Vol. 7 (1); Julio 2012 Rev. Inst. Med. Trop 2012;7 (1)

Articulo original

Caracteristicas Virolégicas y Serologicas de Paciws
con Dengue Grave y Fallecidos por Dengue durante la
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Paraguay recorded dengue epidemics since 1989, and periods of sustained viral circulation in
endemic form from 2009. But the epidemic of 2011, could be considered the most severe that
has hit the country, not only in numbers of reported cases, but also in the severity of clinical
manifestations and the number of confirmed deaths. To describe the virological and
serological features of severe dengue patients died of denguein 2011 in Paraguay analyze 60
samples from patients with severe dengue (42 of them dead) by ff. methods: MAC-ELISA
protocol (CDC), Dx Focus 1gG ELISA, Biorad Platelia NS1 ELISA, virus isolation and RT-
PCR protocol Harris. 58% of the cases studied were women. The most affected age group was
20 to 39 years. 70% of the studied population had antibody titers compatible with secondary
dengue. The predominant serotype was the Den-2 in 80% of cases with serotype identified and
Den-1in the 20% remaining. IgM were positive in 64% of the samples analyzed. The overall
sensitivity was 53% NS1 and IgM combined with up to 91%. In a dengue endemic country
like Paraguay, with a high percentage of the population with secondary immune response,
requires the combination of all available laboratory tools to increase diagnostic sensitivity,
especially in severe and fatal cases
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Resumen
reportados, sino también en la severidad de

El Paraguay registra epidemias de dengue|aS manifestaciones clinicas y el namero de
desde el afio 1989, y periodos de circulacionmnuertes confirmadas. Con el fin de describir
viral sostenida en forma endémica a partir dellas caracteristicas viroldgicas y serologicas de
afio 2009. Sin embargo la epidemia del afioPacientes con dengue grave Yy fallecidos por
2011, podria considerarse la mas severa qudélengue durante el afio 2011 en Paraguay

ha sufrido el pais, no solo en nimeros de casodnalizamos 60 muestras de pacientes con
dengue grave (42 de ellos fallecidos) por los

sgtes. meétodos: MAC-ELISA (protocolo
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CDC), ELISA 1gG Focus Dx, ELISA NS110) Se han postulado otros factores relevantes
Platelia Biorad, Aislamiento viral y RT-PCR en la patogénesis del FHD: virus de cepas
protocolo Harris. El 58% de los casos especificas virulentas, (11-13) predisposicion
analizados fueron mujeres. El grupo de edadyenética a enfermedad severa en ciertas
mas afectado fue el de 20 a 39 afos. El 70%oblaciones; (14,15) y otros factores de riesgo
de la poblacién estudiada presento titulos decomo edad, sexo y estado nutricional.(16-18)
anticuerpos  compatibles con  DengueAunque estas hipétesis no son totalmente
secundario. El serotipo predominante fue elexclusivas, y se cree que varias de ellas podrian
Den-2 en el 80% de los casos con serotipaestar involucradas en el desarrollo de formas
identificado y Den-1 en los 20% restantes. IgMgraves de la enfermedad, ya sea que la
resultaron positivas en un 64% de laspatogénesis severa es causada por inmuno-
muestras analizadas. La sensibilidad global deamplificacion o por algun otro mecanismo, se
NS1 fue de 53%, y combinada con IgM subithecesitan herramientas para el diagnostico
al 91%. En un pais endémico para dengudaboratorial especifico, a fin de orientar medidas
como el Paraguay, con alto porcentaje de suapropiadas de prevencién, tratamiento y control,
poblacibn con respuesta inmunoldgicay de mantener datos epidemiolégicos precisos.
secundaria, se requiere de la combinacion de
todas las herramientas de laboratorio El Paraguay es un pais con historia de
disponibles para aumentar la sensibilidad delimportantes epidemias de dengue desde el afio
diagndstico, especialmente en los casos graves989 (19,20) y periodos de circulacion viral
y fatales. sostenida en forma endémica a partir del afio
2009. Sin embargo la epidemia de dengue que
Palabras claves. Epidemiologia, ELISA, afect6 a todo el territorio nacional durante el afio

