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Diagnostico de Laboratorio de Dengue en
el Peru en Tiempos de Pandemia.

Lic. Maria Paquita Garcia Mendoza
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DINAMICA DE LA INFECCION POR

DENGUE Y OTROS ARBOVIRUS

Aparicion de
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Periodo de L

Tiempo en dias

Feriodo de incubacion:
» Humanos: 3 -6 dias
» Mosquitos: 7 - 14 dias

Fuente: Adapiado de Suflivan N




Cuadro Situacion
clinico . epidemiolégic

PRUEBAS DISPONIBLES

-

- ELISA Ag NS1 (Proteina no estructural)
- RT PCR TR Multiplex (D, Z, CH)

- ELISA IgM O r ot
- :T.I PCI.! TR Mf.ultllplex (DENV 1,2,3,4)  ELISA 1gG de captura Dlagno stico
S ASAMENO VIFS _ ELISA IgG Indirecta D engue
- Secuenciacion genética.
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Red de laboratorios para el diagnostico de dengue

Bagua Iquitos

Cajamarca

Tumbes ...

Tarapoto

Pucallpa
Cusco

4 DISAS - LIMA Puerto Maldonado

Abancay

Puno

. Ayacucho

o

4. 1 LAB.DE REFERENCIA NACIONAL Arequipa -@- ELISA (IgM y Ag.NS1)
@ ¢ 24 LAB. DE REFERENCIA REGIONAL Tana 3 RT-PCR -
— Investigar para proteger la salud. &Q



ALGORITMO DE DIAGNOSTICO

Paciente febril agudo con

LRR

sospecha de dengue ELISA NS1
! ELISA IgM
Tomar 7 mL de sangre y enviar 2 mL de
suero al Laboratorio de Salud Publica
|
v v
Si el tiempo de Si el tiempo de
enfermedad < 5 dias enfermedad > 5 dias
¥ ¥
ELISA NS1 ELISA IgM
| |
v v v v
ELISA NS1 ELISA NS1 ELISA IgM ELISA IgM
Reactivo No Reactivo Reactivo No Reactivo
v ¥ [ 2 I
v v
Caso confirmado C fi d
de Dengue ELISA IgM as(;)ecl(i))relnl;;nea ° ,
- I TE <10 dias TE > 10 dias
Envio al INS/LRR Y y ¥ :
implementado para LISA IgM ELISA IgM Sc:ilicitar Caso descartado
identificacién de Reactivo No reactivo B zur:r‘fsua de Dengue
serotipos por / v v |
RT-PCR Caso confirmado SOHﬂ:::SrtiZg;:da y y
de Dengue suero ELISA IgM ELISA IgM
Reactivo No reactivo
v v v v
ELISA IgM ELISA IgM Caso confirmado Caso descartado
Reactivo No reactivo de Dengue de Dengue
v v
Caso confirmado Caso descartado
de Dengue de Dengue




LRR/INS
RT-PCR MULTIPLEX

ELISA NS1
Reactivo

|

Procesaran las muestras:

20% 2100 muestras itali
0 u Hospitalizados, gestantes

Para caratcerizar el brote

7N

DENV 1

DENV 2 DENV 3

S st GENOTIPOS
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Algoritmo para el diagndstico de arbovirus

Muestra bioldgica

v

Tiempo de
enfermedad

< 5 dias J, > 5 dias
\L W
qRT-PCR MAC ELISA
DEN-ZIK-CHIK DEN-CHIK
v

y
v

J v
<o > < >

Dx. Molecular
Caso Diferencial Caso Dx. Serologico
Confirmado gRT-PCR ORO Confirmado Diferencial
RT-PCR MAY MAC ELISAORO
qRT-PCR ALF MAC ELISA MAY
qRT-PCR FLAVI MAC ELISA EEV
MAC ELISAWN




Algoritmo para la vigilancia integrada
de las arbovirosis

Muestra de suero tomada

1-5 dia de sintomas
DENV oy HL!..‘
¢ } !
RTPCR DENV RT-PCR CHKV RT-PCR ZIKV
g I |
(o | I [
Positivo Negativo LR Negativo

Tipificar
fg}.)
. P o - . 5 e ¢ %
Fw— Investigar para proteger la salud. </




Flujogramas para la vigilancia de serotipos y genotipos de

Anexo 2. Flujograma de Envio Semanal de Muestras de LRR con pruebas de NS1.

