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Introduccion

El dengue es una infeccion originada por la picadura de los mosquitos que se encuentra en las
regiones tropicales y subtropicales de mas de 100 paises. Dos quintas partes de la poblacion
mundial estan ahora en riesgo de contraer el dengue, y cada afio aproximadamente ocurren 50
millones de casos en el mundo. La prevalencia global de infeccién por dengue ha incrementado
dramaticamente en décadas recientes; particularmente en las Américas, el Pacifico Occidental y
el Sureste Asiatico. Hay cuatro virus serologicamente distintos que causan el dengue. La
recuperacion de una infeccion provee inmunidad de por vida contra el mismo serotipo, pero
confiere inmunidad transitoria contra infecciones heterdlogas, ademads, las infecciones

secuenciales pueden incrementar el riesgo de una enfermedad mas severa.

La infeccion por el virus dengue puede resultar en infeccion asintomatica o en un espectro de
enfermedad febril aguda que va desde el dengue clasico (usualmente acompafiado por cefalea,
mialgia, artralgia dolor retro-ocular, erupcion cutinea), hasta el dengue hemorragico- que incluye
los sintomas del dengue clasico mas filtracion de plasma acompafiado con signos hemorragicos y

trombocitopenia, el cual, si no es tratado a tiempo puede conducir a la muerte.

El dengue se ha diseminado dramdaticamente en Latinoamérica desde la década de 1980 y ha
emergido como uno de los principales problemas de salud en Nicaragua. La primera epidemia de
dengue en el pais ocurrié en 1985, con 17,000 casos incluyendo 7 muertes, y fue atribuido a los
serotipos 1 y 2. Posteriormente casos esporadicos fueron observados hasta 1990, cuando la
introduccion del serotipo 4 resultd en la notificacion de mas de 4,000 casos. Al final de 1994 y

durante la temporada lluviosa de 1995, mas de 20,000 casos de dengue fueron reportados;



causado principalmente por el serotipo 3. Durante los dos afios siguientes la incidencia de

dengue fue relativamente baja; sin embargo, el nimero de casos incrementd abruptamente a

8 ey

inicios de 1998 *". La transmision del dengue 2 se incrementd en 1999 predominando hasta el

afio 2002, el serotipo 1 se convirtid posteriormente en el serotipo predominante en el afio 2003

@

Un estudio de seroprevalencia de anticuerpos contra el virus dengue realizado entre al afio 2001
— 2003 en Managua encontr6 que el 75% de los nifios a los 4 afios de edad habia sido infectado

por el virus, la seroprevalencia de anticuerpos incremento6 al 100% a la edad de 16 afios, lo cual

demuestra alta transmisién del virus dengue en un 4rea urbana de Nicaragua .

Varios factores pueden influenciar las manifestaciones clinicas y la severidad que las personas

infectadas por dengue presentan. Estudios recientes han diferenciado hallazgos entre adultos,

(4,5,6) 7
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nifios y lactantes , raza ), estado nutricional’ ), respuesta inmune ©

, serotipo del virus *'?

(10), entre otros factores.

titulacion de la viremia
El conjunto de sintomas tempranos puede ser dificil de distinguir de otras enfermedades febriles
de la infancia por lo que se han identificado nuevos signos y sintomas que ayuden a predecir

(11,12,13)

infeccion sintomatica por dengue , aunque éstos aun no forman parte de la actual

definicion de Dengue Clasico o Dengue Hemorragico de la Organizacion Mundial de la Salud.

El presente estudio nos permitio identificar tempranamente sintomas, signos y pardmetros de

biometria hematica de infeccién por dengue debido a la captacion de los casos en los primeros



dias de la enfermedad. El hecho de que el estudio abarcase un amplio periodo posibilitd estudiar
las manifestaciones clinicas de la enfermedad en periodos de alta y baja incidencia de la
enfermedad durante el cual circularon varios serotipos del virus dengue. Adicionalmente, al
haber tenido la mayoria de los casos manifestaciones leves y haber incluido casos con
enfermedad febril indiferenciada favorecid la identificacion de signos clinicos presentes en
infeccion leve, constituyendo ésta tltima la mayor carga de infeccion sintomadtica por virus

dengue.



