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goritmo de
lagnostico de Dengue

e Ultima actualizacion 2022

* A la fecha no hay cambios
en la disponibilidad de
metodologias

e 2023 ha sido el ano
epidémico de mayor
magnitud para dengue en
Argentina

* Se plantea la introduccion
de vacuna para DENGUE
Qdenga.

Debera notificarss un caso de Dengue Sospechoso an el SNVS0 -en forma inmediata-, boda vez que un laboratorio obtenga o reciba mna
muastra para al estudio de infeccion por virus dengue. S el laboratorio notificador no realizara el estudio, debera derivarla & referants
provincial a traves del SNVS 2.0

5i la muesira es obtenida entre los 0 a 3
DlAS de evolucion desde el inicio de |2 fiabre
estudiar por métodos directos (M51, PCR,

Arslamiento viral).

CRITERIOS DE SELECCION DE METODO DE DIAGNGSTICO

5i la muestra es obbenida entre bos 4 a 6 DIAS
de evalucion desde & inicio de ka fisbre comibi-
nar un métoda indirecto (igh) y al menos uno
diracto (N51, PCR, Aislamiendo wirall.

Deteccidn molacular de

METODO DE DIAGNOSTICO Y CLASIFICACIGN DE CASO (GC)

Areas CON circulacién autdctona de virus dengue

En las que e han detectado gos cases relacionados con al menes une de ellos SN
antecedente de viaje reclente” a rona afectada’y al menos uno confirmado por laboratorio;
o un caso confirmado por lsborstorks sin antecedents de wvisje en &l gue la Direcclin de
Epidemdologia provincial pueds certificar el cardcter de aubéctono.
En este escenanio MO es necesark estudiar por kaboratorio a todos ks casos sospechosos
autbclonos. En caso de realizar|a confirmacidn mediante |a detecciin de antigeno NS1, debe
estudiarss el serotipo de los casos al inico del brote y continuar con el estudio de un porcentalje de

Ios mismos, para su monitoreo y 12 vigilanda de la posibile introdwccion de nuewos senlipos.

S5i la muestra es obtenida con 7 o MAS DIAS
de evaluciin desde el inicio de ka fiebre
estudiar por métodos indirectos (IgM.
Meutralizacian con Panel da Flavivirus).

Deteceidn de lgG

genama viral por RT FCRen | [ Deleccidn de g La deteccion de lgG por ELISA
tismpo real wo convencional o fest rapido en una muesira
y'o Aislamiento viral unica mo es util para ciasificar
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e g8 Sk, NO CORCLUSIVO. -COMFIRMADD Virug del Derigues
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Dependiends de ks factas def par
Sseroligico, ks presaniacide clinica
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L | NEGATIVD
Colocar come CC:

Areas SIN circulacion autdctona de virus dengue

En este escanario TODD CASO SOSPECHDS0 DEBE SER ESTUDIADD POR LABDRATORID y
=8 debe procurar concluir el diagndstico hasta confirmar o descartar la infeccion. No se
recamiando la aplicaciin de test rapidos en estas dreas. No se recomisnda el uso de tests
rapidos an periodos interepidémicos, su uso estaria resarvado para forfalecer respuesta

diagndstica en areas con ciculacidn comprobada.

Area de Vigilancia de la Salud - Direccidn de Epidemiologia
(0711) 4379-9000 imterro 4

natifica@meal.gov.ar

Caso DESCARTADO

En cualquier escenario epideminkdgico TODO
CASOD SOSPECHOSO FALLEGIDN o qua presente
critarios de DENGUE GRAVE o una clinica atipica
debe ser estudiado por laboratonio.

{2) Se considera reclents haber estado dentro de los 15
diz= previos 2l inicio de oS sintomas en zona sectads.
(b Se considera 7ona alectada auell gue presante

chouacin de winus dengue comprobada.
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En el contexto de brotes recientes, la persistencia de anticuerpos IgM limita la
utilidad de la determinacion como marcador de circulacidn viral activa.

