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Resumen

En Nicaragua el dengue clasico y el dengue hemorragico son enfermedades sujetas a
Vigilancia Epidemioldgica, por su potencial epidémico, impacto en los servicios de salud,
ausencia escolar y potencial riesgo de muerte por dengue hemorrégico. Para el afio 2007
Nicaragua report6 1415 casos de dengue clasico y 151 casos de dengue hemorragico,
para un riesgo de enfermar de 2.53 y 0.27 x 10,000 habitantes respectivamente. Al
comprar con el comportamiento de ambas enfermedades, se observé un incremento en el
2007 (comparado con el 2006) de 128 casos de dengue clasico y 94 casos de dengue
hemorragico a nivel nacional.

En Managua se registraron 444 casos en 2007 de Dengue Clasico (273 mas que en el
2006) y 94 casos de dengue hemorragico (83 mas que en el 2006), lo que representd una
alarma considerandose un afio epidémico. Similar a Managua cinco SILAIS incrementaron
Sus casos a zona de alarma o epidemia en 2007, como fueron Nueva Segovia, Rio San
Juan, Madriz, Lebén y la RAAS. Pero fue Managua el que estuvo a la cabeza en
incremento de dengue hemorragico.

Dado que en Nicaragua, existe una cohorte de nifios 2 a 11 afios de edad que estan
siendo vigilados para construir una definiciébn propia de casos de Dengue en nifios, en
base a aspectos clinicos y de laboratorio. Sin embargo el autor consideré necesario
profundizar en la relacion de la infecciébn por virus del Dengue en nifios con
manifestaciones atipicas de dengue que al consultar el Centro de Salud Socrates Flores,
fueron diagnosticados clinicamente como Infecciones Respiratorias Agudas, Infecciones
de Vias Urinarias entre otros.

El Objetivo de este estudio fue “Identificar las principales caracteristicas clinicas y de
laboratorio de casos con dengue atipico en nifios de 2 a 11 afios atendidos por
enfermedades febriles en el Centro de Salud Sécrates Flores Vivas, en Managua entre
Agosto y Diciembre del 2007”.

Mediante un disefio transversal, fueron seleccionados 364 nifios, que bajo consentimiento
informado aceptaron sus padres ser incluidos en este estudio. Se revisaron las variables
biolégicas, clinicas y de laboratorio de cada uno y fueron contrastadas con los resultados
RT-PCR para identificacion de una infeccion por cualquiera de los virus de dengue. Estos
niflos eran febriles que fueron atendidos por médicos generales en el Centro de Salud
Saocrates Flores entre los meses de Agosto a Diciembre de 2007.

Los resultados muestran que la Unica caracteristica biolégica en donde el dengue parece
con mayor frecuencia es entre las mujeres y en nifilos (as) mayores. Los barrios en donde
se confirmaron presencia de casos de dengue con caracteristicas atipicas en su mayoria
rodean la costa del lago Xolotlan. La amigdalitis fue el diagnéstico clinico con el que se
confundié mas el dengue atipico, seguido de faringitis y resfriado. Las caracteristicas
clinicas en los casos con dengue atipico fueron el eritema faringeo y dolor de garganta y
las principales caracteristicas de fueron: linfopenia, neutrofilia. No se encontraron
alteraciones de los globulos blancos, hematocrito y plaquetas. El virus del Dengue 2
(DENV 2) predomino en 10 de 11 nifios con clinica atipica de dengue, lo que representd
una proporcion del 3.3 de la muestra de nifios febriles con diagndésticos iniciales diferentes
a dengue.



I. INTRODUCCION

La definicion de un caso de dengue, segun la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS), es todo paciente con fiebre alta, con dos o0 mas de los siguientes
criterios: cefalea, dolor retro-orbital, dolor osteomuscular, manifestaciones
hemorragicas, exantema y confirmaron serologica de un titulo reciproco de
anticuerpos Inhibicion Hemoaglutinacion (IH)= 1.280 o un titulo ELISA equivalente
de IgG o una prueba positiva de anticuerpos IgM o antecedentes en la misma

localidad o periodo de casos sospechosos y/o confirmados de dengue (1).

Segun la organizacion Mundial de la Salud (OMS), dos quintas partes de la
poblacién mundial vive en riesgo de ser infectadas por dengue y mas de cien
paises han sido afectados por epidemias de dengue o dengue hemorragico. Se
estima que todos los afios ocurren mas 50, 000,000 de casos de dengue y dengue
hemorragico; 500,000 hospitalizaciones y 20,000 defunciones. El 95% de los

casos son nifos (2).

La diseminacién geografica, tanto de los mosquitos vectores como de los virus, ha
conducido a un resurgimiento de las epidemias de fiebre del dengue y del dengue

hemorragico en las ultimas décadas (3).

Uno de los principales problemas en el diagnostico y tratamiento del dengue es la
dificultad para distinguir tempranamente esta enfermedad de otras causas que
producen sindrome febril agudo; ya que clinicamente produce una diversidad de
cuadros clinicos que van, desde no presentar sintomas hasta la muerte. Se vuelve
mas dificil establecer el diagndstico cuando hay que diferenciar al dengue de otras
enfermedades como influenza, gastroenteritis, rubéola, fiebre tifoidea vy
leptospirosis, entre otras entidades infecciosas, cuya presentacion clinica es muy

similar a la generada por el dengue.



Los nifios mayores sufren una sintomatologia mas especifica, mientras que en los
nifos mas pequefios predominan los sintomas inespecificos, como en la mayoria
de infecciones propias de la infancia; por ello, la infeccion por el virus dengue
puede pasar desapercibida ya que pueden estar asociados ambos procesos

patoldgicos (4).

La Organizacion Mundial de la Salud, considera que pueden existir ocho casos
asintomaticos de cada diez infectados, contribuyendo ambos a la propagacion de

la enfermedad.

En Nicaragua existe una cohorte de nifios 2 a 11 afios de edad que estan siendo
vigilados por el Ministerio de Salud, para construir una definicion propia de casos
de Dengue en nifios, en base a aspectos clinicos y de laboratorio. Sin embargo se
considerd necesario profundizar en la relacion de la infeccion por virus del Dengue
en niflos con manifestaciones atipicas de dengue que al consultar el Centro de
Salud Sécrates Flores, fueron diagnosticados clinicamente como infecciones
respiratorias agudas, infecciones de vias urinarias entre otros, durante el periodo

de Agosto a Diciembre 2007.



. ANTECEDENTES

La primera gran epidemia de una enfermedad parecida al dengue fue descrita
entre 1.779 y 1.780 en tres continentes: Asia, Africa y América del Norte. Sin
embargo, cuadros clinicos semejantes a los de dengue se encuentran reportados
en la Enciclopedia China de la Dinastia Chin (265-420 d. C).

En el siglo 20 la primera epidemia de dengue clasico en América, comprobada por

laboratorio, ocurrié en la regién del Caribe.

En 1,977 el serotipo Den-1 fue introducido en América por Jamaica el que se
disemind por la mayoria de las islas del Caribe causando epidemias. El serotipo
Den-4 fue introducido en 1981 y desde entonces los tipos 1, 2 y 4 han sido
transmitidos simultdneamente en muchos paises donde Aedes aegypti esta

presente. (5,6)

La incidencia de fiebre por dengue y fiebre hemorragica (FHD) ha aumentado
drasticamente a nivel mundial en las Gltimas décadas, la enfermedad es endémica
en mas de 100 paises. En una pandemia en 1998 se informaron 1.2 millones de

casos de fiebre del dengue y FHD en cincuenta y seis paises a nivel mundial.

En 2001, las Américas inform6 méas de 652,212 casos de dengue de los cuales
15,500 eran FHD y hasta el afio 2006 se habian totalizado 3, 449,919 casos de
dengue y 79664 de FHD con 982 muertes con una proporcion de caso fatalidad
del 1.2%.

En el 2007, se reportaron mas de 890, 000 casos informados de dengue y 26 000
casos eran FHD. Ese mismo afio Venezuela inform6 80,000 casos e incluye mas

de 6,000 casos de fiebre de dengue hemorragico (5, 6, 7,8).



En el departamento de Santander Colombia la incidencia de casos de dengue se
ha incrementado en los Ultimos afios y han oscilado entre 113,4 y 268,7 casos por
100,000 habitantes. Un estudio de evolucién de prueba diagndstica en una cohorte
concurrente durante el periodo de abril del 2003 a enero del 2004, reportd que el

53.2% fueron casos de dengue y el 47.3% sindrome febril agudo (9).

En Costa Rica en 1994, se presento la primera epidemia de dengue donde se
reportaron 14 mil casos, otra epidemia se repite en el aflo 1997 reportandose
14.500 casos, durante el 2004 esta enfermedad se mantuvo bajo control y al afio
siguiente aparece una nueva epidemia donde se reportaron 45,000 casos, siendo

mas afectado el Caribe costarricense (10).

En 1985 se declar6 en Nicaragua la primera epidemia de Dengue con 17,483
casos y 7 defunciones, atribuidas al serotipo 1y 2. En Ledn se aisl6 el serotipo 1,
con un 40% de la poblacion sensibilizada, lo que predispuso a la presentacion de
casos de Dengue Hemorragico en 1992. A finales de 1994 e inicio de 1995 se
reportan mas de 20,000 casos aislandose serotipo 3 en la mayoria de los casos.
La region mas afectada fue el pacifico siendo Lebn el departamento con mayor

incidencia (11)

En el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello se han realizado estudios
los dltimos 10 afios, concluyendo que el grupo de edad més afectado es de 6 — 12
afos, la prueba de lazo positiva y epistaxis las manifestaciones hemorragicas mas

frecuentes, el méas afectado es el sexo femenino nifios (11,12,13).

En un estudio de poblacién en Managua, Nicaragua en Mayo 2001 - 2003, donde
se incluyeron 602 nifios, reporta que la proporcion de infeccidbn primaria por
dengue era del 18% y el 6% en el primero y segundo afio respectivamente y que
la proporcion de infeccion secundaria era del 11% y 6% en el primer y segundo

afio respectivamente (14).



En un estudio de poblacion realizado en el Hospital Infantii Manuel de Jesus
Rivera, Hospital Roberto Calder6n de Managua y el Hospital Escuela Oscar Danilo
Rosales Arguello de Ledn, en el periodo de enero 1999 a diciembre 2001, se
registrdo que el grupo de edad mas afectado fue el de 5-9 afios para el 58%. La
relacion de femenino masculino en la poblacién del estudio eran 3:2 en adultos y
1:1 en infantes y nifios. La estancia hospitalaria era 6.4 dias, 6.0 dias, y 5.2 dias

para los infantes, nifios, y adultos, respectivamente (15).

Un estudio realizado en sobre estimaciones de costos de FD/DHF en las
erupciones epidémicas por caso tratado era de: en Cuba $ 229, Puerto Rico $28,
Tailandia $ 118 y Nicaragua de $ 44 (16).

En Nicaragua el dengue clasico y el dengue hemorragico son enfermedades
sujetas a Vigilancia Epidemiolégica, por su potencial epidémico, impacto en los
servicios de salud, ausencia escolar y potencial riesgo de muerte por dengue
hemorragico. Para el afio 2007 Nicaragua reporté 1415 casos de dengue clasico y
151 casos de dengue hemorragico, para un riesgo de enfermar de 2.53 y 0.27 x
10,000 habitantes respectivamente. Al comprar con el comportamiento de ambas
enfermedades, se observé un incremento en el 2007 (comparado con el 2006) de

128 casos de dengue clasico y 94 casos de dengue hemorragico a nivel nacional.

En Managua se registraron 444 casos en 2007 de Dengue Clasico (273 mas que
en el 2006) y 94 casos de dengue hemorragico (83 mas que en el 2006), lo que
representd una alarma considerandose un afio epidémico. Similar a Managua
cinco SILAIS incrementaron sus casos a zona de alarma o epidemia en 2007,
como fueron Nueva Segovia, Rio San Juan, Madriz, Ledn y la RAAS. Pero fue

Managua el que estuvo a la cabeza en incremento de dengue hemorragico.