Objetivo General

Identificar las manifestaciones clinicas tempranas de infeccion por virus Dengue en una Cohorte

de nifios de 2 — 12 afos de edad que habitan en el area de cobertura del Centro de Salud Socrates

Flores Vivas en el periodo de Septiembre 2004 — Diciembre 2007.

Objetivos Especificos

1. Describir las caracteristicas generales de los participantes en el estudio.

2. Identificar las manifestaciones clinicas tempranas y de laboratorio asociadas a infeccion por

virus dengue.

3. Determinar modelo diagnostico temprano de dengue pedidtrico.



Marco Tedrico

El virus dengue consiste en una banda de ARN encapsulada y pertenece a la familia de los
Flavivirus. Los virus dengue comparten muchas caracteristicas con otros miembros de la
familia, ejemplo: Encefalitis Japonesa, Virus del Oeste del Nilo y Fiebre Amarilla. Existen 4
serotipos de virus dengue que estan muy relacionados. La infeccion en humanos por un serotipo
produce inmunidad de por vida contra la reinfeccion por el mismo serotipo, pero solamente

proteccion temporal y parcial contra los otros serotipos .

Los 4 serotipos de dengue son capaces de causar Dengue Clasico o Dengue Hemorragico,
dependiendo del estado inmune y probablemente de la edad del huésped, debido a que el Dengue
Hemorragico ocurre casi exclusivamente en nifios menores de 16 afios en areas endémicas de
dengue y es asociado con infeccion secundaria por dengue. Sin embargo, el Dengue
Hemorragico y el Choque por Dengue pueden ocurrir en lactantes menores de un afio de edad o

. . . . o (14
en pacientes con infecciones por el serotipo 1 6 3 ¥,

El virus es transmitido de humano a humano por la picadura del mosquito Aedes aegypti. El
virus es mantenido en los establecimientos urbanos a través de un ciclo de transmision Hombre -
Mosquito — Hombre. Las hembras Aedes aegypti se alimentan de la sangre humana y pican
durante el dia. Después de alimentarse de la sangre de una persona que contiene el virus dengue,
el mosquito puede transmitir el virus después de un periodo de 8§ — 12 dias de periodo de
incubacion extrinseco. Ademas puede ocurrir la transmision mecéanica cuando la alimentacion es

interrumpida y el mosquito inmediatamente se alimenta de un huésped susceptible cercano. Una



vez infectado, el mosquito es infectante por el resto de su vida, que es aproximadamente 45 dias

(14

El mosquito Aedes aegypti es encontrado en las regiones tropicales y subtropicales, es el vector
mas eficiente del virus dengue por sus habitos domésticos. El mosquito usualmente habita dentro
del domicilio y deja sus huevos en contenedores artificiales hechos por el hombre, dentro y en
los alrededores del hogar. Un factor que complica el control del vector es que los huevos del
Aedes aegypti pueden resistir periodos largos de sequia, a veces por mas de un ano. El vector
tiene un rango de vuelo corto de aproximadamente 50 — 100 metros, por lo que la transmision del

dengue a larga distancia es a través del movimiento de personas infectadas ¥,

Otras especies de mosquito son capaces de transmitir el virus dengue, incluyendo el Aedes

Albopictus, larvas de dicha especie fueron identificadas en Leon en el afio 2003 2.

