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1. TITULO

Programa: “AEDES - Abordando Areas Endémicas de Dengue para la disminucion de su
impacto en la Sociedad”

Proyecto: “Vigilancia y dinamica del virus del dengue como herramienta parala prediccion
y prevencion de epidemias”

2. RESUMEN EJECUTIVO

El dengue es una enfermedad infecciosa aguda que puede cursar como una enfermedad
autolimitada pero altamente incapacitante o como una enfermedad severa vy
potencialmente fatal que requiere atencion inmediata de alta complejidad. La enfermedad
es transmitida por mosquitos del género Aedes. En las Ultimas décadas el dengue se ha
expandido geograficamente al mismo tiempo que su severidad ha ido en aumento hasta
convertirse en una de las prioridades en la salud publica.

El agente etiologico de esta enfermedad es el virus del dengue (DENV), el cual se
presenta en cuatro diferentes serotipos y varios genotipos dentro de cada serotipo. La
infeccidn por un serotipo no genera inmunidad duradera contra los otros; mas aun, puede
sensibilizar al individuo para desarrollar cuadros clinicos mas severos en el futuro, cuando
otros serotipos lo infecten. También existen diferencias en el riesgo de desenlaces
clinicos severos dependiente del serotipo y el genotipo viral. Por lo anterior, el riesgo de
enfermar, de necesitar tratamiento hospitalario y de morir por dengue esta determinado,
en gran medida, por la identidad de los serotipos y genotipos que circulan en un sitio dado
y por la inmunidad poblacional derivada de la infeccion anterior por algin serotipo.

Dependiendo del tamafio de la poblacién afectada, el dengue puede presentarse en forma
epidémica o endemo-epidémica. La forma epidémica se observa mas frecuentemente en
poblados o pequefias ciudades en las que un brote aparece suUbitamente, dura de
semanas a meses, y luego desaparece completamente al agotarse la poblacién
susceptible. En este contexto se ha demostrado que las epidemias suele ir precedidas
varios meses antes por la introduccion de un nuevo serotipo viral. Se ha demostrado que
la deteccién de esta introduccion por un sistema eficiente de vigilancia de los virus
circulantes puede servir como sistema de alerta temprana de las epidemias vy
potencialmente como un medio de prevenirlas o atenuarlas, siempre y cuando la
deteccidn del nuevo serotipo se siga de medidas eficaces para controlar el vector.

En las grandes ciudades, se presenta la forma endemo-epidémica caracterizada por la
presencia permanente de casos y epidemias con intervalos de 3 a 5 afos. Es frecuente la
circulacion persistente de mas de un serotipo viral, condicion denominada
hiperendemicidad. El tamafio minimo de la poblacién para mantener una circulacion viral
permanente se estima entre 300.000 y 1.000.000 de habitantes. En estas circunstancias
también se han observado cambios en la poblacion de virus circulantes como fluctuacion
en el serotipo predominante, desplazamiento de un genotipo por otro y aumento en la
diversidad genética con 5 a 8 meses de antelacién a la epidemia. Esto sugiere que, en
condiciones de hiperendemicidad, también se podrian anticipar las epidemias, aunque

Sistema General de Regalias
Regalias para la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacién



Proyecto: “Vigilancia y dinamica del virus del dengue como herramienta para la prediccion y prevencion de epidemias”
Programa: “AEDES - Abordando areas endémicas de dengue para la disminucién de su impacto en la sociedad”

aun no haya ejemplos que lo demuestren, principalmente porque estos cambios se suelen
detectar con posterioridad a la epidemia.

En este proyecto se propone implementar un sistema de vigilancia de los virus circulantes
y evaluar su eficacia para anticipar epidemias de dengue. El sistema operaria en 5
ciudades de Colombia, seleccionadas por ser potenciales puertas de entrada de los virus
o0 por ser ciudades en situacion de hiperendemicidad. Ademas se pretende refinar el
potencial predictivo de dicho sistema integrandolo a una medicion de la susceptibilidad a
la infeccién en una poblacion escogida como centro piloto. Adicionalmente se pretende
describir con detalle la dinamica de aparicion, diseminacion, persistencia o extincién de
las cepas virales.

La metodologia a utilizar combina métodos de laboratorio tradicionales como el
aislamiento viral y las pruebas serol6gicas inespecificas y especificas de serotipo, con los
estudios de la secuencia genética del virus. Estos ultimos permiten, mediante el andlisis
filogenético y filodinamico, identificar los genotipos virales y describir en detalle el origen,
las rutas de dispersion, las expansiones y contracciones de las poblaciones virales y el
destino final de las cepas o linajes virales. Ademas el estudio genético permitiria
identificar posibles polimorfismos genéticos que se convertirian en marcadores y
determinantes de la severidad de la infeccion.

Como producto terminal de este proyecto se pretende formular un modelo predictivo del
comportamiento clinico y epidemiolégico del dengue en Colombia. Dicho modelo, al ser
alimentado con los datos generados por la vigilancia del virus, los estudios de inmunidad
poblacional y la vigilancia epidemiol6gica convencional, le permitiria a las autoridades de
salud planear y desarrollar oportunamente sus programas de control de la enfermedad.

EXECUTIVE SUMMARY

Dengue is an acute infectious disease that may occur as a self-limited but highly disabling
illness, or as a severe and potentially fatal disease that requires immediate, high
complexity medical care. The disease is transmitted by Aedes mosquitoes. In recent
decades, dengue has geographically spread and has grown in severity to become one of
the priorities in public health.

The etiologic agent of this disease is dengue virus (DENV), which comes in four different
serotypes and several genotypes within each serotype. Infection with one serotype does
not produce lasting protection against the others. Indeed, it may sensitize the individual to
develop more severe clinical symptoms in the future, when infected by other serotypes.
There are also differences in the risk of severe clinical outcomes depending on the viral
serotype and genotype. Therefore, the risks of becoming ill, need hospitalization and die is
largely determined by the identity of the serotypes and genotypes circulating and by the
population immunity derived from previous infections with dengue serotypes.

Depending on the size of the affected population dengue can occur in epidemic or
endemic-epidemic forms. The epidemic one is more often seen in villages or small towns
where outbreaks begin suddenly, lasts for weeks to months, and then disappears
completely when the susceptible population is exhausted. In this context it has been
shown that epidemics are usually preceded by several months by the introduction of a new
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serotype. It has been demonstrated that detection of this introduction by an efficient
system of virological surveillance can serve as an early warning system for epidemics, and
potentially, as a means to prevent or mitigate them, provided that the detection of the new
serotype be followed by effective and opportune vector control measures.

The endemo-epidemic form, characterized by permanent presence of cases and
epidemics every 3 to 5 years, is more common in large cities. The persistent circulation of
more than one serotype, referred as hyperendemicity, is common in these conditions. The
minimum population required to sustain circulation is estimated between 300,000 and
1,000,000. Changes in the viral population as fluctuation in the predominant serotype,
genotype shift or increased genetic diversity have also been observed 5 to 8 months
before the epidemics in these circumstances. This suggests that, in hyperendemic
conditions, epidemics could also be anticipated, although examples demonstrating their
prevention are lacking, mainly because these changes are usually detected after the
epidemic.

This project proposes to implement a surveillance system of circulating viruses and to
evaluate its effectiveness in anticipating dengue epidemics. The system would operate in 5
cities in Colombia, selected because being potential gateways for viruses or because they
are in condition of hyperendemicity. It also intends to refine the predictive potential of this
system measuring of the susceptibility to infection in a population selected as pilot site.
Additionally, we intend to describe the dynamics of emergence, spread, persistence or
extinction of the viral strains in detail.

The proposed methodology combines traditional laboratory methods like viral isolation and
serotype-specific and nonspecific serological tests, with the study of the genetic sequence
of the virus. The latter allows, through phylogenetic and phylodynamic analyses, the
identification of viral genotypes, and a detailed description of the origin, dispersal routes,
expansions and contractions of viral populations and the fate of viral strains or lineages.
Furthermore, the study would identify potential genetic polymorphisms that could become
markers and/or determinants of severity.

The ultimate aim of this project is to develop a predictive model of the clinical and
epidemiological behavior of dengue in Colombia. After being fed with data generated by
the surveillance of the virus, population immunity surveys and conventional
epidemiological surveillance, this model would allow health authorities to plan and develop
timely programs of disease control.

3. PALABRAS CLAVE

Dengue, serotipo, genotipo, inmunidad, filogenia, prediccion.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA O NECESIDAD

El virus del dengue (VDEN) es de capside icoaedrica rodeada por una envoltura
lipoproteina y el genoma es una molécula de RNA con un Gnico marco de lectura limitado
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en cada extremo por secuencias no-codifcantes. El marco de lectura contiene la
secuencia nucleotidica para 10 proteinas en el siguiente orden: NH»-5’NC-C-prM(M)-E-
NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'NC-COOH. La proteina E esta embebida en
la envoltura y expuesta de manera que media la interaccion del virus con la célula
(Chambers 1990). El gen E es una de las regiones gendmicas del virus mas conservadas
y por esta caracteristica se recomienda para realizar estudios filogenéticos y evolutivos
(Holmes 2006).

El VDEN existe en la naturaleza como cuatro serotipos conocidos como VDEN-1, VDEN-
2, VDEN-3 y VDEN-4, los cuales difieren en 22 a 32% de la secuencia del genoma y de
aminoacidos de sus proteinas (Weaver & Vasilakis, 2009). Al comprar la secuencia
nucleotidica de ciertas regiones del RNA viral obtenida de cepas del mismo serotipo, se
encuentra que algunas difieren en mas del 6% y esto ha permitido agrupar la poblacién
viral en genotipos asi: DENV-1 en cinco (I — V), DENV-2 en seis (Americano,
Asiatico/Americano, Cosmopolita, Asiatico 1, Asiatico 2 y selvatico), DENV-3 en cuatro (|
—1V) y DENV-4 en tres (I- Il y selvético).