Segun los reportes de vigilancia epidemiol6gica del Centro de Salud Socrates
Flores de Managua, en el afio 2007 se reportaron 39 casos de dengue clasico

sintomaticos y 12 casos de dengue hemorragico.



Durante la revision bibliografica no se logré encontrar estudios relacionados con

dengue atipico.



ll. JUSTIFICACION

El dengue es una enfermedad grave, con un gran impacto socio-econémico y
epidemioldgico y constituye un problema creciente para la salud publica mundial y
en particular para Nicaragua en donde las epidemias por dengue han impactado

desde inicio de los afos ochenta.

Las patologias febriles son la principal causa o motivo de consulta en los
establecimientos del primer nivel de atencién en Managua, muchos de ellos son
nifios y el diagndstico de dengue puede pasar inadvertido y la enfermedad puede
ser clasificada como otra entidad aguda. La definicion de la OMS para el
diagndstico de dengue en nifios debe ser adaptada en cada pais por medio del
estudio de sus manifestaciones clinicas y de laboratorio, lo cual motivd la

realizacion de este estudio.

Los resultados de esta investigacion representan un importante beneficio para el
Ministerio Salud, dado que contribuira a mejorar el diagndstico y atencion de nifios
con dengue, ajustando los protocolos bajo el nuevo modelo de atencion familiar y
comunitaria. Los datos que aporta este estudio, también pueden ser Utiles para el
desarrollo de estrategias de vigilancia epidemiolégica del dengue en nifios, y
especialmente para el seguimiento del dengue con manifestaciones clinicas

atipicas.

También beneficia al personal de salud involucrado en la atencion de pacientes, al
brindar informacion cientifica sobre el comportamiento atipico del dengue, y cuales
signos y sintomas pueden contribuir al diagnéstico oportuno de casos y prevenir

su evolucién a formas severas de la enfermedad.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cuales son algunas caracteristicas clinicas - epidemioldgicas del dengue atipico
en nifios de 2 a 11 afos atendidos por enfermedades febriles posteriormente
confirmados con virus del dengue en el Centro de Salud Socrates Flores Vivas, en

Managua entre Agosto y Diciembre del 20077

e ¢ Cuadles son las caracteristicas demogréficas de los pacientes con dengue

atipico en comparacion con otras enfermedades febriles?

e Cudl es el diagnoéstico, sintomas y signos mas frecuentes hecho por
médicos en los pacientes con dengue atipico en comparacién con otras

enfermedades febriles?

e ¢ Cuadles son las alteraciones de laboratorio en nifios con dengue atipico en

comparacion con otras enfermedades febriles?

e ¢ Cual es la incidencia de la infeccion segun de los serotipos del virus del

dengue?



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar algunas caracteristicas clinicas - epidemiolégicas del dengue atipico en
nifos de 2 a 11 afos atendidos por enfermedades febriles posteriormente
confirmados con virus del dengue en el Centro de Salud Sdocrates Flores Vivas, en

Managua entre Agosto a Diciembre del 2007.

5.2 Objetivos especificos

1. ldentificar las caracteristicas demograficas de nifios con dengue atipico en

comparacion con otras enfermedades febriles.
2. Determinar el diagnéstico con caracteristicas clinicas mas frecuente realizado
por médicos en nifios con dengue atipico en comparacion con nifios con otras

enfermedades febriles.

3. Describir las alteraciones de laboratorio en nifios con dengue atipico en

comparacion con nifios con otras enfermedades febriles.

4. Determinar los serotipos del virus del dengue en nifios con dengue atipico.



VI. MARCO TEORICO

El dengue es un padecimiento viral, sistémico, agudo, transmitido a las personas
por el mosquito Aedes aegypti. (17,18) Clinicamente se describe como una
enfermedad febril aguda caracterizada por cefalea frontal, dolor retroorbitario,
mialgias, artralgias y erupcion cutanea (19,20) puede expresarse de diferentes

formas clinicas.

6.1 Clasificacién de casos

La Organizacion Mundial de la Salud tiene criterios que son utilizados para
clasificar a los pacientes infectados con el virus del Dengue. La Fiebre del Dengue
fue dividida en Fiebre del Dengue (FD), Fiebre del Dengue Hemorragico (FDH) y
Fiebre del Dengue con Signos Shock (FDSS).

La Fiebre del Dengue Hemorragico (FDH) se divide en cuatro grados segun su
gravedad, de los cuales Il y IV conforman el Sindrome del Shock por Dengue
(SSD). Se ha recomendado una definicion de caso de FD, sin embargo, dada la
variabilidad de la enfermedad clinica asociada a la infeccion por virus del dengue,
no resulta apropiado adoptar una definicién clinica detallada, pero es importante
hacer hincapié en la confirmacién mediante pruebas de laboratorio (21, 22,23).

6.2 Tipos de virus de Dengue

La enfermedad es causada por los virus del dengue que pertenece a la familia
flaviviridae, virus RNA de cadena simple. Con métodos seroldgicos se distinguen
cuatro serotipos del virus del dengue: 1, 2, 3, y 4; los cuales son antigénicamente
muy semejantes entre si, pero son lo bastante diferente para provocar soélo
proteccion cruzada parcial, por ello la infeccion del hombre por un serotipo

produce inmunidad para toda la vida contra la reinfeccidn contra ese serotipo, pero
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s6lo proteccion temporal y parcial contra los otros. Todos los serotipos han sido
aislados de casos autdctonos de las Américas (21, 22).

6.3 Transmisioén

El virus se encuentra en la sangre del paciente durante la fase aguda de la
enfermedad, persiste en la naturaleza mediante un ciclo de transmision Hombre-
Aedes aegypti — hombre. Luego de una ingestion de sangre infectante, el mosquito
puede transmitir el agente después de un periodo de 8 -12 dias de incubacién
extrinseca. O puede ocurrir por transmision mecanica de forma inmediata, al
interrumpir la alimentacion del mosquito y alimentarse de un huésped susceptible
inmediatamente. Una vez infectado el mosquito permanece asi de por vida

laboratorio (21,22).

El vector

El Aedes aegypti es una especie del subgénero stegomyia. Es él mas eficiente de
los mosquitos vectores por sus habitos domésticos. Es una especie tropical y
subtropical, se encuentra en todo el mundo, por lo general limitada a paises que

estan justo por encima y por debajo de la linea del ecuador.

Al igual lo limita la altitud, generalmente no se encuentra por encima de los 1000
metros y su dispersion de vuelo se considera que mas de 100 metros es raro, pero

puede volar hasta 3 Km.

La hembra se alimenta de sangre humana y cuando se encuentra infectada es que
transmite la enfermedad, picando al hombre durante el dia. Esta deposita sus
huevos en recipientes y lugares humedos. Los huevos pueden resistir largos
periodos de sequedad, a veces durante mas de un afio, lo cual es un obstaculo

para su erradicacion (21,22).
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El huésped

Los huéspedes conocidos son el hombre, algunos monos y mosquitos Aedes sp,
no obstante los seres humanos son los Unicos capaces de expresar clinicamente
la infeccion en dependencia de factores del huésped o virales. En el hombre, cada
uno de los cuatro serotipos del virus del Dengue ha estado asociado a FD y FHD.

Estudios realizados han mostrado una asociacion sistematicamente elevada entre

infeccion por el serotipo 2 del virus del Dengue y el SSD.

El SSD se presenta con alta frecuencia en dos grupos inmunolégicamente

definidos:

a) Nifios que han sufrido una infeccion previa por el virus del Dengue.
b) Lactantes con niveles de anticuerpos maternos contra el Dengue.

6.4 Factores deriesgo

Los factores de riesgo (24) que influyen en la transmision del virus del dengue

deben de separarse de los que influyen en la gravedad de la enfermedad.

Para la aparicion de FHD/SSD en forma epidémica se necesita de la concurrencia

de varios grupos de factores de riesgos:

Factores epidemiolégicos:

1. Preexistencia de anticuerpos contra el virus del dengue en gran parte de la
poblacion.

2. Alta densidad de un vector eficiente.
Dos epidemias sucesivas en un lapso entre los 6 meses y los 5 afos.

4. Amplia circulacion de los virus.

12



Factores del virus:

1. Nivel de viremia.

2. Circulacion secuencial o simultanea de dos serotipos diferentes.

Factores individuales:

1. Edad infantil.

2. Raza blanca.

3. Sexo femenino.

4. Enfermedades croénicas.

5. Buen estado nutricional.

6.5 Patogenia

La célula diana afectada por el virus del dengue es el monocito o fagocito
mononuclear, en cuyo interior se produce la replicacion viral. Pero a diferencia de
la FD, en la FHD se produce un fendmeno inmunopatolégico que consiste en un

aumento de la infeccion mediado por anticuerpos.

O sea, la persona que tiene anticuerpos no neutralizantes contra alguno de los
virus del Dengue y resulta infectada por un nuevo virus con serotipo diferente al de
la infeccion primaria  va a desarrollar inmunocomplejos  (virus
Dengue/inmunoglobulina G) que van a facilitar la penetracion de aquel en el
fagocito mononuclear a través del receptor Fc. Esto va a producir una alta
replicacion viral, elevada viremia y la agresion del virus a muchas células del

organismo.
Esta inmunoamplificacién del virus del dengue durante una infeccién secundaria

constituye el fundamento de la llamada teoria secuencial para explicar la FHD.
Hay ademas factores relacionados con el virus como es la capacidad de la cepa
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viral de replicarse en los fagocitos mononucleares o de tener atributos antigénicos
para optimizar la inmunoamplificacion como antigenos de superficie o de sitios

para su fijacion y entrada al leucocito.

La infeccion primaria por virus del dengue induce a la produccion de linfocitos T
citotéxicos de memoria (CD4 y CD8) especificos de serotipo y también de reaccién
cruzada entre serotipos. En la infeccién secundaria por otro serotipo, se producira
una activacion de linfocitos citotoxicos mucho mas intensa, con un nimero muy
elevado de monocitos infectados. La rapida liberacion de citoquinas y mediadores
quimicos producidos por la activaciéon de Células T y por la activacion y/o lisis de
los monolitos infectados por el virus podria causar la extravasacion de liquidos y
las hemorragias que ocurren en la FHD. También se activa el complemento con la
correspondiente produccion de anafilotoxinas que contribuye al sindrome de fuga
capilar y su accion final de lisis de la célula.

Un hallazgo constante en FHD/SSD es la activacion del complemento con
disminucion importante de los niveles de C3 y C5. Durante el shock, los niveles
sanguineos de Cl1q, C3, C5, C8y los proactivadores del C3 estan disminuidos y el
catabolismo del C3 estad elevado. Los sistemas de coagulacion sanguinea y

fibrinoliticos estan activados y los niveles del factor XII estan disminuidos (25,26).

6.6 Anatomia Patolégica

En estudios realizados a pacientes fallecidos por FHD muestran diferentes grados
de hemorragia que por orden de frecuencia se encuentran en piel y tejido celular
subcutaneo, la mucosa del tubo gastrointestinal, el corazon y el higado. Rara vez
se encuentra hemorragia subaracnoidea o cerebral. Al examinar los vasos
sanguineos al microscopio, ocasionalmente se encuentran a nivel de capilares y
vénulas del sistema organico afectado hemorragias perivasculares e infiltracion

perivascular por linfocito y células mononucleares.
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Hay a menudo derrame seroso con un elevado contenido proteinico, en su mayor
parte albumina que se localiza en las cavidades pleural, abdominal y pericérdica.
En la mayoria de los casos fatales, el tejido linfoide muestra mayor actividad del
sistema de linfocitos B, con proliferacion activa de células plasmaticas y células
linfoblastoides, y centros germinales muy activos. El antigeno del virus del Dengue
se encuentra predominantemente en las células del higado, bazo, timo, ganglios
linfaticos y pulmones; éstas son células de Kupffer, células de revestimiento de

sinusoides y células de revestimiento alveolar del pulmon.