Evidencias en Argentina:

- En estudio realizado en Tucuman, se evidencid que los anticuerpos IgM DENV medidos
por un reactivo comercial de ELISA tuvieron una seropersistencia media de 228 dias
(IC95 203-253) en mayores de 15 afios ( 11 muestreos periddicos realizados en 72 casos
de dengue confirmados a propdsito de un brote por DENV-1 en 2009). Demostramos
seropersistencia superior a 18 meses en un 8.3% de los casos estudiados y una
tendencia al descenso de los valores de reactividad al aplicar el reactivo comercial y pudo
ser corroborada pero en menor extension por la metodologia “in house” de referencia
para la deteccion de IgM (1,5 % de positividad por MAC-ELISA vs 12,0 % por UM-ELISA a
los 15 meses aproximadamente del inicio de los sintomas).

-En mayo del 2005 se obtuvieron sueros de 100 personas provenientes de Jujuy y Salta
con diagnostico laboratorial de DENV en el 2004. Se traté de un Unico muestreo
realizado a mas de un afio de producida la infeccién viral. Los resultados obtenidos
mostraron que un 30% de las personas estudiadas eran positivas por MACELISA IgM para
DEN, representando una persistencia de los anticuerpos de 390-490 dias luego del inicio
de los sintomas.

Un paciente con resultado IgM + en una region donde el virus DEN circula
regularmente, requeriria la toma de una segunda muestra para evaluar IgG y
serconversion ( en nuestro algoritmo es por PRNT y evaluacién de cruces serolégico)



Oportunidad del
diagndstico

Virus

IgM

NS1

PARES DE MUESTRAS PARA
CONFIRMACION SEROLOGICAS:

CUANDO TOMARLOS??
S2

S1

Ejemplo 1: Puedo detectar
SEROCONVERSION (Aumento
de 4 titulos en la cantidad de
anticuerpos IgG) y demostrar

un proceso agudo

\\

1gG

56

anos

Dias de evolucion

Cinetica de Viremiay anticuerpos en
infeccion primaria por Dengue

Técnicas Directas

Técnicas Indirectas



Opo.rtunida.d del Eijemplo 2: Puedo detectar lo
diagnostico que se llama SEROCONVERSION
INVERSA (disminucion de 4
titulos en la cantidad de
Virus S1 anticuerpos) y demostrar un
proceso agudo

< < - >
§ 6 ) _, anos
Dias de evolucién

Cinetica de Viremiay anticuerpos en
infeccion primaria por Dengue

< »  Técnicas Directas

< > Técnicas Indirectas



Oportunidad del i
diagnédstico Ejemplo 3: Puedo

detectar TITULOS
| CONSTANTES, SIN
Virus SEROCONVERSION y no
- lograr demostrar la
NS1 s1 ocurrencia de un proceso

/ S2 agudo

1gG

‘_-‘__\_—-_ﬂ-__———

56 ) , anos
Dias de evolucion

Cinetica de Viremiay anticuerpos en
infeccion primaria por Dengue
Técnicas Directas

Técnicas Indirectas



Oportunidad del
diagndstico

Virus

NS1

Este ejemplo se asocia a una
seropersistencia de IgM /Infeccion Pasada

IgM

56 ) , anos
Dias de evolucion

Cinetica de Viremiay anticuerpos en
infeccion primaria por Dengue
Técnicas Directas

Técnicas Indirectas

Ejemplo 4: Puedo
detectar TITULOS
CONSTANTES, SIN
SEROCONVERSION vy
eso representar una
infeccion
correspondiente al
pasado. Lo mas
probable seria que este
caso no tenga IgM o
presente valores bajos
si se trata de una
infeccion no tan lejana




En el contexto de brotes recientes,
la estrategia mas adecuada para un
diagndstico confirmatoria de
dengue seria intensificar esfuerzos
para la toma de muestras de < 6
DIAS de evolucidn para la
aplicacion de métodos directos:

- Deteccidon Antigeno NS1
- Deteccidén de Genoma viral por
gRT-PCR

DENGUE |5 ot et

Debera notificarse un caso de Dengue Sospechoso en el SNVS*2 -en forma inmediata-, toda vez que un laboratorio obtenga o reciba una
muestra para el estudio de infeccion por virus dengue. Si el laboratorio notificador no reakzara el estudio, debera derivaria a referente
provincial a través del SNVS 2.0

