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RESUMEN

Antecedentes: Para desarrollar programas de prevencion adaptables al nivel local o aprobar en
forma apropiada nuevas vacunas contra el dengue, hay una necesidad urgente por estudios de
campo longitudinales y exhaustivos que monitoreen la enfermedad en su poblacion humana asi
como también la densidad del vector.

Metodologia y Hallazgos Principales: Reportamos los resultados provenientes de este tipo de
estudio con duracion de 5 afios realizado en la ciudad Amazoénica de Iquitos, Pert donde se
monitored serologicamente la infeccion con el virus de dengue (DENV) dentro de una cohorte de
2.400 personas en sus vecindarios asi como también casos febriles activos en un subgrupo del
cohorte mediante vigilancia de ausencias en sus colegios. En las muestras basales, el 80% de la
poblacion del estudio tuvo anticuerpos contra el DENV, la seroprevalencia increment6 con la
edad, lo cual demostraba una variacion geografica significativa, con tasas de seroprevalencia por
zonas ajustadas por la edad entre 67.1 y 89.9%. Durante los primeros 15 meses del estudio
cuando DENV-1 y DENV-2 estaban circulando, las tasas de incidencia para toda la poblacion
fueron entre 2 a 3 infecciones/100 afos-persona. La introduccién de DENV-3 en la segunda
mitad de 2001 se caracteriz6 por 3 periodos distintos: amplificacion del virus por un minimo de
5-6 meses, reemplazo del serotipo previamente circulando, y transmision epidémica cuando la
tasa de incidencia llegd a su pico de 89 infecciones/100 afios-persona.
Conclusiones/Significancia: Los patrones de incidencia fueron distintos geograficamente de las
tasas de prevalencia basales antes de la introduccion del serotipo DENV-3, pero muy similares
durante el periodo de invasion. La transmision varid geograficamente, con su pico de incidencia
ocurridos en tiempos diferentes entre las 8 zonas geograficas; cubriendo ~16 km? de la ciudad. El
tiempo entre la introduccidon de un nuevo serotipo hasta la transmision epidémica y el
conocimiento de aquellas zonas geograficas con riesgo de transmision elevada, deben ser

consideradas en la aplicacion efectiva de los recursos limitados para prevenir el dengue.



INTRODUCCION

Los virus del dengue (DENV) son patdégenos importantes re-emergentes que han aumentado
su rango geografico de solo 9 paises hace 60 afios a mas de 100 hoy en dia. En todo el mundo,
los estimados indican que 2.5-3.0 mil millones de personas estan en riesgo de infeccion con el
virus del dengue, con 50 al00 millones de casos de fiebre de dengue (FD) y entre 250,000 y
500,000 casos de la forma mas severa, dengue hemorragico (FDH) o el sindrome de shock de
dengue (SSD) cada afio. La incidencia de la enfermedad severa ha ido incrementandose en
forma consistente desde los 1950’s [1,2,3,4,5].

En la actualidad DENV existe con cuatro virus estrechamente relacionados pero
antigénicamente diferentes mediante una cadena simple de ARN (DENV-1, DENV-2, DENV-3
y DENV-4) pertenecientes al género Flavivirus, familia Flaviridae. La inmunidad inducida por
la infeccion con un serotipo protege contra el mismo y confiere una proteccion cruzada de forma
efimera contra otros serotipos, por lo tanto, las infecciones secuenciales con distintos serotipos
son posibles. La etiologia de la enfermedad grave no esta entendida completamente, pero
infecciones secundarias y/o variacion de la virulencia del virus han sido implicados con
frecuencia. [1,4,5,6,7,8].

Sin una vacuna, la prevencion de dengue requiere vigilancia viroldgica y control vectorial.
La evidencia acumulada indica que incorporando la variacion en cuanto a la ecologia 'y
epidemiologia del dengue, es importante para desarrollar programas de prevencion mas efectivos
y adaptables al nivel local. [9,10]. Dichos programas, y futuros ensayos de vacunas en fase III,
requieren de un mayor entendimiento de la dindmica de transmision especifica a cada region.
Esta informacion es mejor obtenida de estudios de campo longitudinales y exhaustivos disefiados
a proporcionar un entendimiento detallado de los procesos fundamentales de la transmision del

virus, la epidemiologia y el control de la enfermedad [9].



En América Latina, después de las campanas de control exitosas que terminaron en los
1960’s, hubo una reinvacion del vector mosquito Aedes aegypti seguido por la emergencia de la
enfermedad de dengue como un problema de salud publica prominente, a través de todo el
continente. El proceso de urbanizacion extenso contribuye a la dispersion del vector creando
condiciones que aumentan la transmision de DENV. Este, est4 ejemplificado por numerosos
brotes dramaticos regionales recientes. Aqui reportamos resultados de estudios longitudinales en
Iquitos, Peru, una ciudad Amazonica con una historia de transmision del virus de dengue
extensivamente documentada por el Centro de Investigaciones Tropicales de la Marina de los
Estados Unidos (siglas en inglés, NMRCD) desde los primeros afios de la década de 1990,
cuando presumimos que DENV fue reintroducido en Perti [11]. Iquitos tuvo epidemias de la
enfermedad febril causadas por invasiones secuenciales del: DENV-1 en 1990—1991, una cepa
Americana de DENV-2 en 1995 [7,12], DENV-3 en 2001 [13], una cepa Asiatica de DENV-2 en
2002, y DENV-4 en 2008 [14].

La meta a largo plazo de nuestras investigaciones en Iquitos es adquirir un mejor
entendimiento detallado de la dindmica de transmision de DENV y su relacion a los parametros
entomologicos que informaran a los programas de control de vectores y mejoraran la prevencion
de la enfermedad de dengue. El método que empleamos fue el de monitorear la transmision del
virus y la densidad de las poblaciones de Ae. aegypti simultdneamente en las casas y vecindarios
de los participantes, de un cohorte longitudinal que representa el 20% de las areas mas pobladas
de la ciudad. La abundancia y los patrones de produccion de Aedes aegypti fueron descritos
previamente [15,16,17,18]. En el presente articulo, examinamos los patrones espaciales y
temporales de la dindmica de transmision por los 3 serotipos de DENV antes y durante la
invasion de un serotipo nuevo en la zona. Nuestros resultados se basan en un estudio de cohorte

prospectivo conducido entre 1999-2005, durante este tiempo observamos una transmision activa



de los serotipos DENV-1 y DENV-2 ¢ invasion del serotipo DENV-3, que caus6 una epidemia

de enfermedad febril significativa.

MATERIALES Y METODOS

Declaracion de Uso Humano: El protocolo de este estudio fue aprobado por los comités de
ética (Institutional Review Boards) de la Universidad de California, Davis (Protocolo
2220210788-4(994054), Instituto Nacional de Salud, y Naval Medical Research Center
(Protocolo #NMRCD.2001.0008 [DoD 31574]) cumpliendo con todas las regulaciones federales

gobernando la proteccion de sujetos humanos.

Localizacion de Estudio. Nuestro estudio fue realizado en Iquitos, en una comunidad urbana
localizada en la Cuenca Amazonica al Noreste de Pert (73.2°W, 3.7°S, con una elevacion de 120
msnm) en el Departamento de Loreto. Los Rios Amazonas, Nanay e Itaya rodean la ciudad en 3
lados. La poblacion de la ciudad ha crecido desde su tltimo censo publicado con 350,000
habitantes. [19]. Las industrias mas comunes son pequefios comerciantes, la pesca, el petroleo,
la madera, el turismo y la agricultura. El clima es tropical, con una temperatura promedio diaria
de 25.8°C (promedio minimo 21.9°C y méaxima 32.4°C) y una precipitacion promedio anual de
3.4 metros (rango 2.7—4.4 metros) durante nuestro estudio. Las precipitaciones ocurren a lo
largo del afio, en aproximadamente la mitad de los dias (51.6%). Iquitos es descrito
detalladamente en reportes previos [7,12,15,16,17,18].

La ciudad de Iquitos comprende 4 distritos: San Juan, Maynas, y Punchana de sur a norte
y Belén al este (ver Figura 1 en [17]). El &rea del estudio fue restringidaa = 16 km? dentro de
los distritos de Maynas, Punchana y 4reas pequefias de Belén y San Juan, donde los dividimos en

8 zonas geograficas (descrito detalladamente en [17]) basados en vecindarios reconocidos y
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atendidos por distintos Centros de Salud. Brevemente, las 3 zonas localizadas en el norte de la
ciudad -- Punchana (PU), Maynas (MY), y San Antonio (SA) —y las 5 zonas al sur de la ciudad
-- Putumayo (PT), Iquitos (IQ), Morona Cocha (MC), Bagazan (BG) y Tupac Amaru (TA) —
pertenecen predominantemente al distrito de Punchana y Maynas, respectivamente; cada uno
tiene su propio gobierno y servicios. Las zonas de Tupac Amaru (TA), Bagazan (BG), y

Putumayo (PT) cuentan con areas donde las casas se inundan estacionalmente.

Diseiio de Estudio. Se monitored un cohorte de ~2,400 participantes en forma longitudinal
desde Enero de 1999 hasta Agosto de 2003 por intervalos de ~ 6 meses para detectar evidencia
serologica de infeccion con DENV. Adicionalmente, el monitoreo seroldgico continu6 hasta
Febrero de 2005 en un subgrupo de participantes de edad escolar, quienes también fueron
monitoreados por enfermedad activa de dengue basado en su asistencia al colegio (ver la seccion
abajo vigilancia febril). Para obtener una muestra de los participantes geografica y
temporalmente estratificada, cada una de las 8 zonas fue sub-divida en una red de 5 areas
aproximadamente iguales. Tres manzanas de cada una de éstas 5 areas fueron seleccionadas al
azar, dando un total de 15 manzanas de muestras en cada una de las 8 zonas. Enfocamos el
reclutamiento en nifios de edad escolar (entre 5 a 20 afios). Para obtener una muestra mas
representativa de la poblacion en general, ofrecimos participacion a otros miembros de la familia
viviendo en la misma casa después que los participantes de edad escolar fueron inscritos. Si los
residentes estaban dispuestos a participar, las fichas de consentimiento y asentimiento fueron
firmados antes de obtener las muestras de sangre. Se obtuvo consentimientos informados
escritos de aquellos participantes mayores de 17 afios, y de los padres de los participantes
menores de 18 afios. Ademas, obtuvimos asentimiento de participantes entre las edades de 8-17
afios. Si los participantes no podian leer o firmar las fichas de consentimiento, obteniamos

consentimiento oral en la presencia de un testigo documentado con una firma. Cincuenta



participantes de edad escolar y 10 miembros de sus familias mayores de 20 afios fueron
reclutados de cada zona en cada mes, repitiendo el proceso cada mes hasta complementar un
cohorte base de 2,400 personas (S1; ver [20] Figura 1).

