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RESUMEN

OBJETIVO: “Diagnéstico de dengue utilizando IgM anti dengue, serotipificacién viral
por medio de Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real e identificacion
de proteina NS1 en pacientes con sospecha clinica de dengue durante las semanas
epidemiolégicas 21 a 27. METODOLOGIA: Se identificaron casos en el Centro de Salud
de Gualan, por busqueda activa en comunidad abierta en aldeas y barrios del municipio y
en el Hospital Regional de Zacapa en pacientes ingresados con impresién clinica de
dengue, posteriormente se seleccionaron aquellos que llenaban los criterios de caso
sospechoso segun la OPS. Se elaboré un instrumento de recoleccién, incluyendo datos
clinicos y epidemiolégicos de los participantes. Se utilizé para el diagnédstico ELISA IgM
anti-dengue, serotipificacion viral por PCR en tiempo real e identificacién de proteina NS1.
Los datos obtenidos fueron ingresados en una base de datos y procesados en Epi-Info.
RESULTADOS: Se identificaron 131 “casos sospechosos’, 71 comunitarios y 60
hospitalarios, confirmandose 38 por medio de IgM anti dengue o PCR, identificandose los
serotipos 1 y 2; el intervalo de edad mas afectado fue de 10 a 19 aflos en la comunidad y
de 0 a 9 afios en el Hospital, se detect6 la presencia de proteina NS1 en 4 pacientes con
dengue leve y moderado. CONCLUSIONES: durante las semanas 21 a 27, se
identificaron 131 casos sospechosos 71 en la comunidad y 60 en el Hospital Regional de
Zacapa, confirmandose 38; se determiné que el intervalo de edad mas afectado es de 10
a 19 afios; el serotipo DEN-2 estd asociado a manifestaciones clinicas severas; los
serotipos virales encontrados fueron DEN-1 y DEN-2; se determiné presencia de proteina
NS1 en pacientes con dengue leve y moderado.

PALABRAS CLAVE: Dengue, Proteina NS1, Serotipificacion viral
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1. INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad febril causada por un virus de ARN del género-Flavivirus,
transmitida por vectores, Aedes aegypti es el principal transmisor (1). La enfermedad se.
encuentra distribuida en gran parte de los paiées tropicales y subtropicales, es endémica
en muchos de ellos, produciendo epidemias de forma estacional, diagnosticandose
alrededor de 100,000,000 nuevos casos en todo el mundo (1). El primer brote de dengue
clasico reportado en Guatemala se localizé en el departamento de Escuintla en 1981. El
primer brote grave en el pais ocurrié en 1987, el serotipo aislado en ese ano fue DEN-1;
en. 1991 los casos de dengue llegaron a 10,968. Durante el afio 2000 se reportaron 18
casos de Fiebre Hemorragica del dengue incluyendo seis defunciones (2). En Guatemala
el nimero total de casos confirmados durante el afio 2009 fue de 12,142 elevando la
incidencia en un 238.8% con respecto al afio 2008 (2). En el municipio de Gualan
Zacapa, durante la epidemia del afio 2009 se notificaron 438 casos sospechosos de:
dengue, confirmandose solamente 22. En el Hospital Regional de Zacapa en ese mismo
aito, se reportaron 1082 casos de dengue (3,4). La enfermedad producida por el virus del
dengue se caracteriza por fiebre con duracién aproximada de 7 dias acomparada de
cefalea, dolor retroorbitario, miaigias, artralgias, erupcién cutanea y en algunos casos por
manifestaciones hemorragicas (1). Esta enfermedad se ve influida por muttiples factores;
el vector transmisor del virus del dengue, se reproduce en habitats generados por la
actividad humana, principaimente en agua semi-limpia (1). En Guatemala durante los.
titimos 5§ afos, la enfermedad producida por el virus del dengue ha aumentado a partir
de la semana epidemiolégica 17, alcanzando el pico mas alto de casos alrededor de la
semana epidemiolégica 33 (4). Los serotipos del virus identificados en Guatemala hasta
ahora son DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 (4).

A través del presente estudio se hizo diagnéstico serolégico de dengue utilizando ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) y del serotipo viral implicado en la infeccion por medio de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (PCR-RT). El tipo y disefio de
investigacién utilizado para este estudio fue descriptivo. Los principales resultados fueron
los siguientes: se incluyeron 131 casos sospechosos de dengue, confirmandose 38 de
ellos (29% del total de los casos), 18 provenian del Centro de Salud de Gualan, de
basqueda activa en comunidad abierta y 20 provenian del hospital. Los serotipos DEN-1 y
DEN-2, predominando éste aitimo, se relacionaron con las manifestaciones clinicas mas
comunes (fiebre, dolor retroorbitario, cefalea, artralgias y mialgias), con similar frecuencia.
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El intervalo de edad mas frecuente fue entre 10 a 19 afios. En total se analizaron 109
muestras para IgM anti dengue de las cuales 30 fueron positivas; con PCR se procesaron
59 muestras provenientes del hospital, de las cuales solamente una fue positiva'y 13
muestras provenientes de la comunidad, de las cuales 12 fueron positivas. Se encontrd
que.la mayor parte de los casos comunitarios sospechosos de dengue clasificados por
sintomas, 29 correspondieron a severidad moderada, 2 de severidad leve y Gnicamente
se encontré un caso complicado, de los casos hospitalizados, igualmente, 52 fueron de
severidad moderada, encontrandose en 39 casos leves y 6 casos severos. Del total de
casos confirmados, se procesaron 15 muestras para determinacion de proteina NS1,
seleccionadas al azar por criterios del Laboratorio Nacional de Salud, de las cuales 4
fueron positivas, relacionandose a casos leves y moderados de dengue.

El presente estudio aporté datos (tiles ya que la enfermedad tiene un comportamiento
ciclico estacional; el conocimiento de los serotipos circulantes actualmente proporcioné
informacioén para a vigilancia epidemiolégica iocal.

Se agradece a la Licenciada  Yolanda Mencos, Licenciado Sergio Meneses del area.de
Virologia “del’ UCREVE del - Laboratorio Nacional de Salud, al personal médico,
administrativo y técnico del Hospital Regional de Zacapa y al personal del Centro de
Salud de Gualan Zacapa, las facilidades y atenciones brindadas para la realizaciéon del
presente estudio.



2.1 General

2. OBJETIVOS

Diagnosticar casos de dengue por medio de IgM anti-dengue, reaccién en cadena de

la polimerasa en tiempo real, serotipificacion viral e identificacion de proteina NS1 en

pacientes con sospecha clinica de dengue.

2.2 Especificos:

221

222

223

224

225

226

Identificar casos sospechosos de dengue en los pacientes que consulten a
los servicios de Salud del municipio de Gualdn durante las semanas
epidemioldgicas 21 a 27.

Confirmar casos sospechosos de dengue mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real e IgM anti-dengue.

Determinar la edad mas afectada por dengue.
Relacionar manifestaciones clinicas con serotipo viral circulante.

Identificar serotipo viral circulante en ambiente comunitario y ambiente
hospitalario.

Determinar la presencia de proteina NS1 en pacientes con diagnéstico de
dengue severo.






3. MARCO TEORICO
DENGUE
3.1 Definicion

El dengue es una enfermedad febril aguda causada por un virus de acido ribonucleico
- (ARN) del género Flavivirus, transmitida por. vectores, siendo Aedes aegypti el
. principal. transmisor. La enfermedad puede ser causada por cualquiera-de los cuatro
serotipos del género, que se caracteriza por fiebre de inicio stbito con duracién de 2 a
7 dias acompafiada de ariralgias, mialgias y dolor retroorbitario (5).

: Se describen varias formas de presentacion: el clasico, la Fiebre Hemorragica de
~'dengue/sindrome de choque por dengue (FHD/SCD), asintomético y formas atipicas.
. Se describen cuatro serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4) (6,7).

3.2 Antecedentes

Antiguamente el dengue fue. conocido- como fiebre quebrantahuesos debido a los
sintomas clinicos tales como artralgias y mialgias (8). Escritos encontrados en Puerto
Rico en 1771, describen una fiebre con dolores osteomusculares utilizando el término
guebrantahuesos. En 1801, la Reina de Esparfia utiliza el témino dengue para
_-describir esta enfermedad. El.Dr. James Christie, en . 1827 propuso que la palabra
dengue se originé de la frase Ka dinga Pepo, de la lengua " africana Swahili, que
. significa una especie de plaga o mal producida por un espiritu diabdlico. En Cuba,
- .esta frase fue llevada popularmente al espariol con la palabra dengue, en las Antillas
también se'le conocié como Denguero, fiebre Bouquet, fiebre Polka, fiebre de cinco
dias y en las Indias del Oeste britanico con la palabra‘Dandy (7). En las Américas se
han registrado acontecimientios importantes respecto al dengue, como la primera
epidemia de -dengue hemorragico documentado en Cuba en el afio 1981(9). Durante
. los 10 afios siguientes, se observaron casos esporadicos de fiebre de dengue y fiebre
hemorragica de dengue; después en 1990 Venezuela presentd la segunda epidemia
grave en la region; estos casos marcaron claramente al dengue y FHD. como una
enfermedad emergente en las Américas.



En Costa Rica y Panama, no se reportaron casos de dengue por varios decenios sin
embargo en el afio de 1995 surge una epidemia, aislandose el serotipo 1. El ano
siguiente la epidemia se propaga a otros paises centroamericanos y a México.

En Guatemala se han realizado estudios acerca del serotipo circulante en las regiones
“endémicas de nuestro pais, encontrandose los serotipos DEN-1,2 3 y 4, ‘lo que
evidencia que la- poblacion estudiada se encuentra en riesgo de adquirr -dengue
- hemorragico, aumentandose el riesgo si la primoinfeccion es con-el serotipo DEN-2

4.

Se encontraron estudios previos, los cuales relacionaron e serotipo de virus, con el
patron de infeccién y dengue hemorragico, los cuales. evidenciaron la prevalencia del
serotipo DEN-1 y el DEN-2, asociandose més a infecciones secundarias que el DEN-
3, y encontrandose que el dengue hemorragico se asocia mas con la infeccién por
DEN-2 (10).

Dichas revisiones, reflejan la importancia del diagnéstico de dicha enfermedad e
identificacion de serotipo, ya que el mismo se relaciona con Ia presentacion severa del

~dengue, como lo es la Fiebre Hemorragica del dengue. .

33<EpWemiobgh :

- De Jas enfermedades .tropicales causadas por arbovirus, el dengue es: la mas
extendida a nivel mundial. Esta enfermedad se conoce desde hace 200 afios en
-América, pero en los Ultimos 40 afios se han notificado varias pandemias e
. innumerables epidemias, lo cual ha repercutido en el ambito econémico y social,
-convirtiéndose. .en un problema: grave para -las poblaciones tanto. de paises
desarrollados como subdesarrollados (10).

_La organizacién Mundial de la Salud, estima que este virus constituye una amenaza

- para el 40% de la poblacién mundial. En 1998, la OMS consider6 al dengue como la
~décima causa de muerte por enfermedades infecciosas, siendo los menores de 15
afios las principales victimas de este padecimiento (9).

El Aedes aegypti se ha encontrado en sitios mas altos y frios que los previamente
reconocidos. En el pasado, las areas infestadas correspondian a una maxima altura
6



de 1200 metros sobre el nivel del mar (snm); recientemente, el mosquito se ha

encontrado en Colombia a una altura de hasta 2400 metros snm, en un sitio donde la

temperatura promedio era de 17°C. La susceptibilidad del mosquito a infectarse

oralmente con los virus del dengue esta asociada a la barrera intestinal. Su capacidad
. intrinseca de adaptacién y su competencia como vector tiene una base genética. Las
.vanaciones en su-competencia tienen importancia epidemiolégica y pueden explicar
. algunas diferencias en los patrones de distribucion geogréfica (10). Suele encontrarse
Aedes aegypti entré las latitudes 35° norte y-35° sur (11). .

. En Guatemala se ha notificado la existencia del vector Aedes aegypti desde 1860,
_pero el dengue no es reconocido hasta el affo- de 1978; El primer brote de dengue
clasico- se localizo en el departamento de Escuintla; Postenormente se reviso el
archivo de -la Division de Malana buscando informacién sobre el diagnostico de
. dengue a través de laboratorio, por aislamiento.e identificacién del virus sin encontrar
. hinguna evidencia de dicho diagnostico (6). El. vector se ha encontrado en 19 de 22
. departamentos de la republica de Guatemala (7).

El primer brote grave en el pais ocurrié:en 1987, el serotipo aislado en este brote fue
DEN-1; en. 1991 los casos de dengue llegaron a nimero maximo de 10,968. Durante
- el afto 2000 se reportaron 18 casos.de FHD incluyendo seis defunciones, registradas
en los departamentos de Zacapa, Santa Rosa, Escuintla y El Progreso. Durante este
brote el serotipo DEN-2 ha sido el tnico aislado (9).

En el afto 2009, el Ministerio de Salud de Guatemala reporté un acumulado de 12,142
. casos elevando la incidencia en un 238.8% con respecto al afio 2008, 238 casos de
dengue hemorragico y 28 fallecidos. El 60% de casos 'y 85% de fallecidos fueron
reportados en los departamentos de . [zabal, Peten, -Zacapa y Chiquimula. Los
serotipos circulantes fueron DEN-2Y 4 (2).

La OPS define caso sospechoso de dengue como: paciente con enfermedad febril
aguda de 2 a 7 dias de duracibn maxima y con dos o mas de las siguientes
manifestaciones clinicas: cefalea, dolor retroorbitario, mialgias, artralgias, erupcién
cutanea y leucopenia con manifestaciones hemorragicas (9).

Caso confirnado de dengue se define como caso sospechoso con prueba serolégica
confirmatoria positiva: IgM+ (9).
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3.4Vector: -
- 3.4.1 Vector Aedes aegypti

Es de color negro con dibujos plateados en el térax y patas. En el mesonoto
© . (porcion. dorsal), hay dos:lineas longitudinales centrales y paralelas y dos
externas, laterales, que hacia adelante se encurvan hacia dentro y atras, con
una ligera concavidad : hacia afuera; las cuatro lineas estan formadas  por
escamas plateadas y dan el aspecto de lira caracteristico de la especie. Las
. patas posteriores  presentan anillos blancos. -La larva y pupa tienen sifén
‘respiratorio corto. Los huevos pequefios y negros, son puestos y aislados por
encima del nivel del agua, pues deben pasar cierto tiempo en seco y a la espera
- de la llegada del agua. Los huevos permanecen viables varios meses en seco;
este fendmeno biolégico, se conoce como resistencia ovular, 'de importancia
particular en la preservacion de las especies. Los criaderos preferidos, se
encuentran en recipientes que tiene agua limpia para beber, como barriles,
toneles, tinajas, entre otros. También se les encuentra en latas vacias, botellas,
floreros 0 en cementerios, frascos de vidrio o llantas en los que, se deposita
agua de lluvia y son criaderos de larvas. Las hembras pican al atardecero en la
. noche, el ataque es silencioso y buscan los pies, tobillos o cuello; la picadura no
es -dolorosa en el momento. Sobrevive un promedio de 15 a 30 dias,
alimentandose aproximadamente cada tres dias (10).

Se reconocen tres huéspedes naturales: los primates, el mosquito del
‘género Aedes y el hombre. |.a susceptibilidad parece ser universal, siendo

- el sexo femenino el-méas propenso a la infeccion; se ha demostrado que la
raza blanca y los asiéticos, son mas susceptibles a la picadura (12,13).

. 3.4.2 Alimentacion -
Las hembrés'se alimentén d:e'_l‘a Arf\ayoria de”yerteb‘rados, pero prefieren a los

humanos, vuelan en sentido contrario al viento y son atraidas por los olores y
gases del hombre. La sangre sirve para el desarrollo de los huevos.



3.4.3 Ciclo Gonadotréfico

Después de cada alimentacion se desarrolla un lote de huevos. Si la hembra
completa su alimentacién sanguinea (2-3 ml) desarrollara y pondré 100-200

- -huevos, - el intervalo dura de dos a tres dias: La hembra gravida buscara
recipientes oscuros 0 sombreados para depositar sus huevos, prefiriendo aguas
limpias y claras.