En Latinoamérica desde 1981 se reportd la presencia de los cuatro serotipos y con base
en estudios filogenéticos con cepas de los afios 90 se ha podido detectar uno o dos
genotipos de cada uno. VDEN-1 del genotipo IV y V; VDEN-2 del Il y IV; VDEN-3 del lll; y
VDEN-4 del Il (Cheng & Vasilakis 2011). Cada serotipo se ha aislado de pacientes con
dengue severo, aunque el VDEN-2 es el mas frecuente y el mas relacionado con
enfermedad fatal (San Martin et al. 2010). Con respecto a la virulencia de los otros, se ha
visto que la cepa del VDEN-3 del Brasil y Cuba tiende a causar mayor severidad de la
enfermedad comparada con la de Nicaragua, Venezuela y Colombia (Gomez et al. 2008);
y sobre el VDEN-1 y VDEN-4 y los datos disponibles hasta la fecha no son suficientes
para concluir sobre el potencial patégeno.

Actualmente co-circulan los cuatro serotipos en los paises de America que reportan casos
dando origen al llamado patron hiperendémico. Este patrébn se caracteriza por
fluctuaciones temporales en la incidencia de casos y dengue severo usualmente
acompafiadas por oscilaciones de la abundancia (predominancia) de cada serotipo con
respecto a los otros. Este fendmeno esta bien documentado en Puerto Rico (Bennett
2010), México, Nicaragua y Brasil (San Martin et al. 2010). Los cambios de predominio del
serotipo usualmente se deben a la introduccion de un nuevo genotipo del serotipo o a la
resurgencia de una variante genética (linaje) de la cepa que ha venido circulando (Wittke
2002, Thu 2005, Carrington 2005; Fried et al. 2010). Esta diversificacion genética le
confiere al virus habilidad para mantenerse y predominar causando epidemias explosivas
en comunidades donde el umbral de inmunidad al dengue en la poblacion es alto (Holmes
2009).

El monitoreo permanente del virus en una localidad ha sido un componente del control
integrado del dengue desde hace al menos tres décadas y se conoce como la vigilancia
viroldgica (Gubler 1989). En regiones de baja endemia con presencia de uno o dos
serotipos es gran utilidad para aminorar los efectos de una epidemia, en consideracion a
que la introduccién del serotipo nuevo ocurre semanas antes. Asi, se puede predecir
anticipadamente el incremento de casos y la frecuencia de severos que podria esperarse
(Rigau-Pérez & Gubler,1997). La identificacion meramente del serotipo en las cepas
aisladas no tiene utilidad en areas donde co-circulan los cuatro. En este escenario se
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debera monitorear las oscilaciones en la predominancia de cada serotipo, la introduccion
de nuevos genotipos y la diversificacion genética de la cepa del genotipo prevalente.

En Colombia, la presencia de los cuatro serotipos del VDEN se reporté en los afios 80
(Boshell et al 1986) y actualmente co-circulan los genotipos de cada serotipo presentes en
Ameérica que se mencionaron anteriormente (Méndez, 2011; Gomez et al. 2009;0cazionez
et al. 2006). La vigilancia virologica ha estado a cargo del Instituto Nacional de Salud
(INS), con excepcion de Antioquia que la realiza el Laboratorio Departamental de Salud
Publica (LDSP) desde 1992 (Diaz et al. 2007). A nivel nacional, se hace con muestras de
sueros que ocasionalmente remiten los LDSP de cada Departamento al INS y de esta
manera es poco probable detectar oportunamente recambio del serotipo predominante.

La vigilancia virolégica continua que permitié detectar oscilaciones de serotipo asociadas
a cambios en la incidencia del dengue en Colombia, se hizo en el Departamento de
Santander durante un periodo de 10 afios entre 1998 — 2008. Esta actividad fue posible
gracias a la cooperacién entre el Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales
de la Universidad Industrial de Santander (CINTROP-UIS) y la Secretaria de Salud del
Departamento y est4d bien documentada. Se encontr6 que el VDEN-1 se hizo
predominante en 1998 y afios después en 2007-2008, ambos periodos coincidiendo con
epidemia aunque el segundo con notado incremento de casos severos; el VDEN-2
predomind en 2000 -2001 y ha sido el serotipo mas asociado a casos severos; el VDEN-3
se re-introdujo en 2001 y domind hasta 2006 coincidiendo con alta incidencia de casos
pero baja frecuencia de casos severos; y el DENV-4 fue el menos prevalente con
aislamientos ocasionales en 2001-2002 y 2004 (Gémez et al. 2009; Ocazionez et al. 2007,
Ocazionez et al. 2006).

La identificacion de serotipos del VDEN en otras regiones de Colombia ha sido de interés
de grupos de investigacion de la Universidad del Valle y la Universidad del Norte. En los
estudios realizados se reporta la co-circulacién de 3 0 4 serotipos en Cali y Barranquilla y
municipios del area metropolitana de estas capitales (Falconar & Romero-Vivas 2011,
Falconar et al 2006). Lo mismo se encontrd con la vigilancia que realiza el LDSP de
Antioquia (Diaz et al., 2007).

Como se menciond, otro componente de la vigilancia virolégica en areas donde co-
circulan los cuatro serotipos es el monitoreo permanente de la introduccién de nuevos
genotipos, el reemplazo de linajes de cada serotipo y la resurgencia de cepas virales con
mayor potencial patégeno. Estd documentado el flujo de cepas de VDEN-3 entre paises
de Centro y Suramérica (Araujo et al 2009; Villabona et al. 2009, Aquino et al, 2008); un
estudio filodinamico ha mostrado que la cepa del VDEN-4 introducida al Brasil en 2004
provino de la China (Lucas de Melo et al., 2009); se ha demostrado el trafico de linajes
distintos del VDEN-2 entre regiones distantes de Puerto Rico (Ref.); y el incremento del
dengue severo se ha relacionado con resurgencia de una nueva linaje del genotipo Il del
VDEN-3 (Dash et al 2006; Messer et al. 2002).

El tréfico y dispersion de cepas del VDEN y demés eventos relacionados con la genética
del virus se realiza mediante estudios filogeogréficos, esto debido a que el genoma viral
experimenta cada afio 5 a 11 substituciones de nucleétidos originandose nuevas linajes
(Bennett et al. 2003; Wittke et al. 2002). Mas auln, esas susbtituciones conducen a
extincion y dispersion de los linajes y esto coincide con brotes y periodos de silencio
epidemioldgico. Con este analisis es posible inferir el tamafio de la poblacién viral que
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circula y estimar y reconstruir la historia de incidencia de la infeccion (Grenfell et al. 2004;
Holmes et al 1995); ademas, trazar en tiempo y espacio la ruta de dispersion del virus
cuando se comparan un namero significativo de cepas. Con estos estudios se demostro
que los picos epidémicos suelen estar precedidos 5 a 8 meses por una expansion de la
diversidad de la poblacién viral, mostrando el valor pronéstico de la vigilancia basada en
el analisis filodinamico (Bennett et al 2009). Una utilidad de este tipo de estudio, es el
detallado conocimiento que se tiene de la dispersion de DENV-3 genotipo Il en las
Américas luego de su introduccién en 1994 (Araujo et al. 2009, Villabona et al. 2009,
Ospina et al. 2010).

De los estudios filogenéticos se concluye que los VDEN se introdujeron al Continente
Americano desde sitios geograficos diversos en Asia, Africa y las islas del Pacifico,
haciendo su arribo a través de las islas del Caribe y/o Centroamérica y de aqui se
diseminaron paises Suramericanos (Rico-Hesse 2003; Holmes 2006; Carrington et al.
2005,). Estd bien fundamentado que estas introducciones estuvieron asociadas a
epidemias (San Martin et al.2010; Gubler 2006).

La hiperendemicidad actual del VDEN en América ha estado y continda siendo favorecida
por una mayor dispersién y trafico de cepas virales. Esto porque las personas ahora
pueden viajar de un pais a otro del Continente, Asia o de Africa y transitar entre
municipios de las fronteras con mayor facilidad y frecuencia. Este patrén epidemiolégico
incrementa el riesgo de epidemias y de enfermedad severa en el individuo infectado. 1) la
abundancia de cepas favorece la generacion de linajes con mayor potencial virulento, esto
es: cepas mas habiles para trasmitirse y dispersarse en la comunidad en consideracion a
que se ha demostrado que algunas infectan mas productivamente mosquito Aedes criado
en el laboratorio que otras (Cologna et al. 2005; Chaudhry et al 2006; Armstrong & Rico-
Hesse 2003). 2) la variacion genética de la poblacién viral puede originar cepas mas
patégenas para el humano en términos de producir viremias a titulo mayor y modular la
respuesta inmune hacia un patrén inflamatorio (Sanchez-Vargas & Ruiz 1996; Cologna et
al 2003; Prior et al 2001). 3) los pobladores estan a mayor riesgo de sufrir infecciones
secuenciales por serotipos distintos y esta suficientemente demostrado que esto favorece
el desarrollo de dengue severo con manifestaciones hemorragicas (Halstead 2009)

La diversidad genética del VDEN de Colombia ha sido poca estudiada, los escasos
estudios se han realizado con cepas de un Unico serotipo y de una misma region. Esto
hace que las conclusiones sean imprecisas y la vigilancia basada en la filodinAmica de
limitada utilidad en términos de herramienta para la prevencion y control del dengue. No
obstante, se resaltan algunos hallazgos: i) cepas del VDEN-1 de 1978 - 2008 fueron
genotipo V (Diaz et al 2007, Méndez et al 2010, CINTROP-UIS datos no publicados);
VDEN-2, de 1982 a 1987 fueron genotipo Americano y de 1990 a 1997
Asiético/Americano (Méndez et al 2003); VDEN-3 de 2001 — 2007 fueron genotipo |lI
(Villabona et al 2009, Ospina et al 2010); VDENV-4 de Santander 1998-2004 y de
Antioquia 1994-2007 fueron genotipo Il (Cortés et al. 2007, Diaz et al. 2007).