Después de establecer el cohorte basal, visitas de seguimiento por cada participante
fueron llevadas a cabo en intervalos de aproximadamente 6 meses. Se considerd participantes
perdidos, si no fueron ubicados después de un afio desde su ultima muestra de sangre, a pesar de
intentos repetitivos por localizar al participante, o si existia un razén valida para salir del estudio
(manifestacion del participante de dejar el proyecto, cambio de casa fuera del area de estudio, o
fallecimiento). Inscribimos nuevos participantes para reemplazar las pérdidas, con una
preferencia por personas de la misma zona geografica, con el fin de mantener el cohorte activo
de ~2,400 individuos. En algunos casos, algunos participantes reingresaron al cohorte después
de un viaje largo o deseo de participar en el estudio de nuevo.

En Junio de 2000, un subgrupo de 1,100 miembros del cohorte (edades 5—20) quienes
asistian a clases en las mafanas en una de las 29 escuelas ptblicas fueron reclutados para otro
componente del estudio, vigilancia activa de la enfermedad febril [20]. Ademads de participar en
todos los componentes del estudio longitudinal (muestras de sangre cada 6 meses, y encuestas
entomologicas) monitoreamos ésta sub-poblacion para casos sintomdticos de infeccion con
DENV. Los flebotomistas visitaron los colegios diariamente, monitorearon la asistencia del
niflo, y visitaron las casas de los participantes ausentes. Si la razon de la ausencia era una
enfermedad febril, obteniamos muestras de sangre agudas y convalescientes y un examen fisico
era realizado cada dia de fiebre. Durante el periodo de vacaciones, éstos nifios fueron visitados
cada semana. A su vez, enrolamos nuevos participantes para reemplazar a aquellos que
abadonaron la escuela por algiin motivo, se graduaron o cambiaron de colegio. Después de
finalizar la vigilancia entomoldgica en Agosto de 2003, el estudio de vigilancia activa de los

participantes que permanecieron en los colegios, continuaron siendo monitorizados. Al inicio



del afio escolar de 2004, reclutamos nuevos participantes de las familias inscritas previamente
(hermanos u otros familiares) o casas localizadas en las mismas manzanas de participantes
existentes en otro estudio de cohorte basado en la comunidad [20]. El monitoreo de ausencias
finaliz6 en Diciembre de 2004, pero obtuvimos las Gltimas muestras de sangre de los nifios hasta
Marzo de 2005. Los aspectos clinicos del estudio seran reportados en publicaciones posteriores.
Recoleccion de Muestras Sanguineas. Se obtuvo muestras sanguineas por venipuncion o
el método del pinchazo del dedo, aplicando técnicas asépticas estandares, usando un tubo al
vacio (Vacutainer®, tapa roja) de 3 ml sin anticoagulante por cada participante, o tres tubos
capilares estériles de capacidad de 0.25 ml, que fueron colocados en viales de plastico de tapa
rosca. Todas las muestras sanguineas fueron recolectadas en las casas de los participantes,
rotuladas, y almacenadas en coolers portatiles pequefios hasta ser transportados al laboratorio de
campo dentro de 4 horas. Las muestras sanguineas fueron centrifugadas por 10 minutos a 3,000
rpm a 4°C, y el suero transferido a viales de propileno y almacenados a -70°C, has ser
transportados en hielo seco al laboratorio de NMRCD en Lima, para ensayos seroldgicos por

anticuerpos contra DENV.

La Prueba de Neutralizacion por Reduccion de Placas Estandar (PRNT). Todas las
muestras sanguineas colectadas del componente longitudinal del estudio fueron analizados por
PRNT utilizando una reduccion de 70% por los cortes (PRNT7). PRNT5, fueron llevados a
cabo con una dilucion final de suero de 1:60 y 1:120 (después de afiadir el virus) para DENV-1y
DENV-2,y 1:30 y 1:60 para DENV-3. Para DENV-2, los modelos de regresion lineal fueron
ajustados para estimar el porcentaje de reduccion en una dilucion de corte de 1:80, mientras
utilizamos una dilucion de corte de 1:60 para DENV-1 y DENV-3. A causa de que el serotipo
DENV-3 no fue detectado en Iquitos hasta Diciembre de 2001, no iniciamos los analisis

rutinarios para anticuerpos (NtAb) contra el serotipo DENV-3 en sueros colectados hasta Enero



de 2002. Para los participantes que pudieron haberse infectado con el serotipo DENV-3 antes de
2002, se analizaron las muestras previas para el serotipo DENV-3 en forma secuencial hasta que
observamos muestras negativas para DENV-3. La circulacion del serotipo DENV-4 no fue
detectado en Iquitos entre 1993 hasta la fecha final de este estudio de cohorte [14]. Es por esta
razén que no hemos analizado las muestras para anticuerpos contra el serotipo DENV-4.

Se siguieron protocolos de PRNT descritos por Sangkawibha [21] y Graham [22], con una
modificacion “semi-micro” con células (clone 15) de rifiones de hamster neonatal (BHK-21) en
placas de 12 o 24 pocillos [23]. Las modificaciones son descritas detalladamente en Kochel et
al. [8] y Comach et al. [24]. Brevemente, en 0.2 ml de suero de prueba diluido, se mezcla con
0.2ml de medio diluido (Earle’s minimal essential medium [E-MEM], 2% suero bovino fetal
[FBS], y antibidtico/antimicdtico) conteniendo de 40 a 80 PFU de virus de ensayo y luego
incubadas a 4° C por 15 horas. A menos que no haya sido mencionado en el texto, las cepas de
DENV utilizados en el ensayo de PRNT fueron dos virus aislados en Tailandia en 1974 de casos
de FDH [25], DENV-1 16007 y DENV-2 16681, y también una cepa Peruana del afio 2001 (de
un caso de dengue clasico) de DENV-3, IQD1728. Antes de usar el virus en el ensayo, se
amplificaron en cultivo de células C6/36 de Ae. albopictus y las alicuotas congeladas a -70°C,
para asegurar la consistencia del ensayo a lo largo del estudio. El suero fue inactivado con calor
a 56°C por 30 minutos antes de realizar el PRNT. Por triplicado, una mezcla (DENV-1: 16007;
DENV-2: 16681; DENV-3: IQT1728) de 0.1 ml de suero de virus fue agregada a un medio de
0.5 ml conteniendo células 1.5 X 10° BHK21 y afiadidas a un pozo de 24 placas de cultivo de
tejido e incubadas a 37° C con 5% CO, por 3 hrs. Las células fueron entonces cubiertas con 0.5
ml de medio de cubierta (0.6% celulosa de carboximetil, MEM w/o Rojo de fenol, 10% FBS,
0.075% NaHCOs y antibidtico/antimicotico) e incubadas a 37° C con 5% CO; por 5 dias. El
medio fue retirado, y las células lavadas con H,O y coloreadas con 0.5 ml/pozo de una solucién

de tincién (0.1% (w/v) Azul de Naftofenol, 1.36% (w/v) Acetato de Sodio, y 6% (v/v) Acido



Acético Glacial) por 30 min. El colorante fue retirado y las placas contadas. Los resultados
fueron expresados como la dilucion del suero, determinandose por andlisis de regresion, que
redujeron el nimero de placas en 70% comparado con el suero humano normal en la misma
dilucion. Se incluy6 sueros de controles positivos y negativos con cada grupo de sueros
analizados. Los valores de corte fueron calculados basados en la habilidad del analisis de
maximizar la sensibilidad y especificidad; por cada serotipo fue de 1:60 para DENV-1y DENV-
3,y 1:80 para DENV-2 (Minnick SL, datos no publicados).

Interpretacion de los Resultados de PRNT. PRNT es el bioensayo serologico mas
especifico para infecciones de dengue, pero una cantidad de factores pueden influir su
sensibilidad y especificidad, incluyendo reacciones cruzadas entre anticuerpos de diferentes
serotipos de dengue [8,26,27] (Minnick et al. datos no publicados). Para considerar errores
potenciales en la interpretacion de los resultados de PRNT para una muestra sanguinea tnica,
determinamos seroconversiones (SC) en el contexto del perfil seroldgico derivado de los
resultados completos de todas las muestras sanguineas de un participante. Utilizamos los
siguientes criterios para identificar seroconversiones por cada serotipo. Se clasific6 como una
seroconversion, cuando el aumento en el porcentaje de reduccion entre una muestra negativa con
la proxima muestra de un participante es mayor de 20% y donde los resultados de muestras
posteriores se mantuvieron positivas (por ejem., ---+++). Cuando los resultados posteriores de
PRNT no eran consistentes, no fueron clasificados como seroconversion. Los consideramos
como resultados falsos positivos (FP; por ejem., --+--). Reversiones aisladas fueron consideradas
como resultados falsos negativos (FN; por ejem., --++-++). Para estimar tasas de incidencia
utilizamos tasas de resultados falsos positivos/falsos negativos para calcular factores de
correccion para estimar el nimero verdadero de seroconversiones entre los participantes,
quienes mostraban resultados que indicaban una seroconversion en sus muestras finales (por

ejem, ---+). Los factores de correccion fueron calculados como el nimero de resultados
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positivos verdaderos (PV) divido por el numero total de seroconversiones aparentes PV/ (PV +

PF).

Vigilancia Febril. Cuando observamos un participante con una enfermedad febril durante la
vigilancia en los colegios, colectamos muestras de sangre agudas y convalescientes. Sueros de la
fase aguda fueron analizados para la infeccion con DENV, utilizando el aislamiento del virus en
cultivos de células o deteccion de ARN viral por la transcriptasa reversa en la reaccion de la
cadena de la polimerasa (RT-PCR). Las muestras agudas y convalescientes fueron analizadas
para anticuerpos contra el DENV de IgM utilizando la técnica de captura de IgM de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Ademas, un subgrupo de las muestras agudas y
convalescientes (colectadas antes de 2002 y un subgrupo de ellas colectadas durante 2004)
fueron analizados mediante la prueba de ELISA para anticuerpos de IgG contra el DENV. Se
clasificaron episodios febriles como infeccion de DENV por aislamiento de virus, RT-PCR,
serologia de IgM (titulos de anticuerpos de IgM elevados [21:100] en la muestra aguda,
convalesciente o ambos), o serologia de anticuerpos de IgG (aumento de hasta 4 veces en los
titulos entre las muestras agudas y convalascientes). Las infecciones identificadas por la
deteccion viral, seroconversiones de IgM o elevados titulos de IgM > 1:400 fueron contadas
como seroconversiones en todos los calculos de incidencia, aun si los datos de muestras
ensayadas por PRNT antes y/o después de las muestras febriles no estuvieron disponibles o
discordantes, mientras que los individuos con elevados titulos de IgM 1:100 o serologia de IgG,
fueron solo incluidos en los calculos de incidencia, solo si los datos de PRNT confirmatorios
estuvieron disponibles.