Sila muestra es obtenida entrelos 0 a 3 Si la muestra es obtenida entre los 4 a 6 DIAS Si la muestra es obtenida con 7 0 MAS DIAS
DIAS de evolucion desde el inicio de la fiebre de evolucion desde o inicio de la fiebre combi- de evolucion desde el inicio de & fiebre
estudiar por métodos directos (NS1, PCR, nar un método indirecto (igM) y al menos uno estudiar por métodos indirectos (IgM,

v directo (NS1, PCR, Aislamiento viral). N lizacion con Panel de Flavivi

Y CLASIFICACION DE CASO (CC)

] Deteccién de ig6
Deteccién de IgM La deteccion de IgG por ELISA
. 0 test répido en una muestra
Unica no es util para clasificar
POSITNO
e Colocar como CC: L un cuadro agudo
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serotipo. diss de evolucidn. CONCLUSIVD. ~CONFIRMADO Virus del Dengue
muesya con més y s2rotpo o
de evolucidn. = CONFIRMADO Dengue
NEGATIVO 1 (sin
i c;umo ;amo n-n:rur
NO CONCLUSVO. - 3 como CC: .mmw
haMm-‘ -i Si ¢ cusdio clinico fwers Os o
confiemado en ef Evento
Carsclenisico se
= s oms e
2ds muesta y repety [
LG T
Areas CON circulacién autéctona de virus dengue Colocar como CC: DENGUE
setectado dos casos relacionados e R e
En las que se han 2 con al mencs uno de ellos .‘- del par

SOSPECHOSO que presente
criterios de DENGUE GRAVE o una clinica atipica

debe ser estudiado por laboratorio.

(a) Se considera reciente haber estado dentro de ks 15
dias previos al Inicio de ks sinfomas en 2ona afectada.
®) Se considera 2ona atectada aqualla Que presente

| crcdadon de wirus dengue comprobada.
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Utilizacion de tests rapidos para NS1- IgM e IgG dengue en laboratorios
de baja complejidad con el objetivo de fortalecer la respuesta
laboratorial en brote.

Areas SIN circulacion autéctona de virus dengue
== = En este escanario TODO CASD S0SPECHDSO0 DEBE SER ESTUDIADO POR LABORATORND v

ol ks o S0 20

...... e =& debe procurar cancluir el diagnostico hasta confirmar o descartar B3 infeccion. No sa

oty e i || s
i 0651, PR, Akt 4 s con Pk 1

e recomiando |a aplicacon de test rapidos en estas areas. No se recomianda el uso de bests
- [EE e EEEE rapidos en periodos interepadémicos, 5u uso estaria resanvado para fortalecer respuesta
diagnistica en areas con caculacion comprobada.

Orientaciones para el uso recomendado de los tests rapidos de DENGUE

* La muestra que se ha utilizado en INEVH y la RED NACIONAL para evaluar el desempefio de
los mismos ha sido “SUERQ”. No se ha evaluado la utilizacién en muestra de sangre entera.

* Recomendamos que el procesamiento por esta metodologia sea realizado con buenas
practicas y bioseguridad en areas de laboratorio con la supervision de un profesional
bioquimico actualizado en los criterios de diagndstico etiologico para dengue.

* En procesos de compra no centralizados por MSN y controlados por INEVH, recomendamos
que las jurisdicciones prevean la realizacidon de una instancia de evaluacion de lotes con
intervencién de los laboratorios de referencia provinciales.