Sobre la dindmica poblacional del DENV de Colombia la informacion es ain mas precaria.
Los estudios filogenéticos sugieren un flujo frecuente de cepas de VDEN-2 y VDEN-3
desde y hacia Venezuela, y mas ocasionalmente desde Ecuador (Villabona et al 2009,
Ospina et al 2010), mostrando que las fronteras con dichos paises son rutas de entrada
de virus al pais. Otros estudios indican que podria haber intercambio de cepas virales con
las islas del Caribe y Centroamérica (Foster et al 2004, Bennet el al 2006, Ospina et al
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2010) pero en este caso la ruta de trafico no se ha podido identificar. Las rutas de
dispersion dentro del pais y la influencia de la evolucion de cada serotipo en la ocurrencia
del dengue en el pais son igualmente desconocidas. De conocerse esta informacion se
podria correlacionar con la actividad del dengue y usarse para alimentar modelos
matematicos de modelamiento para predecir el comportamiento de la enfermedad en
corto, mediano y largo plazo. Varios estudios demuestran la utilidad de este modelamiento
para el control del dengue (Rodriguez et al. 2011; Lourenco & Recker 2010; Wikramaratna
et al. 2010; Recker et al. 2009; Adams et al. 2006; Focks et al. 1995).

Proponemos esta investigacion, con el objeto de generar huevo conocimiento al existente
en el tema de la contribucién de la cepa del virus a la ocurrencia del dengue y severidad
de los casos, y como un todo aplicarlo hacia la instalaciébn a nivel nacional de una
sistema de vigilancia virolégica como herramienta para predecir el comportamiento
epidemioldgico de la enfermedad.

5. JUSTIFICACION

Tradicionalmente el control del dengue se ha centrado en las medidas encaminadas a la
eliminacion del vector. Estas son de diferente naturaleza e incluyen desde el uso de
insecticidas y larvicidas hasta las acciones para eliminar los criaderos de mosquitos a
través de campafias educativas con diferentes estrategias. Aunque todos estos métodos
se siguen usando en Colombia es indudable que su resultado no es el esperado como lo
demuestra la Figura 2, donde se observa que la incidencia del dengue durante la primera
mitad de 2010 superd en mas de cinco veces la media esperada para esta época.

Una de las razones por las que estas medidas de control no estan siendo efectivas es que
ellas no son sostenibles a largo plazo. Ademas de sus efectos adversos en el ambiente, el
uso continuado de insecticidas selecciona cepas de mosquitos resistentes a esas
sustancias. Las medidas educativas también tienen problemas de sostenibilidad puesto
gue las campafas, cuando se repiten por largo tiempo, van produciendo cansancio y la
poblacion blanco se va haciendo insensible al mensaje.

Una opcion para optimizar la eficacia de las medidas anteriores seria reservarlas para los
momentos en los cuales se prevé o apenas se inicia una situacion epidémica como la del
afio anterior. Para lograr anticipar estas situaciones es indispensable contar con un
sistema con capacidad predictiva. Algunas observaciones recientes hacen pensar que
existe cierta sincronia entre el fendmeno climatico “del nifio” y las epidemias de dengue,
presentandose estas Ultimas con un afio de desfase con respecto al fenémeno climatico
(Guillermo Rua, Universidad de Antioquia, comunicacion personal). Asi, la epidemias de
1998 y 2010 pudieron haberse previsto por el nifio observado durante 1997 y 2009,
respectivamente. Sin embargo un estudio reciente concluye que la asociacion entre el
nifio y el dengue aun es débil y se requieren mas datos para tener conclusiones definitivas
(Johansson 2009).
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Figura 2. Nomero de casos de dengue esperados y observados por semana durante 2010 en Colombia.
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El otro recurso con capacidad predictiva para dengue es un sistema de vigilancia
virol6gica acoplado a un sistema integral de vigilancia epidemiolégica que incluya ademas
componentes de vigilancia entomoldgica, clinica y seroldgica (Gubler 1989). La vigilancia
entomolégica ha demostrado tener poco valor predictivo pues ocurren epidemias en
lugares con indices bajos de infestacion (Goh 1997, WHO 1997). La vigilancia clinica y
serolégica son importantes pero no permiten anticipar las epidemias. El énfasis debe pues
darse a un sistema de observacién sostenida de la circulaciéon viral que detecte
oportunamente la introduccion o a la rapida expansién de serotipos, genotipos o linajes de
dengue. Varias observaciones realizadas en las décadas anteriores muestran la
asociacion entre estos cambios y las epidemias de dengue y sugieren que estas
epidemias se podrian predecir con un sistema sensible de vigilancia de los virus (Rigau-
Pérez &Gubler 1997, Wittke 2002, Carrington 2005, Thu 2005).

En el futuro previsible, las vacunas son la mayor esperanza para la prevencion del
dengue. Se han desarrollado varias vacunas con diferente composicion contra los cuatro
serotipos de dengue (Colleret al. 2011, Rothman 2011). Al menos cuatro de ellas se
encuentran actualmente en fase de ensayo clinico, incluyendo dos de ellas en Colombia
(Villar LA y Osorio JE, comunicaciones personales). Las dificultades impuestas por los
multiples serotipos y el riesgo de reacciones adversas mediadas por el fendmeno de la
ADE han ocasionado que estas vacunas hayan experimentado un largo periodo de
desarrollo, que ha pasado por diferentes estrategias y con resultados que solo
recientemente son prometedores. Es previsible que estas vacunas se encuentren
disponibles en algiin momento de la presente década pero en cantidades limitadas y a un
costo alto.

La particularidades anteriores de la vacuna para el dengue plantean varios interrogantes:
¢A cual edad se deberia iniciar la vacunacion?, ¢ Cuales poblaciones deberian vacunarse
prioritariamente?, ¢ Como se va a vigilar la eficacia de la vacuna a largo plazo?, ¢ Tendran
estas vacunas un efecto sobre la circulacion del virus en la poblacion?, ¢Seran
igualmente efectivas contra todos los serotipos?. La respuesta a las primeras de estas
preguntas requieren el conocimiento de la inmunidad poblacional por medio de estudios
de seroprevalencia, como el que se prevé en este proyecto. Este tipo de estudio
requierede técnicas serolégicas especializadas como la neutralizacién, para la cual
algunos de los integrantes del programa AEDES cuentan con experiencia (Gomez
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&Ocazionez 2008).Para la respuesta a las ultimas preguntas planteadas se requiere
fortalecer la capacidad diagnostica de los laboratorios colombianos con la implementacion
de las técnicas de aislamiento viral para dengue, como también se prevé en el
componente de vigilancia virolégica de este estudio, y para la cual también se tiene
experiencia por parte de varios miembros de la red que ejecutaria este proyecto
(Ocazionez et al. 2006, Ospina et al. 2010, Falconar et al. 2006; Falconar& Romero-Vivas
2011).

En resumen, la ejecucion de este proyecto, y otros proyectos conexos que hacen parte
del programa AEDES, permitiran: 1. Obtener un panorama mas preciso y completa de la
dinamica de circulacién del virus del dengue en Colombia, 2. Implementar un sistema de
vigilancia virolégica con potencial poder predictivo sobre la ocurrencia de epidemias de
dengue, 3. Conocer el estado inmunitario para el dengue de poblaciones seleccionadas
del pais y su relacién con la circulacion viral y la ocurrencia de desenlaces clinicos
severos, 4. Seleccionar los grupos poblacionales que serian blanco prioritario de los
programas de vacunacion y 5. Mejorar la capacidad diagnéstica de los laboratorios del
pais para la vigilancia integral del comportamiento del dengue y la eficacia de la
vacunacion.

6. OBJETIVOS

Objetivo General

Implementar y evaluar una estrategia de vigilancia de la circulacion del virus del dengue y
de la inmunidad poblacional al dengue que genere informacién util para planificar
actividades de prevencion y control en el corto, mediano y largo plazo.

Objetivos Especificos:

1. Poner en marcha un sistema integrado para monitorear la dindmica de
circulacion de los serotipos del VDEN y determinar la utilidad de la
informacion colectada para predecir el comportamiento del dengue en el
tiempo

2. Estudiar la evolucion y biogeografia de la poblacion de cada serotipo del
VDEN para inferir el origen de las cepas y sus rutas de introduccion y
dispersién, e identificar localidades de hiperendemicidad con introduccién
de nuevos subtipos genéticos y recambio en el tiempo de linajes

3. ldentificar posibles marcadores genéticos de virulencia de la cepa viral

7. MARCOS DE REFERENCIA

El virus de dengue y su diversidad.

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artropodos mas extendida en la

actualidad. La enfermedad puede cursar con un amplio espectro de severidad que va

desde la infeccion asintomética, pasando por la fiebre dengue (FD, llamada también

dengue clasico) hasta las formas severas y potencialmente fatales como la fiebre
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hemorragica del dengue (FHD, o dengue hemorragico) y el sindrome del choque del
dengue (SCD).

Esta enfermedad es producida por el virus del dengue (DENV), el cual hace parte del
género Flavivirus y de la familia Flaviviridae. ElI DENV posee una capside icosaédrica
rodeada por una envoltura lipidica con dos glicoproteinas: E que es la mas abundante y
constituye el principal antigeno viral y M mas pequefia y unida no covalentemente a E.
Ambas participan en el proceso de entrada del virus a la célula. Multiples unidades de la
proteina C conforman la capside. Las proteinas no estructurales (NS) participan en la
morfogénesis del viribn pero no se incorporan a él, por lo que se detectan solo en la célula
infectada. El genoma es una cadena simple de ARN de aproximadamente 11Kb con un
Unico marco de lectura abierto y regiones 5" y 3" no-codificantes (NC). El genoma se
traduce directamente en un polipéptido que origina 10 proteinas en el siguiente orden:
NH2-5’"NC-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'NC-COOH. (Revisado
en: Chambers 1990).