ELISA, Captura de IgM. Se determinaron los titulos de anticuerpos de IgM especificos
para dengue utilizando un bioensayo de captura de IgM de ELISA adaptados de protocolos

previamente publicados [28]. Brevemente, las placas (formato de 96 pocillos) fueron cubiertas
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con anticuerpos anti IgM humana para capturar anticuerpos IgM de los participantes. El IgM
especifico para del virus fue detectado por la adicion de antigeno viral del dengue seguido por
liquido hiperimmune ascitico especifico para el virus y el conjugado de anticuerpo IgG anti-ratén
y peroxidasa de rabano (HRP). Después de afiadir un substrato colorimétrico, los valores de
densidad optica (DO) fueron determinados a 410nm. Inicialmente todas las muestras de la fase
aguda y convalesciente fueron analizadas en una dilucion de 1:100. Las muestras con un DO
mayor al valor de corte de referencia, calculadas como el promedio de 7 muestras control
negativas de anticuerpos mas 3 desviaciones estandares eran consideradas positivas para
anticuerpos IgM. Las muestras positivas fueron analizadas posteriormente en diluciones de hasta
4 veces para determinar el titulo final de anticuerpos.

ELISA de IgG. Se determinaron los titulos de anticuerpos de IgG anti-dengue mediante
un bioensayo de ELISA de IgG adaptado de Ansari et al. [29]. Las placas (en formato 96 de
pocillos) fueron cubiertos con el antigeno de DENV (mezcla de serotipos 1, 2, 3 & 4) producido
en cultivos de células Vero lisadas, infectados o no infectados como controles. Se afiadieron
alicuotas de suero de los participantes diluido (1:100) a dos pocillos cubiertos con antigeno de
dengue y 2 pocillos de control. Después de afiadir el HRP-conjugado de anticuerpo IgG de raton
anti-humano, los valores de DO fueron registrados a 410 nm. Los valores de DO ajustados
fueron calculados restando la DO del pocillo no infectado, cubierto con antigeno menos el
pocillo correspondiente cubierto con el antigeno viral. El valor de corte del DO para determinar
la positividad para anticuerpos fue calculado como el promedio ajustado del DO mas 3
desviaciones estandares de los sueros de control negativo.

RT-PCR. El ARN viral fue extraido de 140 pL de suero utilizando los Mini Kits
QIAamp Viral RNA y siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA
91355). Se realiz6 RT-PCR especifico para el virus dengue, siguiendo el protocolo de Lanciotti

et al.[30] en muestras de suero para deteccion del ARN viral de dengue.
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Aislamiento Viral. Se intent6 aislar el virus del dengue de todas las muestras de suero
agudas. Usando técnicas viroldgicas estdndares, se inocularon en cultivos celulares (células
C6/36 y Vero) con los sueros y se monitorearon los efectos citopaticos producidos. Todas las
células inoculadas para el aislamiento viral fueron analizadas mediante el ensayo de
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales anti-dengue, especificos para cada serotipo
del virus dengue, se hayan mostrando o no efectos citopaticos en las células.

Analisis Estadisticos. Comparamos proporciones usando Chi cuadrado, mediante el
procedimiento FREQ en SAS (SAS Version 8, 1999, SAS Instituto Inc., Cary, NC.) con el nivel
de significancia estadistica considerado con un alpha de 0.05. Calculamos las tasas de
seroprevalencia del estatus seroldgico observado en la primera muestra sanguinea de todos los
participantes enrolados hasta Setiembre de 1999, momento en el que se logrd un tamafio de
cohorte de 2,400 participantes, con el fin de interpretarlo examinando los perfiles serologicos
completos (ver Interpretacion de resultados de PRNT arriba).

Calculo de Las Tasas de Incidencia. Con excepcion de los casos con sintomas clinicos,
no fue posible identificar la fecha de infeccion entre cada par de muestras tomadas en los
intervalos de cada 6 meses. Entonces, calculamos las tasas de seroincidencia con un intervalo de
confianza de 95% para los 10 periodos de tiempo, entre Enero de 1999 y Febrero de 2005,
asumiendo que la infeccion ocurri6 en la fecha a la mitad del intervalo monitoreado. Por esta
razon, la tasa de incidencia por un intervalo de tiempo fue el nimero total de seroconversiones
con las fechas a la mitad del intervalo ocurridas durante el periodo de tiempo (numerador)
dividido por la suma de dias-persona que cada participante contribuy6 durante el periodo de
tiempo (denominador). Las tasas de incidencia de serotipos especificos sélo incluyo los dias-
persona de los participantes susceptibles al mismo serotipo al inicio del intervalo del monitoreo.
Los célculos asumen que las infecciones ocurridas al final del intervalo de monitoreo, son

cuantitativa y cualitativamente similares a aquellos calculos que asumen que las infecciones
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ocurrieron en la fecha a la mitad del intervalo; sélo observamos un cambio temporal (Tablas S3-
S5). Los mapas y la informacion del SIG fueron manejados usando Arc-View 3.2 (ESRI,

Redlands, CA).

RESULTADOS

Un total de 4,586 participantes fueron enrolados en el estudio entre el 21 de Febrero de
1999 y el 12 de Febrero, 2005 con el fin de mantener un cohorte activo de 2,400 participantes.
El setenta y cinco por ciento fue inscrito entre Febrero de 1999 y Marzo de 2000 (Figura 1, Tabla
S1). De todos los participantes, 683 (14.9%) individuos fueron perdidos después de proporcionar
solo una muestra de sangre basal, mientras que los 3,903 (85.1%) participantes proporcionaron
entre 2 y 14 muestras (Figura 1). Cincuenta y dos porciento (n=2,383) y 31.5% (n=1,445) de los
participantes proporcionaron > 4 y > 7 muestras sanguineas, respectivamente.

La mayoria de los participantes (77.9%; n=3,571) fueron menores de 18 afios de edad.
Los participantes del género femenino fueron mas comunes que los del género masculino,
representando el 57.5% (n=2,637) de la poblacion total del estudio. Entre los participantes
adultos, la participacion femenina (75.0%) fue significativamente mayor que en varones (P <
0.0001). Los participantes del estudio proporcionaron muestras de sangre Uinicas o multiples, las
que tuvieron una distribucion comparable por género (P= 0.7), pero la proporcion de
participantes adultos entre los perdidos, quienes nos proporcionaron una séla muestra, fue
ligeramente mayor a quienes nos proporcionaron multiples muestras (P < 0.003, Figura 2). Las
edades de los enrolados fueron distribuidos regularmente (77.9% del cohorte) entre la poblacion
con excepcion del grupo > 60 afios de edad, y fue consistente entre los participantes quienes
proporcionaron varias muestras y los que salieron del estudio después, dando una sola muestra
(P =0.17, Figura 2). Los participantes fueron reclutados de 36 a 60 manzanas de la ciudad en

cada una de las 8 zonas geograficas (Tabla 2). La proporcion de participantes que salieron del
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estudio después de dar una muestra de sangre, tuvo un rango de 10.6 a 19.9% (P < 0.0001) entre
las 8 zonas.

La vigilancia escolar fue realizada cada afio en un subgrupo de 1,000-1,180 participantes
del cohorte cada afio (Tabla S5) entre las edades de 5 y 18, con mas mujeres (53.4%) que
hombres enrolados.

Bioensayo de PRNT. Aunque el intervalo de tiempo entre las muestras sanguineas fue
relativamente larga (~ 6 meses), observamos anticuerpos cruzados en la primera y algunas veces
en la segunda muestra de sangre post-conversion, que fueron mas especificos en muestras
posteriores (por ejem., [N-N-D12-D1-D1], ver Tabla 1 para las abreviaturas de secuencias). La
tasa de reacciones cruzadas aparentes fue similar para infecciones primarias (18.8%, 29/154) y
secundarias (23.9%, 33/138).

Los factores de correccion para todas las secuencias observadas se muestran en la Tabla
1. De los 22 participantes cuyas muestras basales de PRNT mostraban evidencia de infeccion
monotipica con el DENV-3 seguida por un infeccion aparente a DENV-1 o DENV-2, ninguno
tuvo resultados de PRNT confirmatorios en las muestras posteriores (factor de correccion = 0 en
Tabla 1). En general, los perfiles indicando seroconversion fueron confiables para nuevas
infecciones con DENV-3 (factores de correccion > 0.90), pero menos confiables para nuevas
infecciones de DENV-1 y DENV-2 (factor de correccion < 0.37). Los factores de correccion
disminuyeron para aquellos participantes con un estatus de pre-conversion politipica, pero estas
seroconversiones se mantuvieron altas en > 50% de los casos para nuevas infecciones de DENV-
3. En algunos casos, las muestras sanguineas de pre-conversion presentaron una reduccion de %
entre 1 y 10% menor al valor de corte, seguido por un aumento del 20% en la muestra posterior.
En otros casos, la serologia sugirid infeccion con DENV-3, pero negativizd nuevamente en
muestras posteriores. Segln nuestro criterio, ninguno de estos casos sera considerado como una

seroconversion verdadera, aunque podrian ser verdaderas, pero nuestros bioensayos no fueron
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suficientemente sensibles para detectarlo. Los estimados de incidencia con y sin éstas posibles
seroconversiones, no tuvieron un efecto significativo en el resultado (ver Tablas S3-S5).

Seroprevalencia. En general, podemos interpretar el estatus seroldgico basal para el
99.9% de los participantes del estudio. Para todos los participantes inscritos antes de Octubre de
1999 (n =2,527) s6lo el 19.7% (n = 498) no tuvo evidencia seroldgica de infeccion de dengue
previa. Aproximadamente la mitad de los participantes tuvieron NtAbs de DENV contra DENV-
1 y DENV-2 (1,292, 51.1%) en el periodo de muestreo basal; 366 (14.5%) y 368 (14.6%)
tuvieron NtAbs monotipicos a DENV-1 y DENV-2, respectivamente. NtAbs de DENV fueron
observados en la misma cantidad en participantes queproporcionron solo una (286 de 350,
81.7%) o varias (1,740 de 2,174, 80.0%) muestras de sangre (P =0.4642).

La prevalencia de NtAbs de DENV fue mayor entre mujeres (1,170 de 1,424, 82.2%) que
varones (856 de 1,100, 77.8%; P = 0.0065) y aument6 con la edad. En adultos (>18 afios) la
prevalencia fue de 91.2% (423 de 464), mientras que entre los nifios (<18) fue de 77.8% (1,603
de 2,060; P <0.0001). Mas de la mitad del grupo mas joven (5 afios) presentd evidencia de
NtAbs de DENV (56.1%) y ésta proporcion se incrementd sostenidamente con mas del 87% de
los participantes > 14 afios de edad, lo cudl muestra una historia de infeccion (Figura 3, P
<0.0001). Las tasas de seroprevalencia de dengue varian geograficamente (Figura 4). Las tasas
ajustadas por edad tuvieron un rango de 67.1 a 89.9% (P < 0.0001) con tasas menores en las
zonas (BG, PT, TA) donde algunas casas fueron localizadas en é4reas frente al rio que se
inundaban estacionalmente.

