT-PCR ensayados es apropiado para ser utilizado como

prueba de tamizaje, es decir que no pueden hacer parte de la estrategia de
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diagndstico inicial del dengue, sino que deben utilizarse sélo como prueba
confirmatoria, dada su elevada especificidad. Por esta razén deberian
intentarse ciertas mejoras en el ensayo RT-PCR anidada (protocolo 2) antes

que con el otro protocolo ensayado.

A pesar del sesgo de muestra finita , el indice de sensibilidad del protocolo 1
RT-PCR multiprimer de una enzima (rTth) resulté ser mucho menor al del
protocolo 2 RT-PCR anidada de do: 1as (AMV y Taq gold), es decir 34.6
y 56% respectivamente. Aunque el aumento en el numero de muestras
ensayadas mejore los niveles de sensibilidad, en ambos protocolos, la

evidente diferencia de sensibilidad probablemente permaneceria constante.

El uso del ensayo RT-PCR podria mejorar y confirmar hasta en un 43.75% el
diagnostico de casos inconclusos de dengue. Como consecuencia, el
estimativo de la frecuencia del dengue en la regién es menor al no considerar

que pacientes con IgM negativa sufrieron la enfermedad.

Todos los ensayos RT-PCR en sobrenadantes mostraron tener 100% de
especificidad y 100% de sensibilidad con todos los serotipos a excepcion del
serotipo DEN-4. Esto puede ser debido a la circulacion en la region de una
cepa que tiene poca homologia con la secuencia del primer. A pesar de esto,
el ensayo RT-PCR multiprimer con la enzima rTth puede ser propuesto como

prueba confirmatoria de cultivos virales y de su serotipo en lugar de la
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inmunofluorescencia, lo cual potencialmente permitiria mejorar la calidad de

deteccion del virus dengue del ensayo y/o la confirmacion de casos.

Con la RT-PCR practicada en aislamientos virales, se logra identificar mas
cepas virales mas rapidamente permitiendo detectar la circulacion de un
nuevo serotipo cuando la transmisidén se inicia o es muy baja, teniendo en
cuenta su mayor sensibilidad comparada con el aislamiento en cultivo de
células e inmunofluorescencia (Vorndam & Kuno, 1997; Guzman & Kouri,

1996; Gubler, 1998).

Es necesario hacer mas estudios y aumentar el numero de muestras
ensayadas por los protocolos RT-PCR para determinar valores mas

significativos de sensibilidad y especificidad.

Los resultados negativos en la amplificacién de cepas con el serotipo DEN-4
pueden estar relacionados con la circulacién en la regidn de cepas que
guardan relativamente poca homologia con los primers utilizados en el

estudio.

En este estudio se demostrd que el uso de tecnologias diagndsticas como la
RT-PCR en combinacién con el aislamiento viral y la ELISA IgM, pueden
incrementar la seguridad y sensibilidad del diagnostico por laboratorio de

infecciones por dengue.
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ANEXO 1

Relacion de todos los ensayos desarrollados con las diferentes muestras y protocolos de amplificacion.

Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
00-010
00-010
00-031
00-031
00-050
00-050
00-114
00-114
00-132
00-132
00-159
00-159
00-162
00-162
00-163
00-163
00-167
00-167
00-179
00-179
00-187
00-187
00-192
00-192
00-201
00-201
00-204
00-204
00-233
00-233

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
No
No
No
No
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
No
No
No
No
Neg
Neg
Neg
Neg
No
No
Neg
Neg
No
No

O OO0 OO0 OO0 O0ODO0OO0OO0ODO0OONDMNMNODOOOODOOOOOOOOOoO

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia
Colecta

[¢)]

NDNOOOWWOAaoandHApPr,oo 2 =2WWHOOWWWWHADPMOOWWL

IgM D.O. Dx. Seroldg.

0.431
0.431
1.521
1.521
0.135
0.135
0.073
0.073
0.146
0.146
0.493
0.493
3.263
3.263
0.154
0.154
0.580
0.580
2.307
2.307
0.314
0.314
0.511
0.511
0.733
0.733
1.735
1.735
0.001
0.001

Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso

Result.
IgM
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg

Dias de
Almacen.
8
8
10
10
15
15
4
4
13
13

S~ b oo NN

NN
IS

D 01010 0NN

[N
NN oo

Caso Fatal

No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si



Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
00-257
00-257
00-258
00-258
00-268
00-268
00-270
00-270
00-273
00-273
00-278
00-278
00-285
00-285
00-304
00-304
00-308
00-308
00-322
00-322
00-325
00-325
00-332
00-332
00-342
00-342
00-345
00-345
00-346
00-346
00-347
00-347
00-348
00-348
00-349
00-349
00-357
00-357
00-399
00-399
00-414
00-414