Muestras Positivas para ELISA NS1 -Dengue
recolectadas entre los dias jueves a miercoles de
la siguiente semana (10 muestras/ semana)

U

Seleccionar:
- Muestras Positivas a NS1 - dengue
- Volumen minimo 1.0 ml
- Pacientes ambulatorios y pacientes hospitalizados
graves, gestantes.

4

Enviar al INS:
- Todos los JUEVES: Lista Electrénica con codigos
Netlab de las muestras seleccionadas
- Todos los JUEVES y VIERNES hasta 4PM: Alicuota
minimo 1,0 ml en cadena de frio continua y
almacenada al menos a-20 °C

U

Resultados de serotipos:
- En el sistema Netlab2, disponible en la
siguiente semana al envio de muestras.
De estas muestras el INS seleccionara las
muestras para el secuenciamiento.

Y los resultados serdn emitidos en un
informe técnico dirigido a la DG del Centro
Nacional de Epidemiologia, Prevencidn y
Control de Enfermedades y a las
Direcciones Regionales.

Dengue

Anexo 3. Flujograma de Envio Semanal de Muestras de LRR con pruebas de RT-PCR.

Muestras Positivas para RT-PCR-multiplex
de serotipos de Dengue recolectadas
entre los dias jueves a miercoles de la

siguiente semana

Seleccionar:
- Muestras con Ct<20
- Volumen minimo 1,0ml
- Un total de 10 muestras que incluyan; pacientes
ambulatorios, hospitalizados graves

 §

Enviar al INS:
- Todos los JUEVES: Lista Electrénica con codigos
Netlab de las muestras seleccionadas
- Todos los JUEVES y VIERNES hasta 4PM: Alicuota
de al menos 1,0ml en cadena de frio continua y

almacenada al menos a -20 °C
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Resultados:

- Los resultados del secuenciamiento se
emitira trimestralmente en un informe
técnico, dirigido a la DG del Centro
Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de Enfermedades y a las
Direcciones Regionales.
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Departamento
Afio

Mes

SEROTIPOS

Filtros
Todas
Seleccion multiple A Trimestre  Todas
.. Semana
Todas W epidemiolégica  Todas
Todas

Distribucién de resultados por dengue (serotipos) segin provincia

B Microsoft Bing

10 2022 TomTom,

Densidad de resultados positivos por dengue (serotipos) segin provincia
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N° DE PACIENTES CON ANALISIS DE LAB. SEGUN
EL LUGAR DONDE SE OBTUVO LA MUESTRA

CAJAMARCA 28,54% T1.46%

JUNIN 7827%
LORETO B89.34%
Ccusco 72,50%
HUANUCO 4£1.57%
LIMA 63.44%
AYACUCHO A7.42%
MADRE DE DIDS

UCAYALL 3181%

SAN MARTIN

Ica

5581%
B7.89%
ANCASH 98.30%
FIURA
AMAZONAS 3261%
LAMBAYEQUE 31.82%
LA LIBERTAD
PUND
TUMBES
PASCO
CALLAD
AREQUIPA

3333% 66,67%

MOQUEGUA 100.00%
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50%
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N° DE PACIENTES CON ANALISIS DE LAB. SEGUN SEROIPOS
100%