NS1 2011, puede ser considerada la mas severa que
ha sufrido el pais, en términos no solamente de
Introduccién nameros de casos reportados (mas de 50.000),

sino también en cuanto a la severidad de las
El dengue es la enfermedad transmitida paranifestaciones clinicas y el nimero de muertes
artropodos mas prevalente en las regionesnfirmadas (21).
tropicales, en los ultimos afios su incidencia ha
aumentado 30 veces, y se estima que Es asique el objetivo de esta investigacion
anualmente ocurren 50 millones de infecciondge escribir las caracteristicas virologicas y
por dengue (1). serologicas de pacientes con dengue grave y
fallecidos por dengue durante el afilo 2011 en
Existen 4 tipos de virus dengue (DENV-1Paraguay.
-2, -3,y -4), serologicamente relacionados pero
antigénica y genéticamente diferentes, causanidateriales y métodos
de enfermedad en humanos. Aunque la mayoria
de las infecciones se presentan como una Fueron seleccionadas 60 muestras de
enfermedad febril leve y hasta asintomatica, Igacientes (42 de ellos fallecidos) con
4 serotipos son capaces de producir la forndgagndstico clinico de dengue grave segun la
mas grave y potencialmente fatal de lalasificacion de la OMS del afio 2009 1,
enfermedad; y complicaciones sistémicas mecibidas en el LCSP durante la epidemia de
especificas (p.e. encefalitis, hepatitis) (1-3). dengue del afio 2011 en Paraguay. Las muestras
La variacion de la sintomatologia dekstuvieron acompafiadas de fichas clinico-
dengue puede estar ocasionada tanto pEpidemioldgicas con los siguientes datos:
factores virales como inmunoldgicos. (4,5) Emdentificacion, sexo, edad, procedencia,
numerosos estudios se ha observado, gsi@tomas clinicos, historia de viajes en las
infecciones secuenciales o secundarias por virsmmanas previas y antecedentes de haber
dengue, tienden a producir cuadros severos. (@&decido la enfermedad anteriormente. Aunque
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en algunos casos no pudimos obtener tkensidad oOptica (DO) de cada suero (las
totalidad de los datos requeridos. muestras deben correrse en duplicado) y se resta
el promedio de la DO de los controles
La infeccion por dengue fue confirmada enegativos. Un DO mayor o igual a 0,2 indica un
los casos seleccionados, mediante las pruelbasultado positivo.
detalladas a continuacion:
ELISA IgG: fue realizado de acuerdo a
METODOS SEROLOGICOS. recomendaciones del fabricante, mediante el kit
comercial “Dengue Fever Virus IgG Dx Select”
ELISA de captura para anticuerpos IgM  (Focus Diagnostics Cypress, CA, USA) para
anti-Dengue (MAC ELISA). Con el protocolo caracterizar la respuesta inmune de los pacientes
del Center for Disease Control and Preventia@omo primaria o secundaria. Diluciones seriadas
de Puerto Rico (CDC) (22, 23), utilizando unde las muestras de suero fueron analizadas, y
mezcla de los cuatro antigenos de Dengaguellas con titulos equivalentes a Inhibicién de
producidos en el LCSP en cerebro de ratda hemaglutinacion (IHA)>1:2560, fueron
lactante. consideradas infecciones secundarias.

Se utilizan microplacas de polyvinilo ELISA NS1: fue realizado para detectar
recubiertas con IgG de cabra anti-IgM humanaoteina viral NS1 de virus dengue en muestras
(comercial) en una dilucién 1:200 con buffede todos los pacientes estudiados. Se utilizé el
Carbonato/Bicarbonato (pH 9,6), obtenidas pdit comercial “Platelia Dengue NS1 Ag (Bio-
agregado de 100 uL/pocillo e incubacion a 4°Bad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France)”
toda la noche. Se descarta el contenido de lpse consiste en un ELISA formato sandwich de
pocillos, se lavan 3 veces con PBS (pH 7,4), s& paso que utiliza anticuerpo monoclonal de
bloquean con 150 uL /pocillo de PBS con 4%aton (MAb) para captura y revelacion. Si el
de albumina bovina a 37°C por 15 minutos, smtigeno NS1 esta presente en el suero, se forma
descarta el contenido y se lavan tres veces aam inmunocomplejo MADb-NS1-MAb/
PBS (pH 7,4). Los sueros en estudio y Igseroxidasa. Todos los procedimientos se
controles se diluyen 1:40 con PBS con 0,5% dealizaron de acuerdo a las instrucciones del
albumina bovina y se cargan 50 pL /pocillo, sebricante.
incuban a 37°C por una hora, se descarta el
contenido y se lavan tres veces con PBS (pH METODOS VIROLOGICOS Y
7,4). Se prepara una mezcla (MIX) de los cuattdOLECULARES
antigenos en proporciones determinadas por
titulacion de los mismos con el conjugado. Se -Aislamiento viral. Inoculacién de
agrega 50 pL /pocillo de la mix de antigenos enuestras de suero en cultivo de células C6/36
una diluciéon 1:10 con PBS con 20% de suee mosquito Aedes albopictus 24. Las células
equino normal (SEN) y se incuba a 4°C toda kon crecidas a 28°C en medio MEM (Minimal
noche. Essential Medium) suplementado con 0,1% de