Aisl. viral Serotipo

No
No
Neg
Neg
Neg
Neg
No
No
Neg
Neg
No
No
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos

NNOOPAMPMOOODODOODODODODODODODOONDMNOODODOOOODOOODOOOOOOOOOOoO

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia

Colecta

N

WWADBMDBEMAEDAMRNMUGUOWWDWWRERDRNDODNTWWAARRAAEDMBRMDNMNOORADMOOOSMDMIBNDINN

IgM D.O. Dx. Serolog.

2.717
2.717
2.081
2.081
0.424
0.424
0.000
0.000
0.053
0.053
0.862
0.862
0.105
0.105
0.531
0.531
0.179
0.179
0.479
0.479
1.040
1.040
0.479
0.479
0.731
0.731
0.738
0.738
0.376
0.376
1.967
1.967
0.218
0.218
1.752
1.752
0.905
0.905
1.020
1.020
0.653
0.653

Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable

Result.
IgM
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos

Dias de
Almacen.

2

@ o N

-
© 0 © © > ®®®P®PXPDO G g

-
o o

NN WWw

Caso Fatal

No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
?
?
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No



Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
00-430
00-430
00-494
00-494
01-001
01-001
01-028
01-028
01-045
01-045
01-047
01-047
01-050
01-050
01-068
01-068
01-069
01-069
01-072
01-072
01-107
01-107
01-113
01-113
01-129
01-129
01-142
01-142
01-154
01-154
01-163
01-163
01-168
01-168
01-212
01-212
01-270
01-270
01-308
01-308
01-355
01-355

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
No
No
No
No
No
No
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg

OO B BNNOODWWWW-A"A 2 WWOOOONDMNWWOOOOOOMNMNMNMAMMOOOOOOODO

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia

Colecta

w
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IgM D.O. Dx. Serolog.

0.249
0.249
1.194
1.194
2.199
2.199
0.120
0.120
1.712
1.712
0.000
0.000
0.000
0.000
0.039
0.039

?

?
1.695
1.695
0.020
0.020
0.500
0.500
0.479
0.479
0.082
0.082
0.316
0.316
0.874
0.874
0.086
0.086
0.026
0.026
0.214
0.214
2.288
2.288
0.095
0.095

Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso

Result.
IgM
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg

Dias de
Almacen.

?
?
9
9
10
10
17
17

N
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Caso Fatal

?

?
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No

No
?

-~

NN N N



Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
02-007
02-007
02-011
02-011
02-024
02-024
02-067
02-067
02-084
02-084
02-092
02-092
02-095
02-095
02-107
02-124
02-124
02-132
02-132
02-135
02-148
02-148
02-165
02-165
02-170
02-170
02-178
02-178
02-227
02-227
02-232
02-232
02-234
02-234
02-240
02-240
02-247
02-247
02-251
02-251
02-261
02-261

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
Neg
No
No
No
No
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Neg
Neg
Neg
Neg

O OO OO O0ODO0OO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODODODODODOOWWWNNDNWWWWWWWOOOOoOOoOOoOoo

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia

Colecta

N
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IgM D.O. Dx. Serolog.

0.040
0.040
1.580
1.580
0.409
0.409
1.990
1.990
0.020
0.020

Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable

Result.
IgM
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos

Dias de
Almacen.
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Caso Fatal
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Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
02-262
02-262
02-263
02-263
02-264
02-264
02-265
02-265
02-266
02-266
02-268
02-268
02-270
02-270
02-272
02-272
02-273
02-273
02-274
02-274
02-275
02-275
02-276
02-276
02-288
02-288
02-291
02-291
02-310
02-310
02-311
02-311
02-317
02-317
02-365
02-365
02-366
02-366
02-368
02-368
02-369
02-369

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

O OO OO O0ODO0ODOWWWWWWOOWWOOOOOOODOOODODOOOOOOOOOOoOOoOOoOOo

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia
Colecta

[¢)]
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IgM D.O. Dx. Serolog.

0.098
0.098
1.519
1.519
0.414
0.414
0.432
0.432
0.359
0.359
0.560
0.560
0.435
0.435
1.510
1.510
0.341
0.341
0.048
0.048
1.510
1.510
0.506
0.506
0.069
0.069
0.065
0.065
0.415
0.415
0.391
0.391
0.059
0.059
0.193
0.193
0.057
0.057
0.515
0.515
0.219
0.219

Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso

Result.
IgM
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg

Dias de
Almacen.