69,1%

N° DE PACIENTES CON ANALISIS DE LAB. SEGUN LUGAR DONDE SE OBTUVO LA MUESTA

Afio 2021 2022
Departamento DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Total DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Tota
= CAJAMARCA 331 875 1206 119 252 n
+ JUNIN 846 280 1126 375 59 434
= LORETO 850 22 872 47 85 132
+ CUSCO 326 119 445 175 (Al 246
= HUANUCO 215 300 515 71 102 173
= LIMA 325 188 513 81 46 127
= AYACUCHO 282 129 41 45 29 74
+ MADRE DE DIOS 17 366 383 2 4 é
= UCAYALI 83 209 292 35 44 79
+ SAN MARTIN 8 8 16 112 87 199
= ICA 126 22 148 41 1 42
+ ANCASH 14 1 15 159 2 161
= PIURA 63 10 73 85 4 89
+ AMAZONAS 15 31 46
= LAMBAYEQUE 7 12 19 7 18 25
+ LA LIBERTAD 16 2 18 3 3 ]
= PUNO 12 6 18 5 1 ]
+ TUMBES 14 6 20
= PASCO & 4 5 5
+ CALLAO 7 1 8
= AREQUIPA 2 & [
+ MOQUEGUA 1 1

Total 3.553 2.594 6147 1374 809 2.18!
< >

N° DE PACIENTES CON ANALISIS DE LAB. POR DENGUE SEGUN EL MES DE OBTENCION DE LA MUESTRA
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IDENTIFICACION DELGENOTIPO

DENV-2/PE/IQA 2080/2010 Iquitos
DENV-2/PE/IQA 2042/2010 lquitos
DENV-2/PE/FPI01202/2011 lauitos
DENV-2/PE/NFI1158/:2010 Iquitos
DENV-2/PE/FPI0017-42011 Iquitos
DENV-2/PE/FSL 4862/2010 Yurimaguas
DENV-2/PE/FPI0139cu 11 nunus

68" DENV-2/PE/FPI00073/2010 lquitos
KC294223 Peru 2010
DENV-2/PE/FPI1049/:2011 Iquitos

e El analisis genético de las secuencias
indican la presencia de un genotipo | Devwaresan 19052010 .
con elevada homologia con el e 018517011 o
genotipo Cosmopolita 2  del

serotipo Dengue-2, tal como se "

AMERICA/ASIA ([ Bpormmn 3
muestra en el arbol filogenético
generado.

Figura 1: Analisis filogenético de 12
muestras de MDD evaluando
en gen de la
envoltura de DENV-2

(— — ™ Muestras de MDD que pertenecen al
genotipo América/Asia

RESULTADOS:

— —

-
£

——- Muestras de MDD que pertenecen a un
— — -J genotipo diferente al de América/Asia

z

|| L wopit sep20to
5 | DENV-2/PE/FPY00016/2010 Yurimaguas
DENV-2/PE/FPI01685/2011 Iquitos

— BR/SJRP/2298/2014 Asian-American
BR0337/2008/RJ/2008 Southeast Asian

{ BR/SJRP/869/2013 Asian-American

84 ' BRISJRP/572/2012 Asian-American
BR0450/2008/RJ/2008 Southeast Asian

51 New Guinea 1980
100 [~ China strain 43 1987
DENV-2/US/BID-V5414/2009
98 - DENV-2/US/BID-V4825/2010

Dengue2 16681 Thailand

ThD2 0038 1974

Dengue2 M1 Malaysia
D84-016 Thailand

93 ' D83-307 Thailand

DENV2 Bangladesh 2011 Cosmopolita

e

4i | WDD2 Sep 2018 )

a2 e s s
L CHRF_DenV002 genotipo 2 Bangladesh 2019

£ 7™ | upDe Sep 2019 I
MDD3 Sep 2019

WDD8 Jun 2019 __J

Dengue? 73e-S1353 Bangladesh 2017
22| Dengue? 65e-31186 Bangladesh 2017

e Se observa también que existe otro
grupo de muestras que presenta
homologia con el genotipo
América/Asia que ingreso a Loreto
desde fines del 2010 (Figura 1).
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EMERGENCIA DEL GENOTIPO
COSMOPOLITA DEL VIRUS DENGUE
SEROTIPO 2 (DENV2) EN MADRE DE
DIOS, PERU, 2019