El DENV comprende cuatro serotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4.Estos
difieren entre 27 y 32% en su secuencia de nuclettidos y entre 22 y 32% en la secuencia
de aminoacidos de sus proteinas. Los estudios filogenéticos al interior de estos serotipos
muestran que cada uno de ellos se puede descomponer en 3 a 6 linajes mayores
llamados genotipos o subtipos que difieren en mas del 6% en sus

secuencias de nucleétidos: DENV-1 en cinco (I — V); DENV-2 en seis (Americano,
Asiatico/Americano, Cosmopolita, Asiatico 1, Asiatico 2 y selvatico); DENV-3 en cuatro (I —
IV); y DENV-4 en tres (I- Il y selvético). En Latinoamérica actualmente circulan los
genotipos V, Asiatico/Americano, Il y Il, pertenecientes a DENV-1, -2, -3 y -4,
respectivamente (Revisado en: Weaver&Vasilakis, 2009).

Varios estudios han explorado la variacién genética del DENV-2 con la severidad de la
infeccion (Pandey et al. 2000; Leitmeyer et al 1999; Thant et al. 1996). Estos han
mostrado diferencias en el genotipo y varios sitios polimérficos se han postulado como
marcadores de virulencia, particularmente variaciones en el gen E y en los extremos 3’ y
5 NC (Leitmeyer et al 1999). Algunas de estos polimorfismos han demostrado influir en la
capacidad del DENV-2 para replicarse en células humanas (Cologna& Rico-Hesse 2003,
Cologna et al. 2005). Igualmente, Roche vy colaboradores (2006) encontraron
sustituciones en la secuencia del gen NS1 y NS5 e inserciones en la regién 3’ NC de
DENV-3, las cuales fueron relacionadas con menor habilidad del virus para replicarse in
vitro. Sin embargo otros estudios han fallado en demostrar esta asociaciéon (Zhou et al.
2006).

Origen y dispersidn de los serotipos y genotipos virales.

Los estudios filogenéticos llevados a cabo en una escala mas amplia también muestran
que la divergencia de las cepas selvéticas aisladas de monos ocurrié antes de que se
diferenciaran los otros genotipos, sugiriendo que los serotipos de DENV se originaron en
los monos y que posteriormente cada uno de ellos dio el salto de especie hacia los
humanos. Estos estudios también permiten inferir el origen geogréfico, las rutas de
dispersion, agrupacioén y recambio de linajes. Ademas son una herramienta util para
identificar marcadores asociados a virulencia, cuando las cepas de pacientes con
enfermedad severa y leve aparecen agrupadas en ramas distintas del &rbol filogenético
(Revisado en: Caetano-Allbnes 2010; Holmes 2006).
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Del continente americano de los afios 50 solo se tiene evidencia de circulacion del DENV-
2 (genotipo Americano). Entre 1963 y 1977 circuld el DENV-3 (genotipo V)
documenténdose su presencia en Puerto Rico y Colombia. En 1977 se introdujo el DENV-
1 (genotipo V) el cual se dispersé rapidamente por El Caribe. En 1981 se introducen el
DENV-4 (genotipo 1) y el genotipo Asiatico/Americano del DENV-2. El dltimo de ellos se
disperso6 y divergié mas lentamente que los otros, probablemente por la presencia de
inmunidad previa a DENV-2 en la poblacion (Carrington et al. 2005).En 1994 se
reintrodujo el DENV-3 genotipo Il inicialmente en Centroamérica y de alli se dispersé a
México, las islas del Caribe y hacia el 2000 a Suramérica, de donde estuvo ausente por
cerca de 23 afios (Messer et al 2003; Araujo et al. 2008).

De los estudios filogenéticos se concluye que estos virus circulantes en Las Américas se
importaron de sitios tan diversos como Asia, Africa y las islas del Pacifico. Varios hicieron
su arribo a través de las islas del Caribe y posteriormente a Centro y Suramérica (Rico-
Hesse 2003; Holmes 2006; Carrington et al. 2005,). Esta bien fundamentado que estas
introducciones estuvieron asociadas a epidemias (San Martin et al.2010; Gubler 2006).
Actualmente en las Américas co-circulan los cuatro serotipos, con diferencias regionales
en su distribuciéon y frecuentes cambios en la abundancia relativa de cada uno. En Puerto
Rico las oscilaciones de predominio de serotipo han influido notoriamente en la incidencia
del dengue y la proporcion de casos severos (Bennett 2010). Lo mismo ha sido reportado
en México, Nicaragua y Brasil (San Martin et al. 2010). Igual ocurre en Asia; por ejemplo
en Bangkok la ocurrencia de grandes brotes cada tres afios ha coincidido con un cambio
en el serotipo predominante: DENV-2 entre 1973 y 1986, DENV-1 en 1990-1992, DENV-4
en 1993-1994 y DENV-3 en 1995-1999 (Nisalak et al. 2003). En un estudio realizado en
Tailandia se demostré que los virus residen, se diversifican y se diseminan desde centros
de alta endemia (Cummings et al. 2005).

Varios estudios filogenéticos demuestran la co-circulacion y recambios del genotipo en
paises de América y Asia, coincidiendo con oscilaciones en el predominio de serotipo
(McElroy et al. 2011; Carrillo-Valenzo 2010; Aquino et al. 2008; Kukreti et al. 2008; Dash
et al. 2006; Rico-Hesse et al. 1998). Este recambio de linajes y genotipos se puede
originar en eventos estocasticos ocurridos durante periodos de embotellamiento
poblacional (Wittke et al. 2002, MyatThu 2005) o en algunos casos por la seleccion de
mutantes con alguna ventaja adaptativa (Bennett et al. 2006; Holmes 2006; Twiddy et al.
2002).

El conocimiento de la circulacién de los DENV de Colombia.

La presencia de los cuatro serotipos en el pais se reportd por primera vez a principios de
los afios 80 (Boshell et al 1986). En los afios subsiguientes se ha continuado con este tipo
de trabajo y se ha constatado la persistencia de estos, con excepcién del DENV-3 en el
periodo 1979 — 2000 (Méndez, 2011; Gomez et al. 2008;). La vigilancia de los serotipos
ha sido liderada por el Instituto Nacional de Salud (INS). En Antioquia se ha realizado
vigilancia de los serotipos desde 1992 en el Laboratorio Departamental de Salud Publica
(Diaz et al. 2007). En Santander se realizd entre 1998 y 2008 en el Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales de la Universidad Industrial de Santander
(CINTROP-UIS), en cooperacion con la Secretaria de Salud Departamental (Ocazionez et
al.2006). En el Atlantico y en el Valle del Cauca se ha realizado aislamiento e
identificacion viral en diferentes periodos como parte de proyectos de investigacion
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especificos (Falconar et al 2006, Falconar& Romero-Vivas 2011, Villabona et al 2009). En
la actualidad la vigilancia de los serotipos so6lo se lleva a cabo en el INS y en el
Laboratorio Departamental de Salud Publica de Antioquia

Estos trabajos han demostrado la circulacion simultanea de varios serotipos en Medellin,
Bucaramanga, Barranquilla y Cali. Algunos estudios han evaluado la influencia de
oscilaciones del predominio de serotipo en la epidemiologia del dengue en regiones de
Colombia pero ninguno a nivel nacional. En Santander en el periodo 1998 — 2008 el
DENV-1 fue prevalente en 1998 y nuevamente en 2007-2008 coincidiendo con alta
incidencia de casos ambos periodos; lo mismo se vio con el

DENV-2 en 2000-2002; con DENV-3 en 2003-2006; y el DENV-4 fue el menos prevalente
con aislamientos solamente en 2001-2002 (Gémez et al. 2009; Ocazionez et al. 2006).
Mas recientemente, el alarmante incremento de casos en todo el pais en 2010 se ha
relacionado con predominio del DENV-2, el cual se ha identificado en el 81% de los virus
aislados en el INS en ese periodo (Méndez 2011).

El conocimiento de la diversidad genética al interior de los serotipos en Colombia es
limitado debido a que los escasos estudios incluyen cepas de una Unica regién o analizan
fragmentos pequefios del genoma (Ospina et al. 2010; Villabona et al. 2009; Méndez et al.
2003). Sin embargo es posible resaltar algunos hallazgos: los DENV-1 de varios
departamentos aislados durante 1978 - 2008 resultaron ser del genotipo V (Diaz et al
2007, Méndez et al 2010, CINTROP-UIS datos no publicados). Los DENV-2 de varios
departamentos de 1982 a 1987 fueron genotipo Americano y de 1990 a 1997 del
Asiatico/Americano (Méndez et al 2003); el segundo genotipo también se encontré en
aislados de 2000 a 2007 de Antioquia y Santander (Diaz et al, datos no publicados). Los
DENV-3 de 2001 — 2007 fueron genotipo llI (Villabona et al 2009, Ospina et al 2010). Los
DENV-4 de Santander 1998-2004 y de Antioquia 1994-2007 fueron del genotipo Il (Cortés
et al. 2007, Diaz et al. 2007).

Sobre la dinAmica poblacional del DENV de Colombia la informacién es aln mas precaria.
Los estudios filogenéticos sugieren un flujo frecuente de cepas de DENV-2 y DENV-3
desde y hacia Venezuela, y mas ocasionalmente desde Ecuador (Villabona et al 2009,
Ospina et al 2010) sugiriendo que las fronteras con dichos paises son rutas de entrada de
virus al pais. Otros estudios indican que podria haber intercambio de cepas virales con las
islas del Caribe y Centroamérica (Foster et al 2004, Bennet el al 2006, Ospina et al 2010)
pero en este caso la ruta de trafico no se ha podido identificar. Las rutas de dispersion
dentro del pais y la influencia de la evolucién de cada serotipo en la ocurrencia del
dengue en el pais son igualmente desconocidas.

Importancia de la vigilancia virolégica y de los estudios de la dindmica poblacional
del DENV.