Los brotes de dengue cléasico y dengue hemorragico ocurren més frecuentemente en areas donde
las condiciones ambientales son Optimas para la transmision del dengue, multiples serotipos
circulan simultdneamente o existen brotes secuenciales con diferentes serotipos. En estos lugares

. ., . ;. 14
infeccion con serotipos heterotipicos son frecuentes a9,

Manifestaciones Clinicas

Infecciones por el virus dengue pueden ser asintomdticas o manifestarse como fiebre

indiferenciada, dengue clasico o dengue hemorragico con filtracion de plasma que puede

conducir al choque por dengue (16),



Dengue Clasico

Los hallazgos clinicos del dengue clasico frecuentemente dependen de la edad del paciente.
Lactante y nifios pequefios pueden tener enfermedad febril indiferenciada, usualmente con una
erupcion maculopapular. Nifios mayores y adultos pueden tener también un sindrome febril leve
o la enfermedad clasica descapacitante, con fiebre elevada de inicio brusco, dolor de cabeza
severo, dolor retro-ocular, dolor muscular y dseo 0 articular, ndusea y vomito, y erupcion.
Hemorragias en la piel (petequias) no son infrecuentes. Usualmente se puede observar

leucopenia y también se puede ver trombocitopenia %,

En algunas epidemias, los casos de dengue clasico se pueden acompanar de complicaciones de
sangrado como: epistaxis, gingivorragia, sangrado gastrointestinal, hematuria y menorragia. Sin
embargo la tasa de mortalidad por dengue cldsico es menor del 1%. Es importante diferenciar
casos de dengue clasico manifestacion hemorragica inusual de los casos de dengue hemorragico
y choque por dengue, los que se caracterizan por la presencia de hemoconcentracion y

plaquetopenia '®.

Definicion de Caso Probable de Dengue Clasico: enfermedad febril con dos o mas de las
siguientes manifestaciones:

= Dolor de cabeza

= Dolor retro-ocular

= Mialgia

= Artralgia/ Dolor 6seo



= Erupcién cutdnea

= Manifestacion hemorragica

= Leucopenia

* Pruebas serologicas (titulacion de anticuerpos por inhibicion de la hemoaglutinacion
>1280, 6 IgM/IgG positivo por ELISA en una muestra convaleciente)

. , 16
= Ocurre en la misma 4rea que los casos confirmados de dengue "'®.

Diversos signos contintan siendo estudiados para ayudar a diferenciar la infeccion por dengue de
otras causas de enfermedad febril aguda en los nifos. En un estudio de valoracion inicial de
nifios con enfermedad febril aguda, el grupo con diagnéstico de dengue mostr6é una frecuencia

significativamente mayor de eritema facial y una menor de tos y rinorrea ",

Manifestaciones de la infeccion por dengue pueden variar en diferentes grupos etarios. Algunas
manifestaciones clinicas fueron encontradas mas frecuentemente en adultos que en nifios, como:
petequias, melena, dolor de cabeza, dolor retro-ocular, dolor articular, mialgia, ndusea y vomito.
Los signos encontrados mas cominmente en nifios fueron epistaxis, oliguria y aumento de
tamafio del higado. Hemoconcentracion, trombocitopenia, incremento de la alanino-
aminotransferasa, y prolongacion del tiempo de protrombina fueron significativamente mayores

en adultos que en nifios ©.

Otra investigacion desarrollada en Tailandia encontré ademds entre sus hallazgos que el

compromiso hepatico severo fue mas frecuente entre los adultos, mientras que en los nifios tos y



hepatomegalia fueron significativamente mas frecuentes. La presencia de prueba del torniquete

positiva fue similar en ambos grupos '®.

Dengue Hemorragico

Los casos tipicos de dengue hemorragico estan caracterizados por 4 manifestaciones clinicas
mayores: fiebre elevada, manifestaciones hemorragicas, y usualmente, hepatomegalia y fallo
circulatorio. Constituyen un hallazgo de laboratorio distintivo del dengue hemorragico
trombocitopenia moderado o marcada y hemoconcentracion. El mayor hallazgo fisiopatologico
que determina la severidad de la enfermedad en el dengue hemorragico — y que lo diferencia del
dengue clasico — es la filtracion de plasma, manifestada por hematocrito elevado

(hemoconcentracion), efusion en las serosas o hipoproteinemia '©.