3.4.4 Rango de vuelo

L.a hembra no sobrepasa los 50-100 m durante su vida (puede permanecer
-en la misma casa donde emergid). Si no hay. recipientes, una hembra gravida
- puede volar tres kildmetros para poner sus:.huevos.

3.4.5 Ciclo evolutivo del Aedes aegypti

" Los huevos menores de un m:hmetro de Iargo son mlmalmente de color blanco,
para tornarse negros con el desarrolio del embnén que evoluciona en Optimas
condiciones de temperatura y humedad en un lapso de 2 a 3 dias. Con
posterioridad a ese periodo, los huevos son capaces de resistir desecac;én y
temperaturas extremas con sobrewdas de 5|ete meses a un afio.

Las larvas que emergen inician un c:clo de cuatro estados larvanos creciendo a

| lo Iargo de fres mudas desde un largo de 1 mm. Alos 60 7 mm. finales (12).

Su desarrollo se completa en condiciones favorables de nutricién y con
temperaturas de 25 a 29° C, en 5 a 7 dias, estando dotadas de movimientos
caracteristicos verticales, entre fondo y superficie, dispdniéndose en forma de
ese (S) durante los mismos. Son:incapaces de resistir temperaturas inferiores a
10° C, superiores -a 44° o 46° C, impidiéndose a menos de 13° C su pasaje a
estadio pupal. La pupa no requiere alimentacién y entre 28° y 32° C, completa
su desarrollo hasta la emergencia del adulto en 1 a 3 dias. Las variaciones
extremas de temperatura pueden dilatar este periodo.

El cicio completo de A. aegypti, de huevo a adulto, se completa en éptimas
condiciones de temperatura y alimentacién, en 10.dias (14).
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3.4.6 Caracteristicas morfolégicas:

3.4.6.1 Huevo

Son muy pequefios y dificiles de ver a simple vista en los depdsitos.
Cuando hay una gran cantidad de ellos forman una linea irregular,
obscura, por encima de la superficie del agua.

3.4.6.2 Larva

Tiene la cabeza pequefia y redondeada, algo més ancha que larga, con
antenas poco visibles; su térax es de tamafio relativamente reducido.
La larva, cuando no esta en el fondo del depésito alimentandose, se
encuentra respirando en la superficie del agua en una posicion
aproximadamente perpendicular a la .- superficie - del - agua; tiene
fotofobia, se asusta con facshdad y huye permanecxendo sumetgtda en
el fondo del depésrto '

'346.3Pupa

Lalarva completa su desarrollo se transforma en pupa y pasa la mayor
parte del tlempo en relatwa tranqumdad resplrando enla superﬁc;e del

agua.
3464 Aduto
Es :un mosquito de coloracién obscura generalmente negro, que se
‘. caracteriza principalmente por su dibujo en forma de lira blanca sobre el

- térax, manchas plateadas en las parntes laterales del térax y el
abdomen, patas con anillos blancos (15).

3.5 Programas de prevencién y control del Aedes Aegipty y el Dengue
3.5.1 Programa Regional de Dengue, OPS -

La misién del programa regional de control del dengue tiene como objetivos:
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- Reducir la morbimortalidad. y carga, socialeconémica causada por los

.. brotes y:epidemias de dengue, en base a las resoluciones del consejo
directivo de la OPS en 2001 CD43.R4 y la Resolucién CD 44.R9 en el
2003. . ) ; y
- Enfocar las politicas de salud publica hacia una integracién multisectorial e
interdisciplinaria que pemmita desarroliar, implementar y -consolidar una
Estrategia de Gestion lntegral (EGI) para la prevencsén y control del
dengue. o ,
Estrategia de Gestion Integrada (EGI) para dengue.
Como parte del esfuerzo que la OPS realiza para hacer frente a este
desafio y en base a un nuevo modelo de trabajo integrado que incluye la
promocién de la salud y la busqueda de nuevas asociaciones, se elabora la
Estrategia de Gestién Integrada (EGI) para prevenir y controlar el dengue,
con la cual se espera crear asociaciones mas fuertes para reducir los
~ factores de riesgo de transmision del dengue, instrumentar un sistema de
vigilancia integral y reducir las poblaciones de Aedes aegypti a niveles de
control, ademas se espera dar una mejor preparacion a los laboratorios
para detectar e identificar el virus, fortalecer el manejo de brotes y
. epidemias e incluir a la comunidad como fuerte participante en la
prevencion del dengue y las acciones de su control. En consecuencia, se
espera que estos cambios esperados reduzcan las tasas de incidencia y
- letalidad del dengue (16). .

Para ello, se desarrollan actividades tales como:

Asesoramiento técnico a los paises para la implementacion y ejecucion del
decdlogo de la estrategia integrada, resultante de la Resolucion CD43.R4 y
poner en practica la Resolucién CD44.R9. : '

Creacioén del Grupo de Trabajo de Dengue (GT-Dengue), una nueva forma
de -cooperacion técnica formado por un grupo de expertos que ayudaran a
los paises a fortalecer los programas nacionales y llevarlos hacia una
- estrategia nacional de gestién integrada. ‘

Evaluaciones periédicas de los programas nacionales- de prevencion y
control del dengue (mtema y extema) con la pamcupacaén del GT-Dengue

(Grupo Técnico Dengue). -
11



¢ Reuniones,  cursos  y. -talleres para. la capacitacion de ~personal
técnico/gerencial para . la implementacion y ejecucion de la estrategia
- integrada, resultante de la Resolucién CD43.R4 y la CD44.R9.
e  Produccion, seleccion y diseminacion de materiales de comunicacién social
e informacién técnica y cientifica para: fortalecer la estrategia integrada,
- resultante de la Resolucion CD43.R4. ‘

3.5.2 Comunicaciéon para impactar la conducta en dengue (COMBI)

La nueva generacién de programas de prevencion y control del dengue se ubica
‘bajo el fortalecimiento de la prevencién y control del dengue a través de la
. participacién comunitana y. la educacién en salud. A:pesar de los multiples
- esfuerzos que los paises se encuentran haciendo, no.se ha logrado el impacto
- . deseado en el control de la enfermedad. Ante esta situacién la OPS/OMS y
- como parte de la Estrategia de Gestién Integrada, se incorpora la metodologfa
. COMBI (Comunicacion para impactar en conducta) onentada a dengue. COMBI
es un proceso que armoniza de manera equilibrada una variedad de
_ infervenciones de comunicacion para motivar, estimular:y animar a la poblacion
-.a tomar consideraciéon, eventual adopcidon y mantenimiento de acciones de
prevencidon. y control del dengue. COMBI incorpora mas de 50 afios de
- experiencia. en educacién para la salud, comunicacién y teorias de cambios
conductuales en una estrategia enfocada a la conducta especifica de individuos
y familias. COMBI también incorpora las experiencias del sector pnvado como
la comunicacion con el consumidor (16). -

. La metodologia integra. eficazmente educacién para la salud, informacion-
educacion-comunicacion (IEC), movilizacién social, técnicas. en comunicacion
con el consumidor (mercadeo) y la investigacion formativa o andlisis

.. _situacional. Todo esto dirigido puntuaimente a un objetivo conductual preciso y
especifico para la salud, un enfoque muy adecuado para la prevencién, control
y eliminacion de enfermedades transmisibles, que en este caso, esta siendo
aplicada para el dengue. La metodologia COMBI  realizar4 las siguientes
actividades: |

« Talleres COMBI/ de capacitacion a equipos multidisciplinarios.
12.
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e« Capacitacion para la elaboracién de los planes COMBI.
¢ Asesoria Técnica para la implementacién de' Jos planes elaborados,
monitoreo y evaluacion de los mismos.
+ Preparacién, publicacion y distribucién de la Gufa COMBI.

En el 2003, se llevd a cabo en Nicaragua el primer taller de ‘capacitacion, con
equipos multidisciplinarios de cuatro paises (Costa Rica, Guatemala,
Nicaragua y Republica. ‘Dominicana). -Se efectuaron capacitaciones en la

. metodologia COMBI a otros paises en la region, en talleres realizados en
Honduras (con participantes de Belice, El Salvador, Honduras y Panama),
‘Colombia (con equipos de Bolivia, Colombia, Ecuador y Venezuela), Brasil
. (con la participaciéon de cuatro municipios en los estados de Ceara, Maranhéo,

. Minas Gerais y Ri6 Grande do Sul) y Trinidad (con la participacion de
- Bahamas, Barbados, Santa Lucia y Trinidad y Tobago).

-.Los resultados de estos talleres son: 20 Planes COMBI elaborados, un plan en
- el proceso de implementacién (Nicaragua), un plan en la fase de investigacion
formativa (Guatemala), un plan en la fase de reajuste antes de empezar la
.. investigacion (Costa Rica), 'y cuatro planes en el proceso de reajuste y
_‘aprobacion por las autoridades de Brasil. Un plan de la regién andina y uno del

. Caribe inglés esta en la fase de aprobacién (16). = S

3.5.3 Red mundial de dengue (Dengue-Net)

La red de vigilancia dengue es un sistema:de:la -OMS para la vigilancia

estandarizada epidemioldgica y de laboratorio que responde las necesidades

. actuales de unificar y aumentar la disponibilidad oportuna de los datos basicos

- del dengue- para el control regional de esta enfermedad. La estrategia regional
“;.-promueve la.participacion de todos los paises en esta red mundial de vigilancia.

 Actividades desa"froua‘d‘as;:“ R

L

e Talleres para la ampliacién de la mplementactén del Dengue-Net (Red de
| vsgllancta global del dengue) en Aménca e :
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o Abogacia en los paises para‘la adopcién del. Dengue-Net como sistema
estandarizado de vigilancia del dengue.. e

3.6 Caracteristicas del Virus
- 3.6.1 Estructura del virus del dengue -

- El virus .del dengue posee 10. proteinas virales en las cuales se incluye Ia

. . proteina nuclear (C), las- proteinas- de membrana (M), la glicoproteina de

envoltura (E)y siete proteinas no.estructurales, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,

- NS4B y NS5. Todas estas proteinas se forman a partir de unagran poliproteina

(5" C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 3°), para la cual codifica el

. genoma del virus. El genoma del virus esta constituido por una molécula de

acido ribonucleico (ARN) de cadena tnica y aproximadamente 11 kilobases (kb)

y de relativamente alta variabilidad gendémica (5). Tiene un coeficiente de

- .. sedimentacion de 42S y un peso molecular de 4,2 kilodaltones (kD). EI ARN

~ gendmico es de polaridad positiva y funciona como ARN mensajero al traducirse

directamente en los ribosomas durante el proceso de replicacién (5). Presenta

- . una caperuza tipo I,-con-una estructura Gppp Amp cubriendo el -extremo 5’

terminal, seguido por una secuencia dinucleotidica conservada AG. El extremo

3" terminal carece de cola poliadenilada y termina con una secuencia

dinucleotidica conservada CU. Los acidos nucleicos genémicos, por si mismos,
son infecciosos (17). S

3.6.2 Proteinas estructurales y no estructurales.. -

El genoma contiene un Gnico marco de lectura abierto de mas de 10,000 bases,
flanqueado por las regiones no codificantes en ambos extremos (3" y 5°), que
-codifica para un precursor polipeptidico, que por sucesivos cories proteoliticos,
genera la formacion de las 10 proteinas virales a través de un procesamiento co
y postraduccional (5). Los genes que codifican las tres. proteinas estructurales,
nucleo (C), prM (el precursor a la membrana), membrana (M), y envoltura (E),
estan Iocahzados hacna el extremo amino termmal (57 ocupando Ia cuarta parte
de la capacsdad cod:ficadora del ARN viral. Hacia el extremo carboxilo terminal
(3°) se encuentran los genes que codifican la informacion de las siete proteinas
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no estructurales NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5. El orden de las

diferentes regiones del gen en el virus es el siguiente: 5'NTR-C-prM(M)-E-NS1-
- NS2A-NS2B-NS3- NS4A--NS4B-NS5-3'.NTR. ‘La ruptura de fas uniones C-prM,

prM-E, ENS1, y NS4A-NS4B es realizada por la enzima signalasa reticulo
- endoplésmica(s). - . SRR

3.6.3 Genémica y factores de virulencia
-~ 3.6:3.1 Proteinas estructurales.

El virion maduro contiene' 3 proteinas estructurales: proteina C, proteina
de la nucleocapside o nucleo; M, proteina asociada a la membrana y E,
- proteina de la envoltura. Los virus inmaduros contienen una proteina
- conocida por prM; que es un precursor de M. La proteina C es
.. componente basico de la nucleocapside; el primer polipéptido viral
sintetizado durante la traduccién tiene un peso molecular de 13.5 kd; es
- fica en residuos de lisina .y arginina los que le confieren un caracter
. -altamente basico que permite su interaccién con el ARN viral con el que
forma la nucleocapside como componente estructural. La prM (22 kb) es
el precursor glicosilado de la proteina estructural M (8 kb). La separacion
proteoiitica de este precursor por una proteasa del aparato de Golgi,
durante la maduracién viral, le da origen a la formacién de la proteina M.
Esta escision estd ligada a: la liberacion. del virus pero no ocurre
necesariamente en todas las moléculas proteicas presentes en la
membrana viral, ya que en ocasiones aparece la proteina M junto a la
prM en el viribn maduro (17).

Existen en 2 formas, dependiendo de la maduracién del virus: Proteina
- pre-M- (prM), célula-asociada o viriones inmaduros. La proteina M
. madura, es una proteina de membrana, extracelular o -de virus maduros,

resultado de la protedlisis de prM-y eliminacién de la porcién amino

terminal. Estd estrechamente = asociada a la  envoltura lipidica. La

formacién de M a partir de prM parece ser crucial en la-morfogénesis del

virus, lo que implica-un incremento en la infectividad y la reorganizacién

de la estructura de la superficie viral.

15
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- La proteina E, es una glicoproteina ¢on un peso molecular entre 51 y 60

. kD; es la mayoritana de la envoltura, glicosilada y la méas conservada; la
fusibn con .la- célula -huésped: es inducida por. pH bajo. Esta

. estrechamente asociada ‘a la envoltura lipidica. Se presenta como un
homodimero en la superficie del viribn maduro e intracelularmente se
puede encontrar como un heterodimero junto a la proteina prM en forma
de prM-E. Es el componente principal- delas proyecciones ‘de la
superficie del viribn observadas por microscopia electrénica y contiene
los determinantes antigénicos responsables de la neutralizacién del virus
y la hemaglutinacién de erntrocitos de ganso, induciendo respuesta
mmunoléglca enel huésped infectado.

Los determinantes de la proteina E estan también involucrados en la
~ unién-de los viriones a los receptores. celulares 'y probablemente juegan
<--un papel importante en la fusién intraendosomal a:pH bajo (18).

- Se .ha propuesto que en ella estan localizados la mayoria de los
- marcadores moleculares para la patogenicidad. La comparacion de la
-secuencia nucleotidica del gen de a proteina E de los diferentes
flavivirus ha: mostrado una conservacion perfecta de los 12 residuos de

- la cisteina, los cuales forman 6 puentes disuifuro (18).

- 3.6.3.2 Proteinas no estructurales. .

Las siete proteinas virales no estructurales fueron identificadas y se
confeccionaron mapas del ARN viral deducido por la secuencia amino
acidica. La primera proteina no estructural (NS1), es una glicoproteina
- de 48 kD que contiene 2 sefiales del tipo :Asn -X-Ser/Thr, usada para la
adicién de carbohidratos, estos sitios. parecen estar conservados en
todos los flavivirus; puede estar en forma secretada y no secretada. Es
sintetizada: en el reticulo® endoplasmico rugoso como una proteina
. monomérica y en un periodo corto se une formando un homodimero.
- Esta forma.es més: hidrofébica y se desconoce:si el incremento de la
“hidrofobicidad es un resultado de la dimerizacion o alguna modificacién
postraduccional. Una vez formado este dimero, ‘la glicoproteina es

16



transportada al aparato de Golgi donde sufre modificaciones y de aqui
pasa a la superficie celular, liberandose al medio extracelular. Estudios
de mutagénesis en la region C terminal de NS1, han demostrado que
esta region es importante en la estabilidad y la secrecion del dimero (18).