Seroincidencia. De los 3, 903 participantes quienes proporcionaron por lo menos 2 muestras
de sangre, 2,542 (65.1%) no tuvieron cambio en el estatus serologico durante el periodo de
observacion comparado a su serologia basal (Tabla 3). Un total de 1,414 seroconversiones de
DENV ocurrieron durante el periodo del estudio entre 1,347 participantes (34.5% del cohorte);

1,281 participantes mostraban evidencia de infeccion con un so6lo serotipo, 65 a 2 serotipos,y 1 a
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3 serotipos. De éstas 1,414 seroconversiones, 585 (41.4%) ocurrieron en la muestra de sangre
final, los cuales no pueden ser determinadas conclusivamente como seroconversiones
verdaderas, y 62 (1.6%) fueron ambiguas (ver PRNT, arriba) (Tabla 4 y S2). Los perfiles
completos de 14 participantes fueron excluidos porque no pudieron ser interpretados. La
mayoria de las infecciones fueron secundarias (75.7%) (Tabla 4). Antes de la invasion por
DENV-3 la relacion de la incidencia de infecciones primarias a secundarias fue menor a 2 veces,
pero increment6 a mas de 5-veces en el pico de transmision epidémica (Tabla 5). Llegando al
2004, la tasa de infeccion con dengue por infecciones primarias y secundarias fue casi igual.
DENYV-3 fue responsable del 58.4% de las infecciones y probablemente responsable por
el18.8% (respuestas cruzadas que incluyen anticuerpos contra DENV-3) de todas las infecciones
de DENV observadas (Tabla 4). No pudimos identificar el serotipo exacto de infeccion en 24.9%
de las infecciones primarias (ver Tabla 4; N-D12, N-D13, N-D23, N-D123) y 17.9% de las
infecciones secundarias (ver Tabla 4; D3-D123, D2-D123, D1-D123).

Entre los nifios febriles detectados por medio del monitoreo activo de ausencias en sus
colegios, 73 infecciones confirmadas fueron identificadas; 20 por aislamiento viral, 14 por RT-
PCR, y 39 por serologia de IgM (Tabla 6). Otros 42 participantes tuvieron sintomas
consistentes con FD y evidencia de seroconversion por medio de sus resultados de PRNT durante
el intervalo que monitoreamos sus episodios febriles. De éstos, 11 tuvieron un titulo de
anticuerpos de IgM de 1:100 y 3 tuvieron un aumento en el titulo de anticuerpos IgG anti-
DENV, IgG de hasta 4 veces entre las muestras agudas y convalescientes, éstas muestras fueron
incluidas en los calculos de infecciones sintomaticas de dengue. En total, identificamos 11
casos de DENV-1 (7 primarias, 4 monotipico a politipico), 2 casos de DENV-2 (1 primaria, 1
monotipico a politipico), y 74 casos de DENV-3 (22 primarias, 20 monotipico a politipico, 32
DENV-1/-2 a DENV-1/-2/-3). Para 5 infecciones primarias y 23 secundarias el serotipo de la

infeccion no pudo ser identificado.
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Patrones Temporales. Durante los primeros 15 meses del estudio, DENV-1 y DENV-2
circularon a niveles bajos de infeccion, con aproximadamente 2 y 6 infecciones por cada 100
personas por afio dentro de la poblacidn total y la poblacion susceptible, respectivamente (Tabla
7). Aparentemente, el serotipo DENV-3 fue introducido en Iquitos en algin momento de 2001.
El primer aislamiento de DENV-3 fue recuperado de un caso de FD el 7 Diciembre de 2001
[13](TJK, resultados no publicados). Solamente detectamos 2 casos clinicos de DENV-3 en
nuestro estudio de vigilancia escolar antes de Enero de 2002. Ademas, 2 participantes febriles
detectados en Julio de 2001 no tuvieron una respuesta de IgM detectable, pero mostraban un
aumento de sus titulos de IgG de hasta 4 veces. En ambos casos los resultados de PRNT tuvieron
NtAb de DENV-3 en 2002. La examinacion de los resultados de PRNT indicaba que
posiblemente la transmisiéon de DENV-3 empez6 en un minimo de 5-6 meses antes del primer
aislamiento. Encontramos la primera evidencia de transmision de DENV-3 en la muestra
obtenida de una nifia de 5 afios donde su Gltima muestra analizada para PRNT, tomada el 27
Mayo de 2001 indicaba una seroconversion a este serotipo, pero no hubo mas muestras
posteriores para confirmar éstos resultados. Las proximas indicaciones tempranas de transmision
fueron observadas en muestras tomadas el 24 de Julio de un nifio de 12 afios y el 27 de Julio de
una mujer de 20 afios. Las muestras sanguineas previas tomadas al final del afio 2000 de éstos
participantes fueron negativas para anticuerpos contra DENV-3, indicando que la infeccion
ocurri6 en algin momento entre Diciembre de 2000 y finales de Julio de 2001.

Durante el primer trimestre de 2002 observamos un aumento en la transmision de DENV-1y
DENV-3, con un incremento sostenible en la incidencia de infeccion con DENV-3 entrel2.9 a
29.6 seroconversiones por 100 afios-persona en riesgo entre el primer y Gltimo trimestre de 2002,
correspondiente a un brote de dengue de grandes proporciones en Iquitos. Las tasas de
transmision de DENV-3 disminuyeron sosteniblemente hasta finales de Agosto del 2003 cuando

finaliz6 nuestro estudio basado en la comunidad. Un subgrupo de la cohorte continué en
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vigilancia escolar desde Setiembre de 2003 hasta Febrero de 2005. En este ultimo subgrupo las
tasas de seroconversion fueron consistentes con los trimestres de Mayo-Agosto de 2003 hasta
Mayo de 2004, pero aumentaron dramaticamente en la tltima mitad del 2004, lo cual
correspondio a otro brote de dengue.

Cuando calculamos las tasas de seroconversion por el subgrupo del cohorte longitudinal,
enrolado en el programa de vigilancia escolar, fueron parecidas a los de la cohorte completa, con
excepcion del periodo de Mayo a Diciembre de 2002, cuando las tasas de seroconversion
parecieron ser aproximadamente 10 SCs por100 afios-persona menor en la cohorte escolar
después de ajustar los resultados por patrones de susceptibilidad en la poblacion (Tabla 8, Figura
5, linea rosada comparada con la verde). Las tasas de seroconversion basadas en toda la
poblacion fueron casi idénticas. La incidencia de casos sintomaticos de FD en la cohorte escolar
fue significativamente menor que la tasa de seroconversion en nuestro muestreo de la poblacion,
con un rango de 0.6 a 13 casos por 100 afos-persona (Figura 5).

La relacion de casos de dengue no aparentes a aparentes varia con el tiempo (Figura 5).
Antes de Junio de 2001, cuando s6lo DENV-1 y -2 estaban circulando, la relacion fue baja
(aproximadamente 1:1), pero incrementd dramaticamente en la tltima mitad de 2001, cuando
probablemente el DENV-3 fue introducido. En 2002, durante el pico maximo de la transmision,
las relaciones tuvieron un rango de 2.6-5.3:1.

Patrones Geograficos. Las tasas de seroconversion de DENV variaron significativamente
entre las zonas geograficas de la ciudad (Figura 6). Cuando calculamos las seroconversiones
(SCs) por el periodo completo del estudio, fue mayor en las dos zonas del noreste (MY y PU) y
una zona central (MC) (promedio 28.6-31.5 SCs por 100 afios-persona en riesgo), seguido por
otra zona central 1Q (24.5 SCs por 100 afios-persona en riesgo). Basado en las tasas de
seroprevalencia basales, SA tuvo menor actividad (20.5 SCs por 100 afios-persona en riesgo) y

TA tuvo mas actividad de DENV de lo esperado (20.4 SC por100 afios-persona en riesgo). Las
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tasas de infeccion de DENV fueron mads bajas en las zonas de BG y PT. Los patrones temporales
de transmision variaron por zona. Por ejemplo, para el periodo desde Enero de 1999 hasta
Marzo de 2000 las tasas de SC fueron similares entre DENV-1 y -2, con mas actividad en TA
(13.2 SCs por100 afios-persona) que en otras zonas (1.5-5.8 SCs per100 afios-persona).

Las primeras seroconversiones de DENV-3 observadas ocurrieron en 1Q, MY, y TA (Figura
4), sugiriendo una dispersion rapida del virus por toda la ciudad. En efecto, las infecciones
tempranas de DENV-3 fueron distribuidas en todas las 8 zonas geograficas, aunque la mayoria
de los casos ocurrieron en MY e IQ durante el primer trimestre de 2002. La transmision se
retras6 en MC y PU, con las tasas de SC llegando a su pico méximo durante el trimestre de
Setiembre-Diciembre de 2002. BG se retras6é mas todavia, con las mayores tasas observadas

durante el periodo correspondiente de Enero-Abril de 2003.

DISCUSION

Los detalles relevantes de los resultados de nuestra cohorte longitudinal sobre la dinamica
de transmision de dengue durante la transicion de un periodo inter-epidémico a un periodo
epidémico ayudaria a informar a los programas de vigilancia y prevencion de dengue que se
encuentran constantemente incrementando su eficacia. Las observaciones reportadas aqui
constituyen la base para publicaciones posteriores que tratan la relacion cuantitativa entre las
densidades poblacionales de Ae. aegypti y transmision de DENV durante periodos con distintas
fuerzas de infeccion y la meta a largo plazo de identificar los niveles umbrales entomoldgicos de
transmision [31], examinar las heterogeneidades de transmision de DENV entre grupos etareos,
el impacto de intervenciones vectoriales o de vacuna, y heterogeneidades (espaciales y

temporales) en patrones de transmision. Empezamos con una revision de los patrones de
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infeccion en general, seguido por una discusion de las consecuencias de una invasion de un
serotipo nuevo al area local.

En 1999, al inicio del estudio, detectamos tasas de seroprevalencia basales para todos los
serotipos de DENV en Iquitos obteniendo rangos desde 56% en nifios de 5 afios, hasta 87-94%
en sujetos > 14 anos. Entre los nifios de edad escolar, hubo aparentemente un aumento mayor de
hasta 2x infecciones acumuladas desde 1992 [12]. Nuestras tasas de seroprevalencia son
consistentes con las observadas en el sudeste de Asia [21,32,33] e Indonesia [22], aunque
aparentemente la seroprevalencia se incrementa mas lento con la edad en Iquitos. Posibles
explicaciones para ésta observacion incluye: (1) la introduccién de los serotipos, en Iquitos, en
forma secuencial, (2) la abundancia relativamente baja del vector asociada a su vez con una
fuerza de infeccion también relativamente baja, y 3) las tasas altas de migracion dentro y fuera
de la ciudad desde comunidades aisladas de los rios de la cuenca Amazonica donde la
transmision de DENV es minima. En comparacion con otras partes de América Latina, las tasas
de seroprevalencia en Iquitos fueron menores que las reportadas en Nicaragua [34] pero similar
(o ligeramente mayor) que Salvador, Brasil [35] y Maracay, Venezuela [24].