D
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Caso Fatal

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No



Enzimas

AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
AMV - Taq
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
02-374
02-374
98-023
98-023
98-024
98-024
98-045
98-045
98-120
98-120
98-149
98-149
98-193
98-193
98-197
98-197
99-005
99-181
99-181
99-190
99-190
D1 Ref
D1 Ref
D2 Ref
D2 Ref
D3 Ref
D3 Ref
D4 Ref
D4 Ref
00-010
00-031
00-162
00-304
00-332
00-342
00-347
00-399
00-494
01-028
01-212
98-023
98-024

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
No
No

O OO ON- 200000 ONNOOOOOOoO

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

O OO O OO0 O0OOoO oo oo

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Nested
Universal
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
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PCR

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Dia
Colecta

N
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IgM D.O. Dx. Serolog.

2.350
2.350
1.516
1.516
1.514
1.514
0.025
0.025
2.989
2.989
0.730
0.730
1.712
1.712
1.040
1.040
0.145
0.762
0.762
0.052
0.052

0.431
1.521
3.263
0.531
0.479
0.731
1.967
1.020
1.194
0.120
0.026
1.516
1.514

Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso

Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable

Result.
IgM
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg

Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos

Dias de
Almacen.

N
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Caso Fatal

No
No
?
?
No

No
No
No
No

No
No
No
Si
Si
Si

No



Enzimas

rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth

rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth

rTth
rTth

rTth
rTth
rTth
rTth
rTth

rTth

rTth

rTth
rTth

Tipo muestra

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Céd.
Suero
98-120
98-149
99-181
00-114
00-167
00-179
01-068
00-000
00-058
00-163
00-325
00-357
00-414
00-557
01-035
01-045
01-047
01-072
01-107
01-142
01-154
01-163
01-168
01-227
01-270
01-308
01-320
01-324
01-330
02-084
02-095
02-124
02-132
02-135
98-108
98-121
98-128
98-187
98-197
98-218
98-224
99-005

Aisl. viral Serotipo

Neg
Neg
Neg
No
No
No
No
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
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Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer

Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer

Multiprimer
Multiprimer

Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer

Multiprimer

Multiprimer

Multiprimer
Multiprimer
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Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Pos
No
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
No
Neg
Neg
No
No
No
Pos
Neg
Neg
Pos
Neg
No
No
Neg
No
Neg
No
Neg
Neg

Dia

Colecta

[¢)]

OABRDBDDUOWA T ODRNWORE 20 OWNWONAMRMORODRAEOWWDDWWRA®WOO® ~ AN

IgM D.O. Dx. Serolog.

2.989
0.730
0.762
0.073
0.580
2.307
0.039
1.350
0.031
0.154
1.040
0.905
0.653
1.000
0.272
1.712
0.000
1.695
0.020
0.082
0.316
0.874
0.086
0.249
0.214
2.288
1.509
0.112
0.450
0.020

?

?

?

1.07

0.258
0.998
0.012
1.092
1.040
0.270
0.218
0.145

Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Probable
Probable
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso

Result.
IgM
Pos
Pos
Pos
Neg
Pos
Pos
Neg
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Pos
Neg
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Neg
Pos
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Pos
Neg
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg

Dias de
Almacen.

N VO NV VY VNN O 0NN YNOTY 2,0 R YN YONY YO0 W YO0 o

Caso Fatal

?
?
No
Si
No
No
Si
No
No
No
No
No
?
?
?
No
?
?
No
No
No
No
?

No
?

NN

No

No
No
No

-~

No

No
No



Enzimas

rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth
rTth

Tipo muestra

Suero
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante
Sobrenadante

Céd.
Suero
99-033
00-163
00-357
00-414
01-035
01-072
01-142
01-163
01-168
01-270
98-045
D1 Ref
D2 Ref
D3 Ref
D4 Ref

Aisl. viral Serotipo

Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos

NNWWWWREANRAEND-~

Mét. Extraccion

GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.
GuSCN-Fenol/Clorof.

Tipo Ensayo

Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
Multiprimer
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No
Pos
Neg
Pos
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos

Dia

Colecta

[¢)]

WWNWRODWDRW

IgM D.O. Dx. Serolog.