Estudios efectuados en pacientes con resultados no fatales en piel, médula 6sea y
riion. Se ha encontrado en biopsias de piel edema perivascular del sistema
vascular terminal, infiltracion de linfocitos y monocitos, asi como depésito de
complemento sérico, inmunoglobulinas y fibrinbgeno sobre las paredes de los
vasos sanguineos. En médula 6sea se observa depresion de los elementos de la
misma, que mejora al ceder la fiebre. El riidn muestra un tipo de glomerulonéfritis
por complejos inmunes, que desaparece al cabo de unas tres semanas, no se ven

alteraciones residuales disminuidas (21, 22,26).

6.7 Patogenia de FHD/SSD

En la FHD/SSD se producen dos alteraciones principales:

1. Incremento de la permeabilidad vascular, que produce pérdida del plasma
del compartimiento vascular originando hemoconcentracion, presién de
pulso baja y otros signos de shock, si la pérdida de plasma es importante.

2. Trastornos de la hemostasia que produce alteraciones vasculares,
trombocitopenia y coagulopatia.

Las hemorragias en el Dengue tienen un origen multicausal, de forma sinérgica
puede producir diferentes grados de Coagulacion Intravascular Diseminada (CID),
dafio hepatico y la misma trombocitopenia. Al igual que un dafio capilar que

permite a los liquidos, electrolitos, proteinas y en algunos casos hasta eritrocitos,
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difundir hacia los espacios extravasculares conocido como diapédesis. Esta
redistribucion de liquidos a nivel interno, junto con los déficit debidos al ayuno, sed
y los vOmitos producen la hemoconcentracion, hipovolemia, aumento del trabajo

cardiaco, hipoxia tisular, acidosis metabdlica e hiponatremia (21,22,26).

La trombocitopenia también tiene mecanismos multifactoriales, ocasionando

defectos en las plaguetas tanto cualitativo como cuantitativo debido a:

e La penetracion del virus en las plaguetas o sus precursores los
megacariocitos (un medio para la replicacion viral).

e Fijacién o absorcion del virus del Dengue a la plaqueta provocando su
agregacion o degranulacién (conduciendo a trombosis intravascular con
deplecién de plaquetas).

e Mecanismo de tipo inmunoldégico.

¢ Lo antes mencionado explicaria que un paciente puede tener un recuento
de plagquetas mayor de 100,000/mm3 y tener un tiempo de sangria

prolongado incluso presentar sangrado.

6.8 Manifestaciones clinicas

La infeccion del virus del dengue puede ser asintomética o producir una fiebre
indiferenciada, fiebre del dengue o fiebre hemorragica del dengue. Las
caracteristicas clinicas de la FD dependen a menudo de la edad del paciente. Los
lactantes y preescolares pueden sufrir una enfermedad febril indiferenciada con
erupcion maculopapular. Los nifios mayores y los adultos pueden tener una
enfermedad febril leve o bien una clasica enfermedad incapacitante de inicio

abrupto.
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Complicaciones

6.9

Afeccion del sistema nervioso central como convulsiones, espasticidad,
alteracion del nivel de conciencia y paresias transitorias.

Intoxicacion hidrica por excesiva administracion de liquidos hipotonicos
durante el tratamiento, lleva al paciente a hiponatremia y encefalopatia.
Encefalopatia por oclusiones o hemorragias focales debidas a coagulacion

intravascular diseminada.

Rara vez se encuentra insuficiencia renal aguda y el sindrome hemolitico
urémico.
Infecciones endémicas concurrentes: Leptospirosis, Hepatitis Viral B.

Definiciones de Caso

Definicién de casos de fiebre del dengue

Caso Probable: Debe cumplir con fiebre de 2 - 7 dias de duracion,

ocasionalmente bifasica y dos o mas de los siguientes criterios que a continuacién

se presentan: (sin moco, ni tos)

Criterios Clinicos

cefalea,

dolor retroocular,
decaimiento,

mialgias,

artralgias,

dolor abdominal,
erupcion maculopapular,

manifestaciones hemorragicas (leves de piel y mucosas)

Criterios de laboratorio clinico
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¢ leucopenia, con tendencia hacia la linfocitosis (del 4to al 5to dia desde el
inicio de los sintomas),

e plaquetas disminuidas o normales.

e hematocrito sin modificacion,

e pruebas de coagulacion normal

Criterios epidemioldgicos
Presencia en la localidad de algun caso confirmado por laboratorio para ese

momento

Caso Confirmado:
Cumple con los criterios de caso probable, ademas de una de las pruebas de

laboratorio positiva para dengue o criterio clinico epidemiolégico.

Serologia:
e |IgM positiva (toma de muestra a partir del 5to dia del inicio de los sintomas)
e 1gG positiva (demostracion de diferencias de cuatro o mas veces los
valores, entre los titulos de anticuerpos, de un suero agudo y otro

convaleciente).

Identificacién del virus:

e Aislamiento del virus (suero tomado antes del 5to dia del inicio de los
sintomas).

e PCR-RT del suero o plasma (tomado antes del 5to dia del inicio de los
sintomas), o muestras de autopsias de casos probables (tejidos, sangre
intracardiaca, liquido pleural, LCR.)

e Pruebas inmunohistoquimicas (inmunoperoxidasa)

e Demostracién del antigeno viral, en tejidos de autopsias.

b. Definicion de caso de fiebre hemorragica del dengue
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Caso Probable: debe cumplir con

Dos criterios clinicos

e Fiebre de 2 - 7 dias de duracion, ocasionalmente bifasica,

e Hemorragia que van desde una “prueba de lazo” positiva, sangrado
moderado a grave por piel y mucosas: petequias generalizadas, equimosis,
hematomas, epistaxis, gingivorragias, hematemesis, rectorragia, melena,
hematuria, metrorragia.

Dos criterios de laboratorio:

e Evidencias de plaguetopenia menor de 100.000 x mm3.

e Hemoconcentracion Aumento en mas del 20% (del 4to al 5to dia del inicio
de los sintomas),

Otros Criterios
Paraclinicos

e Evidencias de extravasacion del plasma
e Engrosamiento de las paredes del colédoco, pericardio, articular,

e Evidenciados por rayos X, ultrasonidos y/o ecocardiograma.

Caso Confirmado:

Cumple con los criterios de Caso Probable, ademés de Prueba positiva del
laboratorio de Dengue y/o criterios Clinico-Epidemioldgicos.

Serologia:

¢ IgM positiva (toma de muestra a partir del 5to dia del inicio de los sintomas)
e |IgG positiva (demostracion de diferencias de cuatro o mas veces de los
valores, entre los titulos de anticuerpos, de un suero agudo y otro
convaleciente).
Identificacidn del virus:
e Aislamiento del virus (suero tomado antes del 5to dia del inicio de los

sintomas).
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e PCR-RT del suero (tomado antes del 5to dia del inicio de los sintomas), o
muestras de autopsias de Casos Probables (tejidos, sangre intracardiaca,
liquido pleural, LCR.)

Pruebas Inmunohistoquimicas (Inmunoperoxidasa):

e Demostracion del antigeno viral, en tejidos de autopsias.

C. Definicion del caso del sindrome del shock del dengue

Los cuatro criterios anteriores, mas la evidencia de colapso circulatorio, que se
manifiesta por los siguientes sintomas:
e Pulso rapido y débil.
e Tension diferencial disminuida (20mm/Hg o menos) o hipotension en
relacion con la edad.

e Piel fria y hUmeda y alteracion del estado mental.

d. Clasificacion de la gravedad de la fiebre hemorragica del dengue

La gravedad de FHD se clasifica en cuatro grados:

Grado |: Fiebre acompafiada de sintomas generales no especificos; la Unica
manifestacion hemorrégica es una prueba del torniquete positiva.

Grado II: Hemorragia espontanea, ademas de las manifestaciones de los
pacientes Grado |, generalmente en forma de hemorragia cutdnea, de otra
localizacion o ambas.

Grado llII: Insuficiencia circulatoria, que se manifiesta por pulso rapido y débil,
tension diferencial disminuida (20mm/Hg o menos) o hipotension, con piel fria y
hameda y agitacion.

Grado IV: Shock profundo con presion arterial y pulso imperceptible.

Signos de alarma: son signos que anuncian la inminencia del shock.

e Dolor abdominal intenso y mantenido.
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e VoOmitos frecuentes y abundantes.
e [Irritabilidad y/o somnolencia.
e Descenso brusco de la temperatura (de fiebre a hipotermia) con sudoracion

profusa, adinamia y lipotimias.

6.10 Diagnéstico de laboratorio

Existen dos métodos basicos para establecer un diagnostico sistematico del
dengue en el laboratorio:
1. Aislamiento del virus; es el procedimiento mas definitivo, pero requiere de
técnicas de alto nivel de capacidad y equipo técnico.
2. Demostracion de titulos crecientes de anticuerpos contra el dengue en el
suero; estas pruebas son mas sencillas y répidas, pero puede dar un

diagndstico positivo falso por reaccion cruzada contra otros flavivirus10.

a. Cinéticade lareplicacion del virus del dengue y la respuesta del huésped

La persona que es infectada por el virus del dengue por primera vez desarrolla la
enfermedad. El virus se encuentra en el suero o el plasma, circulando en las
células sanguineas y en tejidos selectivos, especialmente los del sistema inmune,
por 2 - 7 dias aproximadamente, lo que corresponde al periodo febril. El virus del
dengue usualmente infecta a células mononucleares de sangre periférica. Los
niveles de anticuerpo anti-dengue se detectan después de varios dias de fiebre.

Se distinguen dos patrones de respuesta inmune: respuesta primaria y secundaria.

La persona que no tiene infeccion previa por flavivirus, no estd inmunizado con la
vacuna del flavivirus, tendra una respuesta de anticuerpos primaria cuando se
infecte por primera vez con el virus del dengue. El tipo de inmunoglobulina
predominante es IgM, en la mitad de los casos aparecen en el periodo febril y la
otra mitad aparecen 2 - 3 dias de defervescencia. Aproximadamente los niveles de

anticuerpos IgM son detectables en el 80% en los primeros 5 dias de la
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enfermedad y en un 90% a los 10 dias y una vez detectados alcanzan su pico
méaximo a las dos semanas de iniciados los sintomas, declinando a los 2 - 3
meses. También aparecen anticuerpos del tipo IgG pero en bajos niveles. La
infeccion primaria se caracteriza por alta fraccion molar de anticuerpos IgM y baja

fraccion molar de anticuerpos IgG.

Personas con inmunidad por infeccion previa por flavivirus o inmunidad secundaria
tienen anticuerpos que responderan ante una nueva infeccién por virus del
Dengue. Es lo que acontece en la mayoria de los casos de la FHD, el tipo de
inmunoglobulina predominante es IgG. Los anticuerpos de IgM aparecen en la
mayoria de los casos, pero la produccién de anticuerpos es similar a la observada
en la infeccion primaria, los niveles de anticuerpos son dramaticamente bajos. En
contraste con la infeccion primaria, en la infeccion secundaria resulta la aparicion
de niveles mas altos de IgG antes o simultdneamente con la respuesta de IgM.
Una vez detectados los niveles de IgG alcanza su pico maximo rapidamente a las
dos semanas al igual que IgM con la diferencia de que la primera declina
lentamente en 3 - 6 meses y la segunda en segundo mes después de iniciados los
sintomas. Por ello la infeccion secundaria se caracteriza por una baja fraccion
molar de anticuerpos IgM y una alta fraccion molar de anticuerpos de IgG.

Por lo antes mencionado, el personal de salud debe conocer los procedimientos

apropiados para la recogida de muestras:

La muestra de sangre debe extraerse en casos sospechosos de FD: a) lo mas
pronto posible después del ingreso al Hospital o a la consulta (muestra de suero
S1); b) poco antes del alta del hospital (muestra de suero S2); y c) si es posible,
14 - 21 dias después de iniciada la enfermedad. El no dejar un intervalo de 10 -14
dias entre S1y S2 puede impedir el diagndstico sexoldgico de infeccién primaria.