En general el 34.5% de nuestra poblacion de estudio se infectaron con por lo menos 1
serotipo de DENV durante el curso del estudio. Antes de la introduccion de DENV-3, 6--8 de
cada 100 individuos susceptibles (2-2.6 por 100 en toda la poblacion del estudio) por afio
tuvieron una infeccion con DENV. Esto es consistente con observaciones hechas en Kamphaeng
Phet, Tailandia [36], donde la transmision de todos los 4 serotipos de DENV fueron registradas
durante un periodo de 3 afos con una variacion espacial y temporal marcada [37]. También, las
tasas son similares a las tasas publicadas de Nicaragua [34] donde sdlo dos serotipos estaban
circulando y las tasas de seroprevalencia para éstos serotipos fueron extremadamente altas. En
las situaciones de Iquitos y Managua, observamos transmision aunque hubo altos niveles de

prevalencia de anticuerpos contra varios serotipos de DENV.
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Con una epidemia de DENV-3 de una zona virgen, las tasas de seroconversion
aumentaron a 90 por 100 afios-personas. La vigilancia escolar indic6 que las tasas de infeccion
se incrementaron cada trimestre del 2002 hasta llegar a un maximo durante el periodo de
Setiembre-Diciembre. Las tasas de seroconversion de DENV-3 durante 2002 fueron consistentes
con las previamente reportadas de Iquitos durante los brotes de DENV-1 en 1992-1993 (55%) y
DENV-2 en 1993-1995 (86%; [7,12]). Estas tasas altas han sido también reportadas en Brasil
(incidencia anual de 70.6%; [35]) y durante un brote en Bangkok, Tailandia (87%, [32]).

La introduccién de DENV-3 a Iquitos puede ser dividido en 3 periodos distintos: (1)
amplificacion, caracterizada por evidencia seroldgica de infeccion con un serotipo nuevo y una
insuficiencia de casos aparentes clinicamente detectados, (2) reemplazo, caracterizado por la
aparicion de los primeros casos clinicos y un aumento de la actividad de los serotipos
previamente circulando (DENV-1 en este caso), concomitantemente con casos del serotipo
nuevo, y (3) epidemia, donde el serotipo nuevo fue dominante y caus6 un brote de la enfermedad
clinica.

Amplificacion. Estimamos que el serotipo DENV-3 fue introducido a Iquitos entre Mayo
y Julio 2001, y después la transmision se amplifico durante el tltimo trimestre del mismo afio
cuando las densidades poblacionales de Aedes aegypti observadas fueron extraordinariamente
altas [17]. Identificamos 27 participantes quienes tuvieron evidencia de infeccion de DENV
entre Mayo y Diciembre de 2001 y 2 participantes febriles fueron detectados en Julio de 2001.
En este momento DENV-1 también circulaba, y pudo haber causado algunas de éstas
seroconversiones, en donde todos parecian politipicos. Ninguno de estos individuos mostrd
evidencia de NtAbs de DENV-3 antes de este tiempo y las muestras sanguineas posteriores
indicaban resultados positivos para DENV-3 consistentes. En conjunto estos casos indican la
actividad del serotipo 3 a niveles bajos ocurriendo por lo menos 5-6 meses y hasta un afio antes

de nuestro primer aislamiento de DENV-3 en Diciembre de 2001, a pesar de la vigilancia
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virologica rigorosa. Gubler [38] describi6 un periodo latente de ésta duracion desde la
introduccion hasta la deteccion de casos clinicos de la enfermedad, pero basados en nuestros
conocimientos, ésta es la primera evidencia empirica demostrando este fenomeno.

Reemplazo. Los datos de aislamiento viral de las clinicas de Iquitos indicaron que la
transmision del DENV empez6 a incrementarse al final de 2001 y al inicio de 2002, pero el
serotipo predominante fue DENV-1. Y en Marzo de 2002, los aislamientos virales de DENV-3
fueron predominantes. Ademas, hubo 2 aislamientos del DENV-2 Asiéatico al inicio de 2002
(Kochel et al. datos no publicados) y los primeros casos clinicos de FD fueron observados en
nuestra cohorte escolar. El aumento inicial de transmision de DENV-1 sustenta la idea que
condiciones entomoldgicas y ambientales fueron favorables para la transmision del virus.
DENV-3 estuvo presente al noroeste de Perti desde 2000 y en Guayaquil, Ecuador desde 1999
[13]. También hubo evidencia virologica de circulacion de DENV-3 en 2001 en Pucallpa y
Yarinacocha, ambas ciudades localizadas en rutas importantes para el transporte fluvial y
comercial al sur de Iquitos, en la Cuenca Amazonica y esta conectado por carretera a Lima, la
capital de Peru [39]. Especulamos, que el reemplazo relativamente rdpido del serotipo DENV-1
con DENV-3 y la falta de detectar ésta transmision de DENV-2 Asiatico puede ser explicado por
la proteccion cruzada de corto plazo a anticuerpos de serotipos heterdlogos por medio de
infecciones recientes con DENV. Casi toda la poblacion de Iquitos era susceptible a DENV-3,
mientras que las tasas de seroprevalencia indicaban tasas altas para infeccion previa con DENV-
1 y DENV-2, y después de la introducciéon de DENV-3 el porcentaje bajo de personas
susceptibles a DENV-1 o DENV-2 seria reducido aun mas por la respuesta cruzada de proteccon
que siguid después dela infeccion de DENV-3. Un patrén similar fue observado recientemente
con la introduccion de DENV-4 a Iquitos en 2008 [14].

Epidemia. Las tasas de infeccion se incrementaron consistentemente durante 2002 a un pico

maximo de 89 SC por 100 afios-personas, y las tasas de casos de la enfermedad clinicamente
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aparentes se incrementaron desde 13 casos/100 afos-persona a 19 casos/100 afios-persona en
riesgo. La transmision disminuy6 dramaticamente después de una intervencion vectorial
implementada en toda la ciudad utilizando la aplicacion de formulaciones de volumen ultra bajo
(ULV) de adulticida de casa en casa, y tratamiento de envases que produzcan Ae. aegypti con
larvicidas (Morrison et al. datos no publicados). En 2004, observamos otro brote de FD y los
primeros 7 casos de FHD. Aunque no hubo casos de FHD observado en nuestro estudio de
vigilancia escolar, reportes locales oficiales de salud indicaban que hubo varios casos severos
observados so6lo durante periodos de transmision intensos a finales de 2002 y de nuevo en 2004
(Sihuincha, comunicacién personal) indicando que, en Iquitos, disminuyendo la fuerza de
infeccidon con un programa de control vectorial tenia consecuencias beneficiosas para la salud
publica.

La evolucidn espacial de la epidemia ilustré que los DENV se dispersaron rapidamente y
pasaron por todas las areas de la ciudad durante tiempos distintos. Casos clinicamente aparentes
proporcionaron la evidencia més temprana de transmision indicando que personas infectadas se
dispersaron por toda la ciudad, implicando a los movimientos humanos en la dispersion del virus,
porque los Ae. aegypti infectados no se trasladarian volando a éstas distancias durante un
periodo de tiempo tan corto [40]. Dentro de las zonas geograficas, aparentemente los patrones
reflejaban la conveniencia de las condiciones locales para la transmision del patégeno. Por
ejemplo, al momento que observamos el pico de transmision, este variaba de lo mas temprano en
el trimestre de Enero-Abril de 2002 hasta el mas tarde en el mismo trimestre pero en 2003.
Adicionalmente, el vecindario donde el pico de transmision ocurri6 a finales de 2003 también
tuvo tasas de seroprevalencia basales menores, lo cual atribuimos a los indices Aédicos
consistentemente bajos [17]. Los patrones espaciales de seroincidencia no fueron consistentes

con los patrones de seroprevalencia antes de 2001, pero si fueron consistentes después. Esto
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indica que estas areas son de alto riesgo, pero la inmunidad poblacional probablemente previno
tasas de transmision mas altas.

Una observacion importante es la fluctuacion, en la relacion de casos aparentes y no
aparentes observados a lo largo del estudio. Antes de Junio de 2001 la relacion de casos
aparentes a no aparentes fue comparable a la misma relacion reportada por Endy et al. [36] en
Tailandia, y se incremento a 5:1 al inicio de brote DENV-3 (Figura 5). En el 2003 la relacion
incremento consistentemente a 40:1 para el periodo entre Setiembre de 2003 y Mayo de 2004 y
24:1 durante la segunda mitad de 2004 cuando observamos niveles significativos de casos
clinicos. Esta relacion mayor de casos asintomaticos o subclinicos después de Mayo de 2003
podria ser resultado en parte de una disminucién en la fuerza de infeccion causadas por las
intervenciones de control vectorial. Después de Agosto de 2003, individuos adicionales fueron
reclutados para el estudio de vigilancia escolar y las actividades realizadas en el estudio basado
en la comunidad fueron suspendidas. Es posible que nuestro cambio en la metodologia afectara
la eficiencia de nuestra vigilancia, pero el cambio draméatico de incidencia de casos de DENV
aparentes s6lo puede ser explicado por el impacto positivo de inmunidad poblacional.

Independientemente del intervalo de tiempo monitoreado, las tasas de infeccion entre las
personas previamente infectadas con DENV (infecciones secundarias) siempre fueron mayores
que las tasas para infecciones primarias. La incidencia mayor observada en infecciones
secundarias versus infecciones primarias fue menos dramética, antes de la introduccién de
DENV-3 y entre el intervalo de Junio de 2004 a Febrero de 2005, después que éste serotipo
estuvo circulando 2 afios. Durante dichos periodos nuestras observaciones fueron consistentes
con los de estudios previamente publicados [21,22,33,35]. Sin embargo; durante la transmision
epidémica en 2002, la tasa de infeccidon secundaria excedi6 la tasa de infeccion primaria por 5-
8x, dismuyendo en 2003 a 3-5x hasta Junio de 2004 cuando las tasas de infeccion primaria y

secundaria fueron casi igual. Esto indica que miembros de la poblacion se encuentran
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consistentemente expuestos al virus de dengue temporalmente y que los patrones de
seroprevalencia pueden ser informativos para establecer zonas de vigilancia de riesgo
entomologico consistentemente bajo y alto. Por ejemplo, en la zona geografica de MY, los
patrones de seroprevalencia indicaban tasas altas de transmision histdrica que también
correspondian a las zonas con los indices entomoldgicos mas altos [17]. Aunque las tasas de
seroincidencia antes de la invasion fueron relativamente bajos en esta zona, los patrones de
incidencia después de la invasion indicaban que la transmision se incrementd mas rapidamente
en ésta zona que en otras areas en la ciudad. Cabe sefialar que las tasas de incidencia mas altas
observadas en los participantes, quienes han sido infectados previamente con un serotipo
heterdlogo, dependen de una poblacion sin previa exposicion al virus y para estudios
longitudinales pudiera resultar una subestimacion de la actividad de DENV dentro de la ciudad,
y por esta razon seria inapropiado para sistemas de deteccion temprana (por ejem., centinelas).
Un impedimento serio para realizar estudios longitudinales grandes en poblaciones
humanas, que estudian dengue, han sido las barreras logisticas y tecnoldgicas asociadas con los
bioensayos serologicos [41]. Aunque el bioensayo PRNT es caro y laborioso, en nuestras
manos, nos proporciond un método confiable para medir las tasas de seroconversion en
poblaciones humanas grandes. Para estudios de largo plazo, el PRNT nos permite monitorear a
participantes de un cohorte por intervalos de tiempo mas largos (6 meses a 1 afio) que los
alternativos, los bioensayos de ELISA o Inhibicién de Hemaglutinacion, requieren de intervalos
mas cortos (< 3 meses) para identificar seroconversiones. El PRNT proporciona informacion de
serotipo especifico, algo que los demas bioensayos, no pueden proporcionar, lo cual es critico
para determinar el riesgo de transmision epidémico de un serotipo nuevo. Los resultados de
PRNT se vuelven mas informativos cuando el nimero de muestras sanguineas por participante
aumenta porque son muestras multiples (preferible > 3) que proporcionan un “perfil serolégico”,