1.015
0.154
0.905
0.653
0.272
1.695
0.082
0.874
0.086
0.214
0.025

Probable
Inconcluso
Probable
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Probable
Inconcluso
Inconcluso
Inconcluso

Result.
IgM
Pos
Neg
Pos
Pos
Neg
Pos
Neg
Pos
Neg
Neg
Neg

Dias de
Almacen.

-~

~NO =2, 0 hA VYYD

Caso Fatal

?
No
No

?

?

?
No
No
No
No
No



ANEXO 2

Sueros con aislamiento viral positivo y negativo relacionados con los ensayos RT-PCR

practicados.
AMV - Taq rTth
. i B . Total AMV - Taq L. Total rTth Total general
Aisl. viral Cod. Suero Universal Nested Multiprimer
Neg 00-010 1 1 2 1 1 3
00-031 1 1 2 1 1 3
00-050 1 1 2 0 0 2
00-159 1 1 2 0 0 2
00-162 1 1 2 1 1 3
00-187 1 1 2 0 0 2
00-192 1 1 2 0 0 2
00-204 1 1 2 0 0 2
00-258 1 1 2 0 0 2
00-268 1 1 2 0 0 2
00-273 1 1 2 0 0 2
00-285 1 1 2 0 0 2
00-304 1 1 2 1 1 3
00-308 1 1 2 0 0 2
00-322 1 1 2 0 0 2
00-332 1 1 2 1 1 3
00-342 1 1 2 1 1 3
00-345 1 1 2 0 0 2
00-346 1 1 2 0 0 2
00-347 1 1 2 1 1 3
00-348 1 1 2 0 0 2
00-349 1 1 2 0 0 2
00-399 1 1 2 1 1 3
00-430 1 1 2 0 0 2
00-494 1 1 2 1 1 3
01-001 1 1 2 0 0 2
01-028 1 1 2 1 1 3
01-113 1 1 2 0 0 2
01-129 1 1 2 0 0 2
01-212 1 1 2 1 1 3
01-355 1 1 2 0 0 2
02-007 1 1 2 0 0 2
02-011 1 1 2 0 0 2
02-148 1 1 2 0 0 2
02-251 1 1 2 0 0 2
02-261 1 1 2 0 0 2
02-262 1 1 2 0 0 2
02-263 1 1 2 0 0 2
02-264 1 1 2 0 0 2
02-265 1 1 2 0 0 2
02-266 1 1 2 0 0 2
02-268 1 1 2 0 0 2
02-270 1 1 2 0 0 2
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AMV - Taq

Aisl. viral Cod. Suero Universal
02-272
02-273
02-274
02-275
02-276
02-291
02-365
02-366
02-368
02-369
02-374
98-023
98-024
98-120
98-149
98-193
99-181

JEEE G UL (UL QUL (UL QU QUL (I U O O U I QUL G

Total Neg
Pos 00-000
00-058
00-163
00-325
00-357
00-414
01-035
01-045
01-047
01-072
01-107
01-142
01-154
01-163
01-168
01-270
01-308
02-084
02-092
02-095
02-107
02-124
02-132
02-135
02-288
02-310
02-311
02-317
98-020
98-045
98-128
98-158
98-197
98-205
98-224
99-005

[=2]
o

O o R = T Y o R < I S oo Y U G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G JE G QR G G o Wi o

Total Pos
Total general

0N
o ©o

Nested
1

JEE U (UL U UL (I U (I (I (U U U U UL G (L G

[=2]
o

OO0 200 A0 a2 a0 A a0 A a2 aaaaaadaaaEdaaaaooaaaaaoo

N
a o

Total AMV - Taq

142
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= OO NOONONMNMDMNDNDNSDNN=2SDNNDNNNDNNMDNNMDNDNMDNMDNMDNDNMDNDNMNMNMNMNMNMNDMNMNODNMNMDMDMDNMNMNOO

(3]
w

173

rTth
Multiprimer
0

AAO_\o_\oooooo_\_\AOAO_\_\_\_\4444_\_\_\_\4444_\_\;_\0444_\0000000000

£ N
N O

Total rTth

_\_\Q_nc_noooocc_n_n_\o_\o_n_n_n_n_\_\_\_\_n_n_n_n_\_\_\_\_n_n;_no_\_\_\_ncccoooocccc

N
N O

Total general

N

-
o

N =20 WO =2 NONMNDMNDMNDNDNOWW=2WONWWWWWWWWWWW=2WWWW=22 =2 WWDNNWWWWDNNMNDNMMMMNDMMMNMMNOMNODNONDN

~
©
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