3.6.3.3 Proteina no estructural NS1

~La funcién de la NS1 en la replicacién viral no ha sido bien dilucidada.
- Se ha planteado que posee un papel en la replicacién temprana.
Basada en andlisis mutacional se ha relacionado con la morfogénesis
viral. A su vez, mutaciones de esta proteina afectan la virulencia de ia
particula viral. También se relaciona con la respuesta inmune especifica
. .de serotipo. La célula infectada expresa la proteina en la superficie
. celular, siendo diana de la citélisis inmunolégica, resuitando importante
en la proteccidn contra la infeccion por flavivirus (18).

La proteina NS1 porta 2 o 3 sitios de glicosilacién en las especies
~ virales, induce una inmunidad protectora y aporta epitopos especificos
de grupo y de tipo.

La proteina NS1 induce inmunidad y se considera que la
inmunogenicidad es dependiente de la estructura conformacional de la
molécula. La forma dimérica es mas antigénica que la forma

~ monomérica, pero se ha observado que ésta es destruida por el calor.

. Los anticuerpos inducidos por esta proteina son esencialmente liticos
en presencia del complemento y dan la posibilidad de retardar la
infeccién viral en los tejidos; Huang y colaboradores en un estudio
- realizado en 1999, demostraron un reconocimiento cercano al 45% por
anticuerpos de pacientes a un péptido sintético de los primeros 15
aminoacidos de la . -proteina, comespondientes a una region
-inmunodominante de la NS; asi mismo demostraron que a los dos dias
del comienzo de los sintomas en una.infeccién secundaria, es posible
detectar anticuerpos contra este péptido (18).
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En los ultimos afios, se han realizado estudios de pacientes con
- " infecciébn primaria y secundaria por dengue para definir las proteinas
" involucradas en ‘el reconocimiento por anticuerpos. En pacientes con
infeccién primaria en fase de recuperacion y bajos titulos de anticuerpos

IgG a la proteina E, existe reconocimiento a NS3 y NS5.
En pacientes con infeccién secundaria, en fase aguda, se encontraron
- .anticuerpos 1gG contra la proteina 'E y en fase de recuperacién, altos
= titulos deanticuerpos IgG a otras proteinas; incluidas NS1, NS3, NS5 y

; C‘('13)’. Coe ' - oo e :

" Los “anticuerpos contra las proteinas E, NS3 y NS5, pueden ser
detectados a {0s-cinco dias de la aparicién de los sintomas. Estas tres
proteinas y los anticuerpos contra ellas pueden estar involucradas en
los ' mecanismos  inmunopatogénicos de esta enfermedad. La
confirmacion de esta enfermedad, podria basarse en la identificacion de

" anticuerpos contra estas proteinas no estructurales. En la mayoria de

 los casos con infeccién secundaria, en fase convaleciente, se observan

anticuerpos contra las proteinas no estructurales NS3 y NS5, y en cerca
del 40% contra la proteina NS1 (5).

- 3.6.3.4 Determinantes Antigénicos

‘Recientemente se ha propuesto un modelo basado en la cristalizaciéon de
:la proteina: E 'del virus, segin el cual,-‘esta proteina presenta una
“ estructura inusual cuando se compara con otras proteinas. Este modelo
permite esclarecer la presentacion del diversos epitopos con importantes
-funciones biologicas. De igual forma ha permitido establecer las bases
estructurales para ‘explicar el cambio que ‘sufre esta proteina de
‘estructura dimérica a una estructura trimérica, asi como la importancia de
este fenémeno para el reconocimiento de la proteina por diversos
anticuerpos frente a variaciones de pH. ’

Se han podido definir grupos de epitopos empleando anticuerpos
monoclonales:
18



- a) Epitopos conformacionales, ligados a una configuracién espacial de
las moléculas que se juntan fopolégicamente a partir de los residuos
elongados en la secuencia. S e )

b) Epitopos lineares o secuenciales, independientes de la estructura

tridimensional de las proteinas que presentan una especificidad de

- complejo reconocimiento de la secuencia en el extremo N-terminal y
en el lazo del dominio B del virus del dengue (18). .

3.7 Serotipos del virus del Dengue

El dengue es un arbovirus, posee cualquiera de los-cuatro serotipos. diferentes del
virus (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y. DEN-4), estrechamente  relacionados pero
serologicamente distintos. Dentro de cada serotipo hay varias cepas y genotipos que

- probablemente son mas o menos virulentas, pero los factores de virulencia no son
toraimente cornocidos aun. Cada serotipo crea inmunidad especifica a largo plazo
contra el mismo serotipo de por vida; ain cuando son antigénicamente similares, la
infeccion por un serotipo, no produce inmunidad contra los otros serotipos, sélo se
produce inmunidad parcial.

Los cuatro serotipos son capaces de producir infeccion asintomética, enfermedad
~febril y cuadros graves que pueden conducir hasta la muerte, dada la variacién
- genética en cada uno de los cuatro serotipos. Algunas variantes genéticas parecen
~ ser méas virulentas o tener mayor potencial epidémico. Los cuatro serotipos del virus

del dengue son de amplia distribucion en diversos paises: Filipinas, sudeste Asiatico,

India, islas del Pacifico, Nueva Guinea, Australia septentrional, Grecia, Malasia y
- Tailandia. En América, se describe desde el Sur de Estados Unidos-hasta Argentina,
- habiéndose descrito .en forma .epidémica en Cuba, Centroamérica, Trinidad y

Colombia (18).

- 3.7.1 Distribucion de. los serotipos por paises

e .. DEN-1: Caribe, Centro América, México, sur de Estados Unidos, Colombia,
.Nigeria, Senegal, India, Bangladesh, Filipinas y Australia. -
- .«  DEN-2: Caribe, México, Venezuela, Colombia, Senegal, Kenia, Nigeria,
India, Bangladesh y Filipinas.
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¢ - ‘DEN-3: India; Bangladesh Fmpmas ‘Pakistan, Sn Lanka, México, Centro

Ameérica y Australia.

¢ DEN-4: Sureste de Asia, Sri Lanka, India, China, Centro América, Surinam,
 México, Colombia."

~ La circulacion de 16s serotipos ha ido de-ninguno o uno a mdltiple, en la mayoria
de los paises, y en varios se ha observado la circulacién simultanea de los
serotipos 1, 2 y 4 durante varios anos, io que pone a estos en grave nesgo de
dengue hemorragico epidémico (19). LR e

3.8 Hospedero del virus del Dengue -
El hospedero definitivo del virus dengue es el hombre, dicho virus afecta de igual
* .manera al sexo femenino que al masculino, encontrandose predominio de la infeccion
en el grupo de menores de 15 afios especiaimente cuando la infeccion produce
- manifestaciones por. fiebre ‘hemorragica del dengue;-aundue se observa la infeccién
por dicho viriis en pacientes de todas las edades (5). |

3.8.1 Inmunopatogenia

El mecanismo “inmunopatolégico que se desarrolla- ante ‘la infeccién de los

* - serotipos de dengue, no se conoce con exactitud pero se han desarrollado
modelos hipotéticos ‘para tratar de explicar ‘por qué un' paciente puede
desarrollar fiebre hemorragica de!l dengue o presentar solamente fiebre del

- dengue. Algunos estudios refieren ‘que 'si un-caso ha sido infectado ‘en una
- primera -infeccién por-un serotipo, especialmente el DEN-1, queda protegido
contra ese serotipo; pero no contra los otros serotipos 'y al contrario en una

~ infeccién secundaria o terciaria, los anticuerpos de la primera infeccién, facilitan
la ayuda de estos segundos virus infectantes hacia los monocitos en donde se
multiplican en gran cantidad y debilitan la membrana celular, ocasionando salida
de sustancias activadoras del complemento; ‘citoquinas y otras, que lievan a un
aumento de la fragilidad capilar, ocasionando salida del plasma del espacio

" intravascular al extravascular, produciendo las complicaciones caracteristicas de
la enfermedad. También se cree que existen serotipos del virus muy agresivos,
cuya virulencia se potencia en los pases sucesivos del mosquito al ser humano,
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. ocasionando formas severas de fiebre hemorragica: del dengue que pueden
llevar a la muerte en una primo infeccién (5). ‘

| 3,3;2 Mgcénismds. i;nmmicﬁ),lﬁgjé.#sjd;eél virus dgngcg en »el: hospedero .

In vitro, los anticuerpos anti-E inhiben la adhesién del virus del deﬁgue a las
“células y neutralizan’ la virulencia, mostrando varios grados de vanabllldad de
' reacciones cruzadas entne los drferentes serotlpos del wrus (5)

La proteina de envoltura (E~D3) es conservada déntro de Ios drferentes tipos de
- flavrvlrus esta pmtema es altamente mmunogénm altamente estabie yesel
“dominio que ios antlcuerpos monocionales y pohclonales utmzan como receptor.
Se ha demostrado que el segmento de la proteina E (306—314) és cnﬁco parala

virulencia de todos los serotipos del virus del dengue (5).
La proteina NS-1, se expresa en la superficie de las células infectadas es
. "'secretada hacia la circulacién como un multimero soluble y es un blanco
importante para los antlcuerpos contra el virus del dengue Al mlsmo tiempo
* estos anticuerpos pueden reacmonar con células endoteliales pmduclendo la
expresion y activacion de atoqumas y ‘moléculas de adhesaén provocando lesién
celular. La protelna NS-3 es el pnncmal antlgeno que est;mula la reaccién de las
células T CD4+ y CD8+, las cuales pmdueen mveles elevados de interferén
gamma asi como factor de necrosis tumoral alfa y beta y qwmosmas mcluyendo
el factor mhubxdor de macrérfagos (5). Los factores de necrosus tumoral alfa y
" beta son crmcos eiila respuesta mmunoléglca temprana hac;a la mfecc:én por el
" virus del dengue mientras que el interferon gamma es cruclal tanto para la
respuesta temprana como para la respuesta tardia (5). En un estudlo realizado
por Schresta y col. (2004b), se concluyé que la acthad temprana de las
células asesinas naturales, Ias células B yla IgM y las acmones postenores de
del interferbn gammay la lgG probablemente tienen un rol en la defensa contra

. elvirus del dengue, .

Al mdmentq‘;q"ue g[virus encuentra su célula blanco, se producen una cascada
dé evéntos, que inician con la interaccién de glicoproteinas de envoitura con

especificidad para la entrada de receptores y co-receptores en caso fuera
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‘necesano, con el fin de provocar la fusién virus-célula-membrana. El virus del
dengue entra en el macréfago a través de un receptor Fc como un complejo
inmune. El mecanismo considerado como el responsable de la patogénesis del
dengue, mcluye una enfermedad inmunolbgica compleja anttcuerpos que
reacaonan coh el endotélio vascular estimulando la producc:én de anucuerpos
el complemento y sus ‘productos, medladores solubles como_citoquinas y
- ,f_seleoclén de cepas varulentas El vnrus del dengue se repllea activamente en las
células B y las mduce a pmductr mterleucma 6 (IL—G) y factor de necrosis tumoral
alfa. Estos estudios sugieren que las céiulas B juegan un papel en la respuesta
mmune tanto de manera temprana como de manera tardia. El hecho mas
. |mportante es que el pnncnpal papel en Ia sevendad de la smtomatologla esta
pratagomzado por. Ias citoquinas, mduyendo predominantemente células T
” ayudadoras tipo L&),

S R

3.8.3 Antigeno Leucoci&no Humano

a EI anﬂgeno !eucocrtano humano (HLA) es un grupo de genes Iomllzado en el
o cmmosoma 6 en el oomplejo mayor de hlstocompaubllldad que codrﬁm las
| prcteinas de superﬁcte presentadoras de antlgeno Exnsten dﬁe;entes tipos de
| ‘estas protemas Ias cuales pueden ser cias:ﬁwdas en dwersos grupos dentro
o del complejo mayor de hlstocompatlbllldad 1, Il olll. Las proteinas codificadas
~ por el HLA estan presentes en Ia superficie celular de todas las células
| nucleadas y Ias plaquetas EI HLA es utlhzado _por. las células del sistema
' mmuno!églco para dtferenaar a Ios antlgenos proplos de los que no !o son. Las
} protemas que son producldas dentro de este slstema son colowdas en los
antlgenos HLA enia superﬁcle de Ia oélula Las células infectadas pueden ser
- Areconoadas postenormente y destruldas por componentes del sistema
' mmunolégsco (18)

384 HLAy enformedad por el virus del dengue

La expresion aumentada de moléculas de HLA clase 1 y Il en células infectadas,
ha sido reportada para los flavivirus, incluyendo la infeccién por el virus del
- dengue. Es posible, que la respuesta inmune generada contra péptidos virales,
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.presentada por moléculas de HLA, sean responsables de ia. mmunopaologla de
. la infeccidn por el virus del. dengue (18).

3.8.5 HLA clase |

Los linfocitos T CD8+ citotdxicos, juegan un papel imggn@n‘tgg_rgz_&el}'cogt;ol, de
las células infectadas por el virus del dengue. Los antigenos HLA clase | estan
_cargados con antigenos virales derivados de-péptidos junto con coestimuladores
receptorfligando, mediante interacciones entre células T CD8 + y-células blanco.
Para -escapar del- reconocimiento ‘de los linfocitos T- CD8+, los-virus han
- .desarrollado diferentes estrategias para inhibir la expresién y/o funcién de los
mismos y han mediado respuestas inmunes en contra de antigenos endégenos
-y blancos infectados viraimente (18). .

3.8.6 HLA y células primer

Es muy probable que la reactividad de las células T medte la‘ p‘atdééunesi's‘ dé la
. enfermedad por medio: de apoptosis y al inducir la secrecién de citoquinas que
aumentan la permeabilidad vascular (5).

3.8.7 Linfocitos TCD4+

Los Imfocdos T CD4+ juegan un papel central en Ia regulacnén de celular

_ :meduante Ia respuesta inmune a una mfeccsén Estas células tambnén conecidas

f ;"'como células T ayudadoras actuan sobre otras Células del srstema inmune

pmmovaendo vanos aspectos de la raspuesta inmune, mduyendo acuvacaén de

macréfagos aumento de Ia actmdad de células asesmas naturales y
maduracién de anﬁcuerpos (5)

Las células T CD4+ reconocen el antigeno que ha srdo procesado y presentan,
asociadas al complejo mayor de hlstocompahbllldad c!ase II, a los macréfagos,

- células B, células dendriticas. La Célula T CD4+ actwada es capaz de
reconocer el antigeno presentado por cualquler célula que exprese la molécula
del complejo mayor de hlstocompatlbllldad aproplada &etas oélulas actian
'hberando citoquinas en respuesta a estumulacrén anﬂgémca .
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-ta interaccidn entre antigenos especificos de células T CD4+ y-macréfagos,
desde la base de las reacciones de hipersensibilidad retardada, es uno de los
mecanismos efectores principales para la eliminacién de infecciones en

SR (PR -

organismos celulares (5).
' 388me°c't°5TCDs... P

. Los linfocitos T CD8+ representan el antigeno especifico que responde y elimina
- células infectadas con patégenos intracelulares tales ‘como los virus. Cada
célula en el cuerpo expresa ‘moléculas del complejo mayor de
- histocompatibilidad clase | y puede ser blanco de células CD8+. En general el

papel de los linfocitos T CD8+ es monitorizar todas las células del cuerpo,
preparandose para destruir cualquier molécula que exprese .fragmentos de
antigenos extrarios en sus moléculas clase | (5).

3.8.9 Células Dendriticas

- Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos profesionales
para el establecimiento de la respuesta inmune primaria. Pryor et al. (2001),
estudiaron la asociacién entre la severidad de la enfermedad y la replicacién del
virus del dengue. Las células dendriticas infectadas por el virus: del dengue,
mostraron marcadores de maduracion especificos y produjeron factor de
necrosis tumoral alfa e mterferén gamma pefo no IL-6 ni IL-12 a pesar de que
las células dendntlcas sufren apoptosns esponténea en ausencia de c;toqumas

" estimulantes, este proceso aparentemente se ve retrasado después de una

‘infeccién’ por el virus de! dengue Las células dendrltlcas mfectadas por el virus
del dengue inducen la interaccion de células T para su pmhferacnén y producen
IL-2, IL-4, IL-10 y factor de necrosis tumoral (5).