que puedan corroborar las observaciones detectadas en un sélo intervalo de monitoreo. Por
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ejemplo, para individuos, en donde por lo menos una muestra esta disponible después del
intervalo donde ocurri6 la seroconversion, el serotipo del virus puede ser determinada en un
75.1% (127/169) de infecciones primarias'y 77.4% (345/446) de infecciones secundarias. Para
individuos sin ningin cambio serologico, 80% de los intervalos monitoreados tuvieron resultados
de PRNT consistentes; 11.7% y 8.3% mostraban resultados transitorios de falsos positivos y
falsos negativos, respectivamente. Ademas, los datos de toda la poblacion del estudio pueden ser
usados para derivar factores de correccion para mejorar las estimaciones de seroconversiones en
personas que no tienen muestras tomadas después del intervalo donde ocurrid la seroconversion.
Recomendamos que los valores de corte sean establecidos empiricamente usando muestras de
suero con historia de infeccion conocida. Las respuestas inmunoldgicas pueden variar basadas
en la historia local de circulacion del serotipo de DENV y los antecedentes genéticos en las
poblaciones humanas [8,24]. Utilizando cuatro diluciones seriales en vez de los dos utilizados en
este estudio, mejora la interpretacion de los resultados para el sector de la poblacion humana con
resultados ambiguos. [24]. Un desafio para la aplicacion de resultados del PRNT en estudios de
poblaciones humanas, es que todavia existen brechas en el conocimiento sobre los niveles
esperados de NtAbs del virus ante infecciones con serotipos homologos y especies de Flavivirus
relacionados, con patrones de reacciones cruzadas entre los cuatro serotipos de DENV, y la
duracion de titulos sobre los valores de corte de NtAb para diferentes sectores de la poblacion
humana.

Nuestros resultados muestran paridad significativa entre los patrones de seroprevalencia
basales y los patrones de seroincidencia al afio después de la introducciéon de un serotipo nuevo
de DENV. Claramente, la inmunidad poblacional tiene un impacto profundo sobre los patrones
de seroincidencia durante periodos de transmision endémica. En localidades como Iquitos, donde
no hay transmision hiperendémica de todos los 4 serotipos, los programas de vigilancia y control

tienen que considerar estrategias separadas para (1) el manejo de la transmision de serotipos
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existentes y (2) la preparacion y/o reaccion de la introduccion de un serotipo/genotipo nuevo o
una situacion andloga donde la inmunidad en la poblacion humana es baja. El mayor desafio es
la deteccion temprana y la reaccion efectiva a un virus nuevo. Nuestra experiencia en Iquitos
nos indica que para que se establezca un nuevo serotipo en un area, existe la necesidad de un
periodo corto de tiempo en el cual las condiciones ambientales son favorables para la
amplificacion del virus (altas densidades de Ae. aegypti adultos y altas temperaturas ambientales)
y donde éstas caracteristicas pueden ser incorporadas en un sistema de alerta temprano. El
tiempo de retraso entre la introduccion del virus hasta la transmision epidémica que estimamos
para DENV-3 en Iquitos (6-12 meses) y el conocimiento de las areas espacialmente explicitas de
riesgo elevado (Maynas), deben ser considerados para enfocar la aplicacion de recursos

limitados mas eficaces para la prevencion del dengue.
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Tabla 1. Factores de correccion para estimar el nimero verdadero de seroconversiones para los
participantes quienes tuvieron evidencia de seroconversion en una sola muestra de sangre post-
conversion. N=negativo, D1I=DENV-1, D2=DENV-2, D3=DENV-3, D12=DENV-1y -2,
D13=DENV-1y -3, D23=DENV-2y -3, D123 = DENV-1, -2 y -3, D12"=DENV-1 0 DENV-1 y
-2, D12"=DENV-2 0 DENV-1 y -2.

Perfil FALSO+ VERDERO+ TOTAL Factor de Correccion

N-D1 75 28 103 0.2718
N-D2 43 11 54 0.2037
N-D3 0 94 94 1.0000
N-D12 43 11 54 0.2037
N-D13 0 14 14 1.0000
N-D123 3 15 18 0.8333
D1-D12 104 59 163 0.3620
D1-D13 0 13 13 1.0000
D1-D123 3 49 52 0.9423
D2-D23 0 26 26 1.0000
D2-D12 98 54 152 0.3553
D2-D123 7 64 71 0.9014
D3-D13 14 0 14 0.0000
D3-D23 1 0 1 0.0000
D3-D123 7 0 7 0.0000
D12-D123 218 318 536 0.5933
D13-D123 5 1 6 0.1667
D23-D123 2 2 4 0.5000
D12°-D123 1 24 25 0.9600
D127°-D123 1 10 11 0.9091

"Los participantes positivos para DENV-1 0 DENV-1/-2 en la primera muestra; ~ Los
participantes positivos para DENV-2 o DENV-1/-2 en la primera muestra. En ambos casos los
participantes no tuvieron un titulo de anticuerpos anti-DENV-3 sobre los valores de corte en las
muestras posteriores a la seroconversion. Para los célculos de incidencia éstos individuos fueron
considerados monotipicos.

Tabla 2. El nimero de participantes inscritos en la cohorte entre1999-2005 por zona geografica.

N° Promedio de % de % Enrolados con
personas por manzana | Enrolados anticuerpos anti-DENV
N° N° (SE) / Rango con >1 durante la muestra basal en
Zona | Enrolados | Manzanas muestras de | 1999
sangre 1 muestra >1 muestra
BG 559 40 14.0 (2.6) / 1-70 80.1 82.0 65.6
1Q 406 36 11.3(2.7)/1-98 88.2 84.6 80.8
MC 485 53 9.2(0.9)/1-30 85.6 78.0 87.1
MY 639 60 10.7 (1.4)/ 1-52 89.4 96.6 90.2
PT 479 48 10.0 (1.3)/1-34 86.0 83.3 72.4
PU 617 50 12.3(1.6)/ 1-46 80.1 83.8 84.8
SA 499 51 9.8 (1.5)/1-42 81.2 68.2 87.0
TA 902 54 16.7 (2.1)/ 1-87 88.7 83.9 69.8
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Tabla 3. Resumen de los resultados serologicos de 3,903 participantes (15,780 intervalos de
monitoreo) proporcionando > 2 muestras sanguineas en el estudio de cohorte longitudinal,
Iquitos, Peru 1999-2005. El estado serologico de cada sujeto del estudio (N°) se mantuvo
constante para todos los intervalos de monitoreo a lo largo de su participacion (No
seroconversion) o mostraban evidencia serologica de infeccidon con serotipos 1, 2 6 3 de dengue
(Seroconversiones). El panel superior muestra el nimero de participantes y los intervalos de
monitoreo donde no se observaron cambios serologicos mostrando el porcentaje de intervalos
donde anticuerpos a otros serotipos de DENV fueron observados (falso+/anticuerpos cruzados)
para 1 6 2 intervalos de monitoreo o donde los titulos cayeron bajo los valores de corte por un
solo intervalo. El panel inferior muestra el nimero de seroconversiones observadas.

Intervalos
Estatus Falso (+) Falso (-)
N° % Total  Consistente® 1° 2¢ 1 intervalo’
No Seroconversion
Negativo N-N 585 23.0 2833 | 2435 (86.0%) | 14.0% 1.4%
Monotipico 620 244 3326
D1-D1 285 11.2 1429 1058 (74.0%) 20.6%  2.0% 5.3%
D2-D2 295 11.6 1696 1290 (76.1%) 17.9% 1.2% 6.1%
D3-D3 40 1.6 201 124 (61.7%) 34.3%  5.4% 4.0%
Politipico 1337 52.6 8066
D12-D12 1144 45.0 6393 5127 (80.2%)  8.0% 1.9% 11.8%
D13-D13 8 0.3 61 16 (26.2%) 49.2%  8.1% 24.6%
D23-D23 7 0.3 53 10 (20.4%) 77.6% 22.4% 10.2%
D123- 97 3.8 936 739 (79.0%) - 1.9% 21.0%
D123 57 2.2 443 421 (95.0%) 2.0% 0.2% 2.9%
D12-D12 24 0.9 184 166 (90.2%) 2.2% - 7.6%
D12-D12
Total 2542  65.1 14229 11386
(80.0%)
Seroconversiones
Una Sola 1281 32.8 1281
Dobles 65 1.7 130
Triples 1 0.03 3
Total 1347 345 1414

* Todos resultados de PRNT fueron iguales, por ejem., [N-N-N 0 N-N-N-N o D1-D1-D1-D1 o
D12-D12-D12-D12-D12]; bpor ejem. [N-N-D2-N-N-N o D1-D12-D1-D1-D1], “por ejem. [N-
D2-D2-N-N-N o0 D2-D12-D12-D2-D2], “por ejem. [D2-D2-N-D2-D2 0 D12-D12-D1-D12-D12]
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Tabla 4. Resumen de los 1,414 seroconversiones detectadas en los participantes del estudio de
cohorte 1999-2005 por medio del bioensayo PRNT en Iquitos, Perq.