Una historia clinica abreviada, con los datos basicos del paciente debe acompanar
a la muestra, incluyendo fecha de comienzo de la enfermedad, hospitalizacién y

recogida de muestra.
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b. Diagnostico serologico

Cinco pruebas serolégicas han sido usadas en el diagnostico de infeccion por
dengue: inhibicibnhemaglutinacién (IH), fijacion de complemento (FC),
neutralizacion (NT), prueba de inmunocaptura enzimatica de la inmunoglobulina M
(MAC-ELISA) e inmunoglobulina indirecta G (ELISA). De acuerdo con la prueba
usada, el diagnostico serolégico inequivoco lo da el aumento significativo de
cuatro veces 0 mas en los titulos de anticuerpos especificos entre las muestras

séricas de la fase aguda y la fase de convalecencia.

La bateria antigénica de la mayoria de estas pruebas, incluye los cuatro serotipos
del dengue, otros flavivirus como el virus de la fiebre amarilla, de la encefalitis
japonesa, el virus de la encefalitis de San Luis, o flavivirus como el virus

Chikungunya y el virus de la encefalitis equina.

Idealmente estas pruebas deben contener un antigeno no infectado de control.

La prueba de IH, es la mas frecuentemente usada, es sensible, facil de realizar,
requiere un equipo minimo, pero los anticuerpos IH pueden persistir por tiempos
prolongados, de hasta 48 afios 0 mas, por lo que esta prueba es ideal para
estudios seroepidemioldgicos. Los titulos de anticuerpos IH, empiezan aparecer a
niveles detectables para el dia 5 - 6 de la enfermedad, los titulos de anticuerpos
en la fase de convalecencia son generalmente superiores a 640 en infecciones
primarias. El contraste, en la respuesta anamnésica inmediata en infecciones
secundarias o terciarias por dengue, los titulos de anticuerpos durante los
primeros pocos dias de la enfermedad se elevan a 5.120 -10.240 o mas. Por lo
que titulos mayores o iguales de 1.280 en la fase aguda o convaleciente temprana

son considerados evidencia presuntiva de infeccion reciente por dengue.

La prueba CF, no es usada rutinariamente en el diagnostico serolégico de dengue.

Es mas dificil de realizar, requiere personal altamente capacitado, se basa en el
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principio de que el complemento es consumido durante las reacciones antigeno-
anticuerpo. Los anticuerpos CF aparecen posteriores a los anticuerpos IH, son

especificos de infeccion primaria, y persisten por periodos cortos.

En NT es la méas especifica y sensible prueba seroldgica para los virus dengue. La
mayoria de los protocolos usados en los laboratorios incluyen las placas séricas
de dilucion y reduccion. En general los titulos de anticuerpos neutralizantes
aumentan al mismo tiempo o mas lentamente que los anticuerpos IH y ELISA,

pero mas rapido que los anticuerpos CF.

MAC-ELISA, es una prueba rapida y sencilla que requiere equipo poco sofisticado.
El desarrollo de anticuerpos IgM anti dengue, puede presentarse para el dia quinto
de la enfermedad. Cerca del 93% de los pacientes desarrollan anticuerpos IgM
detectables entre los 6 - 10 dias del inicio de la enfermedad, en el 99% de los
pacientes entre los dias 10 - 20 tienen anticuerpos IgM detectables. Los titulos de
anticuerpos IgM en infeccién primaria, son significativamente mayores que en
infecciones secundarias, aunque no es infrecuente obtener titulos de IgM de 320
en casos secundarios. En muchas infecciones primarias, la IgM detectable puede
persistir por mas de 90 dias, aunque lo normal es que ya no se detecten niveles a

los 60 dias de la infeccion.

MAC-ELISA, es una invaluable herramienta para la vigilancia del dengue. En
areas donde el dengue no es endémico, se usa en la vigilancia clinica de las
enfermedades virales, con la certeza de que cualquier positivo indica infecciéon
reciente en los ultimos 2 - 3 meses. Una apropiada serovigilancia, por MACELISA
durante una epidemia determina rapidamente su diseminacion. Es de especial
ayuda en pacientes hospitalizados, quienes son generalmente admitidos en fase
tardia de la enfermedad. Se debe enfatizar que esta prueba no se debe usar en la

forma de toma de decisiones en relacién con el manejo del paciente.
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Indirecta IgG-ELISA, es comparable con la prueba IH, y es usada para diferenciar
una infeccion primaria o secundaria por dengue. Esta prueba es simple y facil de

realizar. No es especifica y tiene reacciones cruzadas con otros flavivirus.

La utilidad del papel filtro en el diagnéstico serolégico del dengue, tanto para la
deteccibn de inmunoglobulinas totales con la técnica de IH, ELISA y de
anticuerpos IgM, ha sido demostrada. Y aunque no sustituye a la toma de
muestras seéricas para aislar, identificar y caracterizar el serotipo y genoma del
virus circulante, ha demostrado gran utilidad sobre todo porque tiene una alta
sensibilidad y especificidad y las muestras permiten ser conservadas a 4°C hasta

por 5 meses.

b.1 Aislamiento viral

Cuatro sistemas de aislamiento viral han sido usados para el virus dengue,
inoculacion intracerebral en ratones de 1 - 3 dias de edad, cultivos de células de
mamiferos (LLC-MK2), inoculacion intratoracica de mosquitos adultos y el uso de

cultivos de células de mosquitos.

El método seleccionado de aislamiento viral depende de las facilidades
disponibles en el laboratorio. Las técnicas de inoculacion en el mosquito son las
mas sensibles y es el método de eleccion para casos fatales o pacientes con
enfermedad hemorragica severa. La linea celular del mosquito es el método de

eleccion para la vigilancia viroldgica rutinaria.

b.2 Identificacion viral

El método de eleccién para la notificacion del virus del dengue es IFA; anticuerpos
monoclonales seroespecificos, producidos en cultivos tisulares o liquido ascitico

de ratones e IgG conjugada fluoresceina-isothiocyanate. Esta prueba es

facilmente realizada en cultivos celulares infectados, cerebro de mosquito o tejido
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macerado, cerebro macerado de ratones o bien en tejidos fijados en formalina.
Este es el método més simple y mas rapido, permite ademas detectar virus

multiples en pacientes con infecciones concurrentes.

El aislamiento viral sirve para caracterizar la cepa viral y esta informacion es critica
para la vigilancia del virus y los estudios patogénicos. El aislamiento del virus del
dengue procedente de suero humano, depende de varios factores: de la forma en
que el suero fue manipulado y almacenado y del nivel de viremia que varia
considerablemente dependiendo de los dias de evolucion de la enfermedad. La
viremia usualmente tiene un pico corto antes del inicio de la enfermedad y puede
ser detectable en promedio entre los dias 4 - 5. Conforme aumentan los titulos de

IgM, el virus tiende a desaparecer.

b.3 TR-PCR (Reaccion de cadena de polimerasa-transcriptasa reversa): es un
método rapido, sensible, simple y reproducible con los adecuados controles. Es
usado para detectar el RNA viral en muestras clinicas de humanos, tejido de
autopsia y mosquitos. Tiene una sensibilidad similar al aislamiento viral con la
ventaja de que problemas en la manipulacién, almacenaje y la presencia de
anticuerpos no influyen en su resultado. Sin embargo, debe enfatizarse que la

PCR no sustituye el aislamiento viral.

b.4 Sondade hibridacion

La sonda de hibridacion detecta acidos nucleicos virales. No es un método usado
rutinariamente. Su ventaja es que puede ser usado en tejidos de autopsia y
muestras clinicas humanas. Es menos sensible que la TR-PCR, pero mas que la
PCR.

b.5 Inmunohistoquimica

Uno de los mayores problemas en el diagnostico de laboratorio del dengue es el

de confirmar los casos fatales. En muchos enfermos sélo una simple muestra
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sanguinea es obtenida y las pruebas serolégicas, en estos casos, son de valor
limitado. Por otro lado, muchos pacientes mueren al momento o poco después de
los estados de efervescencia, cuando el aislamiento viral es dificil. Con los nuevos
meétodos de inmunohistoquimica, es posible detectar el antigeno viral en una gran
variedad de tejidos, involucrando la conjugacién enzimética con fosfatasas y

peroxidasas en conjunto con anticuerpos mono Yy policlonales.
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VIl. DISENO METODOLOGICO

a) Tipo de Estudio

Se realiz6 un estudio de corte transversal en nifios febriles que buscaron atencién
en el Centro de Salud Socrates Flores entre agosto y diciembre de 2007, para
identificar las caracteristicas clinicas y de laboratorio de nifios con dengue atipico

en comparacion con otras enfermedades febriles.

b)  Areade Estudio

El area de estudio fue el Centro de Salud Socrates Flores Vivas, ubicado en
Managua y que forma parte de la red de salud del MINSA, el cual esta ubicado en
el Distrito Il de Managua. Este centro oferta los siguientes servicios de salud:
Atencion integral a la mujer, Nifiez y Adolescencia, Planificacion Familiar, Higiene
del medio ambiente, control de las enfermedades vectoriales, atencién a pacientes

con enfermedades crénicas, emergencia y cohorte pediatrica. (Ver Mapa en Anexo 1)

C) Poblacién de estudio

La poblacién a estudio fue de 3,693 nifios y nifias de 2 a 11 afios de edad, que

participan de la cohorte pediatrica del Centro de Salud Soécrates Flores Vivas.

d) Tamafo de la muestra. La muestra fue de 364 nifios, los cuales fueron
extraidos de la cohorte por haber tenido consulta médica. La muestra fue tomada

por un método no probabilistico.
e) Unidad de analisis. Fueron todos los niflos y nifias que asistieron a

consulta médica, por enfermedades febriles sin llenar la definicion de caso de la

OMS en el periodo de estudio.
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f) Criterios de Inclusién. Fueron incluidos en el estudio los nifios y nifias
participantes de la cohorte pediatrica, que durante la consulta médica se le
diagnosticé alguna enfermedad febril, por clinica o examenes de laboratorio. Y
gue no llené en ese momento, los criterios de la definicion de dengue, segun la
Organizacion Mundial de la Salud, pero que tenian cuatro dias o0 menos de haber

iniciado los sintomas.

Criterios de Exclusion. Se excluyeron del estudio a todos los nifios y nifias
cuyos padres o tutores no aceptaron, que se le tomara la muestra de sangre.
Ademas pacientes con mas de cuatro dias de fiebre por que después de cuatro

dias ya no se detecta el virus del dengue en sangre.

g) Definicion de caso de dengue atipico

Casos Confirmados de dengue atipico: Pacientes con enfermedades febriles
que no llenen la definicién de caso de la OMS y que cuyo resultado a la prueba de
Reaccion de Cadena Polimerasa Transcripitasa Reversa (RT-PCR) fue positiva a

cualquiera de los serotipos Denguel, Dengue2, Dengue3 o Dengue4,

h) Variables (Ver en anexos operacionalizacion de variables).

a. Caracteristicas demograficas
e Edad
e Sexo

e Procedencia
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b. Diagndstico clinico, sintomas y signos de los pacientes

v Fiebre v" Adenopatias axilares
v Cefalea v Adenopatias inguinales
v' Eritema faringeo v’ Artralgias
v Dolor de garganta v Presion arterial media.
v' Adenopatias cervicales v Estado nutricional.
v' Exudado faringeo
v Tos
v" Rinorrea
v' Congestion nasal
v' VOmitos
v Diarrea
v Dolor abdominal
C. Caracteristicas de laboratorio de los pacientes

e Glo6bulos blancos
e Linfocitos
e Neutrdfilos

e Hematocrito

i) Proceso de recoleccion de datos

Previa autorizacién de los responsables de la Cohorte Pediatrica del Centro de
Salud, se procedi6 a solicitar el consentimiento de los padres o tutor de los
participantes y se explicé sobre los procedimientos y formas de recoleccién de las

muestras. (Ver en anexos, hoja de consentimiento)
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A los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion antes sefialados se
les llend una ficha elaborada con anterioridad y validada en nifios no incluidos en

el estudio. (Ver en anexos, ficha de recoleccién de informacion)

¢ Plaquetas

d. Microorganismo aislado

e Tipo de virus de Dengue

i) Procesamiento y Analisis de la informacion

La informacion contenida en las fichas y expediente clinico se ingresaron en bases
de datos bases de datos en el programa Epilnfo. 3.3.2. La informacion se analizé
en este programa estadistico y se realizd analisis univariado y bivariado. Para la
determinacion de significancia estadistica, se utilizé el Valor de p y el Odds ratio
(OR) con una confianza del 95%. Los resultados son resumidos en tablas y

graficos que son presentados en capitulo de Anexos.