Hasta mediados del siglo XX el comportamiento epidemiolégico del dengue se
caracterizaba por la ocurrencia de epidemias causadas por un solo serotipo el cual
prevalecia por tiempo variable hasta inmunizar a una alta proporcién de la poblacién o
hasta que las condiciones climaticas se hacian desfavorables para la persistencia del
vector. En las Ultimas décadas, con el aumento de los viajes intercontinentales, el
crecimiento desmedido y desordenado de las poblaciones urbanas, y otras alteraciones
ambientales, se ha hecho frecuente la circulacion simultdnea de mudltiples serotipos en
una misma ciudad durante periodos prolongados, dando origen al llamado patron
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hiperendémico, el cual se asocia a infecciones mas frecuentes y, potencialmente mas
severas (Gubler 2004).

Aunque los cuatro serotipos de DENV se han visto asociados a cuadros severos, no lo
hacen con igual frecuencia. Las infecciones secundarias por DENV-2 son las mas

frecuentemente asociadas a las formas graves, en particular a la llamada fiebre
hemorragica del dengue (FHD) y al sindrome del choque del dengue (SCD). Pero no
todas las cepas de DENV-2 se comportan igual: la aparicién de la FHD y el SCH en las
Américas en el Caribe a partir de 1981 y en Suramérica a partir de 1989 han coincidido
con la llegada de un nuevo linaje de DENV-2 procedente del sureste asiatico,
perteneciente al llamado genotipo (0 subtipo) asiatico-americano (Rico-Hesse et al 1997),
el cual ha desplazado gradualmente al subtipo “nativo” americano presente hasta
entonces. Este Ultimo sdlo se asociaba a enfermedad leve (Watts et al 1999). Un
fendmeno similar se observo en Sri Lanka en los afios 80, en donde el desplazamiento de
la cepa prevalente DENV-3 por un nuevo linaje del mismo serotipo coincidié con una
epidemia de FHD/SCD, enfermedad rara hasta entonces en ese pais (Messer et al. 2002).

De las observaciones anteriores se deriva que la introduccion de una nueva cepa de
DENV en una region particular, puede seguirse de una epidemia cuya extension y
severidad va a estar dada, en gran medida, por el nivel de inmunidad poblacional (carga
inmune) para el serotipo infectante y para los otros serotipos, pero también de la
virulencia intrinseca de la cepa (Rodriguez 2010, Gubler1990).

Desde hace méas de dos décadas se postul6 que el monitoreo de los serotipos circulantes
del DENV (vigilancia virolégica) era uno de los pilares basicos de la vigilancia
epidemioldgica y del control del dengue pues, en teoria, permitiria predecir la aparicion de
epidemias al detectar la introduccion y dispersién de serotipos para los cuales no existe
inmunidad poblacional (Gubler 198x). Dicha propuesta estaba fundamentada en la
observacion de que las epidemias eran precedidas por la introduccién, varios meses
antes, de un serotipo que no se encontraba presente. Esta informacién podria utilizarse
para prevenir las epidemias, siempre y cuando la vigilancia fuera continuada
especialmente en los periodos interepidémicos, en que la informaciéon fluya
oportunamente y se acompafie de medidas ambientales tendientes a disminuir la
presencia del vector. Si ademas, esta se acompafia de una adecuada vigilancia clinico-
epidemioldgica, se podria alertar a la comunidad médica sobre el aumento del nUmero o
la severidad de los casos de dengue, lo cual redundaria en una mejor y mas oportuna
atencion de los pacientes y en una disminucion de la incidencia y la letalidad de la
enfermedad. Sin embargo estas observaciones y propuestas corresponden a las épocas
en que s6lo uno 0 unos pocos serotipos circulaban en una poblacién. La utilidad de la
vigilancia de los serotipos en poblaciones en situaciébn de hiperendemia no se ha
estudiado con detalle.

Nuevos enfoques en el estudio de la dinamica de poblaciones virales.

Una caracteristica del DENV, y otros virus RNA, es la rapida evoluciéon de su genoma. La
tasa de evolucion de los cuatro serotipos, consistentemente estimada en diferentes
estudios, es de 5-10 x 10-4 sustituciones por sitio por afio (SSA). Esto se traduce en un
cambio de 5 a 11 nucledtidos por afio en todo el genoma, lo que se refleja en la continua
aparicion de linajes dentro de cada genotipo (Bennett et al. 2003; Wittke et al. 2002).
Estas frecuentes substituciones permiten trazar, en el tiempo y en el espacio, la ruta de
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dispersion de los linajes virales cuando se tiene una muestra suficientemente densa de
cepas estudiadas. Esto constituye la llamada filogeografia, una forma novedosa de
integrar el analisis filogenético con la tradicional biogeografia (revisado en Holmes 2004).
Un ejemplo de este tipo de estudio es el detallado conocimiento que se tiene de la
dispersion de DENV-3 genotipo Ill en las Américas luego de su introduccién en 1994
(Aradjo et al. 2009, Villabona et al. 2009, Ospina et al. 2010)

Mas importante aun es el hecho de que estos cambios aparecen en la misma escala
temporal en la que ocurren los sucesos de la dinamica de las poblaciones virales como
introduccion, expansion, extincion y dispersion de los linajes, y consecuentemente en los
eventos epidemiol6gicos como los brotes y periodos de silencio epidemiolégico. A
consecuencia de esto, los cambios en la dinamica de la poblacién dejan una impronta
distinguible en la diversidad de los genomas virales de las cepas aisladas. Asi, es posible
hacer inferencias sobre el tamafio efectivo de la poblacion viral (Ne). Este enfoque,
llamado filodindmico, constituye un método alterno y novedoso de estimar y reconstruir la
historia de la incidencia de la infeccién (Grenfell et al. 2004; Holmes et al 1995). Es
interesante que en uno de estos estudios mostré que los picos epidémicos de dengue
suelen estar precedidos, 5 a 8 meses antes, por una expansion de la diversidad de la
poblacion viral, lo cual sugiere que dichas estimaciones podrian tener un valor prondstico
(Bennett et al 2009).

Influencia de lainmunidad de la poblacién en la circulacion de los serotipos.
Estudios experimentales en voluntarios realizados en los afios 40 mostraron que la
infeccion por un serotipo cualquiera deja una inmunidad de larga duracion contra ese
serotipo (inmunidad homodloga) aunque también una inmunidad cruzada (heterdloga) de
corta duraciéon para los otros serotipos (Sabin 1950, Gubler 2006). Otros estudios
realizados en el sureste asiatico mostraron que los cuadros severos de dengue se
observan mas frecuentemente en personas que tienen evidencia serolégica de haber
tenido infecciones previas por otro serotipo, sugiriendo que la inmunidad cruzada entre
serotipos puede tener un efecto desfavorable a largo plazo (Halstead et al 1970, Burke et
al. 1988, Thu 2000).

La transmision de los DENV en una comunidad crea cuatro grupos poblacionales con
respecto a inmunidad: individuos sin contacto previo con el virus (no-inmunes o
susceptibles); con inmunidad protectora para uno o mas serotipos (susceptibles a uno,
dos o tres serotipos); con inmunidad cruzada (protegidos por corto tiempo contra cualquier
serotipo) y con inmunidad a un serotipo que incrementa el riego de ADE (Rothman 2011).
En consecuencia, la inmunidad poblacional puede determinar, en gran medida, el
predominio y la persistencia de los serotipos y puede favorecer o disminuir la capacidad
de otros serotipos para infectar y causar enfermedad (Kuno 1997; Fine 1993).

Se ha postulado que la mayor diseminacion del DENV-4 comparada con DENV-2-
Asiatico/Americano luego de las introducciones en América en 1981, pudo deberse a que
la poblacion era completamente susceptible al primero y parcialmente inmune al segundo
debido a la presencia anterior del genotipo Americano (Carrington et al. 2005). También
se ha sugerido que la inmunidad a DENV-1 y -3 origind anticuerpos que favorecieron las
infecciones del DENV-4 y neutralizaron las del DENV-2 (Halstead 2008). Los cambios del
predominio de serotipo en Tailandia se han explicado por inmunidad protectora cruzada
de la poblacion (Wikramaratna et al. 2010; Adams et al. 2006).
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Existe suficiente evidencia demostrando que el dengue severo es mas frecuente en
localidades donde han circulado varios serotipos con ciertos intervalos. En Cuba ocurrio
una epidemia en 1977 por el DENV-1 cuando la poblacién era parcialmente inmune al
DENV-2-Americano pero ninguna de las infecciones secundarias con la secuencia DENV-
1 [1 DENV-2 resultaron severas. Lo contrario fue visto en 1981 en los inmunes a DENV-1
que se infectaron durante la introduccion del DENV-2 Asiatico/Americano, y ain mas en
1997 cuando este mismo genotipo se hizo predominante causando una nueva epidemia
(Guzman et al. 2000 y 2002). Un estudio reciente en ese mismo pais sugirié que la
infeccidon secuencial DENV-1 - DENV-3 estuvo asociada a dengue severo en la epidemia
de 2001-2002 por DENV-3 (Alvarez et al.2006).

La influencia del ADE en la dinamica de circulacién de serotipos ha sido evaluada usando
modelos probabilisticos. El analisis sugiere que el ADE proporciona una ventaja
competitiva a aquellos serotipos que son susceptibles a esa potenciacién sobre aquellos
gue no lo son y que esa ventaja es mayor cuanto mas serotipos estén circulando en la
localidad (Cummings et al. 2005). Se infiere que el ADE, por si sola, puede inducir la co-
existencia de cepas y producir desfases en las oscilaciones de los serotipos (Recker et al.
2009; Fergusson et al. 1999).

El papel de la inmunidad poblacional en la transmision del dengue en Colombia no ha
sido investigado. Un estudio en Santander mostré que las infecciones secundarias fueron
mas frecuentes en el periodo cuando el DENV-2 fue predominante y al contrario cuando
fue el DENV-3 a pesar de la supuesta endemicidad por los otros serotipos (Ocazionez et
al. 2006). Este hallazgo sugiri6 que anticuerpos contra los otros serotipos en individuos
sanos podrian neutralizar cruzadamente al DENV-3 impidiendo que la infeccién se
manifestara clinicamente, pero esto no ha sido probado aun. Por otra parte, el predominio
de DENV-1 seguido de DENV-2 se podria postular como explicaciéon del incremento
alarmante del dengue severo en 2010. Sin embargo son necesarios estudios para probar
esta hipoétesis.