3.8.10 Factores Genéticos no HLA

“Algunos  esiudios han ihVéstigédo “"’acsérdé “de la asoc:ac:én ‘entre la

" suscephbllldad a Ia mfecc:én por el virus del dengue Yy el pollmorﬁsmo de los
‘alelos no-HLA oomo por e;emplo el receptor de Vrtamma D IL—4 IL-1 yla
lectina ﬁjadora ‘de manosa 5). -
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- En numerosos . estudios: la - frecuencia de genotipos asociados con el
polimorfismo. de las citoquinas: ha determinado su-asociacion con el riesgo de
un incremento de la severidad del cuadro de numerosas infecciones virales

~ incluyendo la provocada por el virus del dengue (5). . -

3.9 Manifestaciones Clinicas . -

Las mamfestaciones clmlws de! dengue pueden dmdlrse en tres etapas

) Etapa febril
e  FElapacritca
‘ * . Etapa de reouperaaén

| La etapa febril es de duraclén variable (entre 3 a6 dias en mﬁos y. 4 a 7 dlas en
aduitos) esté asocnada a la wremla durante la, .cual exlsie una alta posibilidad de
transmuslén dela enfermedad si la persona es picada por un mosquito vector. En esta
) etapa el pac:ente puede tener ademés de ﬁebre dolor muscular y articular, cefalea
astema exantema prurito, y sintomas dngestwos (dolor abdominal y diarrea). Es
| frecuente la presencia de leucopema con linfocitosis. relativa, trombocitopenia e
) mcnemento de las transaminasas.

Al'g‘urios' pacientés pueden desarrollar manifestaciones hemorragicas leves tales

como epistaxis, gingivorragias, petequias, purpuras o equimosis, sin que

, correspondan aun cuadro de dengue grave. Los sangrados ginecolégicos, tanto la

,menorragna como la metromragia, pueden ser de intensidad variable; las pacientes

‘ pueden requenr hospnahzaclén para una mejor observacabn 0 para un tratamiento de

 reposicion de kquzdos o de sangre, estas pacientes seran consideradas como casos
dedenguegrave. . |

El periodo durante el cual se produce la disminucion de la fiebre y hasta 48 horas

~después, es el momento en el que, con mayor frecuencia, los enfermos. pueden

pfesentar_ pomp!icad§nes, ya que la extravasacion de plasma se hace mas intensa y
s capaz de conducir al shock por dengue (20).
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La etapa critica, se caracteriza por la extravasacion de plasma (escape de liquidos
desde el espacio intravascular hacia el extravascular), que puede llevar al shock
hipovolémico. Debido a la extravasacion- de plasma el hematocrito se incrementa, lo
+ que  constituye un método confiable para el monitoreo de la fuga de plasma.

Generalmente el shock, sélo dura algunas horas; sin ‘embargo, también puede ser
prolongado o recurrente (mas de 12 o 24 horas y excepcionalmente mas de 48
horas). En estos casos los pacientes pueden evolucionar a un:cuadro de ‘distrés-
respiratorio, asi oomo presentar compheacnones ta!es como hemorraglas maswas

falla multvorgémca y coagulac:én intravascular dlsemmada (CID) '

Se debe vigilar la presién arterial diferencial de 20 mm Hg o menos, ya que constituye
un indicador inicial de la evolucién a shock junto con i‘le‘e‘{:ﬂ;igr'i‘”cs‘ de inestabilidad
hemodindmica tales como taquncardla frialdad y enlentecimiento del llenado capilar.
" Los paaehtes que liegan ala etapa critica de la enfermedad sin un dlagnéstlco y
' tratamlento adecuado pueden tener una mortahdad de entne el 30 al 50% o

~ Las plaquetas pueden descender progreslvamente desde Ia etapa febnl pero este
~ descenso se hace mas intenso en la etapa critica. No se ha demostrado que en el
‘dengue, ‘exista una estricta correlacién entre la tmmboc:topema y el sangrado. No
obstante, esta disminucién progresiva de las plaquetas constituye una indicacién para
un control repetido y estnoto del pacxente ya que puede ser un marcador de
progres:én de enfermedad ‘ ' ’ o

La trombocitopenia en esta enfermedad, no es debida a un déficit de produccion sino
~ ala destruccion masiva periférica, por un mecanismo inmunomediado (anticuerpos
- antivirales con réaccién cruzada contra las plaquetas), de caracter transitorio, por Io
cual ‘inician su recuperacién de manera espontanea, después de un breve periodo.
Cuando las plaquetas comienzan a elevarse, indican que el paciente ha iniciado su
mejoria.

' El paciente con dengue, puede presentar en cualquier momento de su enfermedad
signos y sintomas de afectacion particular de algn ‘érgano o sistema: encefalitis,
miocarditis o hepatitis por dengue, asi como insuficiencia renal. Estas se consideran
formas clinicas graves de dengue.
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- En la etapa de recuperacion generalmente se hace evidente’la mejoria del paciente
... pero, .en ocasiones existe un-estado de sobrecarga de volumen, asi-como alguna
infeccion. bacteriana agregada. En esta: etapa es importante - vigilar sobre todo a
-.aquellos pacientes que tengan dificultades en el manejo de los liquidos (insuficiencia
renal crénica, insuficiencia cardiaca, pacientes ancianos).. También puede aparecer
en esta etapa un exantema tardio entre el 6° y 9° dia que con frecuencia, en las
palmas de las manos y las plantas de los pies y se asocia a un intenso prurito (20).

310 Clasificacion

Actualmente exlsten varias ciaslﬁcacsones utmzadas para la enfermedad provocada
, por el wrus del dengue R : .
Durante tres décadas la OMS ha reconocudo y recomendado la claslf' cacion del
dengue en ﬁebre del dengue ﬁebre hemorrégm dei dengue cono sm sfndrome de
choque Durante Ios ummos aﬁos se ha cuestlonado el uso de esta dasnﬁcacsén por
. ; consldetaﬂa ng:da y demasnado dependleme de resuttados de laboratono y no
lncluswa de enfermos de dengue con otras enfennedades por lo que en el afo 2007,
| el Programa de Adrestramlento e lnvesttgaaén de Enfermedades Tnansmnsnbles dela
OMS, auspicié el estudio internacional llamado Dengue Control (DENCO), que
incluye en su mayoria componentes clinicos y s:gnos de atarma umes para mejorar el
manejo de casos de dengue. Este estudio propone una clasmcacaén blnana de la
..enfermedad: dengue y dengue severo (21). También se reconoce la clasificacion por
- el indice de severidad del estadio clinico (ISEC) (22): esta clasificacion; le asigna al
- paciente de una puntuacién segun-los signos: clinicos y/o hallazgos de laboratorio,
considerando cuatro grados de severidad:

i

o Leve: s:ntomatologia caracteristica ' de dengue sin manifestaciones
- hemorragicas. : S ‘

. Moderado: caracteristicas de : enfermedad - leve . mas manifestaciones
hemorragicas cutaneas

. Severo o grave: caracteristicas ~de- ‘enfermedad * moderada - con

hematemesis, melena, o hemon'agla vagmal
. Complicado o muy gravo caracteristicas de enfermedad severa con uno o
mas de los siguientes hallazgos: derrame pleural, ascitis, descenso del
hematocrito en mas del 2‘0%- luego del hematocrito inicial.
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- .Este .indice :considera:los sintomas 'y signos 'cardinales, asi como los: signos

- paraclinicos relevantes del paciente desde el dia de inicio de los sintomas, :ha sido

-modificado en numerosas ocasiones para realizar. la: evaluacion por. criterio clinico;

.. actualmente se utiliza esta clasificacion con algunas modificaciones del -estudio
' :.Dengue Control (DENCO) (21). SO : :

3.11Diagnéstico~ SRR Ce IR e

3.11.1 Diagnéstico clinico ,
La enfermedad producida por el virus dengue, se dlagnosuca chmcamente en

base a signos y sintomas que presenta el paciente segun la def‘ nicién de caso

' Esos;::echoso de la OPS que se ‘define conib‘ todo paclente con enfermedad

febril aguda con duracién de hasta 7 dias y que presenta dos © més de las

‘ s:guuentes ‘manifestaciones’ dmms cefalea dolor retmorbstano m;algxas

artralglas erupclén cuténea y leucopema con mamfestac:ones hemorréglcas

" dentro de las manrfestac:ones hemrrégucas podemos encomrar peteqmas

hemorragla gmglval eplstax:s hemorragla gastromtestmal espec:almente en

" los casos de dengue se\fero oen mso de pac:entes con ﬁebre hemoxrégtoa
. por dengue (6)

3.11.2 Diagnéfsﬁco por laboratorio

El diagndéstico de. laboratorio es esencial para la confirmacion ‘del dengue;
éste incluye. técnicas de aislamiento e identificacion-del virus, diagndstico
. serolégico y de biologia molecular (deteccion del ARN del virus del dengue).

La deteccién de antigencs virales en sueros virémicos es necesaria para
las investigaciones clinicas .y - epidemiolégicas y debe realizarse
rapidamente para implantar tempranamente el tratamiento anti-choque a los
-enfermos y para la deteccion precoz de un brote (5). ..« .

- 3.11.3 Diagnéstico.viral. Técnicas diagnésticas
El diagnéstico viral en el latporatorid indqye: "
o Técnicas directas para la demostracion viral: -
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‘Dentro de estas se encuentran, las que visualizan la particula viral o su
-efecto celular especifico como- las ‘tinciones: para microscopia de luz, la
microscopia electrénica y el cultivo o aislamiento viral (los mas empleados
son cultivos primarios, cepas de células diploides: y-lineas celulares). Las
pruebas para demostracion de antigenos virales, que permiten descubrir y
caracterizar un virus en cultivo celular cuando todavia no: se produce el
- efecto: citopatico, o éste no es evidente o en los casos en que el virus se
debe’ reconocer por ofras propiedades o caracteristicas en cultivo: como la
hemadsorcién y la inmunofluorescencia directa (IFA), radioinmunoensayo
(RIA) o inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) y las pruebas de latex. Las
que evidencian o descubren el material genético especifico viral
consewado y replicable ya sea que se encuentre en un fluido, en una célula
o tejido, ya sea activo o latente: ensayos de amplrf icacion genética
| (reacaén en cadena de la polumerasa PCR ‘reaccion en cadena de la
~ ligasa o LCR, sistema’ QB repllcasa ADN ramlf cado (branched o bADN) e
hlbndxzaclén (sondas) (10) o '

“ Té“'““s indirectas para el descubrimiento viral.

Son técnicas seroldgicas tradicionales para- descubrir- anticuerpos contra
determinado agente viral, teniendo en cuenta que la exposicién al agente
produce una respuesta por parte del sistema inmune que genera la
~produccién de anticuerpos especificos. Estos ensayos se pueden clasificar
en tres grupos con base en la cuantificacion de la - reaccidn antigeno-
anticuerpo: Lo s

- a) Los que dependen de la capacidad del anticuerpo que se-une al antigeno
- . para ejercer alguna funcién no relacionada con el virus, por ejemplo: la fijacién
del complemento (FC), hemagiutinacién indirecta (Hl), aglutinacién por latex.
b) Los que miden la capacidad de los anticuerpos para bloquear la funcién
viral especifica como la neutralizacion, la inhibicién de la hemaglutinacién (IH),
la inhibicion de: la neuraminidasa (que mide la capacidad de los anticuerpos

© para bloguear la infectividad. \mal) la hemaglutmacién viral y la actividad de

. neuraminidasa.
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- ¢y Los.que miden. directamente la interaccién antigeno-anticuerpo como por
. ejemplo: la IFA indirecta, el RIA, ELISA, Inmunoblot y Western Blot (10).

- 3.11.4 Deteccion del antigeno

Por diferentes investigaciones se ha podido constatar, que la viremia ocuire en
la etapa temprana del periodo febril del denguey su eliminacién es cuando
disminuye la fiebre y aumentan los niveles de anticuerpos (10).-

- 3.11.'5 Aislamiento e identificacion del virus

| ‘ Para Ia técmca del als!amlento del wrus se debe obtener una muestra de
”suero tan pronto sea. posmle o dentro de 5 dias daspués de la fecha del
‘ comrenzo de smtomas _ya que se ha podido constatar que el penodo virémico
- se encuentra entre Ios dlas 4 y 5 d&spués del comlenzo de los musmos Es una
técnica (il y sensible para la confirmacién de. !a infeccion por el virus de

dengue, sobre todo si se toma la muestra antes de que desaparezca la fiebre.
Aunque el dengue es una de Ias pnncrpales enfermedades virales en el
hombre, sus cuatro serohpos se oons:deran entre Ios que mayores dificultades
tienen . para su aislamiento. y multiplicacién -en el laboratorio. Entre estas

.. téenicas se encuentran:

+ Aislamiento.viral en ratones: la inoculacién. intracerebral de la muestra
‘en ratones recién nacidos (1 6 2 dias) es el método tradicional y a su vez el
menos sensible, para el aislamiento del virus. ,
« Aislamiento en células de cultivos y en mosquitos: las técnicas de cultivo
.de tejidos en aislamiento de los virus del dengue: aumentd considerablemente
su eficacia, aunque todavia no se ha encontrado ninguna linea celular de
~mamiferos o de mosquitos en donde todas las‘ cepas del virus dengue
. produzca un efecto citopatogénico (10). -
Varias lineas celulares de mamiferos se han. usado con distintos grados de
- . sensibilidad, para el aislamiento de estos virus. Las células de mosquitos
se han utilizado en forma creciente ya que resultan mejores para el
aislamiento pues son mas sensibles, faciles de multiplicar y mantener a
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-temperatura ambiente, =se mantiene ‘hasta 14 dias sin necesidad de

.. - cambiaries el medio de cultivo.y pueden llevarse al terreno y ser inoculadas

- directamente con suero de-pacientes. La inoculacion de: mosquitos adultos,

‘es-el: método desde el punto de vista técnico, que resulta mas sensible para

el aislamiento viral; el aedes albopictus y el toxorinchites splendens son los
utilizados. ' o :

A pesar de esta ventaja el método de eleccién anallzando la senslblhdad

" del sistema y la factibilidad de su realizacién es el alslamlento en linea

celular C6/36 que se logra en un porcentaje relativamente alto y al mismo

tlempo es sencello en su e;ecuclén pues la moculaaén de mosqultos resulta

engorroso ya que requ;ere habllldades especsalldades y el tener las

" colonias en msec:tanos que son instalaciones relativamente costosas y o

frecuentes en nuestra reglén En alslamlentos virales ‘en muestras con

" infeccion pnmana el niimero de wsos posmvos oscala entre el 51 y el

o 100%, demostréndose ademés que es en estos pacentes donde se
encuentran los mayores titulos dé antigeno (10).

" 3.11.6 Aislamiento e identificacion viral A '
=+ (Tomado del Manual utilizado en el IPK:Cuba) . :-

Este procedimiento consta de los siguientes pasos:

I. Multiplicacién de células C636
~{I.-.Congelacion de células C636
- lll.. Descongelacion
V. Aislamiento viral - . o 0
V. Identificacién viral por-inmunofluorescencia indirecta (IFl).

Las células fluorescentes se observaran cuando hay una reaccién con el

.-,; ~monocional especifico. Un aislamiento positivo confirma un:caso de dengue.
. Lo ideal enun procedimiento diagnéstico esla deteccién de antigenos virales

- en muestras clinicas, segu:do _por su ndent:ﬁcaaén El aislamiento y
o ‘tlpn‘“ caclén de virus perrmte Ia deteoc:én e identifi cacnén especiﬁca del
' _dengue pero su sensmmdad depende mucho de una adecuada recoleccion y
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- conservacion de la muestra, y requiere de 5 a'10 dias para dar resultados

apareados. El método mas sensible, rapido y econdmico de identificaciéon del

_virus es mediante la inmunofluorescencia -indirecta, . utilizando anticuerpos
- monoclonales especificos contra los cuatro serotipos del virus (10).

3.12 Diagnéstico Serolégico

. Para el dragnéstrco serolégrco se requiere una muestra de suero en la etapa de
: ‘recuperacrén obtenrda al menos 6 dias después de Ia fecha de comrenzo del primer
_srntoma

o ‘En estudros recrentes en mfeocrones pnmanas sobre la crnétrca de Ia respuesta de

antrcuerpos se demostno el rncremento de los de tipo IgM en practrcamente todos los

~ pacientes, a Ios dos dias de Ia drsmrnucrén de Ia fi ebre con un prco en la respuesta

_apnoxrmadamente a Ias 'dos semanas. En rnfeocrones no pnmanas la respuesta de

anticuerpos IgM es vanable en algunas ocasiones esta ausente 0 es muy baja pero
existe un marcado incremento de Ios de trpo IgG

Tan pronto como surgié el método ELISA fue evaluado para Ios ﬂavrvrrus Las
desventajas de este método son su baja sensrbrlrdad pues requiere de trtulos muy
altos de virus para obtener una correcta identificacion y que no reaccionen con cepas
de cierta distribucion geografica. En el caso de los virus del dengue esta sensibilidad
fue extremadamente baja.