EMERGENCE OF THE COSMOPOLITAN
GENOTYPE OF DENGUE VIRUS SEROTYPE 2
(DENV2) IN MADRE DE DIOS, PERU, 2019

M. Paquita Garcia>"2, Carlos Padillall?®,
Dana Figueroa:'"*, Carlos Manrique:*¢, César Cabezas(-#¢

Laboratorio Nacional de Referencia de Metaxénicas Virales. Centro Na-
cional de Salud Pablica, Instituto Nacional de Salud, Lima Perd.

? Laboratorio Nacional de Referencia de Biologia Molecular y Biotecnolo-
gia, Centro Nacional de Salud Pablica, Instituto Nacional de Salud, Lima
Pert.

* Region de Salud de Madre de Dios.

Centro Nacional de Salud Pablica, Instituto Nacional de Salud, Lima Peri.

Tecnologo médico; *bidlogo molecular; *médico; ¢ médico infectologo tro-

picalista

trar la introduccién de un nuevo genotipo de DENV 2, que
no circula en las Américas.

Durante el brote de dengue en Madre de Dios, del
afo 2019, se hizo el diagnéstico inicial en los pacientes,
determinando el antigeno NS1 por ELISA. El aislamiento
viral en la linea celular C6-36 fue exitoso en 12 muestras
de 32 procesadas. El virus fue identificado con anticuerpos
monoclonales por inmunofluorescencia indirecta, y
simultineamente las muestras fueron analizadas por RT-PCR
en tiempo real (qQPCR-RT) en el Laboratorio de Referencia
Nacional de Metaxénicas Virales del Instituto Nacional de
Salud (INS). Todas las muestras fueron identificadas como
DENV2.

Siguiendo el protocolo de Santiago et al. ', los productos
amplificados y purificados se secuenciaron por el método de
Sanger en el Laboratorio de Biologia Molecular del INS. Las
secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando el programa
il]fﬂrllli’itj[ﬂ qus(ﬂpf para Dbte]lET lﬂ secuencia d? consenso
CDllllTIe[ﬂ dEl gen E. Las secuencias fﬂ]npl?tﬂs dEI gen se UtlllZﬂ'
ron para realizar un andlisis filogenético utilizando el programa
informatico MEGA X y el algoritmo Maximum Likehook. Ade-

DENV/WH01/2018 China
— —

MDD12 Sep 2019 M
MDD6 Feb 2019 I
MDD1 Sep 2019

MDD7 Jun 2019
MDD4 Sep 2019 I

i)
\ MDD10 Sep 2019

(OBS9638/PER/00 Piura 2000

1

oomo

o OBS7584/PER/99 Junin 1999
98 - IQT-1950 Loreto 1985

COSMOPOLITA




CONSIDERACIONES ADICIONALES

- El uso de las pruebas rapidas, se restringe a situaciones
especiales, como: lugares alejados sin acceso a un Laboratorio.

- Activar cuanto antes el ingreso de los resultados de las pruebas
segun corresponda la NETLAB 1 o NETLAB 2, a fin de facilitar la
evaluacion del uso racional de las pruebas de diagnostico.

- Esta pendiente el financiamiento de las pruebas moleculares,
para dar sostenibilidad a la respuesta del Laboratorio.

- La actualizacion de la Norma Técnica 125-2016, que incorpore los
criterios actuales del Diagndstico de Laboratorio y la Vigilancia de
Dengue y Otros arbovirus.

- Trabajo articulado de todos los componentes ayudaran en un
mejor control del dengue en el Peru.



LABORATORIO DE
REFERENCIA NACIONAL
DE METAXENICAS
VIRALES
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