8. ANALISIS SITUACIONAL DE LA TEMATICA DEL PROGRAMA

En 2010 murieron mas de 200 personas y se notificaron mas de 150.000 casos, de los
cuales 9.000 se clasificaron como dengue grave. (Instituto Nacional de Salud 2011). Sin
embargo esta estos datos tienen el sesgo del subregistro habitual causado porque el
paciente no consulta y el médico no identifica la enfermedad o no la notifica. En algunas
partes del mundo se ha estimado que el numero real de casos es 5 a 10 veces mayor al
notificado, por lo cual podriamos inferir que hubo al menos 750.000 casos de dengue el
aflo pasado. Si asumimos conservadoramente en 5 dias la incapacidad laboral o escolar
producida por el dengue y que dos terceras partes de los casos corresponde a personas
en edad laboral o escolar, entonces podemos calcular en 2.500.000 los dias de trabajo o
estudio perdidos por causa del dengue.

La situacion del dengue en Colombia y su impacto en la salud y la economia de los
colombianos varia afio por afio. Dado que la incidencia del afio pasado estuvo cinco
veces por encima del indice endémico de dengue, podriamos asumir que en un afio no
epidémico el numero de dias perdidos podria ser de aproximadamente 500.000.
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La situacion a nivel global no es mejor. Se estima que dos quintas partes de la poblacion
mundial viven en areas infestadas por el vector, esto es aproximadamente 2.500.000
millones de personas. El nimero de infecciones notificadas anualmente se ha venido
incrementando en forma sostenida y actualmente es de aproximadamente un millén de
casos notificados anualmente. De estos aproximadamente se hospitalizan 500.000 lo cual
indica que hay un gran subregistro de los casos no severos. Se estima que el 2,5% de los
pacientes que necesitan hospitalizacién, fallecen, lo que suma aproximadamente 12.500
muertos por afio (WHO 2009).

9. IDENTIFICACION DE LA POBLACION Y/O AREA TERRITORIAL BENEFICIADA

Aungue la vigilancia de los serotipos y otros eventos de la dindmica de poblacién viral
seran implementados en ocho municipios: Bucaramanga, Cali, Medellin, Pereira, Yopal,
Arauca, Villavicencio y Cuacuta. Sin embargo, al funcionar el estudio como un sistema de
informacion y andlisis integrado a la Red Nacional de Laboratorios en cabeza del Instituto
Nacional de Salud, se podran observar o aproximar los datos de circulacion del DENV en
otras regiones, extendiendo el beneficio a toda Colombia.

10. METODOLOGIA

Disefio del estudio
Descriptivo longitudinal prospectivo. Se realizardn asociaciones entre variables a modo
exploratorio.

Poblacién y muestra
1. Muestras de suero para intentos de aislamiento

Seleccidon en ciudades de monitoreo - en cada capital de departamento, un dia de cada
semana el (a) funcionario (a) vinculado al Programa seleccionara los sueros de los que
remiten las EPS al Laboratorio Departamental de Salud Publica. En total se contemplan
7 ciudades: Bucaramanga, Cucuta, Yopal, Arauca, Villavicencio, Medellin y Cali. Seran
seleccionados sueros que hayan sido colectados durante el periodo febril y almacenados
a 4°C maximo 5 dias. El almacenamiento de las muestras se hara a -70°C siguiendo el
procedimiento rutinario, en cada ciudad seleccionada para el estudio.

Criterios para calcular el nimero de sueros: se consideraron dos variables: la sensibilidad
de la técnica (20%) y el predominio de cada serotipo - se presumié maximo 1% de
aislamientos del silente (de muy baja circulacién) tomando como referencia experiencias
previas (Ocazionez et al. 2006; Gémez et al. 2009).

Numero de sueros: Seran procesadas hasta un total de 20,430 sueros que se
seleccionaran con una frecuencia de hasta 15 semanales por cada ciudad para
monitoreo y distribuidas asi:
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e Primer afio (Fase 1) hasta un total de 4,680 de los cuales 3900 seran procesadas
en el CINTROP/UIS de casos de Santander, N. de Santander, Arauca, Meta y
Casanare; y los restantes 780 en la UNIVALLE.

e Segundo y tercer afio (Fase 2) hasta un total de 10,920 sueros de los cuales
7,800 en el CINTROP, 1560 en la UNIVALLE y 1560 en el LDSP de Medellin

¢ Cuarto afo — 46 semanas (Fase 3) — hasta 4830 sueros de los cuales 34500 en el
CINTROP, 690 en la UNIVALLE y 690 en el LDSP de Medellin

2 Aislamiento viral e identificacion del serotipo

El sistema estara basado en el aislamiento viral en cultivo celular y la identificacion de los
serotipos del dengue con sueros monoclonales especificos de serotipo tal como ha sido
descrito anteriormente (Gubler et al. 1984; Falconar et al. 2006; Ocazionez et al. 2006).
Brevemente, los sueros seran inoculados sobre monocapas de células de mosquito (linea
C6/36) y seran incubadas durante 7 dias. Al término de esta semana los sobrenadantes
seran cosechados y las células fijadas en laminas portaobjeto. La deteccién del
crecimiento viral se hara por inmunofluorescencia directa con suero humano de alto titulo
anti-dengue marcado con fluoresceina. Las células de cultivos positivos en este
procedimiento serdn procesadas por inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
monoclonales especificos de serotipo y conjugado fluorescente anti-ratén para identificar
el serotipo infectante. Los sobrenadantes de los cultivos positivos seran repartidos en tres
alicuotas de al menos 0,5 ml y congelados a -70 grados en crioviales. Una de estas
alicuotas permanecera almacenada en el laboratorio donde se hizo el aislamiento, otra ira
al banco de muestras del programa AEDES en Bucaramanga Y la tercera sera utilizada
para la extraccion y posterior amplificacion del genoma como se detalla adelante.

3. Poblacion viral a estudio

Se tendran las siguientes fuentes de cepas virales:
¢ Aisladas en el presente estudio
¢ Aisladas en otros proyectos de la Programa
e Aisladas en el INS

Dado el desconocimiento en el tamafio de poblacion de VDEN en el pais y de la
distribucién temporal de los serotipos en los sitios geograficos donde se realizara el
monitoreo, se tomara una muestra por conveniencia mas no arbitraria. Se prevé aislar y
serotipificar durante el estudio al menos 100 cepas de cada departamento de la region
Nororiental y 60 cepas de cada uno de los otros, para un total de 680 cepas De estas, se
seleccionaran 400 para la determinacion del genotipo y de estas 100 para un estudio
filogenético més detallado.

La seleccion de los virus a estudio se hara procurando maximizar la representatividad por
sitio y por afio, de tal manera que no haya grandes sesgos en el muestreo derivados de
los cambios en la incidencia de la enfermedad. Por ejemplo, si se realizan varios
aislamientos de un mismo serotipo en la misma ciudad durante una semana, sélo se
seleccionara uno de ellos para determinar el genotipo, a menos que haya informacién que
sugiera co-circulacion de varios genotipos. Los aislamientos realizados durante los
periodos interepidémicos serdn genotipificados prioritariamente.  Como existe la
posibilidad de que se presentes brotes en localidades distintas a las seleccionadas para
este estudio y que también podrian servir de puerta de entrada, (por ejemplo Leticia, San
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Andrés, Llanos Orientales, Costa Pacifica) se procesaran aproximadamente 100 cepas
del virus adicionales que seran suministradas por el Instituto Nacional de Salud (INS)
como producto de la vigilancia viroldgica rutinaria de esa entidad

4. |dentificacion del genotipo y caracterizacion molecular de los aislados

Para la identificacion de los genotipos y los analisis de la dinamica de las poblaciones
virales se realizara andlisis filogenético de secuencias parciales del genoma viral tal como
esta descrito (Diaz et al. 2006). Brevemente, el RNA viral sera extraido del sobrenadante
del cultivo celular positivo utilizando columnas de silica disponibles comercialmente. El
RNA sera retrotranscrito a cDNA utilizando hexameros aleatorios como “primers”. A
continuacién el gen de la proteina de envoltura (E) sera amplificado por PCR y el producto
sera verificado por electroforesis en gel de agarosa. Finalmente el producto de la
amplificacion sera remitido para secuenciacion en un servicio comercial especializado.
Los detalles técnicos de la retrotranscripcion, amplificacion y secuenciacion, fueron
descritos previamente (Diaz et al. 2006). Para la identificacion del genotipo se utilizara la
secuencia de aproximadamente 500 nucleétidos del extremo carboxi-terminal del gen de
la proteina de envoltura (E) del DENV. De acuerdo a los resultados obtenidos en este
analisis, y a los datos epidemioldgicos y clinicos, se seleccionaran aproximadamente 25
cepas de cada serotipo para un andlisis mas detallado utilizando la secuencia completa
del gen E. Se seleccion6 este gen por ser del cual se dispone de un mayor numero de
secuencias disponibles en los bancos de datos bioinformaticos y por haber demostrado
producir resultados robustos en otros trabajos de esta naturaleza (Villabonaet al. 2009;
Ospina et al. 2010).

4. Busqueda de polimorfismos y marcadores genéticos

Para identificar posibles marcadores genéticos virales asociados al potencial epidémico y
a la virulencia de la cepa se realizara un analisis de asociacion de los polimorfismos
genéticos encontrados con la severidad de la enfermedad en la persona de la cual se
obtuvo el aislado. Para este efecto se seleccionard una submuestra de aislamientos
obtenidos de casos bien caracterizados clinicamente y que presentaron cuadro grave
(FHD) o cuadro leve (FD). Estos aislados seran secuenciados en busca de polimorfismos
en las secuencias de los genes NS1, NS3 y la region no codificante 3". Estos genes seran
amplificados y secuenciados en forma similar a como se describi6 antes. Cada
polimorfismo no sinénimo serd analizado por individualmente en una matriz de 2x2 en la
cual los diferentes aminoacidos (o nucleétidos para la regiéon no codificante) observados
se cruzara con el desenlace clinico codificado, de acuerdo a las definiciones tradicionales
de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 1997), ya que estas son mas estrictas que
las mas recientes (WHO 2009). Para controlar el componente inmunopatogénico de la
severidad, el cual puede obrar como variable de confusion en este tipo de analisis, los
sueros de los cuales se obtuvieron los aislamientos seran incluidos en el proyecto de
inmunidad al dengue en pobladores de Piedecuesta y el cual estd incluido en la presente
Propuesta.