K) Toma de muestra de sangre

Los pasos o etapas generales para la colecta de muestra bioldgica de sangre.
e Preparacion del Area donde se tomd la muestra de sangre:
e Verificacion de la identidad del participante
e Preparacion psicolégica del nifio
e Buena postura del nifio

e Toma de muestra (serologia y posteriormente BHC)

En caso de no poder obtener la muestra en el primer intento, intentarlo
nuevamente por segunda vez utilizando nuevos insumos. Se podria intentar mas
de dos veces solamente con la autorizacion de un supervisor y de los padres o

tutores.
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Ademas los tubos deben rotularse con el cédigo del paciente y si existen mas
tubos por nifio juntar con una cinta y rotular. Ver detalles de pasos para la toma de

la muestra de sangre e identificacion de tubos. (Ver en anexos, toma de muestra

hematica).

) Procesamiento y andlisis de muestras de sangre

Las muestras Hematicas fueron procesadas por la técnica de laboratorio,

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — trascripcion reversa (PCR-TR).

El PCR-RT es un método "in vitro" que usa la sintesis enzimatica para replicar
selectivamente una regién diana dentro de un DNA de doble cadena, de forma
similar la amplificacion de RNA puede ser hecha proporcionando una copia de
DNA complementario (DNAc) que haya sido previamente sintetizada por reverso

transcriptasa.

El principio fundamental de PCR es la Amplificacion de un fragmento especifico de
DNA por medio de ciclos sucesivos de multiplicacion exponencial hasta llegar a
obtener una cantidad adecuada del producto el cual puede ser visualizado por
electroforésis. De esta manera, una sola molécula puede generar mas de un
milléon de copias de si misma luego de 30 ciclos de replicacion exponencial (230=1,
073, 741,842).

Técnicamente estd comprendida de tres reacciones consecutivas:

Desnaturalizacién: Comprende la descomposicion del DNA blanco de doble
cadena en cadenas sencillas (de acuerdo al modelo de Watson y Crick el DNA
esta formado por 2 cadenas complementarias) con el fin de que los cebadores
puedan encontrar la secuencia especifica para unirse. Usualmente se realiza a
una temperatura entre los 94°C y 96°C por un tiempo aproximado de 0.5 a 2

minutos.
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Hibridaciéon: Una vez desnaturalizado el DNA los cebadores proceden a unirse a
la secuencia para la cual fueron disefiados, con cara hacia el extremo terminal 5'
de la fraccion de DNA a amplificar, esto ocurre en ambas cadenas delimitando la
secuencia de DNA blanco a ser amplificado. Esto se realiza a una temperatura
comprendida entre los 50°C y 60°C por un tiempo aproximado de 0.5 a 2 minutos,
para permitir que los primers o sondas (secuencias especificas complementarias

gue se afladen a la reaccion) se unan a las secuencias blanco buscadas.

Polimerizacion Elongacion o Extension: Después que los cebadores se han
hibridado ocurre el proceso de extension en el cual el protagonista es una
Polimerasa DNA que lleva a cabo la sintesis de nuevo DNA de un cebador hacia
el otro en la direccion de 5' a 3'. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura
de 72°C por un tiempo de 2 minutos. De esta manera después de varios ciclos el
producto predominante de la reaccion serd aquella pieza de DNA la cual esta

flanqueada por los cebadores e incluird a los cebadores por si mismos.

Los ciclos de calentamiento y enfriamiento pueden ser repetidos y los fragmentos
de DNA producidos continuardn acumulandose exponencialmente hasta que los
productos de la reaccion estén agotados o que la enzima sea incapaz de sintetizar

bastante DNA con rapidez.

En este protocolo los procesos de transcripcion reversa del ARN del virus de
dengue y amplificacion del ADN complementario resultante son combinados y
llevado a cabo en un tubo. El uso de un primer 5’complementario a una secuencia
conservada en los 4 serotipos del virus dengue en combinacién con 4 primers 3/,
que hibridizan a secuencias especificas en el genoma de cada uno de los
serotipos, permite la deteccién simultanea de los 4 serotipos. Los sitios de los
primers estan designados para generar productos de diferente tamafio para cada

serotipo, lo cual permite distinguirlo facilmente por medio de electroforesis en gel
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de agarosa. De esta manera la deteccion del virus dengue vy la identificacion del

serotipo pueden realizarse en un solo tubo, comenzando con el ARN viral.

Tres versiones de RT- PCR son presentadas, en la primera se amplifica
segmentos de la region de la capside viral, en la segunda es amplificada parte de
la region no estructural del virus, NS3. La tercera versién es el llamado PCR
Anidado (Nested PCR), que esta compuesta por 2 PCR, en el primero se aplica

una region amplia del virus del

Dengue conservada en los 4 serotipos y en el segundo diferentes regiones

especificas para cada serotipo (25).

m)  Trabajo de campo.

Una vez seleccionada el area de estudio se procedi6 a solicitar la autorizacion de
los responsables de la Cohorte Pediatrica de dengue del Centro de Salud
Socrates Flores Vivas de Managua, posteriormente se solicitd el consentimiento
informado de los padres o tutor de los participantes y se les explicO sobre los
procedimientos y formas de recoleccién de las muestras de sangre, durante el
periodo de estudio los pacientes que asistieron a consulta se les brindé su
consulta médica incluyendo el examen fisico completo y la realizacién de
examenes de laboratorio para establecer el diagndéstico clinico del paciente y
también se les tomaba la muestra hematica para la identificacion del virus del
dengue, posteriormente se realizo el procesamiento de las muestras hematicas de
los pacientes que llenaron los criterios de inclusion del estudio por la técnica de
laboratorio PCR- RT, seguido de recoleccion de la informacion e ingreso en la

base de datos para su analisis y presentacion de los resultados.
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VIll. RESULTADOS

Fueron estudiados 364 pacientes con diagnostico de alguna enfermedad febril
diferente a dengue, en el Centro de Salud Socrates Flores Vivas de Managua en
el periodo de Agosto a Diciembre del 2007.

8.1 Caracteristicas demograficas

El promedio de edad en los nifios atendidos fue de 5.2 afios, con una desviacion

estandar de 2.6, con una mediana de 5, la moda fue de 2 y un rango de 2 — 12.

Los nifios incluidos en el estudio, tenian menos de cinco afios en un 49.2% (179),
entre 5y 9 afios el 42.6% (155) y 10 afios o mas el 8.2% (30).

La infeccién por el virus del dengue se registré en el 1.7% (3) de los nifios
menores de 5 afos; en el 3.9% (6) de los nifios entre 5y 9 afios y en el 10% (3) de

los nifios de 10 y mas afios. (Ver en anexos, tabla n° 1)

Entre las nifias la proporcion de positivas para dengue fue del 3.9% (7) y entre los

varones del 2.7% (5). (Ver en anexos, tabla n° 2)

Segun la procedencia los nifios estudiados provenian de 17 barrios y otros (11
nifios) de sectores por fuera del area de influencia. Los barrios de mayor
proporcién de la residencia de los nifios fueron: el Julio Buitrago con el 15% (55),
seguidos de San Sebastian 11.8% (43), Boer 11.3% (41), Cristo del Rosario10.7%
(39) y Santa Ana Norte 8.8% (32).

Sin embargo, nifilos con identificacion del virus de dengue se registraron entre los
provenientes de San Antonio, San José, Santa Ana Sur, Barrio Cuba, Julio
Buitrago, Cristo del Rosario y Santa Ana Norte, tal como se observa en el mapa

con casos de dengue incluida en Anexos. (Ver en anexos, figuran® 1y tabla n® 3)
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8.2 Diagnoéstico clinico, sintomas y signhos de pacientes con Dengue

atipico

Los diagndsticos clinicos mas frecuentes que se realizaron son, Resfriado 56%
(204), Amigdalitis 20.9% (76), Enfermedad diarreica aguda 8.8% (32) e Infeccién

de vias urinarias 6.3% (23).

De los doce nifios que se les aisl6 el virus del dengue tres fueron los diagndsticos
realizados cuando consultaron: amigdalitis con un 58.3% (7), resfriado con el 25%
(3) e infeccidn de las vias urinarias con el 16.7% (2). (Ver en anexos, tabla n® 4y

gréafico n°® 3)

De los 364 casos de pacientes estudiados, los signos y sintomas mas frecuentes
fueron: la fiebre en la totalidad de los mismos, congestién nasal, tos y exudado
blanquecino en el 72% respectivamente (262), eritema faringeo en el 68.7% (250),

rinorrea en el 64.6% (235) y adenopatia cervical en 63.2 (230).

Entre los pacientes con diagnostico de dengue por PCR-RT ademas de la fiebre,
los signos y sintomas mas frecuentes registrados fueron el eritema faringeo con
91.7% (11) y la adenopatia cervical en el 75% (9) de éstos. Por otro lado en los
nifios con otros diagndsticos y con pruebas negativas para dengue, ademas de la
fiebre fueron la tos, el exudado blanquecino y la congestion nasal los que

predominaron con el 72.7% (256). (Ver en anexos, tabla n°® 5 y grafico n° 4)

El estado nutricional de los nifios fue predominantemente eutréfico con el 72.3%
(263), fueron clasificados en sobrepeso el 3.8% (14), en riesgo de desnutricion el
20.1% (73), y desnutrido el 3.8% (14). Sin embargo la mayoria de los pacientes
desnutridos padecieron otras enfermedades y s6lo el 14.3% (2) se les identificé el

virus del dengue. (Ver tabla 6 y grafico 5)
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Entre los signos registrados, la presién arterial diferencial se encontré normal en
todos los pacientes, independiente de la presencia o ausencia del virus del

dengue. (Ver en anexos, tabla n° 7 y gréfico n° 6)

8.3 Caracteristicas de laboratorio

La principales caracteristicas de laboratorio encontradas en los pacientes se
encontré que el 50% (182) presentaban leucocitosis, el 47.8% (174) presentaron

valores de leucocitos normales y solamente el 2.2% (8) presentd leucopenia.

En los nifios donde se aislo el virus del dengue el 66.7% (8) presentaron
leucocitos en valores normales, el 25% (3) cursé con leucocitosis y solamente el
8.3% (1 caso) con leucopenia. En los que no se aislé el virus del dengue, se
identific6 una leucocitosis en el 50.9%, con leucocitos normales con el 47.2%

(166) y el 2% (7) registrd leucopenia. (Ver anexos, tabla n® 8 y grafico n° 7)

En el 50.3% de los nifios (183) se presentd linfocitos en valores normales,
linfopenia en el 28.3% (103) y el 21.4% (78) se reporto linfocitosis. En nifios en los
cuales se aisl6 el virus del dengue en el 66.3% (8) se registré 33% (4) en valores
normales y linfopenia en el 66.7% (8). En pacientes negativos al virus del dengue,
los linfocitos estaban normales en el 50.9% (179), se identificé linfopenia el 27%
(95) y linfocitosis en el 22.2% (78). (Ver anexos, tabla n° 9 y gréafico n° 8)

Los neutrdfilos se registraron en valores normales en el 45% (160) de los nifios,
hubo neutrofilia en el 29.7% (108) y neutropenia en el 29.6% (90). En los nifios
con el virus del dengue, los valores de Neutréfilos fueron normales en 41.7% (5)
de éstos, el 50% (6) presentd neutrofilia y el 8.3% (1) presentdé neutropenia.
Comparado con los nifios en donde no se identificé virus del dengue, los valores
fueron normales para el 45.7%, un 29% (102) present6 neutrofilia y el 25.3% (89)

presento neutropenia. (Ver anexos, tabla n° 10 y grafico n° 9)
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El Hematocrito se registré en rangos de normalidad para el 79.7% de los nifios
(290), estaba disminuido en el 14.3% (52) y aumentada la concentracion en el 6%
(22).