Bicarbonato de Sodio, 100 U/ml de Penicilina,

Se realizan tres lavados con PBS (pH 7,40 pug/ml de Estreptomicina y 10% de suero
se agrega 25 pL /pocillo del conjugado en uratal bovino (medio de crecimiento). Para el
dilucion de 1:6000 con PBS con 20% de SHN gislamiento se siembran las células en una
se incuba a 37°C por una hora. Finalmente, sencentracion aproximada de 1.105 cel/ml en
realizan cinco lavados con PBS (pH 7,4), deascos de 25 cm2 y se incuban a 28°C por 24 a
agrega 100 pL/pocillo de sustrato comerci@8 horas.

ABTS (A/B), se incuba a 37°C por 15 minutosy  Una vez formada la monocapa, se descarta
se determina la absorbancia a una longitud desobrenadante y se agrega 2 ml de medio con
onda de 405-410 nm. Para calcular 108% de suero fetal bovino (medio de
resultados, se determina el promedio de haantenimiento) y 50 pL del suero del paciente
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en el lado opuesto de la monocapa pasg ha adicionado 120uL de muestra a 375 pL de
mezclarlo con el medio antes de bafar lagzol. Esta suspension, después de un periodo
células. Después de la adsorcion de una hordea incubacion a temperatura ambiente fue
28°C se agregan 5 ml de medio deentrifugada a 12000 rpm a 4°C, durante 10
mantenimiento. Las células infectadas gwinutos. Luego, se adicionaron 100 pL de
mantienen a 28°C durante 7 dias y se obsenaoroformo (Sigma-Aldrich®) para la
diariamente para detectar algun efecto citopatiseparacion de fases y se sometié a una segunda
(ECP). Se descarta el medio, se agrega medicubacion y  centrifugacion para la
de mantenimiento nuevo y se incuba a 28°@ecipitacion del ARN viral. En la siguiente
hasta el 14° dia. Se cosechan las células yetapa fue desechada la fase acuosa y se adicion6
realiza la inmunofluorescencia indirecta para tamL de etanol al 75%, se mezclo y centrifugo
identificacién del aislamiento. nuevamente a 12000 rpm a 4°C, durante 5
minutos. Finalmente, después de eliminar el
-Inmunofluorescencia indirecta. Para etanol residual se dejo secar el precipitado y se
tipificacion de los virus aislados, utilizandaesuspendio el material seco con 50 pL de agua
anticuerpos monoclonales dirigidos contra cadi@ére de RNAsas.
uno de los serotipos del virus Dengue (DEN-1,
DEN-2, DEN-3 y DEN-4) 24, provistos por Transcripcion reversa y reaccién en
FIOCRUZ, RJ Brasil. cadena de la Polimerasa (RT-PCR):