Interpretacion de resultados

a) NS1:+ IgM - IgG -  INFECCION PROBABLE
b) NS1:+ IgM - IgG +  INFECCION PROBABLE
c) NS1: + IgM + IgG -  INFECCION PROBABLE
d) NS1:+ IgM + IgG +  INFECCION PROBABLE
e) NS1:- IgM + IgG +  INFECCION PROBABLE
f) NS1:- IgM + IgG -  INFECCION PROBABLE

Todos los resultados de los items a- f corresponde carga en SISA: CASO
DE DENGUE POSITIVO EN SITUACION DE BROTE

g) NS1: - IgM - IgG - Carga en SISA: CASO
SOSPECHOSO. NO CONCLUSIVO ( en muestras de menos de 5 dias de
evolucién)

h) NS1: - IgM - IgG - Carga en SISA: CASO
DESCARTADO ( en muestras de 5 o mas dias de evolucion)

i) NS1: - IgM - lgG + Carga en SISA: CASO DENGUE

REMOTO (si el cuadro clinico es muy caracteristico y existe dudas si corresponde
a un caso agudo, se sugiere que la muestra se pase para procesamiento por otros
métodos o se tome segunda muestra). La deteccién de IgG por ELISA o test
rapido en una unica muestra, por si sola, no es util para clasificar un cuadro
agudo. Este resultado puede estar reflejando una infeccién anterior.




Como se aplica el algoritmo cuando en
e alguna jurisdiccion de Argentina se
incorpora la vacunacion para dengue?

Astarmonto veah directo (51, PCR,

- 2023: Aprobaciéon por ANMAT de la vacuna Qdenga.

DEN-2 PDK-53 (DENVax-2)

2a |28 NS3 4a| 4B NS5 .-3‘

A
Remowve DEN-2 priM,E
Replace with DEN-1,
DEN-3 or DEN-4 prM E DENV&X-1
5'lc|prM:.:§ E | NS1 |2a |2 NS3 aa| 48 NS5 .—3’
A A DENVax-3
2a |28 NS3 4A| 4B NS5 .3'
A
DENVax-4
2a |28 NS3 4a| 4B NS5 .-3'
A

TAK-003 es una vacuna a virus vivo atenuado Fig. 1.
Genetic structure of DENVax vaccine strains. The diagram shows the gene arrangements for
tetravalente contra el dengue

the parental DEN-2 PDK-53 as well as the three chimeras, DENVax-1, -3 and -4. Arrows
indicate the three pivotal mutations in DEN-2 PDK-53 that determine the attenuating
phenotype of the viruses (see text). Shading indicates the origin of the prM and E genes in
the chimeras.

See Huang et al. [41] for details.



Método molecular utilizado en la red nacional para la deteccion y serotipificacion de dengue

OPEN ACCESS Feey bl onbne BPLOS | hsuaes

Composiciéon vacunal

Analytical and Clinical Performance of the CDC Real Time — DEN-2 PDK-53 (DENVax-2)
RT-PCR Assay for Detection and Typing of Dengue Virus |/~ Raa Time RT-PCR Assay 5|c|pm|ﬁ B nst [ Nss [u] e ] NS5 la‘
Gilberto A, Santiago, Edgardo Vergne, Yashira Quiles, Joan Cosme, Jesus Vazquez, Juan F. Medina, 2 . ) i A A A
Freddy Medina, Candimar Colon, Harold Margolis, Jorge L. Munoz-Jordan* m ?rM:'T‘w_jajMI\FNH'UW. N ineeeeeemid
S e D e o e w0 Remove DEN-2 prM,E
PLOS Negleted Tropicl Oseases | wwm plosttdson My 2013 | Velume 7 | lsue 7 [ e231 :;ﬂ;n;lel;‘Nl:_‘fN;;E
s Pl DENVax-1
5‘lc|pm] E [ nst[amm] ns3 fa e NS5 .3'
A A
DENVax-3
*Metodologia desarrollada por CDC 5‘!‘:['"“! ; ]A Ns1 | 2 [a] s [e[«] v W
Amplificacion en distintas regiones del genoma par: DEN-1 NS5 DENVax-4
. 5‘Ic|pru[ E [ nst [l wns3  [u] e | NS5 .3'
cada uno de los serotipos A Y i
*Metodologia multiplex DEN-2 E
. ., . Fig. 1.
'ACTU&I.].Z&CIOH de secuencias de SOIldﬂS y DEN-3 p rmM Genetic structure of DENVax vaccine strains. The diagram shows the gene arrangements for
011 EUHUCIEé[idDS con Cepas de Vims dﬁ‘ﬂglle de the parental DEN-2 PDK-53 as well as the three chimeras, DENVax-1, -3 and -4. Arrows
cirEulacién ['ECiE'[lIE = DEN-4 P rM indicate the three pivotal mutations in DEN-2 PDK-53 that determine the attenuating

phenotype of the viruses (see text). Shading indicates the origin of the prM and E genes in
the chimeras.
See Huang et al. [41] for details.