En pacientes con dengue el hematocrito fue normal en el 83.3% (10), el 16.7% (2)
tenian un hematocrito mayor de 40 y no se registraron casos con disminucion del
hematocrito. En pacientes en los que el PCR fue negativo para dengue, el 79.5%
(280) su hematocrito fue normal, el 14.8% (52) lo tenian disminuido y el 5.7% (20)

fue mayor de 40. (Ver anexos, tabla n° 11 y gréafico n° 10)

Las plaquetas se registraron en cifras normales (mas de 100,000) en la totalidad

de pacientes. (Ver en anexos, tabla n® 12 y grafico n° 11)

8.4  Serotipo aislado del virus de dengue en pacientes con dengue atipico

El virus del Dengue se identifico en 3.3% (12) de los nifios febriles diagnosticados
inicialmente con otra patologia. La tipificacion realizada por PCR-TR tipo de virus

gue once de ellos (91.7%) eran Dengue tipo 2 y uno (8.3%) era dengue tipo 1. (Ver

en anexos, tabla n° 13)
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Dado los objetivos de este estudio, la muestra de 364 nifios presento
caracteristicas similares a la distribucion de la cohorte que la origind y de la
poblacidon de los nifios correspondiente al area de influencia del Centro de Salud

Sdécrates Flores (Censo de Poblacion, del C/S Sécrates Flores).

Teniendo en cuenta, que los nifios incluidos en el estudio, presentaron
enfermedades febriles que fueron diagnosticadas con entidades nosoldgicas
diferentes a dengue, éstos no reunieron todos los criterios que los clasifique como
caso A (con sintomas y signos especificos de dengue) y que obligarian a la toma
inmediata de sangre total sin anticoagulantes, para posterior separacion suero e
identificacion de PCR-RT.

La OMS los clasifica como todo nifio con fiebre alta, con dos o mas de los
siguientes  criterios: cefalea, dolor retro-orbital, dolor osteomuscular,
manifestaciones hemorragicas, exantema y confirmaron serologica de un titulo
reciproco de anticuerpos Inhibicion Hemoaglutinacion (IH)= 1.280 o un titulo
ELISA equivalente de IgG o0 una prueba positiva de anticuerpos IgM o
antecedentes en la misma localidad o periodo de casos sospechosos y/o
confirmados de dengue (1).

Para este estudio, estos nifios incluidos en la muestra por tener otros diagndésticos
diferentes a dengue, se les envio prueba PCR-RT y se colectaron datos de sus
expedientes. Por lo que una prevalencia muestral de 3.3% debe tomarse como

alta y debe ser interpretada como los casos atipicos de dengue en nifios.

El estudio muestra que la proporcion de nifios infectados aumenta con la edad,
llegando hasta un 10% entre los nifios de 10 afios y mas. Aunque biol6égicamente
la suceptibilidad es mayor en nifios, dependera de sus antecedentes de infeccion

por otro tipo de virus diferente al que esta en circulacion, ya que una infeccion por
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un serotipo de dengue, no representa inmunidad protectora duradera para una
infeccién por otro tipo de virus del dengue. (13, 15,27) Otro hallazgo consistente con

la bibliografia, es la mayor vulnerabilidad de las mujeres a la infeccion. (13,28)

La mayor proporcién de confirmaciones de dengue en nifios de mayor edad,
podria también explicarse, por la exposicion a mas ambientes infestados por
mosquitos producto de la movilidad de éstos en los barrios, escuelas y otras
casas. Los nifios menores tienen una relativa menor proteccion por el cuido dado

por sus padres en el dia y la noche.

Tal como se observa en la figura uno, los casos de dengue se ubican en zonas de
riesgo, no solo por interrupcion de agua, que obliga a los pobladores a guardar en
recipientes no protegidos, y a la falta de habitos de limpieza, cepillo, cambio del
agua, uso de cloro, abate; sino también a viviendas pobres, populares, no
protegidas de vectores y ubicadas cerca de un gran criadero de vectores como es

el lago Xolotlan.

Las patologias que sustituyeron la clasificacion del dengue en los nifios en
estudio, se corresponden con aquellas de mayor morbilidad y motivo de consulta,
como son los resfriados, amigdalitis y enfermedades diarreicas agudas, asi como
las infecciones de vias urinarias. Sin embargo cuando se observan los signos y
sintomas que presentaban éstos nifios, se puede identificar que los mas
frecuentes estan presentes en pacientes con dengue, por lo que debieron ser
considerados junto con el dengue por los médicos, como diagndésticos
diferenciales a confirmar, tal como la fiebre, el eritema faringeo y las adenopatias

cervicales presentes en muchos casos de dengue (27),
El estado nutricional y la presion arterial diferencial no fueron factores

relacionados con casos de dengue, ya que la mayoria fueron eutroficos en

sobrepeso y solo uno sin dengue estaba desnutrido.
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La cefalea que frecuentemente acompafa a la fiebre, fue presentada por la mitad
de los pacientes y menos en pacientes febriles, lo cual puede deberse a un sesgo
de registro o de informacion, ya que los nifios tienen dificultades para manifestarlo,

y mas bien se usa la referencia de la madre. (15, 29,30)

La tos y rinorrea en las enfermedades febriles se manifestaron en mas de la mitad
de los nifios, y en la mitad de los nifios con PCR RT positivo para dengue

coincidente con otros estudios realizados en el pais. (15,29)

Los sintomas de dolor abdominal, vomitos y diarrea difieren de la literatura
consultada ya que en este estudio la presencia de éstos es minima, sin embargo

en los otros estudios su frecuencia es aproximadamente del 25%.

Los signos y sintomas como eritema, dolor faringeo y adenopatia cervical,
adenopatias axilares e inguinales, pueden presentarse acompafnando al dengue,

tal como se demostré en este estudio.

La mayoria de las pruebas de laboratorio resultaron normales en los nifios en
estudio (glébulos blancos, neutréfilos, hematocrito y plaquetas), las cuales podrian
estar explicando la ausencia de cuadros graves, la ausencia de manifestaciones
hemorragicas, y la induccion al médico para hacer otro diagnostico diferente al

dengue.

El virus del dengue identificado para finales del 2007 Den 2, era el que estaba
mayormente circulando en Nicaragua, por lo que es un reflejo de la activa

transmision del dengue en el pais y del pico que se presenta a finales de afios. (13,
15,27)
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas demogréficas de los nifios en general, son similares a

las de los confirmados para dengue, con similar proporcion de género.

Los diagndsticos clinicos iniciales que con mayor frecuencia se presentaron
en general y en los casos atipicos clinicamente de dengue fueron
amigdalitis, resfriados e infeccidon de vias urinarias y los sintomas y signos
que presentaron los nifos en estudio fueron en especial respiratorios tal
como fiebre, eritema faringeo, adenopatias cervicales, exudado blanco, tos
congestion nasal. De éstos el eritema, dolor faringeo y adenopatia cervical

también se presentaron con frecuencia en los casos atipicos de dengue.
El perfil de laboratorio no fue una herramienta para el diagnostico de
dengue por los médicos, dado que la mayoria de los mismos presentaron

valores normales.

El virus principal aislado fue DEN 2 correspondiente con el serotipo

circulante para el tltimo trimestre de 2007 en el pais.
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Xl. RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Salud

1. Actualizar al personal médico sobre los aspectos clinicos y epidemiologicos
del dengue y perfeccionar los conocimientos de los diagnosticos
diferenciales para la captacion oportuna de los casos atipicos de dengue.

2. Remitir los resultados del estudio a la direccion de Vigilancia
Epidemioldgica con el fin de fortalecer la vigilancia activa a nivel de todas
las instituciones de salud, asi como también analizar el comportamiento de
los sindromes febriles y la situacion entomoldgica para intensificar la

busqueda de casos.

3. Realizar estudios de seguimiento para el mismo periodo con el objetivo de

mejorar en la calidad del abordaje clinico y epidemiolégico del dengue.

4. Implementar la creacion de centros o unidades centinelas para monitorear
la enfermedad y conocer los serotipos circulantes en sitios de alta

endemicidad de dengue.
5. Capacitacién a los promotores de salud en las tomas de muestras para la

busqueda activa de casos sospechosos en pacientes con sindromes

febriles a nivel comunitario.
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ANEXOS



Operacionalizacion de las variables

Variables Definicion Indicador Valor
operacional

Edad Tiempo transcurrido Fecha de nacimiento 2-4 afios
desde la fecha de registrada en 5-9afios
nacimiento registrada expediente clinico. +10afios.
en el expediente hasta
la fecha de realizacion
del estudio.

Sexo Caracteristicas Segun dato registrado | Masculino
genotipicas que en expediente clinico. | Femenino

diferencian al nifio de
la nifa

Procedencia

Lugar de residencia
habitual del paciente

Segun dato registrado
en expediente clinico.

Nombre del Barrio.

Diagnéstico clinico Clasificacion de las Segun datos clinicos y | Resfriado.
enfermedades febriles | de laboratorio Amigdalitis.
segun normas y registrado en el Infeccién de vias
protocolos de atencion | expediente. urinarias.
a las enfermedades de Diarrea.
la infancia Otros

Fiebre Aumento de la Dato clinico registrado | Si
temperatura corporal en expediente No
como motivo(s) de
consulta referido por
el padre/tutor

Cefalea Sensacion de dolor en | Dato clinico registrado | Si
la cabeza en expediente No

Eritema faringeo Eritema de la faringe Dato clinico registrado | Sl

en el expediente No

Dolor de garganta Sensacion de Dato registrado en el Si
incomodidad en la expediente No
garganta.

Adenopatias Tumefaccién de Dato registrado en el Si

cervicales ganglios cervicales expediente clinico No

Exudado faringeo Material purulento Dato registrado en Si

expediente No

Tos Activacion del reflejo Dato registrado en el Si
tusigeno. expediente. No

Rinorrea Secrecion liquida de Dato Clinico registrado | Si
las fosas nasales en el expediente. No

Congestion nasal Sensacion de Dato clinico registrado | Si
obstruccion de las vias | en el expediente. No
nasales

Voémitos Expulsion de material Dato registrado en el Si
desde el estomago, expediente. No
eso6fago y boca

Diarrea Deposiciones liquidas. | Dato registrado en el Si

expediente. No




Variables Definicion Indicador Valor
operacional
Dolor Abdominal Sensacion de dolor en | Dato registrado en el
la region abdominal expediente Si
No
Adenopatias Ganglios aumentados | Dato registrado en el
de tamafio en fosa expediente Si
axilares axilar. No
Adenopatias Ganglios aumentados | Dato registrado en el
de tamafio en expediente Si
inguinales regiones inguinales. No
Artralgias Como dolor en Dato registrado en el
articulaciones de expediente Si
intensidad variable. No
Presion arterial Diferencia entre la Dato registrado en el 20 — 29 mm/Hg
diferencial presion sistélica y expediente 30 — 39 mm/Hg
diastolita. 40 — 50 mm/Hg
Mayor de50mm/Hg
Estado nutricional Condicién fisica en la Dato registrado en el Eutrofico
gue esta el nifio. expediente Riesgo nutricional
Segln su peso-edad. Desnutrido
Obesidad
Glébulos blancos Cantidad de células Dato registrado en Leucopenia.
blancas en expediente. Normal.
hemograma. Leucocitosis.
Linfocitos Cantidad de células Dato registrado en Linfopenia.
linfociticas en expediente. Normal.
hemograma. Linfocitosis.
Nuetrofilos. Cantidad de células Dato registrado en Neutropenia.
neutrofilas en expediente. Normal.
hemograma. Neutrofilia.
Hematocrito Concentracion de Dato registrado en Hemoconcentracion
hematocrito. expediente clinico Normal.
Plaquetas Cantidad de células Dato clinico registrado | Trombocitopenia.

plaquetarias en
hemograma.

en el expediente.

Normal.
Trombocitosis.

Virus de Dengue

Serotipo de aislado
durante RT-PCR.