La suspension celular obtenida se Para la deteccion vy tipificacion de virus
distribuye sobre las laminas, se secan dengue en muestras originales y sobrenadantes
temperatura ambiente, se fijan con acetona frialal primer pasaje en cultivo celular, fue
-20°C durante 15 minutos y se secan r@alizada mediante 2 protocolos diferentes: una
temperatura ambiente. Sobre la muestra fija®T-PCR en un solo paso de acuerdo al
se agregan los anticuerpos monoclonales aptbtocolo descrito por Eva Harris et al.25, y una
DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 en unanested PCR segun protocolo de Morais
dilucién 1:10 y se incuban a 37°C por 3®ronzoni et al. (26)
minutos en camara humeda. Se realizan dos
lavados con Buffer Fosfato Salino (PBS) de pResultados
7,6 y se secan a temperatura ambiente. Se
agrega el conjugado (Flourescent goat anti- Durante la epidemia de dengue del afo
mouse Gamma Globuline for indirect2011 en Paraguay, se realizé en el LCSP la
flourescent testing), se incuba a 37°C por 3fbnfirmacién laboratorial de infeccién por
minutos en camara humeda, se realizan ddengue en mas de 5000 muestras de casos
lavados con PBS y se deja secar a temperatsmspechosos, entre ellos lograron  ser
ambiente. Sobre la lamina se afiade uidentificados 60 casos de dengue grave (42 de
pequefia cantidad de glicerina-PBS (1:10) y s#los fallecidos), los cuales fueron objeto del
coloca el cubre-objeto. Finalmente, se observaresente estudio. En la Tabla 1 se muestran las
las laminas bajo un microscopio paraaracteristicas demograficas e inmunoldgicas de
flourescencia y se valoran las muestras positivias pacientes estudiados. El 58 % de los
y negativas teniendo en cuenta lo observado pacientes de clasificados como dengue grave,
los controles que deben incluirse en cadaeron mujeres. La mediana de edad fue de 58
experiencia. La florescencia especifica s#ios (rango de 0 a 89 afos), siendo el grupo de
describe como citoplasmatica, perinuclear. 20 a 39 afios el mas afectado, seguido por el de

60 afios y mas (Gréfico 1). El 70 % de los

Extraccion de ARN viral: el ARN viral pacientes estudiados presentaron un patron de
fue extraido a partir de cada muestra clinicarespuesta secundaria de anticuerpos contra
aislado, utilizandose el reactivo TRIZOLdengue, caracteristica predominante en todos los
Reagent (Invitrogen-Life Tecnologies), para ellgrupos de edades. La mayoria de los casos
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provenian del Departamento Central y de ken servicios de salud privados, principalmente
Capital (Grafico 2). No fue posible acceder bs de la X Region Sanitaria.
muestras de fallecidos con sospecha de dengue

Tabla 1. Caracteristicas demograficas e inmunol6gis de pacientes estudiados.

Afo 2011
Variable N° de Casos (%)
Sexo
Masculino 25 (42)
Femenino 35 (58)
Edad
mediana /rango 58/(89)
Region Sanitaria
Il 2(3)
v 2(3)
Vv 1(2)
X 5(8)
XI 24 (40)
XVII 3(5)
XVIII 23 (39)
Respuesta Inmunologica
primaria 14 (23)
secundaria 42 (70)
no determinado A4(7)

Figura 1. Distribucién de casos confirmados de demnig grave primario y secundario por
grupos de edades. Afio 2011
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Figura 2. Distribucién de casos confirmados de demnig grave segun region sanitaria. Ao

2011
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El 53% de las muestras recibidas provenian Fue realizada la deteccion de anticuerpos
de pacientes con mas de 5 dias de evoluciontipb IgM en el 64% (36/56) de la muestras
33% de pacientes de 1 a 5 dias de evoluciortestadas. La prueba de detecciéon de Antigeno
en el 14 % restantes no se obtuvieron datos N81 resultdé positiva en 28 de las 53 muestras
cuanto dias de evolucion. En la mayoria de lasalizadas, arrojando una sensibilidad global de
casos fueron realizadas todas las prueld3% comparada con el conjunto de las demas
disponibles, pero en algunos, la muestra no fpeuebas realizadas, de los 25 casos confirmados
suficiente y se priorizaron las pruebas mdgsor otras pruebas y que resultaron negativos
recomendadas segun la etapa de toma pEra NS1, 21 correspondieron a casos de dengue
muestra. En la Tabla 2 se resumen los resultadesundario. La sensibilidad del ELISA NS1 para
de las pruebas realizadas. el diagnostico de los pacientes estudiados, fue

de 62% (8/13) en los casos de dengue primario,

En el 44 % (25/56) de los pacientes cop de 45% (18/40) en los casos de dengue
muestra disponible pudo ser identificado edecundario. Comparada con la RT-PCR la
serotipo de dengue, entre los cuales el maensibilidad de la deteccién de NS1 fue del 68%
frecuente fue el DENV-2, siendo causante d€l7/25), de las 8 muestras negativas, 5
80% de los casos identificados, mientras que @rrespondieron a casos de dengue secundario.
DENV-1 fue responsable del 20% restante.  La combinacion de las detecciones de IgM y

antigeno elevo la sensibilidad del diagnostico a
91%.