- Las sondas y primers que el reactivo usa para DENV-1 amplifican para NS5 y en la vacuna esa zona es DENV-2, por ende si estamos
detectando la vacuna, no esperaria la curva de amplificacidon para DENV-1

- Las sondas y primers que se usan para DENV-2, DENV-3 y DENV-4 amplifican en regiones donde |la vacuna podria ser reconocida y en
consecuencia aparecer 3 curvas.

- No disponemos de informacién sobre cinética y carga viral de la cepa vacunal para cada serotipo en el esquema de vacunacién
aprobado. En literatura hay reportes de viremia detectada, seria importante solicitar al productor si cuenta con mayor detalle de la
informacion.

- En casos positivos, recientemente vacunados, habria que pensar en una estrategia de secuenciacion gendmica para diferenciar cepas.



Perfiles de respuesta serologica y antigénica
tras vacunacion con la vacuna candidata de
Takeda tetravalente contra el dengue (TAK-003)
en un estudio de fase 2 aleatorizado controlado

Proporcion de participantes con IgG-positiva en el suero
* Las tasas de positividad para |gG fueron diferentes, segundo el estado serologico basal y entre los grupos de , . .
formulacion HD-TDV y TDV, pero incrementaron de manera general del dia 1 al 30 . * En los 30 dias tras 1 dosis de TAK-003, los perf”es de |gM y |gG se parecieron a
Seropositivo, % (IC del 96%) ooy aquellos observados tras una infeccion natural con dengue, pero variaron por
007 . ss %1 w3 B0 9 100 27 estado serologico
g?l;: 754 75 60.3
%3
8% oo 50- » Es necesario tomar en consideracion el estado vacunal para dengue cuando se
i L. 2o ] 27 g interpretan las pruebas seroldgicas de dengue porque las pruebas ELISA para IgG
5° b o0 ﬁ y lgM no pueden diferenciar entre una respuesta inmune vacunal y una respuesta a
Dia 1 Dia 15 Dia 30 ° Dia 1 Dia 15 Dia 30 una infeccidn natural
N=91 N=95 N=91 N=93 N=91 N=94 N=82 N=79 N=78 N=77 N=82 N=78
+ Last d itividad IgM fi dif tes, do el estad logico basal tre | d P ' ’ 'y
formulacion HD-TDV y TDV, pero incrementaron do. manora general del dia 18130 + El antigeno NS1 no fue detectable en ningtn punto temporal tras la vacunacion con
M Ho-Tov base en la prueba utilizada en este estudio
Seropositivo, % (IC del 95%) Seronegativo, % (IC del 95%) B Tov
100+ 100+ °re 897

5 75+ 75- 620

481
504

254

18 5.1
00 00

Participantes con IgM-positiva
en muestras de suero, %

Dia1 Dia7
N=91 N=95

Dia 15 Dia 30 Dia1 Dia7
N=891 N=95 N=91 N=93 N=91 N=94 N=82 N=T9

Dia 15
N=B2 N=78 N=79 N=77 N=82 N=78

Dia 30

— El conjunto de acuerdo al protocolo incluyé a 173 participantes en el grupo HD-TDV y 174 en el
grupo TDV (las razones para exclusion incluyeron no tener una muestra valida pre-dosis y 21
muestra valida post-dosis, o uso de medicinas/vacunas prohibidas)!