Estos virus propagados en células de mosquito pueden ser identificados faciimente
utilizando anticuerpos monoclonales tipo especifico, pero estos métodos: son muy
laboriosos. Los ensayos ELISA para el diagnéstico incluyen los tipicos ensayos de
captura en fase sdlida para la: deteccion de anticuerpos IgM e IgG y la deteccién de
anticuerpos IgE e IgA en suero, plasma o saliva (10).

~.3.12.1 Inmunoensayo enzimético (ELISA) de captura para IgM anti-dengue
Es el métado de eleccién por su economia, sencillez y relativa rapidez. Es de
gran utrlrdad para el trabajo durante epidemias y constituye el sistema de
eleccién para la vigilancia eprdemrolégrca ya que tiene una elevada
*gensibilidad y especificidad, sin embargo no ‘permite identificar los serotipos
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circulantes. Permite . un diagndstico répido : empleando..una.. sola: muestra
colectada en fase aguda, el d:agnésttoo temprano de esta enfermedad se

] puede mejorar si se colecta una segunda mu&stra alrededor del séptlmo de
mncaados los sintomas o ' S ‘ )

Los resultados de esta técnica deben mterpretarse con cuidado, porque
" dependen en gran medida del momento ‘en que se ‘tome la muestra y del tipo
. infeccién (primaria- 0 secundaria) que presente la persona afedada Los

anticuerpos IgM se desarrollan rapidamente durante la infeccion (la positividad

aigM se ha reportado en el 98% de las muestras con dengue en fase de
recuperacion) 'y son detectables a partir del quinto dia del comienzo de los
" sintomas, durando en sangre hasta 3 meses aproxlmadamente por lo que los
* sueros convalecientes deberén ser colectados antes de que la IgM alcance
niveles no detectablés. La deteocuén de antlcuerpos IgM antn—dengue indica
una infeccién activa o reciente (10). :

3.12.2 ELISA de captura de igM

VLas tlras son senslbmzadas con una mmunoglobulma de camero antl lgM
humana que reaccionara con los antrcuerpos de clase igM presentes en la
muestra del paciente. Al adicionar el antigeno del virus del dengue éste
reaccionara con Ias mmunoglobu!mas M apturadas sl estas son especmcas
para el virus. Postenonnente se adtetona el conjugado formado por
inmuglobulinas anti virus dengue acopladas a la enzima peroxidasa del
" rabano, que reaccionara con el émiéenb del virus. Cuando se adiciona el
substrato, este es degradado por la enzima peroxadasa traduc:éndose en un
- cambio de wlor en Ia neacclén en las mu&stras posrtwa (23)

3.12.3 MAC-ELISA (cépturé"'ds"anﬂéﬁérpos' s Ighi "anii‘-ueni;'ua) EEEE

Es el sistema propuesto por la OPS, por su elevada especificidad; sensibilidad
-y rapidez en su ejecucion. Es una herramienta de gran.valor para la vigilancia
serolégica de la fiebre del dengue y la FHD y es la prueba seroildgica
seleccionada por la mayoria de los laboratorios. Es apropiada para el anélisis
de sueros individuales colectados 5 o mas dias después del inicio de la

enfermedad (MAC-ELISA) (23).
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- 3.12.4 Prueba de neutralizaciéon por reduccion de placas

Es oostosa y labonosa y pocos laboratonos !a tzenen normahzada en la region.
Es muy atil para estudios retrospectivos para tratar de discernir los serotipos
circulantes en una determinada regién o grupo pobla(nonal (23)

3 12.5 Titulacién del wrus del dengue y neutrallzaclén por reduccnén de
placas
- (Morens et al. Tomado del Manual de Procedimientos del IPK. Cuba).

A :Técnm de elevada espeaﬁcudad utxl para la ldenuﬁwctén vn'al y para la

: deteocsén de antlcuerpos contra el vnrus del dengue Para esta prueba los
virus pueden ,_ser,‘,.a‘,gsladqsuen.‘cualqglgtjﬁ,s;stema aunque en ocasiones es
neoesario“ Aréalizar un pase por una linea de células de mamifero permisiva.
La utilizacion de células BHK 21 en la técnica de placas ha brindado
resultados satlsfactonos y rapidos (23).

3.13 Diagnéstico confirmatorio

La mhlblclén de la hemaglutmamén y la fi jaclén del oomplemento son especificas y
- sensibles pero ‘mas trabajcsas y nequ;eren de sueros pareados para la confirmacion
" de los casos (23) ‘

" 3 13 1 Hemaglutinacion e inhibicion de la hemagluhnaclbn
P - (Método de Clark y Casats}

“Algunos antlgenos vnrales tlenen capacxdad para aglutmar eritrocitos de
dlvexsas esmes sin embargo la presencta de anticuerpos especificos en el
suero del paciente evrtan la aglutinacion de los eritrocitos por tales antigenos;
cuando esto ocurre se evidencia la presencia de anticuerpos. El virus del
dengue aglutina g eritrocitos de ganso y humanos delgupo O. .

- Producto de la infeccién del virus se forman ‘anticuerpos que se unen al virus e
inhiben la hemagiutinacién.. El tituio de un suero es considerado como la
altima diluciéon donde se inhibe la hemaglutinacién (10).

S
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3.14 Otras Técnicas

3441 Técnlcas Moleculares

.El.desarrollo de las técnicas de reaccién en cadena de la . polimerasa es

. claramente uno de los principales avances técnicos en el diagndstico de las
-~ enfermedades virales. La habilidad para. amplificar millones. de veces una
.. minima -cantidad - de - 4cido nucleico:- provée a‘la técnica de un poder

-extraordinario (10). -

- 3.14.2 Reaccion en cadena de la polimerasa{PCR) = .~

ERREEN

' “Est4 utilizindose en forma crecienté para’ el diagnéstico de los flavivirus y
 especificamente para el diagnéstico de los virus del dengue. Mediante esta

técnica, el ARN viral es detectado en casi un 90%. Es una técnica de
diagnéstico muy atil debido a su sensibilidad, especificidad y deteccién rapida
de cantidades minimas de material genético viral en.las muestras de
pacientes. Ademés permite evidenciar una infeccion aunque el individuo se
encuentre en ventana inmunoldégica, lo que permite disminuir la transmision de

--gstas infecciones. - Utilizando la PCR se han detectado directamente los virus

- del dengue en sueros ‘de pacientes, ‘en mosquitos - infectados en

- - sobrenadantes de cultivo infectados y en larvas de mosquitos. Ademas,

" -permite el estudio de las caracteristicas genéticas de las cepas circulantes y

- detectar el &cido’ nucleico viral en los tejidos de pacientes fallecidos por

dengue:- La PCR 'potencializa la rapidez en el diagndstico, pero requiere
- facilidades especiales y equipamientos muy caros (10). = =

- 3.14.3 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT)

Variante de la Reaccitn en Cadena de la Polimerasa, utilizada para amplificar
y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la

- .amplificacién de ADN. Para ello emplea un molde de’' ADN, un par de
" ‘cebadores especificos,” un tampén de reaccién adecuado y una ADN
- = .polimerasa termoestable; a la mezcla se'le adiciona una muestra marcada con
-~ fluoruro que, en un termociclador con sensores para medir flucrescencia tras

ser excitado a una longitud de onda apropiada, pemmite medir la tasa de
generacion de uno o mas productos especificos. Dicha medicién, se realiza

luego de cada ciclo de amplificacion razén por la cual se le denomina PCR en
35


http:virales.La

tiempo real. En muchos casos el molde que se emplea para la PCR

cuantitativa no es desde el principio ADN, smc que puede ser ADN

complementario (ADNc), de hebra simple, obtemdo por retrotranscnpmén de

. acido ribonucleico. (ARN); en este''caso, la técnica es-una RT-PCR

- cuantitativa, RT-PCR en tiempo real o RT-Q-PCR (10). Debido a'la elevada

- gensibilidad :de la técnica, uno de los puntos mas importantes a la hora de

- realizar una PCR en: Tiempo Real, es la calidad del matenal de partida. Por

ello, la extraccién de los 4cidos nucleicos de la muestra toma un-papel critico

y fundamental. Aunque en los Gltimos afios se han hecho grandes progresos

en la simplificacién dé .la: extraccién y purificacion de: los acidos ‘nucleicos

- bacterianos y virales de muestras clinicas, fodavia no se ha encontrado un

método automét:co _universal que se pueda utilizar ‘;con"gua‘lqui,_er tipo de
- muestra(15). |

3144 Transcripcidn inversa - neaccién en cadena dela polimerasa
(RT-PCR) , R o

Es .un método in vitro que utiliza  la sintesis enzimatica para replicar

. -selectivamente. una regidon diana dentro de un ADN de doble: cadena, de
forma: similar la amplificacion de ARN puede -ser hecha proporcionando una

-~copia de ADN complementario (ADNc) que haya sido previamente sintetizada

... por una transcriptasa inversa. El principio fundamental es la amplificacion de
un fragmento especifico de ADN, por medio de ciclos sucesivos de
multiplicacion exponencial, hasta liegar a obtener una cantidad adecuada del
producto, el cual puede ser visualizado por electroforesis. Una sola molécula
puede generar mas de un milidn de copias de si misma. luego de 30 ciclos de
replicaciéon exponencial (10). -

Est& comprendida de tres reacciones consecutivas, la desnaturalizacién, la
“hibridacién  y la polimerizacién, elongacién o extension. Después de varios
_ciclos el producto predominante de la. reaccién sera aquella pieza de ADN

- la cual esta flanqueada por.los cebadores e incluird a los cebadores por si
- mismos (17).
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3.14.5 Versiones de RT-PCR: Gt DT s i e B

e Se ampliﬁca segmentos dela reguén de la eépsme \nral
¢  Se ampilifica parte de la regién no estructural dei vnrus NSS
e H PCR nested o doble PCR 0 PCR anidada, en la que se hacen dos
" . amphﬁcac:ones suceswas a pamr del producto mlcial obtemdo en la
pnmera se amplrf ea una reg:én amplla del virus del dengue oonsewada
“en Ios 4 serotlpos y en Ia segunda drferenies reglones especlﬁcas para
eadaserottpo (23) R

Una muestra positiva es aquella donde se logra amplificar un fragmento de

ADNc conel tamaﬁo esperado Un caso posmvo por RT- PCR de dengue es

"un easo conﬁrmado de dengue El RT~PCR es una prueba de dlagnésnco il

| ' y més sensnb!e que el alslamlento del virus y t:tulaaén dlreda del \nrus para la

: confi rmactén de lnfecclbn de vnrus de dengue en la infeccién secundana asi

| como en Ia mfecclén primaria, sobre todo cuando las muestras del plasma
son obtenidos antes de que la fiebre desaparezca.

”La amplrﬁcacrén de los ensayos mmunoenzrméhcos ﬂuorogémcos ha sido

o ":'descnta para la detecc;én e |dentlﬁeacu5n del dengue 3 en muestras de

' suems Este ensayo emplea plaws recubtertas con antlcuerpos

o monoclonales contra dengue 3. Una vez mcubﬁa Ia muestra se adicionan

‘ armcuerpos monoc!onales contra dengue blotumlades y seguldamente la beta

galactosidasa estreptawdma Esta técmca da la posmmdad de combinar el

efecto de amplificacion de las interacciones btotma eetremdma con una alta

sensibilidad en la deteccion ﬁuorogémca grac:as ala alta afinidad de Ia

- biotina. por sus enlaces multivalentes a la estreptavidina unida a la beta

_galactosidasa. Después de la optimizacién de este procedimiento se

- redujeron las interacciones inespecificas a las proteinas y se incrementaron

los enlaces espegificos por el antigeno. El 4cido nucleico.del virus de dengue

puede detectarse con sondas especificas de ADNc o sondas sintéticas de

. oligonucleotidos. Estas técnicas, usadas con sondas especificas de serotipo y

topotipo, seran putem;ialmente atiles no sélo para la identificacion sino

. también para hacer investigaciones epidemiolégicas del movimiento de
 ciertos topotipos (23). | ”
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3.15 Fiebre Hemorragica del Dengue S R B IR T IT R ORIt e

Cada afio se reportan hasta 250, 000 casos de dengue hemorragico y su incidencia
se ha cuadnphcado desde 1985 (24)

" En algunos msos una segunda mfewén con oepa dtstmta del wms dengue de una

. pnmomfeccaén produce ﬁebre hemon'ég:ca del dengue que se acompaiia de

‘choque grave (20) No obstante los casos de dengue hemorrégloo pueden ocurrir

ﬂpor mfeccuén primaria y esto depende pnnclpalmente del serottpo Los serotipos

DEN-2 y DEN-3 son los que mas casos severos eausan wgmdos por el DEN-1y
DEN-4 (1 1). ;

En 1981 y 1994 se mtrodu;eron cepas de DEN-2 genotlpo III y DEN-3 genotnpo 1,

; 'respectwamente las cuales mslonamn la mayoria de casos hemonéglcos en

palses asaétlcos La pnmera epldemla de dengue hemorréglco en Amérm ocurrié

| en Cuba con 10312 casos y 158 muertes yla segunda se asoci6 con més casos
severos en Panamé y Nlcaragua (1 1)

La fiebre hemonégm deI dengue se pmduce cuando los antxcuerpos no
’ | neutrahzantes estlmuian la entrada de tos wrus en los, macréfagos lo que activa los
| lmfocttos de memona T pmvocando la secrecsén de cxtocmas mﬂamatonas e inicia
las reacclones de hlpersensabmdad Estas reaccmnes provocan una debilidad y
‘rctura de !os vasos sanguineos hemorrag:a mtema y pérd:da del plasma lo que da
’Iugar a sintomas de shock y hemorragsa mtema (19)

Las manifestaciones’ hemorragicas del dengue son debidas a la pérdida del
* ‘plasma debido ‘al aumento de la permeabilidad vascular, lo que ocasiona
“aumento del hematocrito y presencia de colecciones hquldas en cavidades

- serosas (derrame pleural asat:s y derrame pencérdlco) (18 24) "
La FHD (fiebre hemorragica del dengue) se caracteriza por cuatro
‘manifestaciones  principales; fiebre alta, fenémenos ' hemorragicos,
" - hepatomegalia (aunque no se presentd en todos los casos) y a menudo,
insuficiencia circulatoria. La principal alteracién patofisioldgica que determina
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la gravedad .de la. FHD .y que la distingue del:-dengue:clasico, es la
extravasacion del plasma que se manifiesta por un creciente valor del
' hematociito y hemoconcentracién. La enfermedad generalmente comienza
"“ " ¢bn una elevacion sabita de la temperatura acompaﬁada de congest;én facial,
~ anorexia, vémltos cefalea y d0|ores musculares y amculares frecuentemente

'* hay dolor epigastrico. - ' A

Los fenémenos hemorragicos mas comunes son una prueba de tomlquete
positiva (>20 petequias/cm3, o prueba de Rumpel Leed), equimosis, epistaxis,
o hemorraglas gmgwales Yy hemn'aglas en Ios smos de punclén venosa.
| , chonaimente seobservan hemon'agnas gastromtestmaies ligeras. .

Durante Ia fase febnl pueden aparecer petequnas dlsemlnadas en las
extremidades, las axilas, la cara y el paladar blando tanbtén se puede
observar un exantema maculopapular o del tlpo de Ia rubéola En Ios casos
le\fes o moderados después de ceder la ﬁebre desapateoen todos Ios signos
y smtomas El descenso gradual de la temperatura puede aoompaﬁarse de

| sudoves profusos y altemones leves de la frecuencla del pulso y de la
presaén sangumea fnaldad de las extremidades y congestlén cuténea estas
" manrfestaaones son ei reflejo de leves y transitorios trastornos circulatorios,
como consecuencia de cierto grado de extravasacion del plasma. Los
paaentespueden rewperarsé»eéponténeamente o después de tratamiento
con liquidos y electroliitos (25).