Seroconversiones

Inequivoca Putativos®

Estatus N° % Ne° %
1° Infecciones N-D1 23 1.63 33 2.33
N-D2 10 0.71 8 0.57
N-D3 94° 6.65 60 424
N-D12 11 0.78 24 1.70
N-D13 14 0.99 23 1.63
N-D23 2 0.14 3 0.21
N-D123 15 1.06 17 1.20
TODA 1° 169 11.95 168 11.88
2° Infecciones DV-1 D2-D12 45 3.18 28 1.98
D3-D13 0 0.00 7 0.50
D23-D123 2 0.07 4 0.28
TODA D1 47 3.89 39 2.76
DV-2 D1-D12 54 3.82 45 3.18
D3-D23 0 0.00 1 0.07
D13-D123 1 0.07 0 0.00
TODA D2 55 3.89 46 3.25
DV-3 D1-D13 13 0.92 10 0.71
D2-D23 26 1.84 8 0.57
DI2-D123  31¢° 2249 209" 1478
D12-D123 24 1.70 14 0.99
D12-D123 8 0.57 6 0.42
TODA D3 389 27.51 247 1747
DV-10DV-2 D3-D123 0 0.00 6 0.42
DV-10DV-3 D2-D123 63° 4.46 35 2.48
DV-2 0 DV-3 D1-D123 44° 3.11 44 3.11
TOTA 2° 598 42.29 417  29.49
TOTAL 767 54.24 585 41.37

*La seroconversion ocurri6 en el altimo par de muestras de un participante (por ejem. [N-N-N-
D1] o [D1-D1-D1-D12]). Para los célculos de incidencia, la tasa cruda fue multiplicada por un
factor de correccion basado en la proporcion de perfiles de pares especificos (por ejem. N a D1,
D1 aDI12, D12 a D123) observados que se mantienen en muestras posteriores (por ejem., N-D1-
D1 o D1-D12-D12) versus los que representan resultados falso+ (por ejem. N-D1-N o D1-D12-
D1). °1 con 2™ muestra 12/8/2001. °14 participantes con fechas de la 2™ muestra en 2001
(Julio=3; Octubre=6; Noviembre=1; Diciembre=4 ). d9 participantes con 2" muestra en 2001
(Agosto=1; Octubre=2; Diciembre =6). 2 participantes con 2" muestra en 27/5/01 y 16/10/01. ‘1
participante con 2™ muestra 25/10/2001.
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Tabla 5. Seroincidencia de infecciones primarias y secundarias para todos los serotipos de
DENYV entre Febrero de 1999 a Febrero de 2005. Las filas con letras en negrita incluyen solo el
componente escolar del estudio. Las tasas de seroincidencia fueron calculadas asumiendo que las
infecciones ocurrieron en la fecha a la mitad del intervalo de muestreo. Las tasas de incidencia
fueron ajustadas por los patrones de susceptibilidad de la poblacion (ajustado por serotipo) y para
la poblacion completa (poblacion-completa).

Infecciones Primarias

Infecciones Secundarias

Ajustada por Poblacion Ajustada por Poblacion
Fecha serotipo completa serotipo completa
20993100 | 2.73 (2.52-2.93) | 053 (0.51-0.55) 4.34 (4.17-4.51) 147 (1.42-153)
4/00-5/01 3.48 (3.25-3.71) 0.66 (0.64-0.68) 6.38 (6.17-6.59) 1.96 (1.90-2.02)
6/01-12/01 3.90 (3.47-4.33) 0.69 (0.66-0.72) 23.04 (21.86-24.22) 4.80 (4.58-5.02)
1/02-4/02 | 12.11 (10.43-13.78) | 2.68 (2.51-2.85) 63.95 (59.30-68.59) 17.37 (16.27-18.48)
5/02-8/02 | 17.77 (15.64-19.89) | 3.52(3.353.70) | 147.59 (139.00-156.18) | 34.28 (32.55-36.00)
9/02-12/02 | 39.89 (35.45-44.34) | 8.66 (8.21-9.10) | 110.89 (103.62-118.16) | 30.27 (28.72-31.82)
1/03-4/03 | 14.11 (12.21-16.00) | 2.79 (2.62-2.95) 36.67 (33.69-39.65) 11.35 (10.67-12.03)
5038003 | 3.33(0.07-6.60) | 048(0.34-063) | 17.54(10.52-2456) | 4.95(3.48-6.41)
9/03-5/04 5.68 (4.42-6.94) 0.92 (0.83-1.01) 20.87 (18.17-23.56) 5.84 (5.28-6.40)
8/04-2105 | 23.54 (19.96-27.12) | 7.79(7.10-8.48) | 28.34 (24.79-31.90) | 14.18 (12.92-15.44)
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Tabla 6. Resumen de los casos de dengue identificados a través de la vigilancia de casos febriles
en cohorte escolar entre Junio de 2000 y Diciembre de 2004.

Bioensayo de Diagnostico

Deteccion  SC de IgM SC  Sintomas Clinicos
Estatus Viral IgM  Elevado® IgG* con/ PRNT? Total
DENV-1 1° 2 2 - - 3 7
2° 1 - - 2 4
DENV-2 1° - 1 - - - 1
2° - 1 - - - 1
DENV-3 1° 9 2 9 - 2 22
2° 22 10 7 3° 10 52
DENV-1/-3 1° - - 1 - - 1
2° - 3 3 - 2 8
DENV-2/-3 1° - - - - - -
2° - 3 - - 4
DENV-1/-2/-3 1° - 2 - - 1 3
2° - - - - - -
Desconocido  1° - - 1 - - 2
(DC) 2° - - 1 7 - 8
DC - 1 1 1 - 3
Total 1° 11 7 2 - 6 35
2° 23 17 13 10 14 77
DC - 1 1 1 - 3

* Todos los 3 individuos fueron febriles a finales de Julio de 2001. °Incluye 11 participantes con
titulos elevados de IgM de 1:100 con resultados de PRNT indicando la seroconversion durante el
intervalo de muestreo, 3 de 10 participantes con resultados de PRNT indicando seroconversion
que fueron incluidos en los calculos de incidencia. ¢ Ninguno en ésta categoria se incluye para
los célculos de incidencia.
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Figura 1. Enrolamiento y pérdida (LTF) de participantes, para el estudio del cohorte longitudinal
(LC) y un subgrupo de estudio de Vigilancia de Febriles (FS) en escolares realizados entre Enero
de 1999 y Febrero de 2005. Todos los participantes enrolados en LC proporcionaron muestras
sanguineas tomadas a intervalos de ~ 6-meses analizados por PRNT para NtAbs anti-DENV para
identificar seroconversiones. Realizamos encuestas entomolédgicas hasta Agosto de 2003. La
participacion en FS incluia todas las actividades de LC mas monitoreo de ausencias en los
colegios desde inicios de Junio de 2000. Después de Agosto de 2003, so6lo los participantes de
FS continuaron siendo monitorizados seroldgicamente. El monitoreo de ausencias en los
colegios continu6 hasta Diciembre de 2004. Los participantes reclutados después de Agosto de
2003 proporcionaron las muestras para las pruebas seroldgicas de PRNT y todos los estudiantes
que terminaron el estudio proporcionaron una muestra sanguinea final entre Diciembre de 2004 y
Febrero de 2005. Recuadro: Muestra la distribucion del nimero de muestras sanguineas
tomadas a intervalos de los participantes.
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FS=449 — 5

\ 4

Set. de 2003-Febrero de 2005 LTF
FS=1,135 FS=295

39



Figura 2. Nimero de participantes inscritos en la cohorte longitudinal de 1999-2005 por edades.
El porcentaje de los enrolados que proporcionaron > 1 muestra de sangre fue consistente entre

los grupos de edad (78-87%, P =0,17).
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Figura 3. Tasas de seroprevalencia ajustadas por edad para los participantes enrolados en la
cohorte longitudinal entre Febrero-Setiembre de 1999.
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Figura 4. Tasas de seroprevalencia para los participantes enrolados en la cohorte entre Febrero —
Setiembre de 1999 en las 8 zonas geograficas en Iquitos, Peru.
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Figura 5. Comparacion de las tasas de seroconversion e incidencias de casos clinicos de DENV
entre Enero de1999 y Febrero de 2005. Las tasas de incidencia se expresan como casos 0
seroconversiones por 100 afos-persona en riesgo. Las relaciones de casos sintomaticos a
asintomaticos fueron calculados de la incidencia de casos de dengue activos entre el programa de
vigilancia escolar (linea amarilla) comparada con las tasas de seroconversion global entre la
cohorte completa susceptible (linea violeta) o el subgrupo en la cohorte escolar (linea rosada).
Las relaciones que se muestran arriba, son las curvas por cada periodo de tiempo para la
poblacién susceptible (violeta) y la poblacién completa (rosada). Las tasas de seroconversion
para la cohorte longitudinal, asumiendo que la infeccion fue adquirida en la fecha del intervalo
monitoreado (verde) o a la fecha final del intervalo monitoreado (azul) y para toda la poblacion
susceptible (oscura) y la poblacion completa (claro).
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Figure 6. Las tasas de seroincidencia entre Enero 1999 a Febrero 2005 en 8 zonas geograficas en
Iquitos, Peru. Las tasas estan expresadas en 100 afios-persona en riesgo con la tasa global para el
periodo completo del estudio, mostrado en la parte superior izquierda de cada figura y las zonas
en la parte superior derecha. Las tasas se calcularon para los mismos periodos de tiempo al igual

que la Tabla 7.
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Tablas Supleméntales.

S1. Las fechas de enrolamiento y terminacién de 4,586 participantes en el Estudio de Cohorte
Longitudinal, realizado entre Enero de 1999 hasta Febrero de 2005. El Estudio consistié de un
componente longitudinal que termin6 en Agosto de 2003 y un componente de vigilancia active
realizado entre Junio de 2000 y Diciembre de 2005.

N° de Participantes por fecha de Enrolamiento y Retiro (Porcentaje)
Fecha de Retiro/Terminacion
I;Eencrl;elt 1/99- 4/00- 6/01- 1/02- 5/02- 9/02- 1/03- 5/03- 9/03- 6/04- Total
3/00 5/01 12/01 4/02 8/02 12/02 4/03  8/03 5/04 12/05
1/99- | 685 523 302 87 75 139 662 539 64 375 3,451
3/00 |(14.9) (11.4) (7.0) (1.9) (1.6) (3.0) (144) (11.8) (1.4) (8.2) (75.3)
4/00- 18 3 2 1 2 9 12 0 1 48
5/01 (0.4) (0.1) (0.0) (0.0) (0.0) (0.2) (0.3) (0.0) (0.00 (L1
6/01- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12/01 (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)
1/02- 38 4 17 170 19 4 33 285
4/02 0.8) (0.1) (04 @7 (04 (©1 (©O7) (6.2
5/02- 19 4 42 112 3 47 227
8/02 04) (0.1) (©09 (24 (@©.1) (1.00 (5.0
9/02- 9 61 33 0 7 110
12/02 02) (L.3) (0.7) (0.00 (©0.2) @24
1/03 0 37 1 3 41
4/03 (0.0) (0.8) (0.0) (0.1) (0.9
5/03 0 0 0 0
8/03 (0.0) (0.0) (0.0) (0.0
9/03- 90 235 327
5/04 2.00 (.1 (7.1)
6/04- 99 99
2/05 22 @2

685 541 305 127 99 171 944 752 162 800 4586

T°ta1|(14.9) (11.8) (6.7) (2.8) (22) (3.7) (20.6) (164) (3.5 (17.4) (100.0)
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S2. Resumen de perfiles serologicos donde una respuesta de anticuerpos cruzadas no-especificos
fue observado por lo menos durante un intervalo de monitoreo antes que pudimos identificar el
serotipo del virus infectante y seroconversiones “posibles” se excluyeron de los célculos de
incidencia. Ademas, la tabla muestra 62 seroconversions “posibles” que fueron excluidos de los
calculos de incidencia.