Presentado en el XX
Congreso Latinoamericano
de Infectologia Pediatrica

(SLIPE), del 30 de Octubre
al 2 de Noviembre de 2023,

X : — La media de edad fue 31.1 afos, 44.7% de los participantes eran hombres, 98.3% eran
en San José, Costa Rica

Asiaticos y 53.6% eran seropositivos basales

El estudio de Takeda estaria planteando limitaciones
para el uso de la serologia IgM/ 1gG como herramienta
de diagndstico para pacientes con antecedente de
vacunacion y no afectacion para la aplicacion de la
deteccion de antigeno NS1



En el contexto analizado, surge que las
metodologias directas en muestrasde 6 o
menos dias de evolucidn:

Algoritmo de diagnadstico y notificacion de
dengue a través del SNVS2.0

DENGUE

Debera notificarss un caso de Dengus Sospechoso en el SNVS®0 -en forma inmediata-, toda ver que un laboratorio obtenga o reciba una
muestra para &l estudio de infaccion por virus dengue. 5 el laboratorio notificador no realizara el estudio, debera derivarla al raferenta
prowincial a traves dal SNVS 2.0

- Deteccidon por gRT-PCR

- Deteccidon de Antigeno NS1 por ELISA

- Aislamiento Viral ( no de rutina)

- Secuenciacion gendmica ( cuando amerite)

CRITERIOS DE SELECCION DE METODO DE DIAGNGSTICO

5ila muestra es obtenida entre los D a 3 5i la muestra es obtenida entre bos 4 a 6 DIAS
DIAS de evolucion desde el inicio de la fiabre de evalucion desde & inicio de k2 fisbre comibi-
astudiar por métodos directos (M51, PCR, nar un méfodo indirectn (lght) ¥ al menos o
Alslamiento viral). directa (M51, PCR, Aislamiento wiral.

S5i la muestra es obtenida con 7 o MAS DIAS
de evalucidn desde el inicio de ka fiebre
estudiar por métodos indirectas (IgM,
Meutralizacian con Panal da Flasivirus).

METODO DE DIAGNGSTICO Y CLASIFICACION DE CASO (CC)

[ Deteccion de Antigeno K51 _gamu'dm'HTPﬂlrm Deteccitn de lgM mmm;:fﬂ.m . 4 0
temporea o cvercona o etrin o s - Neutralizacién en un % de muestras
B mp&mﬂm | Colocar coma C: Ly
. ez i e Neutrazacion conPanece
requiere & esiudi de serotipy miﬁm abtenits o los 104 15 | Flavivine P semiigico: ’ . . . 7 .
. | | Ly o s T ety Seran las que permitan arribar a un diagndstico
P g iy I e de dengue de mayor certeza
fo viraf o Wmmw wmw:um - o . e
- —— Sobcka st | | |emrtn
as e Eveluokin. = COMARMADD Vinss del Dengue
| = - e
e ‘g sesmooteme | | |- s e, Opciones a analizar y para realizar en el
* | e || [ contexto de un estudio de evaluacion:
Areas CON circulacién autdctona de virus dengue (TS 1T mwsemnconension
B e e e e ot o s s .
pmquemepele Al e g e koo o e - Extender aplicacién qRT-PCR a muestras
m&;m“nmm;mamm:mmm l.| NEGATIVD

hasta el dia 8

authcionos. Em caso de reslizar |2 confirmacién mediante |a deteccidn de antigeno NS1, debe Colocar coma CC:
1o i, s 2 ooy vl de s pte rhecian do ves st = : .
En ik oo st TO00. - Hacer un estudio exploratorio sobre la

Areas SIN circulacion autéctona de virus dengue

En esie escanario TODD CASD SOSPECHOS0 DEBE SER ESTUDIADD POR LABDRATORIO v
=& debe procurar concluir el diagnéstico hasta confirmar o descartar ka infeccion. No se
recamiando la aplicaciin de test rpidos en estas areas. No se recomianda el uso de tests
rapidos an pericdas interepidémicos, su uso estaria reservado para fortalecer respuesta
diagndstica en dreas con circulacion comprobada.

critarios de DENGUE GRAVE o una clinica atipica
debe ser estudiado por laboratorio.

&) %2 considera reciente haber estady denino de s 15
s previns al inicio de s sininmas. en 2ona sfectada.
{b) Se considera 7ona alectad squells que presenis
circulaciin de wins dengue comprobada.

aplicacion de la muestra de orina entre 5-15
dias para deteccidén de genoma
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