Tabla 2. Resultados de pruebas viroldgicas y sergi¢as realizadas segun dias de
evolucion de pacientes. Afio 2011

IgM NS1 RT-PCR/Aislamiento
Dias de evolucibn| Neg Pos NR Neg Pos NR| DEN1 DEN2 Neg NR
>5 8 23 1 17 11 4 2 9 18 3
lab 9 8 3 5 13 2 3 9 8
SD 3 5 3 4 1 2 5 1
Total general 20 36 4 25 28 7 5 20 31 4

Neg = Negativo; Pos = Positivo; NR = No Realizado
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La mayoria de los casos de dengue gragpidémica del dengue en el afio 2011 (Grafico
y fatales, se registraron entre las semandps
epidemioldgicas 13 a 18 (Gréfico 3), lo que
corresponde a la fase de descenso de la curva

Figura 3. Distribucion de casos confirmados de deng grave y fallecidos por semana
epidemioldgica. Afio 2011
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Figura 4. Total de casos de Dengue confirmado paathoratorio. Afio 2011
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Los signos y sintomas mas comanmente presencia de signos de alarma se constato en
encontrados, se detallan en la Tabla 3. La mas del 50% de los casos analizados.

Tabla 3. Caracteristicas Clinicas de los pacientestudiados. Afio 2011

Sintomas Frecuencia Signos Frecuencia
Fiebre 83% Petequias 20%
Cefalea 72% Oligoanuria 17%
Mialgia 68% Epistaxis 13%
Artralgia 60% Gingivorragia 12%
Nausea 55% Inyeccion conjuntival 12%
Dolor Abdominal 52% Edema Bipalpebral 12%
Vomitos 48% Ictericia 8%
Exantema 15% Hepatomegalia 8%
Tos 13% Esplenomegalia 7%
Prurito 7% Hemoptisis 5%
Taquipnea 20% Hematemesis 3%

Discusion y Conclusién publicados previamente por Vaughn et al. (28)

que inform6 que el DENV-1 causé derrame

A diferencia de otras enfermedades viralgdeural menos grave que las infecciones
auto limitadas, la infeccion por dengue puedsecundarias por DENV-2, pero ho menos que
convertirse en pocos dias en la forma grave qoen DENV-3 y DENV-4. Existen ademas otras
pone en peligro la vida. Por este motivo, a@avestigaciones que reportan mayor severidad
deseable contar con un diagnostico precoz, a& las infecciones, cuando el DENV-2 es el
como con marcadores potenciales que puedsggundo serotipo infectante en casos de dengue
predecir el riesgo de evolucién posterior a Isecundario, mientras que describen casos leves
forma grave a fin de mejorar el manejo clinicen las primoinfecciones por este serotipo
de la infeccion por dengue. Esto podria redudi81,32).
el uso innecesario de antibidticos, la
hospitalizacion de los pacientes con La deteccion de la proteina NS1 del virus
enfermedades mas leves en paises con recudesgue por ELISA o métodos inmuno-
limitados y permiten la hospitalizacioncromatograficos, se convirtié en la prueba mas
temprana y tratamiento de soporte de aquellpspular para el diagnostico precoz del dengue
que estarian desarrollando el potencialmené@ los Ultimos afios (33-37). La modesta
mortal dengue grave (27). sensibilidad global de la prueba, reportada aqui

(53%), se debe probablemente a la gran cantidad

Reportamos aqui las caracteristicage infecciones secundarias (70%) lo que refleja
virolégicas y serolégicas observadas en 68 verdadera situacion en Paraguay y otros
casos clasificados como dengue grave durantepksises hiperendémicos para dengue. De hecho,
epidemia de dengue del afio 2011 en Paraguag.registré una menor sensibilidad de la prueba
Como era de esperar y ya se ha descritISA NS1 en las infecciones secundarias en
ampliamente (4, 28-30), los casos de dengaemparacion con las infecciones primarias (45%
grave fueron mas frecuentes en la infecciors 62%). Los anticuerpos anti-NS1 son mas
secundaria. El serotipo mas prevalente en lérecuentes en la infeccion secundaria del
casos graves observados en nuestro estudio fiemgue30 y el complejo antigeno-anticuerpo
el DENV-2, lo que coincide con datos
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