Seroconversiones
Inequivoca PosiblesP
Estatus N°  Reaccion X % N°. %
1° Infecciones  N-D1 23 5 21.7 5 0.35
N-D2 10 1 9.0 1 0.07
N-D3 94¢c 18 19.1 0 0.00
N-D12 11 1 9.1 0 0.00
N-D13 14 3 214 0 0.00
N-D23 2 1 5.0 0 0.00
N-D123 15 - - 0 0.00
TOTAL 169 29 172 6 0.42
2° Infecciones
DV-1  D2-D12 45 4 8.9 9 0.64
D3-D13 0 - - 0 0.00
D23-D123 2 - - 0 0.00
TODA D1 47 4 8.5 9 0.35
DV-2 D1-D12 54 8 148 5 0.35
D3-D23 0 - - 0 0.00
D13-D123 1 - - 0 0.00
TODA D2 55 8 145 5 0.35
DV-3 D1-D13 13 5 0 0.00
D2-D23 26 16 0 0.00
D12-D123 318 34 2.40
D12-D123 24 0 0.00
D12-D123 8 2 0.14
TODA D3 389 36 2.55
DV-1orDV-2 D3-D123 0 0 0.00
DV-1orDV-3  D2-D123 63f 1 0.07
DV-2orDV-3  D1-D123 449 5 0.35
TOTAL 598 56 3.96
TOTAL 767 62 4.38

bSeroconversiones donde los resultados de PRNT pre-conversion fueron circas los valores de corte con un
solo pre-muestra (por ejem. [N-D2-D2]) o donde esta indicada como un respuesta de DENV-3 cayendo.
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S3. Incidencia por serotipo especifico de DENV entre Febrero de 1999 a Febrero de 2005
calculado asumiendo que la fecha de la infeccion sucedio en el punto medio del intervalo de
muestreo. Los 62 seroconversiones clasificados como “posibles” fueron incluidos en los calculos
de las tasas. Las filas con letra en negrita incluyen solo el componente escolar del estudio.

Seroincidencia ajustada por serotipo y (La poblacién completa) por 100 afios-persona

Fecha en riesgo

DV-1 DV-2 DV-3 | DV-1/-2 | DV-1/-3 | DV-2/-3 | DV-1/-2/-3 | TOTAL
2/99- 2.51 4.21 0.00 0.47 0.00 0.00 0.00 7.19
3/00 (0.86) | (1.40) (0.00) (0.09) (0.00) (0.00) (0.00) (2.35)
4/00- 4.11 3.56 0.25 1.01 0.21 0.00 0.00 9.15
5/01 (1.36) | (1.16) (0.25) (0.19) (0.07) (0.00) (0.00) (3.04)
6/01- 2.75 1.26 4.08 0.21 0.83 0.29 0.00 9.42
12/01 (0.90) | (0.39) (4.07) (0.04) (0.27) (0.09) (0.00) (5.75)
1/02- 7.56 1.50 13.96 0.77 6.28 4.46 1.53 36.07
4/02 (3.01) | (0.57) | (13.76) | (0.17) (2.50) (1.69) (0.34) (22.05)
5/02- 1.16 2.02 36.77 0.63 13.44 8.08 1.95 64.05
8/02 (0.38) | (0.65) | (33.35) | (0.13) (4.32) (2.52) (0.38) (41.73)
9/02- 3.51 4.81 38.21 1.53 17.62 16.45 9.28 91.41
12/02 (1.15) | (1.64) | (30.03) | (0.35) (5.41) (5.27) (2.01) (45.86)
1/03- 1.50 0.93 17.97 1.57 10.86 7.80 2.28 4291
4/03 (0.55) | (0.33) | (11.80) | (0.40) (3.24) (2.21) (0.45) (18.98)
5/03- 0.00 0.00 8.00 1.98 10.88 0.00 0.00 20.86
8/03 (0.00) | (0.00) (5.18) (0.48) (2.14) (0.00) (0.00) (7.80)
9/03- 0.28 0.37 8.40 0.16 4.60 5.49 3.73 23.02
5/04 (0.10) | (0.13) 4.97) (0.04) (1.18) (1.38) (0.60) 8.39)
8/04- 3.95 0.84 21.94 0.92 13.60 7.90 2.76 51.91
2/05 (2.21) | (0.47) | (14.47) | (0.41) (5.65) (3.32) (0.91) (27.44)
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S4. Incidencia por serotipo especifico de DENV entre Febrero de 1999 a Febrero de 2005
calculado asumiendo que la fecha de la infeccion sucedi6 en la fecha final del intervalo de
muestreo. Los 62 seroconversiones clasificados como “posibles” fueron excluidos de los calculos
de las tasas. Las filas con letra en negrita incluyen solo el componente escolar del estudio.

Seroincidencia ajustada por serotipo y (La poblacion completa) por 100 afios-persona

Fecha en riesgo

DV-1 | DV-2 | DV-3 | DV-1/-2 | DV-1/-3 | DV-2/-3 | DV-1/-2/-3 | TOTAL
2/99- 2.92 2.92 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 6.02
3/00 (1.17) | (1.13) | (0.00) | (0.04) (0.00) (0.00) (0.00) (2.34)
4/00- 2.27 3.99 0.00 0.87 0.10 0.00 0.00 7.23
5/01 (0.75) | (1.29) | (0.00) | (0.17) (0.03) (0.00) (0.00) (2.25)
6/01- 2.82 2.04 1.43 0.75 0.21 0.00 0.00 7.24
12/01 (0.91) | (0.63) | (1.43) | (0.13) (0.07) (0.00) (0.00) (3.17)
1/02- 9.45 0.71 6.80 1.20 3.06 1.57 0.00 22.79
4/02 (2.78) | (0.21) | (6.76) | (0.21) (0.90) (0.46) (0.00) (11.33)
5/02- 3.25 2.16 16.01 0.00 8.23 4.32 1.97 35.94
8/02 (1.11) | (0.75) | (15.69) | (0.00) (2.81) (1.51) (0.38) (22.26)
9/02- 1.34 2.89 38.06 1.27 14.64 11.87 4.61 74.68
12/02 (0.43) | (0.86) | (34.09) | (0.25) (4.62) (3.39) (0.86) (44.51)
1/03- 2.27 3.59 26.20 1.09 15.90 13.17 7.79 70.02
4/03 (0.73) | (1.17) | (19.98) | (0.24) (4.64) (3.88) (1.59) (32.23)
5/03- 0.86 0.75 25.00 1.69 8.71 5.95 1.76 34.70
8/03 (0.31) | (0.28) | (9.69) | (0.44) (2.60) (1.85) (0.36) (15.53)
9/03- 1.15 0.74 7.49 0.16 2.29 1.12 0.00 12.93
5/04 (0.60) | (0.32) | (6.80) | (0.05) (1.11) 0.43) (0.00) (9.26)
8/04- 1.75 0.56 11.20 0.52 8.41 5.07 3.00 30.52
2/05 (0.73) | (0.24) | (7.31) | (0.16) (2.61) (1.64) (0.68) (13.37)
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S5. Incidencia por serotipo especifico de DENV entre Febrero de 1999 a Febrero de 2005
calculado asumiendo que la fecha de la infeccion sucedid en la fecha final del intervalo de
muestreo. Los 62 seroconversiones clasificados como “posibles” fueron incluidos en los calculos
de las tasas. Las filas con letra en negrita incluyen s6lo el componente escolar del estudio.

Seroincidencia ajustada por serotipo y (La poblacion completa) por 100 afios-persona

Fecha en riesgo

DV-1 DV-2 DV-3 | DV-1/-2 | DV-1/-3 | DV-2/-3 | DV-1/-2/-3 | TOTAL
2/99- 3.17 3.99 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 7.35
3/00 (1.27) | (1.55) | (0.00) (0.04) (0.00) (0.00) (0.00) (2.86)
4/00- 3.28 4.18 0.00 0.87 0.10 0.00 0.00 8.43
5/01 (1.10) | (1.36) | (0.00) (0.17) (0.03) (0.00) (0.00) (2.65)
6/01- 3.28 2.04 1.49 0.75 0.21 0.00 0.00 7.50
12/01 (0.97) | (0.63) | (1.49) (0.13) (0.07) (0.00) (0.00) (3.30)
1/02- 3.02 0.71 7.55 1.20 3.06 1.57 0.00 23.53
4/02 (2.78) | (0.21) | (7.51) (0.21) (0.90) (0.46) (0.00) (12.06)
5/02- 9.45 2.16 16.68 0.00 8.73 4.86 1.97 38.18
8/02 (1.29) | (0.75) | (16.36) | (0.00) (2.98) (1.69) (0.38) (23.45)
9/02- 2.78 2.89 40.36 1.27 14.64 13.58 4.61 78.70
12/02 (0.43) | (0.85) | (36.21) | (0.24) (4.56) (3.83) (0.85) (46.97)
1/03- 1.34 3.58 26.82 1.08 15.86 13.14 7.77 70.98
4/03 (0.87) | (1.16) | (20.48) | (0.24) (4.62) (3.86) (1.58) (32.82)
5/03- 2.73 0.75 15.00 1.69 8.71 5.95 1.76 34.70
8/03 (0.31) | (0.28) | (9.69) (0.44) (2.60) (1.85) (0.36) (15.53)
9/03- 1.15 0.74 7.49 0.16 2.29 1.12 0.00 12.93
5/04 (0.60) | (0.32) | (6.80) | (0.05) (1.11) (0.43) (0.00) (9.29)
8/04- 1.75 0.56 11.38 0.52 8.41 5.07 3.00 30.70
2/05 (0.73) | (0.24) | (7.42) | (0.16) (2.61) (1.64) (0.68) (13.48)
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S6. Las fechas de enrolamiento y terminacion de 4,586 participantes en el Estudio de Vigilancia

de Febriles Escolar, realizado entre Junio de 2000 hasta Febrero de 2005.

N° de Participantes por fecha de Enrolamiento y Retiro (Porcentaje)

Fecha

Fecha de Retiro/Terminacion

Enrol | 4/00-  6/01- 1/02- 5/02- 9/02- 1/03- 5/03- 9/03- 6/04- .
5/01 12/01 4/02 8/02 12/02 4/03  8/03  5/04 12/05
4/00- | 129 35 89 20 20 67 71 254 500 1181
501 | (7.00 (1.9) (4.8) (1.1) (1.1) (3.6) (3.9 (13.8) (27.1) (64.0)
6/01- 0 5 0 0 3 2 12 29 51
12/01 (0.0) (0.3) (0.0) (0.0) (02) (0.1) (0.7) (1.6) (2.8
1/02- 0 1 0 2 3 7 25 38
4/02 0.0) (0.1) (0.0) (0.1) (0.2) (04) 14 (1)
5/02- 0 3 3 4 18 72 100
8/02 0.0) (02) (02) (02) (1.0) (3.9 (54
9/02- 0 2 0 4 17 23
12/02 0.0) (0.1) (0.0) (02) (0.9 (1.3)
1/03 0 0 0 0 0
4/03 (0.0) (0.0) (0.0) (0.1) (0.1
5/03 0 0 1 1
8/03 0.0) (0.0) (0.1) (0.1)
9/03- 0 358 358
5/04 0.0) (19.4) (19.4)
6/04- 0 90
2/05 0.00 49
Towl | 129 35 94 21 23 77 80 295 1092 1846
(7.0)  (1.9) (5.1) (1.1) (1.3) (42) (43) (16.0) (59.2) (100.0)
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