Datos clinico
registrado en el
expediente,

DEN 1
DEN 2
DEN 3
DEN 4




Ficha de recolecciéon de lainformacioén

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
CENTRO DE INVESTIGACIONES Y ESTUDIOS DE LA SALUD

ESCUELA DE SALUD PUBLICA

ALGUNAS CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS EN NINOS DE 2 A 11 ANOS
ATENDIDOS POR ENFERMEDADES FEBRILES, POSTERIORMENTE CONFIRMADOS CON
VIRUS DEL DENGUE EN EL CENTRO DE SALUD SOCRATES FLORES VIVAS DE MANAGUA,
AGOSTO A DICIEMBRE 2007

Ficha de Registro de Datos del Expediente Clinico

l. Caracteristicas demograficas de los nifio(a)

1. Edad 1] afios

2. Sexo [1 Hombre 1 Mujer

3. Procedencia

Il. Diagnéstico clinico, sintomas y signos frecuentes en los pacientes

[] Resfriado ] Otros

L] Infeccién de vias urinarias

[1 Amigdalitis

[] Diarrea



Cefalea

Eritema faringeo

Dolor de garganta
Adenopatias cervicales
Exudado faringeo

Tos

Rinorrea

Congestion nasal

Vomitos

OO O0O00o0do0ood

Diarrea

Ill. Resultados de Laboratorio

Glébulos blancos (miles)
Linfocitos (%)
Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Plaquetas (miles):

IV.PCR TR para Dengue

Resultado: [ Positivo [J Negativo

Serotipo aislado: [0 DEN1 [ DEN2 L[] DEN3 L[] DEN4

Estado nutricional

L] Eutréfico
[1 Riesgo nutricional
] Desnutrido

[l Obesidad

Presion arterial diferencial

1 20 — 29 mm/Hg
[J 30 -39 mm/Hg
1 40 — 50 mm/Hg

1 Mayor de50mm/Hg



Carta de consentimiento informado

ALGUNAS CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS EN NINOS DE 2
A 11 ANOS ATENDIDOS POR ENFERMEDADES FEBRILES,
POSTERIORMENTE CONFIRMADOS CON VIRUS DEL DENGUE EN EL
CENTRO DE SALUD SOCRATES FLORES VIVAS DE MANAGUA, AGOSTO A
DICIEMBRE 2007.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

¢ PORQUE HACEMOS ESTE ESTUDIO?

El Dengue es una enfermedad muy conocida que afecta a muchas personas aqui en
Managua. La mejor manera de reducir el nimero de personas enfermas debido al Dengue
seria una vacuna, la cual en este momento no esta disponible al publico. Investigadores
ya estan trabajando dedicadamente para obtener una vacuna que sea segura y eficaz
para Dengue. Hay posibilidad que en un futuro se podria estudiar esta vacuna en nifios de
Managua. Para ello es necesario darle seguimiento a un grupo de nifios durante algunos
afios, antes de probar una vacuna, en los cuales se estudiara el comportamiento de la
enfermedad de Dengue.

Le invitamos a que considere que su nifio participe en este estudio de investigacion, En
este formulario que se le dejara copia encontrard informacion completa del estudio. La
participacién de su nifio/a en el estudio es voluntaria. Si decide participar, por favor

asegurese de firmar y poner la fecha al final de la Ultima pagina de este formulario.

¢ QUE PASARA DURANTE ESTE ESTUDIO?

El estudio inici6 en Agosto del 2004 y fue recientemente extendido a Diciembre 2009.
Estaremos brindando la oportunidad a nifios de 2 a 11 afios para ingresar y participar en
los siguientes tres afios del estudio, 2007-2009 y esperemos ingresar alrededor de 3750
nifios. Si usted decide participar, hoy mismo se le solicitaran datos generales del nifio/a.
Cada afio entre Julio y Agosto, le visitaremos a su casa o0 se le solicitara que visite el
Centro de Salud Sécrates Flores para preguntarle sobre la salud de su nifio/a y para
tomarle una muestra de sangre en el brazo, llenando dos tubos (7cc en total) para

estudiar la enfermedad de Dengue y para realizar Biometria Hematica Completa (BHC)



con el objetivo de valorar el estado de salud de su nifio/a. Esta visita tomara unos 10
minutos.

Las pruebas se realizaran en el Centro de Salud(C/S) Sécrates Flores, el Centro Nacional
de Diagnostico y Referencia (CNDR) y podrian ser enviadas a algun laboratorio fuera del
pais con previa autorizacién de parte del Ministerio de Salud de Nicaragua. Si su nifio/a
abandona el estudio, usted no podra recuperar las muestras almacenadas del nifio/a.

Se le citar4 para que se presente al C/S Soécrates Flores dos dias después de la toma de
muestra anual para entregarle el resultado de Biometria Hemética y de ser necesario
pasara consulta con un médico. También se le dara un carnet de identificacion al nifio/a
que esta participando por primera vez el cual debe presentar siempre que requiera
atencion médica en el C/S o el Hospital “La Mascota”. Al final, se le tomara una huella
digital para la identificacion del nifio/a como participante del estudio. La cita durara entre
20 minutos a una hora dependiendo de la cantidad de nifios que estén presentes.

Se realizaran visitas domiciliares durante el afio para preguntar acerca del estado de
salud de su nifio/a, la cual tomard menos de diez minutos.

Al estar de acuerdo en participar en este estudio. Ud. se compromete a traer a su nifio/a
inmediatamente al C/S SdOcrates Flores cada vez que enferme en los préximos tres afios.
Es importante para nosotros evaluar y monitorear la enfermedad de Dengue en su nifio/a.
Si su nifio/a presenta fiebre o cualquier otra enfermedad, deberéa asistir al C/S Sécrates
Flores y llevar su tarjeta de identificacion. Si olvida traer su tarjeta de identificacion el
personal del centro de salud verificard la identidad del nifio por otros medios. En el C/S
se le brindara atencibn médica y se le tomaran los exadmenes de laboratorios pertinentes
y disponibles. A los nifios sospechosos de dengue se le tomaran dos muestras de
sangre con un intervalo de 2 — 3 semanas para confirmar el diagnéstico y se brindara
seguimiento diario, incluyendo exdmenes del laboratorio cuando sea necesario y atencién
médica al nifio/a para valorar la evolucion de la enfermedad. Ademas, si su nifio se
presenta al centro de salud con fiebre y otra enfermedad distinta al dengue tal vez
tomaremos una muestra de sangre para descartar el diagndstico de dengue. Ante
cualquier complicacién, su nifio/a sera trasladado inmediatamente a un Hospital.

Riesqos e Incomodidades: Los riesgos asociados a la toma de sangre son dolor

temporal localizado, moretones en el sitio del pinchazo, mareo y muy infrecuentemente,
una infeccidén. Se minimizan estos riesgos usando personal experimentado para realizar la

toma de la sangre y utilizando técnica estéril.



Beneficios: Si su nifio se enferma, recibira atencion médica personalizada en el Centro
de Salud Sdcrates Flores todos los dias las 24 horas. Se contara con equipos modernos y
automatizados para realizarle pruebas de sangre necesarios para el seguimiento y
vigilancia de la enfermedad de Dengue. Se le monitoreara el estado nutricional del nifio (si
tiene anemia, desnutriciébn, etc.). Si requiere hospitalizacion por Dengue, le
transferiremos al Hospital del Nifio "La Mascota,” asumiendo los costos de esa
hospitalizacién (tratamiento, examenes de laboratorio, ultrasonido). Se le entregara
vitaminas a su nifio durante el muestreo anual y también al tiempo de su visita
convaleciente al centro de salud si su nifio es sospechoso para dengue. Ademas, su
participacion beneficiard a la investigacion para mejorar la prevenciéon y control del

Dengue.

¢ QUIEN PUEDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION?
En este estudio, estamos ingresando a nifios/as de dos a once afios de edad, cuyos
padres no piensan mudarse de casa en los préximos tres afios y que ademas estan de
acuerdo en acudir al C/S Sécrates Flores para cuidado médico.
No podrén participar en el estudio aquellas personas que han vivido en el barrio menos de
seis meses aunque sean duefios del domicilio, ni personas que alquilan vivienda y han
vivido en el barrio por menos de dos afos.
El estudio guardara la informacion y los resultados acerca de su nifio/a de manera
confidencial. Solamente personal de salud autorizado tendra acceso al hombre de su
nifio/a y en otras ocasiones se identificara al nifio/a o sus muestras por una codificacion.
No se le pagara por participar en este estudio. Su participacién es voluntaria y Ud. puede
retirarse en el momento que lo desee. Si decide retirarse, debe comunicarselo a la
enfermera del C/S Sdécrates Flores u otro personal del estudio.
El personal del estudio puede retirar la participacién del nifio/a de este estudio en
cualquier momento, aunque desee continuar participando. Esto podria pasar si se
presentan las situaciones siguientes:

o Ud. se aleja del area de cobertura del C/S Sdcrates Flores.

o El médico del estudio cree que es mejor para usted finalizar la participacion de su

niflo/a en el estudio por razones médicas.
o Ud. no sigue los procedimientos descritos en esta carta.

o Lainvestigacion ha sido finalizada por cualquier razon.



Para cualquier pregunta o problema, llame al teléfono 2660841 al C/S Sdcrates Flores a
Dra. Guillermina Kuan (correo electronico drakuan@yahoo.com.mx) y/o al CNDR con Dr.
Angel Balmaseda al teléfono 2897723 (correo electronico virologia@minsa.gob.ni).

Es improbable que su nifio/a sufra algin dafio como resultado de este estudio, pero si
esto sucede tendra a su disposicion cuidado médico. Dependiendo de varios factores, los
costos de estos cuidados podrian ser cubiertos por el proyecto. Si tiene algunas
preguntas con respecto a esta afirmacidon o sus derechos como sujeto en una
investigacion, puede consultar a las personas mencionadas a continuacion, quienes
integran el Comité Etico para proteger participantes del estudio: Dr. Alberto Montoya del
CNDR , Ministerio de Salud (289 77 23), parasitologia@minsa.gob.niUT, Dr. Félix
Sanchez del Hospital Infantil "La Mascota" (289 77 02), o el Comité de Proteccion de
Sujetos Humanos, 101 Wheeler Hall, Universidad de California, Berkeley, CA 94720-1340,

numero telefénico 510-642-7461 o correo electronico TUcphs@berkeley.eduUT.

CONSENTIMIENTO DEL PADRE/TUTOR DEL SUJETO:

Todas mis preguntas fueron respondidas con satisfaccion. Me han dicho que la
participaciéon de mi nifio/a en este estudio es voluntaria y que él/ella puede dejar de
participar en este estudio en cualquier momento.

Doy permiso para la toma de muestra de sangre de mi nifio/a para ser utilizada en este
estudio de investigacion y permito que los investigadores utilicen la informacién

recolectada en los expedientes de mi nifio/a.

Nombre del participante Cadigo del estudio

Nombre del Padre o responsable legal

Firma del Padre o responsable legal Fecha

En el caso que el padre/responsable legal es analfabeto:



mailto:virologia@minsa.gob.ni
mailto:parasitologia@minsa.gob.niUT
mailto:subjects@uclink4.cphs@berkeley.edu

Firma del testigo Fecha

Huella digital del tutor/participante

Nombre de la persona que explico el estudio Fecha
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Tablas de resultados

Tabla 1 Distribucion por grupos de edades de los pacientes con dengue atipico y
enfermedades febriles en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de
Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Positivo Negativo Total
Edad
No % No % No %
2 - 4 afios 3 1.7 176 98.3 179 100.0
5 -9 afos 6 3.9 149 96.1 155 100.0
10 — 14 afos 3 10.0 27 90.0 30 100.0
Total 12 3.3 352 96.7 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X?=4.7222 p=0.09ES OR>5.14=2.9(0.78-11.07)



Tabla 2. Distribucibn por sexo de los pacientes con dengue atipico y

enfermedades febriles en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de

Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Positivo Negativo Total
Sexo
No % No % No %
Mujer 7 3.9 173 96.1 180 100.0
Hombre 5 2.7 179 97.3 184 100.0
Total 12 3.3 352 96.7 364 100.0

Fuente: Expediente clinico

X2=0.3917 p=0.53 ORMujer= 1.44 (0.45-4.65)



Tabal 3. Procedencia de los pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles

en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue

Barrio Positivo Negativo Total
No. % No. % No. %

Monseiior Lezcano 0 - 27 100.0 27 100.0
Cuba 2 6.7 28 93.3 30 100.0
Santa. Ana Sur 3 10.0 27 90.0 30 100.0
Santa. Ana Norte 1 3.1 31 96.9 32 100.0
La Cruz 0 - 10 100.0 10 100.0
C: Rosario 1 2.6 38 97.4 39 100.0
San Sebastian 0 - 43 100.0 43 100.0
San. Antonio 1 50.0 1 50.0 2 100.0
San José 2 18.2 9 81.8 11 100.0
Boer 0 - 41 100.0 41 100.0
William Diaz 0 - 1 100.0 1 100.0
Martha Quezada 0 - 2 100.0 100.0
El Carmen y Reforma 0 - 1 100.0 2 100.0
Manuel Olivares 0 - 11 100.0 11 100.0
Julio Buitrago 2 3.6 53 96.4 55 100.0
Javier Cuadra 0 3 15 100.0 15 100.0
Manchester 0 3 3 100.0 3 100.0
Fuera de Sector 0 ) 11 100.0 11 100.0

Total 12 3.3 352 96.7 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.