5. Andlisis filogenético, biogeogréfico y filodindmico.

Las secuencias obtenidas seran ensambladas y luego alineadas con secuencias de
referencia representativas de cada uno de los genotipos de ese serotipo y con otras
previamente obtenidas de cepas colombianas y de otros paises, utilizando el programa
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Clustal X. A continuacién se llevara a cabo el andlisis filogenético utilizando métodos
basados en distancia (neighbor-joining) y en caracteres (maxima parsimonia y
probabilidad bayesiana). Para estos se utilizaran los programas PAUP 4.10 y MrBayes. La
determinacion del origen y las rutas de dispersion de los diferentes linajes se hara de dos
maneras: por analisis de dispersidn-vicarianza (Ronquist 1997) utilizando el programa
DIVA 1.2 como en el estudio de Villabona et al (2009). Adicionalmente los episodios
migratorios seran inferidos codificando el origen geografico de cada aislado como estados
discretos de un caracter adicional de cada aislado. El estado de los nodos internos del
arbol filogenético seran inferidos buscando la reconstruccion mas parsimoniosa. Las
transiciones o0 cambios de estado seran mapeados en el arbol filogenético y seran
considerados como indicio de episodios migratorios, tal como se ha realizado en otros
trabajos (Carrington 2005, Araujo 2008).

Para explorar la asociacion entre los eventos de la poblacién viral (introduccion,
expansion, embotellamientos y extincion) con los eventos epidemiolégicos (brotes,
silencios epidemiolégicos, cambios en la severidad) se utilizard el enfoque filodinamico
(Grenfell et al. 2004) estimando el tamafio efectivo de la poblacion viral (Ne) en funcién
del tiempo, utilizando la funcidén “bayesian skyline plot” implementada en el programa
Beast v1.4.8 (Drummond & Rambaut 2007). Los lineas asi obtenidas seran superpuestas
en las graficas de incidencia de mensual de dengue. El ajuste entre las fluctuaciones de
Ne inferidas a partir de las secuencias y la incidencia obtenida de los datos
epidemioldgicos seran analizados por andlisis de correlacion de Poisson, como se
describe en detalle por Bennett et al. (2009).

6. Formulacion y evaluacion de un modelo predictivo para el dengue.

La formulacion del modelo predictivo de la incidencia de dengue sera llevado a cabo
integrando los datos notificados a las instituciones oficiales a través del Sistema de
Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), los datos de los estudio seroldgicos del punto
anterior y los de circulacién de serotipos obtenidos en el objetivo 1. Este sistema sera
formulado, evaluado y reformulado a medida que se vayan obteniendo los resultados. La
formulacién sera llevada a cabo siguiendo lineamientos previamente descritos (Grenfell&
Anderson 1985; Ferguson et al. 1999; Rodriguez-Barraquer et al. 2011).

7. Organizacion y analisis de datos

Se construirdn bases de datos en Excel y los datos seran analizados usando pruebas
estadisticas paramétricas y no-paramétricas, segun corresponde, para establecer la
significancia de las diferencias entre secuencias de cepas que causaron dengue de
distinta severidad, establecer correlaciones entre variables (frecuencia temporal de
aislamientos de cada serotipo, niumero de casos, severidad de la enfermedad, tipo de
infeccion, y otras). Se cuenta con software de STATA y SSPS version 11, los dos
liceniados.

Aspectos éticos. Este estudio se califica como de minimo riesgo por las siguientes
razones: 1. Es observacional. No habrd componentes experimentales. 2. En su mayor
parte estd enfocado en el estudio del virus del dengue, mas que en los pacientes que
tienen la enfermedad. En el componente de medicién de la inmunidad poblacional si se
enfocara en la presencia de inmunidad al virus en la poblacién. 3. La Unica muestra que
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se tomard a los pacientes y a la poblacion que se estudiara para medir la inmunidad, es la
sangre, donde se espera detectar el virus y los anticuerpos. Este tipo de muestra se utiliza
rutinariamente para muchos estudios paraclinicos y serd tomada por personal entrenado y
encargado de este tipo de procedimientos en los centros de atencion a los cuales llega el
paciente. Los riesgos asociados a este tipo de muestra son sangrado (hematomas) y mas
raramente infecciones en el sitio de toma de la muestra. 4. El virus del dengue esta
clasificado como de nivel de seguridad 2. El manejo de la muestra y de los aislamientos
logrados sera realizado en laboratorios con dicho nivel de bioseguridad utilizando cabinas
de seguridad biolégica que protejan al operario y los materiales manipulados (tipo I11-A o II-
B). 5. Se solicitara consentimiento informado para la toma de muestras y de datos clinicos
utilizando para tal efecto el formato previamente disefiado y unificado del programa
AEDES.

Descripcién de los Participantes

a) Actores nacionales

Entidad / grupo de
investigacion o actor del
gobierno

Afos 1-4

UIS - Centro de
Investigaciones en
Enfermedades Tropicales

Dimension territorial Experiencia previa de la entidad

Santander

(CINTROP). Gobernacién de
Santander, Secretaria de
Salud — Laboratorio de Salud
Publica (LSP)

Lider: Raquel E Ocazionez

Ejecucion del programa de
vigilancia en municipios de
Santander en el periodo 1998 —
2008 (ver publicaciones)

N. de Santander

Universidad de Pamplona —
Instituto de Medicina Tropical
(IMT)

Gobernaciéon de Santander,
Secretaria de Salud —
Laboratorio de Salud Publica
(LSP)

Lider: Omar Giovanny Pérez

UNIPAMPLONA, IMT:
investigacion en enfermedades
parasitarias trasmitidas por
mosquitos

LDSP: Procesamiento de sueros
humanos para confirmacién del
dengue por serologia; remision de
sueros para vigilancia virolégica al
INS

Arauca

Gobernacién de Arauca,
Secretaria de Salud —
Laboratorio de Salud Publica
(LSP)

Lider: Director (a) del LSP

Procesamiento de sueros
humanos para confirmacioén del
dengue por serologia; remision de
sueros para vigilancia virolégica al
INS
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Gobernacién de Casanare,

Procesamiento de sueros
humanos para confirmacion del
dengue por serologia; remision de

Gobernacion de Antioquia,
Secretaria de Salud — LDSP*

Lider: Director (a) del LDSP

Casanare Secretaria de Salud - LSP sueros para vigilancia virolégica al
Lider: Director (a) del LSP INS
Procesamiento de sueros
Gobernacion de Casanare, humanos para confirmacion del
Meta Secretaria de Salud — LSP. dengue por serologia; remision de
Lider: Jorge Boschell sueros para vigilancia virolégica al
INS
Universidad de Antioquia —
Grupo de Inmunovirologia Analisis filogenéticos y
Lider: Francisco Javier Diaz biogeograficos del virus DEN (ver
L publicaciones)
Antioquia

LDSP: vigilancia virolégica en
Antioquia desde 1992

Valle del Cauca

Universidad del Valle — Grupo
VIREM?

Gobernacion del Valle,
Secretaria de Salud — LSP?

Lider: Beatriz Parra

VIREM: proyectos de
investigacién en dengue (ver
publicaciones)

LDSP: Procesamiento de sueros
humanos para confirmacién del
dengue por serologia; remision de
sueros para vigilancia virolégica al
INS

Nacional

Ministerio de Salud — INS,
Laboratorio de Virologia.
Lider: Jairo Méndez

Apoyo logistico en la regiones,
intercambio de cepas virales

* esta institucion participara a partir del afio 2 hasta el afio 4

b) Actores internacionales

Afio Institucién Nombre Cargo
1-4 Control and Prevention Disease Center Jorge Mufioz Director
(CDC). San Juan, Puerto Rico 9
4 Department of Epidemiology, Johns

Hopkins Bloomberg School of Public
Health, Baltimore, Maryland, United
States of America

Isabel Rodriguez
Barraquer

Funcion en el proyecto de los actores
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Entidad / grupo de investigacion o actor del
gobierno

Compromiso en el proyecto

UIS - Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales (CINTROP).
Lider: Raquel E Ocazionez

Coordinacion del proyecto

Intentos de aislamiento viral en sueros
provenientes de Bucaramanga, Yopal,
Cucuta, Arauca y Villavicencio
Amplificacion de secuencias gendmicas
de cepas para tipificacion y analisis
filogenéticos

Analisis de datos

Universidad de Pamplona — Instituto de
Medicina Tropical
Lider: Omar Giovanny Pérez

Colecta, almacenamiento y remisién de
sueros para el CINTROP

Gobernacion de Arauca, Secretaria de Salud
— Laboratorio de Salud Publica (LSP)
Lider: Director (a) del LSP

Colecta, almacenamiento y remision de
sueros para el CINTROP

Gobernacion de Casanare, Secretaria de
Salud — LSP
Lider: Director (a) del LSP

Colecta, almacenamiento y remision de
sueros para el CINTROP

Gobernacion de Casanare, Secretaria de
Salud — LSP.
Lider: Jorge Boschell

Colecta, almacenamiento y remision de
sueros para el CINTROP

Universidad de Antioquia — Grupo de
Inmunovirologia
Lider: Francisco Javier Diaz

Analisis filogenéticos, biogeograficosy
filodinamicos

Gobernacion de Antioquia, Secretaria de
Salud — LSP.
Lider: Martha Ospina

Intentos de aislamiento viral y
tipificacion de virus.

Universidad del Valle — Grupo VIREM
Lider: Beatriz Parra

Intentos de aislamiento viral y
tipificacion de virus.