3 15.2 Chstﬁcacwn por gravedad de Ia ﬁebre hemorrégica dol dengue

. Grado I ﬁebreysmtomas generales .
..Grado lI: hemorragia espontanea (generaimente cuiénea)
. Grado lil; insuficiencia circulatoria (hlpctensxén)
- Grado IV:.Choque (24)

- 3.15.3 Criterios de ;hospitalizacién para denguehemorrégico .

o P:el marmérea dtsmmuclén de pu!sos penfénoos uenado mpﬂar mayor de 3
segundos Presién artenal diferencjal dxsmmulda atteramones del estado

mental, taquicardia, hlpotensnén y oliguria (24).
39


http:hei'noconcentraa6n.La

3154 Signos de alarma para fiebre hemorréglca del dengue

| Dolor abdmnnnal mtenso y sostemdo vémrtos pemstentes coma, choque,

, msuf‘ mencna ventrlatona hemorragla v cnanosns derrame seroso detectado por
'chmca h;poalbummemta hepatomegaha mayor de 2 cm, aumento brusco del
hematocrito concomltante con rép|da dtsmmucaén del recuento de plaquetas
(10).

316Trahmlento N
' La ‘evaluacién inicial del pacaente con dengue definira si el tlpo de atencién que
necesita ‘sera ambulatona u hosp:talana y qué deasmnes dimcas y terapéuticas
deben ser tomadas. Segun las cuatro categonas de la clasifi cacxén el lugar de

' tratamlento del paonente seré (20) b

__Categoria de la Clasificacion _Lugar de Tratamiento
Dengue sin signos de alalmaniotras | - -~ * Ambulatorio '
L enfemedades . L L
Dengue con otras enfermedades de ‘Seguimiento estricto ambulatorio o
' base : - _internacion en Sala'General -
Dengue con sgnos de alaxma __|__Intemacién en Sala General
Dengue Grave Intemactén en Sala de Cuidados
- | 3 Intensivos

Tomado de: Argentina. Ministerio de Salud de la Naci6n. Direccién de Epﬂemnoldéia Guia para el
equipo de salud No. 2.[en linea] Argentina: MSAL -. faccesado 13-de mayo 2010] . Disponible en:
www.msal.gov.ar

3.16.1 En pacientes con dengue sin signos de alarma y sin enfennedades
de base V ) L L a

El tratamrento puede ser domlc:hano mdlcando aI pac;ente y su famma que
concurra al centro de salud si aparecen los sigrios de alarma; dolor abdominal
intenso o sostenido, vomitos abundantes y..frecuentes, manifestaciones
hemorragicas, imitabilidad, somnolencia o ambos: Se debe indicar reposo y
reposicion de liquidos de contenido electrolitico por via oral. En menores de 6
meses, continuar con lactancia materna, aumentando la frecuencia seguin
demanda. En nifios mayores de 6 meses continuar alimentacion habitual: Se
debe proteger al paciente de la pncadura de mosqu:tos mientras se encuentre
febril, ‘para evrtar la transm:suﬁn viral. Se puede indicar paracetaml para el
dolor y ta fiebre, los AINES estan contramdmdos (20)
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- En lo posible estos. pacientes deben ser evaluados diariamente buscando
. .signos de alarma, particularmente desde el inicio de la-disminuciéon de la
fiebre hasta 48 horas después. . Co o

_Se . debe - brindar .informacién acerca de la -enfermedad,. su modo de
transmision y la forma de prevencion tanto al paciente como a su familia.
Entre las medidas a tomar se encuentran:

* - Reposo relativo en'cama, con aislamiento.. -
e Adecuada mgesta de hqundos (2 fitros 0 mas por dua)
e  Paracetamol-
o Adultos; 500mg cada 6 horas, maximo 2 gramos por dla
o - Nifios: 10 a 15 mg/Kg/dia. - e
- o - No usar antiinflamatorios no esteroideos.: -
«  No administrar antibiéticos ni corticoides.
e Evitar medicamentos por via intramuscular.
o Dar la informacién oral y escrita sobre s;gnos de alarma, medidas de
prevenctén ycontramdlcacaones ’ ‘

Para el seguimiento del paciente se deben tomar en cuenta:

s  Control diario.
e Buscar signos ‘de alarma en cada conisulta hasta 48 horas pcstenores al
cese de la fiebre.
e  Buscar signosy smtomas de mejorla clinica.
‘o Hemogramia diario, si es posible, o cada dos dias.

3.16.2 En pacientes con dengue sin signos de alarma con enfermedades
.- de base oriesgosocial : .

El tratamiento de este grupo de pacientes puede ser hospttalano ya que los

pacientes con dengue sin signos de -alarma que tienen condiciones co
-existentes (como por ejemplo, embarazo) o que tienen riesgo social, pueden

requerir una atencion diferente que, en muchos casos, no.es factible brindar
~ en el domicitio. .
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- Enfermedades . tales como obesidad,  diabetes - mellitus, enfermedades
. hematol6gicas crénicas y cualquier otra. enfermedad cronica, pacientes que
reciben tratamiento mantenido con anticoagulantes @0 corticoides, o
embarazadas pueden, asociadas al dengue, hacer mas complicado su
manejo. L.a misma situacién puede darse con personas ancianas con dengue
0 con nifios y niflas muy pequeiios. - -

Otras condiciones que pueden requenr un manejo diferente de los pacientes
con dengue sin signos de alarma son las de riesgo social, incluyendo aquellas
causas que dificultan el seguimiento del- paciente, ya sea por la residencia
lejana u otro factor como vivir solo 0 en condiciones de pobreza extrema.

En el caso de que el paciente con. dengue no tolere la via oral, se indica
hidratacién endovenosa a 2-3 mlkg, controlando las condiciones co
existentes, como la insuficiencia cardiaca, la .insuficiencia renal, la edad
avanzada, en las que se debe controlar la expansion cuidadosamente.

En nifios el volumen de liquido necesario es similar al del tratamiento de la
diarrea con una deshidratacion isoténica leve o moderada (déficit del 5 al 8%):
20-30 mi/kg cada 30 minutos via oral.

Se debe controlar ia aparicion de signos de alarma, y proteger al paciente de
las plcaduras de mosqurtos mlentras se encuentre febril, para evitar la
transmision viral.

El manejo de ﬂqiqoé para adultos, se r\ecomieAn‘da: de la siguiente manera:

e Hldrataeuén wa oral de acuerdo a condaclén pree:us!ente L

e "SI no tolera Ia via oral iniciar hldramcién endovenosa con cnstalold&c a
-.2-3 m/Kg, de acuerdo a condiciones preextstentes

s ~ Aislamiento de los mosquitos.

« -~ Vigilancia clinica especifica segun el tipo de condicién asociada.

e Tratamiento sintomatico igual que para‘los casos ambulatorios.

¢ Dar la infformacion oral y escrita sobre medidas de ‘prevencién y

contraindicaciones a sus familiares.
42.


http:manejo.La

A los pacientes incluidos en este manejo se deben tomar en cuenta:

Control de signos vitales con balance hidrico.

Buscar signos de alarma hasta 48 horas después del cese de la fiebre.
Hemograma diario.

Vigilar condiciones asociadas (20).

3.16.3 Pacientes con dengue con signos de alarma y con criterios para
dengue grave

En los casos en los que el paciente presenta signos de gravedad, se debe
expandir enérgicamente al paciente y evaluar estrechamente su evolucién
controlando:

Signos vitales
l.lenado capilar
Hematocrito
Diuresis

Si el paciente se encuentra en un servicio de salud ambulatorio, iniciar la
expansion endovenosa obieniendo el hematocrito antes de iniciar la
expansion de volumen de ia siguiente manera:

Iniciar solucién fisiolégica Lactato de Ringer a 20mi/Kg en 15-30 minutos.
Si el paciente mejora se continua infusion con la misma solucion a
10ml/Kg por 1 hora. Si sigue la mejoria se debe continuar reduciendo el
goteo.

Si el paciente no mejora y el hematocrifo sigue alto, repetir el
procedimiento de expansion (20mli/Kg 15-30 minutos).

Si no mejora y el hematocrito continda elevandose, iniciar coloides, 10-
20mi/Kg en 30-60 minutos. Si mejora se cambia a soluciones
cristaloides, 10ml/Kg en 1 hora. Si no mejora, continuar con coloides 10-
20ml/Kg en 1 hora. Y si después de todos los procedimientos antes
propuestos el paciente no mejora se considera el uso de aminas
vasoactivas mas la necesidad de transfusion sanguinea (20).
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4, METODOLOGIA

4.1Tipoy disefio de investigacion
- Descriptivo(26).

4.2 Unidad primaria de muestras

‘1. Paciente con sospecha clinica de dengue ‘de toda edad y ambos sexos, que
asisti6 a los Servicios de Salud publicos 'y privados del' municipio de Gualdn
Zacapa.

2. Paciente que durante el periodo estudiado fue ingresado en el Hospital Regional
de Zacapa con impresién ‘dini‘cv:a"de den‘gue“‘ylo” 'manifestaciones hemorragicas de
dengue. - o o

4.3 Unidad de anélisis
4.3.1 Marco muestral

Pacientes de toda edad y ambos sexos que habitan en el municipio de Gualan
Zacapa y todos aquellos pacientes hospltahzados ocn easo sospechoso de
dengue en el Hospital Regional de Zacapa.

4.3.2 Seleccién de los sujetos a estudio

Sé : tom6 en cuenta a todos los pacientes que durante las semanas
epidemioldgicas 21 a 27, cumplieron los criterios de caso sospechoso de dengue
definido por la OPS y que asistieron a los servicios de salud d@l municipio de
Gualan Zacapa o fueron hospitalizados en el Hospital Regional de Zacapa.

4.3.3 Métodos y técnicas de muestreo.

Muestreo no probabilistico (26).
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4.4 Criterios de exclusion Sl ek

e Paciente con cuadro clinico sospecho de dengue que presentara inmunosupresion.

» Paciente sospechoso de dengue o dengue severo y con diagndstico previo de:
hemofilia, purpura trombocitopénica idiopatica, policitemia o lupus eritematoso
sistémico. e

» Paciente sospechoso de dengue o dengue.confirmado intervenido quirirgicamente

en las dltimas 48 horas previo a la toma de muestra

4.5 Definicién y Operacionalizacién de Variables

[ - Instramen
Variable | - Definicion tg‘*ﬁ""’!";- ;;Pn: :‘: | Escala | tode. .
pe medicion
Todo paciente | Todo paciente
que presente | con
enfermedad caracteristicas
ol 2o | s, e
de hasta 7 tenga fiebre,
* diass Yy que se artralgias, dOIOf
| acompafia de 2 fetroocular,
6 méas de los | Mialgias,
siguientes mamfestacaqne‘ oo
sfsasoh sintomas: s hemorragicas '"’er’ifgato
osop?!ce fiebre, Cefalea, | © erupcion | Cualitativa | Nominal E "
dengue | dolor cutanealeve. |° = ‘B l):(;rp;n
: retrorbitario,
mialgias,
artralgias,
" |'erupcién
-| cutanea,
manifestacione
s hemorragicas
leves,
leucopenia
Caso Igsd:echos:aso/ Paciente con Test de
confirma | confirmado por 'gM anti dengue Cualitativa | Nominal | ELISA y/o
dode | laboratorio por y/o PCR BOR
dengue | deteccion  de positiva
IgM anti dengue
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yloPCR. = - ¢
Tiempo o | Dato
g::dscurﬁdo l Edad en afios proporcson ,
e e i Nominal - =‘r-.;do ‘en la |
Ed ue proporcionada
I dinica'
Tipo serolégico .| Determina
de un cién de
determinado serotipo
~~ | organismo . Identificacion = | por medio
:‘::t‘g‘cad" 1o | 48 Serotipo vira de
ggng antigenos que m?“’%‘SN F;CR .+ -~ |"Nominal | reaccién
del | Presentanensu DEes ) DéN 3 Cualitativa en cadena
dengue sumec.g Y DEN-4 e imerass
R gz‘rl:)t?;os Los: ¥ UE] polimerasa
| permiten
. | diferenciar. o
organismos a
nivel de
subespecie.
Proteina no |. ‘ «
‘estructural  de
.. .| expresién de la- Detenmnaclén Reaccién
Proteina | superfice =~ | de anticuerpos | . positiva
_ de_ celular de las con‘tra protema Cualitativa | Ordinal | para
liberacio | células -: - NST o anticue
n NS1 |infectadas por PO
virus dengue. s oontra
- | proteina
NS1

4.6 Instrumento, procedimientos y técnicas

4.6 1 lnsirumenﬁo de mcoleccién do dataos

. 4.6.1.1 Ficha clinica de “caso. sospechoso de dengue™:

En la ficha clinica se ‘solicité los nombres y apellidos completos de los
participantes en el estudio, ademas de edad, sexo, procedencia, inicio de
sintomas, fiebre cuantificada, aitralgias, mialgias, manifestaciones
hemorragicas (Signo de Rumpel Leed) y ‘dolor retroorbitario, estos datos,
- fueron anotados en el instrumento, ademas de incluir la evaluacién clinica
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de cada paciente. Los datos generales de la ficha clinica se utilizaron
_para la identificacién posterior de las muestras (ver anexo t).;

46.2 Procedimientos:

El estudio se llev a cabo de acuerdo a las siguientes fases:

'4.6.21 FASE|

46.22 FASE Il

Logistica: Se solicitaron-los permisos respectivos a autoridades
gubemamentales, mumcxpales comumtanas y de salud para la
realizacion del estudlo o ’

Divulgacion: Se visité ;ai ‘personal médico del sector pablico y
privado y se informé acerca del estudio, rse solicité Ia
colaboracion de ambas entidades, para la tdent:ﬁcacxén de
pacientes con caso sospechoso de dengue.

Promocién: una semana pnevia al inicio de la “i’ealizacién del
promocién en éreas eshatéglcas incluyendo anuncles a través
de canales de comunicacién y audiovisuales.

Distribucion: Se trabajé de lunes a jueves, en horario de 9:00 a
16:00 y se distribuy6 a los integrantes del grupo de la siguiente:
manera: 1 mtegrante de grupo se ubico en el Centro de Salud de
Gualan Zacapa, 2 mtegrant% se ocuparon de la busqueda
activa de casos en el municipio y 2 integrantes se ubicaron en el

- Hospital Regional de Zacapa.. -

., Identificacion: En la comunidad. se solicité al personal médico

. de los servicios de salud tanto piblicos como privados del area
~ de estudio, que al identificar .un caso febril fuera referido al

Centro de Salud de Gualan Zacapa; tres integrantes del grupo
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realizaron busqueda activa de casos febriles los que fueron
evaiuados clinicamente para: determinar si llenaban ios criterios
de caso sospechoso de dengue en las aldeas del municipio de
Gualan. En el Hospital: Al mismo tiempo se identificaron
.- pacientes ingresados en los diferentes servicios con impresién

‘- ~clinica de dengue.

-Se clasificé por clinica a los pacientes y previo consentimiento
informado firmado  por el mismo se procedio a tomar la muestra
" sanguinea.