Tabla 4. Diagnostico clinico de los pacientes con dengue atipico y enfermedades

febriles en el Centro de Salud Soécrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue

Diagnostico Positivo Negativo Total
No. % No. % No. %
Amigdalitis 7 58.3 69 19.6 76 20.9
Faringitis Viral 0 0 3 0.9 3 0.8
Neumonia 0 0 6 1.7 6 1,6
Otitis Media Aguda 0 0 1 0.3 1 0.3
Resfriado 3 25 201 57.1 204 56.0
Diarrea sin Deshidratacion 0 0 32 9.1 32 8.8
Disenteria 0 0 3 0.9 3 0.8
Emesis 0 0 2 0.6 2 0.5
Hepatitis Viral 0 0 2 0.6 2 0.5
Urticaria 0 0 1 0.3 1 0.3
VU 2 16.7 21 6.0 23 6.3
Otro Diagndstico 0 0 8 2.3 8 2.3
Bronquitis 0 0 2 0.6 2 0.5
Impétigo 0 0 1 0.3 1 0.3
Total 12 100.0 352 100.0 | 364 | 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X2=10.5375

p=0.0012 ES

ORamigdalitis= 5.7 (1.76-18.63)




Tabla 5. Signos y sintomas clinicos de los pacientes con dengue atipico y

enfermedades febriles en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de

Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue

Signos y sintomas Positivo Negativo Total
n=12 n=352 n=364
No. % No. % No. %
Fiebre 12 100.0 352 100.0 | 364 | 100.0
Cefalea 6 50.0 149 40.9 155 42.6
Eritema Faringeo 11 91.7 239 67.9 250 68.7
Odinofagia 5 41.7 139 39.5 144 39.6
Adenopatia cervical 9 75.0 221 62.8 230 63.2
Exudado blanco 6 50.0 256 72.7 262 72.0
Tos 6 50.0 256 72.7 262 72.0
Rinorrea 5 41.7 230 65.3 235 64.6
Congestion nasal 6 50 256 72.7 262 72.0
Vémitos 2 16.7 48 13.6 50 13.7
Diarrea 0 - 0 - 0 -
Dolor abdominal 0 - 1 0.3 1 0.3
Adenopatia axilar 0 - 0 - 0 -
Adenopatia inguinal 0 - 0 - 0 -
Artralgias 1 8.3 1 0.3 2 0.5

Fuente: Expediente clinico.

X2=3.0479 p=0.08

OREritemaFaringeo: 5.2 (0.66-40.77)




Tabla 6. Estado nutricional en pacientes con dengue y enfermedades febriles en
pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles en el Centro de Salud

Sacrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Positivo Negativo Total
Estado
nutricional No % No % No %
Desnutrido 2 14.3 12 85.7 14 100.0
Riesgo 0 - 73 100.0 73 100.0
Eutrofico 8 3.0 255 97.0 263 100.0
Sobrepeso 2 14.3 12 85.7 14 100
Total 12 3.3 352 96.7 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X2=5,51

p=0.01 ES ORbn= 5.66 (1.11-28.73)




Tabla 7. Presion arterial diferencial en pacientes con dengue y enfermedades

febriles en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles en el Centro de

Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Positivo Negativo Total
Presion arterial

diferencial No % No % No %
20 - 29 mm/Hg 0 0 14 4.0 14 3.8
30 - 39 mm/Hg 6 50.0 199 56.5 205 56.3
40 - 49 mm/Hg 5 41.7 124 35.2 129 35.4
50 =2 mm/Hg 1 8.3 15 4.3 16 4.4
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico



Tabla 8. Leucocitos en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Soécrates Flores, en el periodo de Agosto -
Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Glébulos Positivo Negativo Total
blancos
Normal 5,000 - No % No % No %
10,000
Menos de 5,000 1 8.3 7 2.0 8 2.2
5000 - 10,000 8 66.7 166 47.2 174 47.8
Mas de 10,000 3 25.0 179 50.9 182 50.0
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X?2=2.1732 p=0.14 ORLeucopenia=4.48 (0.50-39.61)



Tabla 9. Linfocitos en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles

atendidos en el Centro de Salud Soécrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Linfocitos Positivo Negativo Total
Normal de 20-

40% No % No % No %
Menos de 20% 8 66.7 95 27 103 28.3
20 - 40 % 4 33.3 179 50.9 183 50.3
Mas de 40% 0 - 78 22.2 78 21.4
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.



Tabla 10. Neutréfilos en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Neutréfilos Positivo Negativo Total
Normal de 50-

70% No % No % No %
Menos de 50% 1 8.3 89 25.3 90 24.7
50-70 % 5 41.7 161 45.7 166 45.6
Mas de 70% 6 50.0 102 29.0 108 29.7
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X2=1.7915 p=0.18 ORNeutropenia=0.26  (0.03-2.11)



Tabla 11. Hematocrito en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Soécrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Hematocrito Positivo Negativo Total

Normal 34-40 %

No % No % No %
Menos de 34% 0 0 52 14.8 52 14.3
34-40% 10 83.3 280 79.5 290 79.7
Mas de 40% 2 16.7 20 5.7 22 6.0
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.

X2=2.4658 p=0.11 ORHio>40%=3.32 (0.68-16.18)



Tabla 12. Plaquetas en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto -
Diciembre 2007.

Resultado final PCR Dengue
Plaguetas Positivo Negativo Total
Normal 100,000 -

400,000 No % No % No %
Menos de 100,000 0 - 1 0.3 1 0.3
100,000 — 400,000 12 100.0 351 99.7 363 99.7
Total 12 100.0 352 100.0 364 100.0

Fuente: Expediente clinico.



Tabla 13. Virus de dengue aislado en pacientes febriles atipico atendidos en el

Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.

Tipo de virus PCR-TR NUumero Porcentaje
Dengue 1 1 8.3
Dengue 2 11 91.7
Total 12 100.0

Fuente: Expediente clinico



Graficos de resultados

Gréafico 1  Distribucidon por grupos de edades de los pacientes con dengue
atipico y enfermedades febriles en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el
periodo de Agosto - Diciembre 2007.
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Fuente: Tabla 1



Gréafico 2 Distribucion por sexo de los pacientes con dengue atipico y
enfermedades febriles en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de
Agosto - Diciembre 2007.
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Figura 1

Procedencia de los pacientes con dengue atipico segun barrios de

influencia del Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.
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Gréafico 3 Diagnostico clinico inicial de los pacientes con dengue atipico y otras
enfermedades febriles en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de
Agosto - Diciembre 2007.
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Gréfico 4 Signos y sintomas clinicos de los pacientes con dengue atipico y
enfermedades febriles en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de
Agosto - Diciembre 2007.
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Gréfico 5. Estado nutricional en pacientes con dengue y enfermedades febriles en
pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles en el Centro de Salud
Socrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.
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Gréfico 6. Presion arterial diferencial en pacientes con dengue y enfermedades
febriles en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles en el Centro de
Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto - Diciembre 2007.
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Gréafico 7. Globulos blancos en pacientes con dengue atipico y enfermedades
febriles atendidos en el Centro de Salud Sdcrates Flores, en el periodo de Agosto

- Diciembre 2007.
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Gréfico 8. Linfocitos en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de Agosto -
Diciembre 2007.
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Gréafico 9. Neutréfilos en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto -
Diciembre 2007.
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Gréafico 10. Hematocrito en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles

atendidos en el Centro de Salud Sécrates Flores, en el periodo de Agosto -

Diciembre 2007.
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Gréafico 11. Plaquetas en pacientes con dengue atipico y enfermedades febriles
atendidos en el Centro de Salud Socrates Flores, en el periodo de Agosto -
Diciembre 2007.
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Procedimiento de toma de muestra hematica

Toma de muestra de sangre

A continuacion se detallan los pasos o etapas para la colecta de muestra biologica
de sangre.
l. Preparacion del Area donde se tomo la muestra de sangre:
a. escoger la mejor area disponible (mesa y silla con luz)
b. ubica los siguientes insumos en el area de trabajo:
- Aguja vacutainer o mariposa 21G X 1 %
- Soporte de aguja (Camisa)
- Tubo al vacio con anticoagulante (morado)
- Tubo al vacio sin anticoagulante (rojo)
- Algoddn con alcohol 70%
- Algoddn seco
- Cura
- Torniquete
- Pares de Guantes
- Gradillas

- Dos codigos de barra para el nifio identificado

(9]

. Colocar ambos guantes

o

. Preparacion de material:
= Colocar la aguja o scalp en el soporte
» Desempacar la cura
= Tener listo las motas de algodon que va utilizar (seca y con
alcohol)
= Escoger ambos tubos
» Preparar etiqueta que corresponda a este nifio.

= Tiene al mano el torniquete



Verificacion de la identidad del participante

-Verbalmente confirma el nombre del nifio con la madre.

Preparacion psicoldgica del nifio

o Dar una breve explicacion al nifio de lo que se le va a realizar

o Tratar de mantenerlo relajado, y explica que mejor no moverse

Buena postura del nifio
-Colocar el nifio sentado comodamente
-Colocar el brazo extendido apoyado en su mayoria en una superficie
plana
-Enfocar la postura de manera que el brazo este estabilizado.
-En caso de nifios menores de cinco afios pedir a los padres cargar
al nifio y sostener el brazo de manera extendida con ayuda de la
enfermera.

Toma de muestra (serologia y posteriormente BHC)

1. Poner el torniguete para resaltar la vena

2. Elegir la zona de la puncion mediante palpacién de la vena

3. Colocarse los guantes si no le ha hecho todavia.

4. Limpiar minuciosamente la zona de la puncién con un algodén con
alcohol hasta ver el area completamente limpia

5. Introducir la aguja con el bisel hacia arriba.
Tomar una aguja o scalp descartable 1cc de sangre o la cantidad de
sangre del vacio del tubo morado (con aguja vacutainer 2cc; con
scalp 1.5cc).

7. Reemplazar el tubo morado con tubo rojo de muestra serologica
hasta que se tomen la cantidad de sangre del vacio.
Quitar el torniquete.
Colocar un algodén seco al area de puncién y inmediatamente
extraer la aguja.

10.Mantenga presion (pedir ayuda de la madre) por 2 a 3 minutos.

11.Colocar una cura en la zona de la puncion y hacer leve presion con

el dedo.



En caso de no poder obtener la muestra en el primer intento, intentarlo
nuevamente por segunda vez utilizando nuevos insumos. Se podria intentar
mas de 2 veces solamente con la autorizacion de un supervisor y de los padres

O tutores.

VI. Rotulacién de tubo.
-Una vez que se ha obtenido la muestra en la cantidad y calidad
correspondiente para cada tubo, se procede a rotularlo con codigo del
participante.
-En casos raros donde hay mas de tres tubos a rotular por nifio, utilizar
cinta y un marcador para anotar el codigo e iniciales del nifio. Tanto en
los tubos como en la cinta

VII.  Lavado de manos
- Después de finalizado el procedimiento se debe realizar lavado de

manos.