INS, Laboratorio de Virologia
Lider: Jairo Méndez

Apoyo logistico e intercambio de cepas

CDC, Puerto Rico. Lider: Jorge Mufioz

Asistencia técnico-cientifica

EUA, Isabel Rodriguez

Anadlisis de datos
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11. PRODUCTOS

1. Implementacién de un sistema de vigilancia virolégica que produzca informacién
en tiempo real sobre la introduccion, dispersién y cambios en el predominio de los
serotipos. Se espera que los resultados sean empleados por las autoridades de
salud para la toma de medidas de intervencidn que prevenga o atende las
epidemias. También se espera que el sistema sea adoptado y financiado por el
Ministerio de Proteccion Social ain después de la terminacién del programa.

2. Desarrollo de un modelo predictivo de la incidencia del dengue leve y severo que
servird para la planificacion de actividades de prevencion y control del dengue en
cada capital de los departamentos participantes.

3. Alianza operativa entre la academia y el estado. Los académicos se tendran que
involucrar mas en los programas de salud publica lo cual mejorara la pertinencia
de sus investigaciones posteriores. Las autoridades de salud contardn con un
recurso calificado para apoyarse en la toma de decisiones.

4. Fortalecimiento de la comunidad cientifica. La ejecucion del proyecto conllevara un
mejor equipamiento de los laboratorios, entrenamiento de personal en técnicas
tradicionales y modernas de la virologia. Esto dara mayor capacidad a la
comunidad para afrontar emergencias derivadas de la introduccién o emergencia
de nuevos agentes patdgenos o reemergencia de agentes que han sido
controlados pero pueden reaparecer cuando se baja la guardia en vacunacion u
otras medidas de control.

5. Cualificacion de varios grupos de investigacion categorias C y D de Colciencias
para que puedan mejorar la calidad de sus propuestas y ejecuciones investigativas.

6. Banco de cepas virales: es Util para estudios posteriores por los investigadores de
la red AEDES y otros

7. Conocimiento detallado de la diversidad y la circulacién de DENV y de la dinamica
de sus poblaciones. Se puede cuantificar por el incremento en el nimero de cepas
aisladas, serotipificadas y caracterizadas molecularmente y por la oportunidad de
flujo de la informacién a las autoridades de salud. Generard un articulo cientifico y
permitira el desarrollo de una tesis de maestria.

8. Se clarifica sobre el valor predictivo de la vigilancia virol6gica, esto es, si la
informacién sobre la dinamica de circulacién de los serotipos en areas con patron
hiperendémico influye en la precisién de las estimaciones de la actividad de
dengue a corto y largo plazo mediante modelamiento matematico.

9. Aporte de un indicador de actividad en dengue. La estimacién del tamafio efectivo
de la poblacion viral (Ne) es un indicador alterno de la incidencia de la enfermedad
que no se altera por las condiciones que usualmente deforman los datos
epidemiol6gicos como son el subregistro y el sobrediagnéstico dependiendo de la
situacion.

10. Aporte a la identificacion de marcadores genéticos de virulencia del VDEN. Podria
ser util en el perfeccionamiento de las vacunas o medicamentos antivirales o0 como
marcador prondstico de la enfermedad.

11. Formulacién de un modelo predictivo del comportamiento del dengue. Podria llevar
a desarrollos conceptuales novedosos.
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12. RESULTADOS

e Fortalecimiento Comunidad Cientifica:

Formacion Descripcion Personas Beneficiario
Posgrado Maestria 4 Comunldad cientifica
Nacional.
e Apropiacién Social del Conocimiento:
Publicacion Descripcién Cantidad Beneficiario
Articulos de Personal de atencion
revista Publicacion de los resultados 5 en salud y
autoridades de salud
Personal de salud y
Eventos Participacion activa en comunidad cientifica
congresos, Simposios y 4
similares Estudiantes de areas
de la salud, y
Capitulo de En un libro de enfermedades personal de atencién
libro infecciosas o de microbiologia 1 en salud
e Generacion de nuevo Conocimiento:
Resultado Descripcion Cantidad Beneficiario
Implementacion Conocimiento detallado de la 5 Secretarias
de un sistema de circulacion de DENV y de la seccionales de
vigilancia del dindmica de sus poblaciones salud y la poblacion
virus con capacidad de predecir por ellos atendida
epidemias
Secretaria de salud
Estimacion de la  Permitir4 identificar la edad 1 de Santander
prevalencia de la  Optima para aplicar la vacuna
inmunidad al contra dengue
DENV Comunidad
cientifica
Identificacion de Identificacién de nuevos 1
marcadores polimorfismos potencialmente
moleculares de implicados en virulencia
severidad Autoridades
Herramienta de trabajo que le nacionales,
Formulacién de permitird a las autoridades de 1 departamentales y

un modelo
predictivo del
comportamiento
del dengue en
Colombia

salud planear y mejorar la
oportunidad de las medidas de
control

locales de salud y
comunidad en
general

Sistema General de Regalias
Regalias para la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacién
26



Proyecto: “Vigilancia y dinamica del virus del dengue como herramienta para la prediccion y prevencion de epidemias”
Programa: “AEDES - Abordando areas endémicas de dengue para la disminucién de su impacto en la sociedad”

13. IMPACTOS
Impacto Ao Descripcion
Impactos ciencia y tecnologia a 2015 Conocimiento de los genotipos y
mediano plazo linajes de los serotipos virales
Impactos ciencia y tecnologia a 2017 1. Conocimiento de los factores
largo plazo virales y poblacionales que
influyen en el comportamiento
epidémico del dengue. 2
Identificacion de marcadores de
virulencia
Impactos cientificos y 2015 Ampligcié_n de las capacid_ades
tecnolégicos del proyecto en las investigativas por fortalecimiento
entidades participantes de los laboratorios y capacitacion
del personal
En la poblacién / area territorial 2017 ralgg]):nmu(;l';.?i(:?:dla la
en términos epidemiolégicos . . y
discapacidad por dengue
L, . . 1. Optimizacion del recurso de la
Er? Iat gr?rlljil:g'son éeareiat"edrggorlal 2017 vacuna. 2. Mejoria de la
oportunidad en la prestacion dZ oportunidad en la atencion y
portu P control de epidemias
servicio
. o Mejoria en la productividad por
52 tIZrEn?r?:)asmsoonci/oael:rcesn?g;(t:%r;al 2017 disminucion en las incapacidades
laborales
- 6ai del Mejoria en los conocimientos, en
Cientificos y tecnologicos de 2014 las potencialidades técnicas y en

proyecto entre los actores de la
red

las capacidades analiticas

14. COBERTURA / LUGARES DE EJECUCION

La ejecuciodn del proyecto sera en 8 municipios con alta incidencia de casos de Dengue en
Colombia: Bucaramanga, Cali, Medellin, Pereira, Yopal, Arauca, Villavicencio y Cucuta.
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15. CRONOGRAMA POR FASES

N° - - , Ejecucion
Actividad Actividad Inicio Final en

1 Fase de preparacion: compra de 01/01 03/01 3 meses
equipos, insumos, contratacion de
personal, preparacion de células y
virus de referencia

2 Organizacion del sistema de 04/01 06/01 3 meses
captacion, almacenamiento,
remision y registro de de sueros.

3 Flujo de informacion y remisién de 04/01 09/04 42 meses
sueros al CINTROP desde los
Laboratorios de Salud Publica de
cada Departamento

4 Procesamiento de sueros para 04/01 09/04 42 meses
intentos de aislamiento del virus en
células de mosquito Aedes

5 Analisis molecular para identificar el  04/01  09/04 42 meses
serotipo del virus

6 Amplificacion de secuencias 04/01 03/04 33 meses
gendmicas

7 Secuenciamiento comercial 10/01 09/04 36 meses
Andlisis filogenéticos, evolutivos y 01/02  12/04 36 meses
biogeograficos

9 Andlisis predictivos mediante 07/04 12/04 6 meses
modelamiento matematico

10 Redaccion de informes parciales y 01/03 12/04 24 meses
articulos cientificos, presentaciones
en congresos

11 Evaluacién del sistema de vigilancia  01/03  12/04 24 meses

viroldgica implementado
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16. POSIBLES RIESGOS Y DIFICULTADES

1. La implementacion de un nuevo sistema de vigilancia virolégica puede generar
resistencia en las autoridades de salud y en las instituciones prestadoras de
servicios de salud (Ministerio de Proteccion Social, Secretarias de Salud
Departamental, Laboratorios de Salud Publica). Probabilidad mediana. Puede
generar falta de homogeneidad en la entrada de datos al sistema. Puede
remediarse recurriendo al banco de cepas del INS o buscando fuentes alternativas
de las muestras.

2. El montaje y mantenimiento del sistema de aislamiento viral basado en cultivo
celular estd sometido a frecuentes dificultades por problemas técnicos
(contaminacion, toxicidad). Probabilidad mediana. Puede solucionarse congelando
las muestras o apoyandose en otros laboratorios de la red.

3. Algunos serotipos pueden no circular durante algunos afios lo que no permitiria
cumplir con el nimero esperado de cepas a estudiar. Probabilidad baja. No
impactaria la calidad de la informacion ni de los analisis.

4. Los datos epidemiolégicos no son igualmente confiables en los diferentes
departamentos y ciudades. Probabilidad mediana. Puede generar sesgos y otras
dificultades en los andlisis estadisticos. Debe vigilarse la calidad de dichos datos y
tenerse en cuenta en los analisis.

5. La poblacion puede presentar resistencia a la toma seriada de muestras para los
estudios seroldgicos. Probabilidad alta. Puede disminuir el poder de las inferencias
sobre la susceptibilidad al dengue. Su impacto se puede reducir con una muestra
alta para cubrir los rechazos.

6. La confiabilidad de los modelos predictivos estaria limitada se la calidad de los
datos con los que se alimente el modelo es baja. Probabilidad baja. Esto puede
disminuir el poder predictivo del modelo. Se previene con un control de calidad a la
informacién entrante.
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