Preparacién para la toma de muestra: se tomaron en cuenta
todas las nommas de bioseguridad vigentes tanto para pacientes
como para personal médico encargado de tomar las muestras

con utilizacion de guantes, batas y reahzac:én de asepsia y
| antlsepsla antes de la toma de muestra

Toma de muesim prev;o ala toma de muestra se rotularon los
tubos de ensayo con nombres apellldos y fecha de toma de
muestra asi como el !ugar donde se contacts al paciente, luego
se procedlé a tomar una muestra de sangre venosa en brazo
| mquaerdo a todos los pac;entes que pamc:pamn en el estudio,
| tomando un toial de 8a10 mmhtros de sangre para adultos y de
' 2 a 4 mililitros para mﬁos y colocada en un tubo de ensayo sin
antlcoagulante para luego ser centnfugadas en el laboratorio del
Centro de Salud de Gualén y en el laboratono del Hospital
""Reglonal de Zawpa ‘ "

o Transporte de muestras: pnev:a centnfugacxbn las muestras

fueron almacenadas en refngeracaén a 4 grados centigrados en
el laboratorio del Hosp:tal Regwnal de Zacapa para los casos
| “hospﬁalanos y en el laboratorio del Centro de Salud de Gualén,
para las mu&stms comumtanas luego fueron transportadas en
termos a una temperatura de 8 grados centigrados (con finalidad

de presewar la cadena de frio se utilizaron termémetros dentro
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- . de los mismos) -,y posteriormente procesadas en el Laboratorio
- Nacional de Salud, entregandolas . el dltimo viemes de cada
i . . . semanaepidemioldgica. -

e .. Recepcitn de muestras en el-Laboratorio Nacional: junto con
los sueros de las muestras previamente centrifugadas, se
entregd copia del instrumento de recoleccién de datos y copia de
ficha epidemiolégica-del Ministerio de Salud Publica y Asistencia

- Social- (MSPAS), - confimando. mediante listado previamente
elaborado que no faltara ninguna muestra, luego se obtuvo
fecha y sello del Laboratorio Nacional, asi como fima de la
persona que recibio las-mismas.. ... -

- 4.6.2.3 FASE I
. Técmcas utllizadas todas las muestras obtenidas se
procesamn en el Laboratono Nacaonal de Salud, de la siguiente
manera: si la enfermedad se enoontraba dentro de los primeros
3 dias se neallzé PCR y serotlplﬁwclén si el paciente habia
'refendo tener 4 o més dlas con Ia enfermedad se realizé IgM
Vant:-dengue por medlo de ELlSA ‘A los pacientes con
' fmamfestaclones hemonéglcas provementes del hospital se les
'realnzé determmacuén de antcuerpos contra proteina NS1. A

‘todas las muestras hospxtalanas por protocolo del Laboratorio
Naclonal de Salud se ies nealazé semtogla y PCR.

e Reaccnén en cadena de la pohmerasa se realiz6 PCR para
obtener la serahplﬁcauén de las muestras de todos los pacientes
hosprtahzados y de los casos sospechosos detectados en la
comumdad segun la fecha de |n|c|o de smtomas

L. | ﬂ {IgM para ELISA _se determmé la concentracsén de IgM anti
o dengue por método de EL!SA a los participantes que
_presentaron sospecha chmca de dengue de mas de 5 dias de

| “evolucién a mvel oomumtano 'y a todas las muestras de los
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participantes con impresién. clinica de dengue con o :sin
inmunocromatografia en placa en el -Hospital Regional de

. Proteina NS1: se determiné por. medio: de -anticuerpo
monocional a pacientes hospitalizados con diagnéstico de
dengue en el Hospital Regional de Zacapa. Originaimente se
planted examnar las muestras sanguineas de pacnentes con
‘}dengue severo en busqueda de esta protema con el objetlvo de
“anal:zar la presenc:a de ésta en paclentes hospltahzados pero

B por cntenos intemos del Iaboratono Nacional de “Salud,
 Gnicamente se seleocsonaron 15 muestras al azar de casos
: conﬁrmados de dengue lncluyendo a ambos grupos comumtano

| <y hospctalano ‘

4.6.2.4 FASE IV:

e Entrega dé Resultados: Los resultados de las muestras fueron

" entregados a los integrantes del grupo de tesis, por la encargada

del departamento de serologia y virologia del VLaborator'io

Nacional de Salud, quedando pendientes 15 muestras que por

. criterios intemnos del Laboratorio de Salud no fueron procesadas.

- Los resultados obtenidos fueron enviados por via electronica al

) depa:ﬁamemo, del Epidemiologia del Hospital Regional de
Zacapa y al Centro de Salud de Gualan.

4.7 Procesamiento y andlisis de datos

A los pacientes referidos con sospecha clinica de dengue, se les interrogd para
verificar si coincidian con la definicién de “caso sospechoso” de dengue de la OPS; a
continuacién si el caso referido coincidia con la definicién por evaluacion clinica,
previa firma del consentimiento informado, se obtuvo una muestra de sangre venosa
de 8 a 10 centimetros clbicos para adultos y de 2 a 4 centimetros ctibicos para niflos.
Posteriormente las muestras fueron transportadas al Laboratorio Nacional de Salud en
donde fueron procesadas, con todas las nomas de calidad y bioseguridad
establecidas (11). Si el paciente evaluado se encontraba cursando en los primeros 3
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. .dias de sintomatologia clinica se realiz6 PCR y si el paciente presentaba mas de 4
- dias. .de sintomatologia se le realizdé diagnodstico por medio de IgM anti-dengue
(ELISA). Luego de obtenidos los resultados del trabajo de campo, se ingresaron en
una hoja electrénica en el programa EXCEL y posteriormente fueron procesados y

- analizados por medio de Epi-info-version 3.5.1.

4.8 Alcances y limites de la Investigacion -

(,'Los alcances del presente estudlo fueron el dlagnéstlco de dengue y la identificacion

_de serotlpos virales por medlo de serologla y PCR en nempo real y su relacién con la
severidad de los casos ademés de Ia relac:én entre mfecclén previa y dengue
| 'hemorragm Las principales hmnanm del estudio fueron falta de capacitacion del

personal de salud tanto en Gualén como en el Hosprtal Reglonal de Zacapa para la
identificacion de “caso sospechoso de dengue”; Ia dlsperswn de los habitantes del
municipio de Gualan, en albergues debida a que la toma de muestras por razones
ajenas, coincidieron con el desastre natural ocasionado por la tormenta. tropical
'_ Agatha asi como las 15 muestras no prowsadas por eI Laboratono Nacional de
Saiud que lmpndleron obtener Ios resultados de todos ios suems obtenidos.

- Se informé y solicité el permiso a las ‘autoridades correspondientes, se informo a la
poblacitn a través de medios de comunicacion sobre el lugar donde se llevé a cabo el

- procedimiento para la toma ‘de muestra, explicando detalladamente Ia técnica para la
extraccion, manejo y transporte de la misma. Se solicité consentimiento informado a
cada uno de los pacientes seleccionados para el estudlo (ver anexo ll) - -
Se respetaron los derechos del autor con Ias blblrograf'as utlhzadas y Ia ldentudad‘
integridad fisica y emocional de la poblacién de la muestra.

4.9 1 Camgoria del estudlo . ,
Este estudio corresponde a la, categona de. Rlesgo 11 (26):
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5. RESULTADOS

. 5.1 Tabla 1 .
Distribucion epldemioléguca y clinica de 131 casos sospechosos y dlagnosticados
de dengue en el Centro de Salud de Gualan, biisqueda activa y Hospital Regional de
Zacapa durante las semanas epidemioldgicas 21 a 27, mayo-julio, Gualan, Zacapa,

Guatemala, agosto 2010
: NI f ' %
"Sexo - [|Masculno - - 71 | - 542
Femenino ) 680 " 458
. _ “Total ) , 131 ' . 100
Edad 0-9 . ‘ 24 18.32 -
' 10-19 ‘ 42 © 32086
2029 : C 21 T 4803
30-39 ' 20 ’ - 15.28
40—-49 4 3.05
50-59 g e ' 6,87
6069 « 8 6.10
Mayor de 70 : 3 228
Clasificacion de Dengue segtin | Clasico 116 . 885
clinica : Hemorragico ' 15 115
Serotipo = DEN-1: . . . . S3 23
DEN -2 : ‘ 10 ' 17
Casos Sospechosos Comunidad 71 54
Hospital 60 .48
A V - | Total . L 13 100
Casos Confirmados Comunidad 18 474
Hospital 20 , 526
Total 38 100
Métodos Diagndsticos = __gy! Procesadas 109 100
C S Positivas 30 ‘ 27.6
" Negativas ' 79 72.4
PCR Protesadas ; 13 100 .
. Comunidad e 12 S 923 :
Hospital ‘ 1 7.7
NS1 Procesadas 15. 100
Positivas . , 4 2686
Negativas ‘ 11 733
Promedio dias con sintomas V - 4.85
Severidad Clinicamenteevaluada |Lleve = = . . | = 41 . .. 100
‘ Comumdad 2 4.9
Hospital : 39 961
Moderado : 81 100 -
"~ ‘Comunidad 29 358
Hospital 52 64.1
Severo 8 100
Comunidad 2 25
Hospital 6 75
Complicados 1 100
Comunidad 1 100
Hospital 0 0

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos

53



- -5.2 Tabla 2

Datos generales y epidemiol6gicos comparativos de los 131 casos sospechosos y
-diagnosticados de dengue en el Centro de Salud de Gualén, blisqueda activay -
Hospital Regional de Zacapa durante las semanas epidemiologicas 21 a 27, mayo-
' * julio, Gualan, Zacapa, Guatemala, agosto 2010 :

. Comunidad o Hospital
: A : f % f %
Masculino 32 4507 39 65
Sexo | Femenino 39 | 5492 21 . 35
. Total : 71 54.19 60 45.81
0-8 , 7 - 9.80 17 28.3
10 - 19 25 35.20 16 26.6
- 20 - 29 10 - 14.00 12 20
3039 14 19.70 6 10
Edad | 40_40 | 4 | 580 0 0
150-59 5 1 704 4 6.7
80 ~69 5 - 7.04 3 5
. .~ | Mayorde70 o - 1.43 2 - 3.4
- Tipode | Clasico 69 . 97.2 47 78.3
Dengue |Hemorragico | ' R
Segun 2 2.8 13 21 .7
 clinica o
~ |DEN=-1 | 3 25 01 0
Serotipo | DEN-2 9 75 1 100
. | Total . .12 , 100 | ... 1 100
| lgM procesadas 50 70.4 59 | 983
, Positivas 10 20 20 33.90
, Negativas 40 - 80 39 66.10
Disgnéets | PCR procesadas | 12| 100 59 100
coS Posttivas 12 100 1 1.69
~ Negativas 0 0 58 98.31
NS1 procesadas 13 100 2 100
Positivas 4 308 0 10 ]
Negatvas | 9 | 692 | 2 | 100
Promedio '
dias con B 456 | 5.21
‘sintomas :

Fuente: Instrumento de recoleccién de datos
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5.3 Grafica1 =
Frecuencia de casos sospechosos y casos confirnados dengue en el Centro de
Salud de Gualén, blisqueda activa y Hospital Regional de Zacapa durante las -
mmepldemoiégscasm -a 27, mayo-ulio, Gualan, Zacapa, Guatamala agosto

2010
40 : .
30 — — /
20 S — //\ ’ / ' _ Caso sospechoso
. / T T
0

21 22 23 24 25 26 27

Fuente: mslrumerito de :ecolecciéh de datos |

- 54 Tabla3

Sintomas y signos més frecuentes en los 131 participantes identificados como caso
sospechoso de dengue en el Centro de Salud de Gualan, por basqueda activay
Hospital Regionai de Zacapa durante las semanas epidemioldgicas 21 a 27, mayo-

julio, Gualan, Zacapa, Guatemala, agosto 2010

Comunidad Hospital
e F o F
Sintomas y Signos (o=71)_ o | m=e0) | %
Cefalea ' . 65 915 | 49 81.7
| Mialgias - - | 64 901 | 45 75.0
Artralgias | 'B5. | 774 | 50 83.3
Dolor Retroorbitario ' 56 78.8 36 1 60.0
Fiebre 67 - 943 55 91.7
| Rash 6 85 | 15 25.0
Rumpel Leed 1 1.40 1 1.70
Manifestaciones hemorréglcas 2 "2.80 15 250

Fuente: Instrumento de recoleccién de datos
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5.5 Diagrama 1

‘Origen, clasificacion, severidad, método diagnéstico, serotipo y presencia de
proteina NS1 de los 38 casos confirmados de dengue en el Centro de Salud de
Gualén, busqueda activa y Hospital Regional de Zacapa durante las semanas
epidemioldgicas 21 a 27, mayo-julio, Gualan, Zacapa, Guatemala, agosto 2010 -

| ' l
COMUNIDAD ' HOSPITAL
18 20

l CLASIFICACION

CLASICO -~ CLASICO
18 14

HEMORRAGICO HEMORRAGICO
0 6

SEVERIDAD

LY e o IBVE

MODERADO | |~ * > MODERADO
8 18

. SEVERO IR SEVERO
1 , 1

~COMPLICADO = COMPLICADO
it 0

METODO DIAGNOSTICO

oM PCR : IgM PCR
6 12 ’ - 1 19| .| 1
SEROTIPG

— i
DEN 1 DEN 2 IDEN1| |DEN2
3 9 0 1

NS1 POSITIVA

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos.
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5.6 TABLA 4

Clastficaci6n del dengue en pacientes con diagndstico conformado por PCR tiempo
real y/lo lg!ll en el Centro de Salud de Gualan, por biisqueda activa y Hospital
Regicnal de Zasapa durante las semanas epidemioldgicas 21 a 27, mayo-julio,
Gualan, Zacapa, Guatemals, agostc 2018

Clagificacion | IgM PCR igMy PCR*
Clasico 24 8 5
Hemormragico 6 0 0

Fuente: instrumento de recoleccion de datos
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- 6. DISCUSION

De los 131 de casos sospechosos identificados, se confirmé el diagnéstico de dengue en
38, lo que equivale al 29%, estos fueron confirmados por medio de IgM anti dengue por
método de ELISA y/o por Reaccién en Cadena de la Polimerasa; de ellos 18 fueron
detectados en la comunidad y 20-en el Hospital Regional de Zacapa. El intervalo de edad.
mas afectado en.la comunidad fue de 10 a 19 afios y en el hospital de 0 a 9 afios de
edad. Estos datos indican que es la poblacién de edad escolar y de adolescencia la més
afectada por la infeccién del virus dengue y que los casos hospitalarios se presentaron en
personas aun mas jovenes lo que concuerda con estudios previos que evidencian que
debido a factores inmunoldgices, son 10s menores de 15 ailos de edad los mas afectados
por este padecimiento (17). -~ -

Los serotipos virales identificados en este estudio fueron DEN-1 y DEN-2; el serotipo

DEN-2 también fue aislado en la epidemia del afio 2009; en el afio 2008 se aisié DEN-2

y-DEN-4, segln los datos reportados por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social

(2,11), lo que significa que en el departamento de Zacapa circulan 3 de los 4 serotipos del-
virus del dengue. En el presente estudio el serotipo DEN-2 fue el predominante,

encontrandose en 10 de los 13 casos en los que se logré determinar . serotipo,

representando el 76% de los casos. El serotipo DEN-1 dnicamente se presentd en el 24%

de los casos, todos provenientes de la comunidad. Segun los resultados del presente

estudio, el serotipo DEN-2 es el que  se encuentra relacionado con aparicién -de
manifestaciones hemorragicas, tal. como lo exponen estudios previos que han demostrado -
relacién entre éste y manifestaciones hemorragicas independientemente si es o no primo

infeccion (11). El aislamiento de DEN-1 es importante ya que la presencia de un serotipo .
distinto al del afio anterior puede provocar casos hemorragicos y severos debido a que la

reinfeccion y la circulacion de los cuatro serotipos en un mismo jugar son considerados

factores de riesgo para la fiebre hemorragica del dengue (7).. .

La IgM anti dengue por método de ELISA utilizado por el Laboratorio Nacional de Salud-
para el presente estudio, tiene sensibilidad del 98% y una especificidad de 99%, esta se
corrio en 50 muestras provenientes de fa comunidad de las cuales 10 fueron positivas y
en 59 muestras: provenientes del Hospital, de esas 20 fueron positivas (Tabla I, I, 1li). Lo
anterior puede deberse a varias situaciones, una de ellas es que los tituios de IgM se
empiezan a elevar en la fase aguda de la enfermedad aproximadamente a los 5 dias del
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inicio de sintomas, sin embargo, los titulos de anticuerpos IgM, alcanzan su mayor nivel
entre los 15 y los 20 dias del inicio de la enfermedad, los pacientes estudiados tenian en
promedio 6 dias de sintomatologia (Tabla 1) lo que explicaria por qué la mayor parte de
los pacientes obtuvieron resultados negativos. También cabe destacar que cuando se ha
padecido de una infeccion previa, los titulos de IgM-para déngue pueden elevarse muy
poco, siendo indetectables para las pruebas estandar utilizadas. Cabe resaltar que
solamente 6 de estos 30 casos confirmados, refirieron haber presentado una infeccion
previa por el virus dengue, 5 de ellos provenian de la comunidad y 1 del hospital.

Los serotipos encontrados por PCR, fueron DEN1 Y DEN 2, logrando identificarse en 13
casos, esto a pesar de gue el promedio de los dias con sintomas en los que se captaron
fue de 4.56 dias, lo que significa que la mayoria de muestras se encontraron dentro del
periodo tardio para cultivo viral (siendo el tiempo ideal para esta prueba de 0 a 3 dias), sin |
embargo en el presente estudio, se identificé el serotipo con un promedio de 4.56 dias,
debido a'que la PCR en tiempo.real es una metodologia altamente sensible; seglin estos
datos, al no utilizar un método altamente sensible como la PCR en tiempo real, debe -
acortarse el -periodo de tomas de muestra a 3 dias o menos, teniendo en cuenta que el
periodo de viremia se prolonga hasta las 72 horas del inicio de la sintomatologia,
transcurrido este tiempo, el efecto citopatico provocado por el sistema inmunolégico del
huésped impide su deteccién (7). - B - C

En lo que respecta a los resultados obtenidos en el Hospital, 17 de los 60 casos
sospechosos identificados, presentaban -pruebas positivas de inmunocromatografia por
placas para deteccién anticuerpos IgM anti dengue, utilizada intrahospitalariamente para
diagnéstico de dengue. De todas las muestras enviadas al'Laboratorio Nacional de Salud,
solamente 20 fueron confirmadas por IgM y/o PCR, fo que podria explicarse por el nimero
de dias con sintomas que los pacientes poseian, sin embargo quedara para estudios
posteriores, determinar la calidad, sensibilidad y especificidad de la prueba rapida
utiizada en el Hospital, para determinar si realmente estos casos son positivos, pues
ninguno-de los 17 participantes con inmnunocromatografia por placas positiva fue positivo
en las pruebas utilizadas en el Laboratorio Nacional de Salud para este estudio; Lo
anteriormente descrito .cobra importancia para la Salud Publica ‘ya que los métodos.
estandar utilizados para el diagndstico ‘de las enfermedades infecciosas; deben ser
confiables, de rapido diagnéstico y no deben representar una carga econémica-elevada. -
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La proteina NS1 en el presente estudio iniciaimente fue planteada para determinacién en
casos de dengue severo confirmado y en pacientes hospitalizados, sin embargo por
criterios intemos del Laboratorio Nacional de Salud, solamente se determiné en 15
muestras tomadas al azar de los 38 participantes con diagnostico confirmado de dengue,
de ellas solamente 4 fueron positivas. Estas pruebas positivas se presentaron en casos
de dengue leve y moderado que provenian de la comunidad, ninguna fue detectada en
casos hemorragicos ni en casos severos. Segun los resultados obtenidos en el presente
estudio, la proteina de liberacién NS1 no se expresa solamente en casos complicados,
sino también aparece en casos moderados y leves, al contrario de lo que exponen
estudios previos que refieren que la proteina de liberacién NS1 se expresa en la superficie
de las células infectadas por el virus en casos severos de dengue (7). Los datos anteriores
evidencian que no se han realizado suficientes estudios acerca de esta proteina y la
importancia de utilizar métodos diagndsticos precisos para el prongstico de esta
enfermedad, que podrian predecir la evolucién de la misma.
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7. CONCLUSIONES

Durante las semanas epidemioldgicas 21 a 27 del afio 2010 se identificaron 131
casos sospechosos de dengue. En la comunidad se captaron 71 casos durante este
periodo en comparacién con el afic 2009 en el que se reportaron unicamente 3
casos sospechosos durante el mismo periodo. En el Hospital Regional de Zacapa,
se identificaron 60 casos sospechosos de dengue, de ellos se confirmaron 20 en
comparacién con el afo anterior en el que se confirmaron, en estas semanas
epidemioldgicas 3 casos de dengue clasico y 1 caso de dengue hemorragico.

Se diagnosticaron 38 casos de dengue por medio de IgM anti dengue y PCR en
tiempo real, se determinaron DEN-1 y DEN-2 como los serotipos virales circulantes
en el Centro de Salud de Gualan, por bisqueda activa y Hospital Regional de
Zacapa, hallazgo importante porque significa la existencia de factores de riesgo para
fiebre hemorragica de dengue en casos futuros.

La poblacién en edad escolar y adolescencia fue la mas afectada lo que confirma
que las personas mas jovenes son las que tienen mayor probabilidad de sufrir la
infeccion por el virus del dengue debido a factores inmunologicos.

El serotipo viral DEN-2 identificado, presenté mayores manifestaciones clinicas, en
relacion a las presentadas por el serotipo viral DEN -1.

Los serotipos virales circulantes identificados en la comunidad fueron DEN-1 y
DEN-2, en el Hospital Regional de Zacapa se identificé unicamente DEN-2, io que
confirma la relacién del serotipo DEN-2 con la sevendad de la enfermedad y que los
casos mas graves acuden al Hospital.

No se pudo comprobar la presencia de la proteina de liberacién NS1 en casos

severos de dengue, pero se comprobd que esta proteina también se expresa en
casos leves y moderados.
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8 RECOMENDACIONES

Implementar la capacitacion constante del personal de salud para la deteccion
sistematica de los casos sospechosos de dengue en ia comunidad y en el Hospital
aplicando los criterios propuestos por la OPS para caso sospecho.

Capacitar al personal de salud para el manejo clinico del dengue tanto en la
comunidad como en el Hospital para disminuir la mortalidad por dengue.

Desarroliar programas como la Comunicacién para impactar la conducta en
dengue (COMBI), que tengan como objeto disminuir la incidencia de casos de
dengue en nifios y adolescentes a fravés de la educacion en salud en conjunto con
la participacion comunitaria.

Fortalecer la vigilancia epidemiologica del dengue con el objeto de prevenir
infecciones futuras con diferente serotipo viral, identificando las areas geograficas
en las cuéles circulan los mismos.

Implementar métodos diagndsticos distintos de la proteina de liberacién NS1, que

permitan el prondstico de casos severos, ya que en el presente estudio la
presencia de esta proteina se detecté Unicamente en casos moderados y leves.
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9 APORTES

El presente estudio permitid identificar los serotipos circulantes del virus del
dengue ademas de comparar el comportamiento de la enfermedad en la
comunidad y en el hospital.

Este estudio aporté informacién importante sobre aspectos que anteriormente no
se habian estudiado en Guatemala, ya que relaciond serotipos y manifestaciones

clinicas.

Los serotipos de virus dengue fueron identificados por medio PCR tiempo real,
siendo este el primer estudio en Guatemala en el cual se empled esta técnica.

El estudio permitié identificar la presencia de proteina NS1 en casos leves y
moderados de dengue.
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11. ANEXOS
R ANEXO |

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
.+ _Fecha:. R : TR

. BoletaNo.. -

Nombre: Edad: Sexo:
Tipo de caso: o T A v

Hospitalario ()
Comunitario E

Fecha de inicio de sintomas: - - - . numero de dias con sintomas:

Direccion y procedencia:

Otro miembro de la familia con sintomas en este momento: si___ no___
Usted ha tenido dengue si__ no__ cuantas veces:

Quién le hizo el diagnéstico:

Tuvo manifestaciones hemorragicas en esa ocasion: si __ no__ - -

Caso SOSpechoso de dengue: paciente con enfe_r.medad febril aguda de 2 a7 dias de
duracién maxima y con 2 o mas de los siguientes sintomas o signos.

Cefalea: (] Dolor retroorbitario: (. Mialgias: (]
Artralgias: () Fiebre: (J Erupcién Cuténea: -
Prueba de Rumpel Lid:  Positiva: Negava (3

Manifestaciones hemorragicas: Si: (] No: ()
Clasificacién: Clasico . (] Hemorragico ()

Segun severidad: . Leve - _Mode_rado [:]‘Se\'/elro g Compiicadb. 3

: Si_____ - Sotio -

IgM: Positivo__ - Negativo__ o

NS1: Si_ No__ No. de muestras positivas: |
Observaciones:

73



Lo ANEXO 2
‘ CONSENTIMIENTO INFORMADO
f Pacientes con Caso Sospechoso de Dengue en Gualén Zacapa

Se invita a participar en este estudro a todas las personas que sean clasificadas como
caso sospechoso de dengue, de cualquier sexo y edad; que habiten en el municipio de
Gualan Zacapa.

Por este medio nos permitimos presentarnos como estudiantes del Gitimo afio de la’
carrera de Médico y Cirujano de {a Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
San Carlos de Guatemala. Nos encontramos realizando el trabajo de tesis sobre el.
dengue, una enfermedad que se caracteriza por fiebre, dolor en articulaciones y
musculos, que afecta a personas de toda edad y sexo. Esta enfermedad puede cursar.con
sintomas sin importancia o bien puede poner en peligro la vida del paciente. A
continuacién le invitamos a participar en nuestro estudio por lo que le proporcionamos.
informacion con respecto al tema. Antes de decidirse puede hablar sobre la investigacion
con alguien con quien se sienta comodo. Siéntase en la libertad de interrumpirnos
mientras le informamos sobre el tema para mamfestamos sus dudas segun lo crea
conveniente. : :

El dengue, por lo general es diagnosticado por médicos basandose en el cuadro clinico
del paciente, sin embargo los sintomas de dengue pueden confundirse frecuentemente
con enfermedades respiratorias entre otras. Por lo anteriormente expuesto, es importante
el diagnostico de dengue mediante examenes realizados en sangre debido a que estos
son especificos. Por otro lado se realizara serotipificacion para saber a qué clase
pertenece el virus, esto es importante- debido a que dependiendo de Ia clase de virus
dengue encontrado en un paciente se relaciona con:la gravedad y pronostico de la -
enfermedad.

Su participacion en esta investigacion es totaimente voluntaria, sin ningun costo ni
remuneracion; usted puede elegir participar o no. Tanto si elige participar como si no,
continuaran todos los servicios que recibe en esta institucion y nada variara. Usted puede
cambiar de idea mas tarde y dejar de participar aun cuando haya aceptado antes.

Una vez que usted acepte participar en el estudio se procedera a:

s Extraer una muestra de sangre mediante puncién venosa para lo que se utilizara
material completamente descartable y desinfectado. Esta extraccion constara de
aproximadamente de 8 a 10 centimetros cubicos lo que (corresponde a dos
cucharada de café); dicha extraccion sera levemente dolorosa como un plquete de
hormiga, la cual podria provocar una mancha violacea.

o La muestra sera trasladada al Laboratorio Nacional de Salud, donde se
procesaran las muestras, dicho laboratorio es el laboratorio de referencia nacional
que maneja los mas altos estandares de calldad y procesada por personal
altamente calificado. :

+ Los resultados de las muestras seran entregados a usted o a su médico tratante
en el mismo lugar donde se le extrajo la muestra, dichos resultados seran
confidenciales.
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He sido invitado (a) a participar en la investigacion titulada: “Diagnéstico de casos de
dengue utilizando IgM am‘.s—dengue y “serotipificacion viral.” Entiendo que se me extraeran
de 8 a 10 mililitros de sangre en una sola’ oportumdad 0 en mas de una de ser necesario.
He sido informado que los riésgos son minimos y que pueden incluir un leve dolor en el
sitio de de la puncion. Sé que existen beneficios. para mi persona si resultan mis pruebas
positivas ya que he sido mformada que al tener una infeccion por dengue la segunda '
podria ser mas grave y que debo tomar medidas en mi hogar para prevenir una segunda
infeccion. Se me ha proporcionado ios nombres y dlreccaén de los mvestlgadores para que
puedan ser féc:fmente contactados. ' -

" Nombre del partlclpante ;

Firma de{participante

- Si es anaffabeto

Nombre del testigo

Huella dactilar del participante

Firma del testigo_

Fecha.

Nombre, correo electrénico y teléfono de los mvesﬁgadores
Lorena Marice! Alay Chinchilla 46074352  lorenlay82@hotmail.com
Didier Geovanny Cuc Giiitz 57791957  cdidiergeovanny@gmail.com
Yuri Melina Velasquez Fong 53868113  melinavf@hotmail.com
- Aura Elizabeth Lépez Guillermo 41330238 abby .lopezguillermo@gmail. com
-Jorge Rolando Fajardo Moreno 41066353 sugllacson@gmaﬂ com ‘
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ANEXO 3
— CONSENT!MIENTO lNFORMADO : :
Paclentes con caso confirmado de dengue haspltahzados
'En el Hospital Regtonal de Zacapa.

Se invita a pamclpar en este estudio a todas las personas que sean clasificadas como
caso confirmado de dengue, de’ cua!quxer sexo y edad que se encuentren hospﬁalxzadcs
en el Hosp:tai Regtonal de Zacapa B

Por este medto nos permrttmos presentamos como estudnantes del urttmo aﬁo de la
carrera de Médico y Cirujano de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
San Carlos de Guatemala. Nos encontramos realizando el frabajo de tesis sobre el
dengue, una enfermedad que se caracteriza por ﬁebre dolor en articulaciones y
musculos, que afecta a personas de toda edad y sexo. Esta enfermedad puede cursar con
sintomas sin importancia o bien puede poner en peligro la vida del -paciente. A
continuacion le invitamos a parficipar en nuestro estudio por lo que le proporcionamos
informacién con respecto al tema. Antes de decidirse puede hablar sobre la investigacion
con alguien con quien se sienta comodo. Siéntase en la libertad de interrumpimos
mientras le informamos sobre el tema para manifestarnos sus dudas segun lo crea
conveniente.

El dengue, por lo general es diagnosticada por médicos basandose en el cuadro clinico
del pacientes, sin embargo los sintomas de dengue pueden confundirse frecuentemente
con enfermedades respiratorias entre otras. Por lo anteriormente expuesto, es importante
el diagnostico de dengue mediante examenes realizados en sangre debido a que estos
son especificos. Por otro lado se realizara deteccidon de proteina de liberacién NS1 que
es un resultado que permite predecir la gravedad y pronéstico de la enfermedad.

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, sin ningtin costo ni
remuneracion; usted puede elegir participar o no. Tanto si elige participar como si ho,
continuaran todos los servicios que recibe en esta institucién y nada variara. Usted puede
cambiar de idea mas tarde y dejar de parncxpar aun cuando haya aoeptado antes.

Una vez que ustedacepte pamepar en el estudlo se procedera.a.

s Extraer una muestra de sangre mediante puncidon venosa para jo que se utilizara
material completamente descartable y desinfectado. Esta extraccion constara de
aproximadamente de 8 a 10 centimetros culbicos lo que (corresponde a dos
cucharada de café), dicha extraccién seré levemente dolorosa como un piquete de
hormiga, la cual podria provocar una mancha violacea.

e La muestra serd ftrasladada al Laboratorio Nacional de Salud, donde se
procesaran las muestras, dicho laboratorio es el iaboratorio de referencia nacional
que maneja los mas altos estandares de calidad y procesada por personal
altamente calificado.

o Los resultados de las muestras seran entregados a usted o a su médico tratante
en el mismo lugar donde se le extrajo la muestra, dichos resultados seran
confidenciales.

76



He sido invitado (a) a participar en la investigacion titulada: “Diagndstico de casos de
dengue utilizando IgM anti-dengue y serotipificacion viral.” Entiendo que se me extraeran
de 8 a 10 mililitros de sangre en una sola oportunidad o en mas de una de ser necesario.
He sido informado que los riesgos son minimos y que pueden incluir un leve dolor en el
sitio de de la puncién. Sé que existen beneficios para mi persona si resultan mis pruebas
positivas ya que he sido informada que al tener una infecciéon por dengue la segunda
podria ser mas grave y que debo tomar medidas en mi hogar para prevenir una segunda
infecciéon. Se me ha proporcionado los nombres y direccion de los investigadores para que
puedan ser facilmente contactados.

Nombre del participante

Firma del participante

Si es analfabeto

Nombre del testigo

Huella dactilar del participante

Firma del testigo

Fecha

Nombre, correo electréonico y teléfono de los investigadores:

Lorena Maricel Alay Chinchilla 46074352 lorenlay82@hotmail.com

Didier Geovanny Cuc Gliitz 57791957 cdidiergeovanny@gmail.com
Yuri Melina Velasquez Fong 53868113 melinavf@hotmail.com .

Aura Elizabeth L6pez Guillermo 41330238 abby.lopezguillermo@gmail.com
Jorge Rolando Fajardo Moreno 41066353 sugilacion@gmail.com
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