Los nifios con dengue hemorragico comiinmente se presentan con un incremento subito en la
temperatura acompafiado por rubor facial y otros sintomas constitucionales no especificos
parecidos al dengue cldsico, como anorexia, vomito dolor de cabeza y dolor muscular y
articular u 6seo. Algunos pacientes aquejan dolor de garganta, y durante el examen fisico es
evidente inyeccion faringea, pero son infrecuentes tos y rinitis. Se puede observar inyeccion
conjuntival leve. Es comin encontrar malestar epigastrico, sensibilidad en el reborde costal
derecho, y dolor abdominal generalizado. La temperatura es usualmente alta (>39°C) vy
permanece asi por un periodo de 2 — 7 dias. Ocasionalmente la temperatura puede llegar hasta los

40-41°C; pudiendo ocurrir convulsiones febriles, particularmente en lactantes .



Las manifestaciones hemorragicas mas frecuentes son: prueba de torniquete positiva,
gingivorragia y sangrado en los sitios de venopuncion. Estan presentes en la mayoria de los casos
finas petequias distribuidas en las extremidades, axilas, cara y paladar blando; las que
usualmente son vistas durante la fase febril temprana. Epistaxis y gingivorragia ocurren

infrecuentemente; hemorragia gastrointestinal leve se puede observar durante el periodo febril

(16)

El higado es usualmente palpable en la fase febril temprana y varia en tamafio desde solamente
palpable, hasta 2 — 4 cms. por debajo del reborde costal derecho. Aunque el tamafio del higado
no se correlaciona con la severidad de la enfermedad, es mas frecuente observar higado
aumentado de tamafo en pacientes con choque que en los pacientes sin choque. No se observa
usualmente ictericia. Esplenomegalia se observa raramente en los lactantes; sin embargo el bazo

puede ser prominente mediante una radiografia '®.

La fase critica de la enfermedad es alcanzada al final de la fase febril. Después de 2 — 7 dias de
fiebre, una rapida caida en la temperatura es acompanada por signos de falla circulatoria de
severidad variable. El paciente puede presentar sudoracion, estar inquieto, tener extremidades
frias y mostrar algunos cambios en el pulso y en la presion arterial. En casos menos severos,
estos cambios son minimos y transitorios, reflejando un grado leve de filtracion de plasma.
Muchos pacientes se recuperan espontdneamente, o después de un periodo corto de terapia con
liquidos y electrdlitos. En los casos mas severos, donde la pérdida de plasma es critica. Se
establece el choque y puede progresar rdpidamente a un choque profundo y a la muerte si no es

tratado oportunamente (16),



La severidad de la enfermedad puede ser modificada por diagnodstico temprano y reposicion de la
pérdida de plasma. Trombocitopenia y hemoconcentracion son detectables usualmente antes de

la finalizacion de la fiebre y el inicio del choque !©.

Definicion de caso de dengue hemorragico

Todo lo siguiente debe estar presente:
= Fiebre o historia de fiebre aguda, de 2 — 7 dias de duracion, ocasionalmente bifasica.
= Tendencias hemorragicas, evidenciada por al menos uno de los siguiente signos:
O Prueba del torniquete positivo
0 Petequias, equimosis o purpura
0 Sangrado de mucosas, tracto gastrointestinal, sitios de inyeccion y otros lugares
0 Hematemesis o melena
= Trombocitopenia (100,000 células/mm”)
* Evidencia de filtraciéon de plasma debido a incremento en la permeabilidad vascular,
manifestada por al menos uno de los siguientes:
0 Incremento en el hematocrito igual o mayor al 20% del promedio para edad, sexo y
poblacion;
0 Una caida en el hematocrito seguido de una terapia de reemplazamiento de fluidos
igual o mayor del 20% de la linea de base.

0 Signos de filtracion de plasma como derrame pleural, ascitis e hipoproteinemia '



Las manifestaciones del dengue hemorragico también pueden variar de acuerdo al grupo etario.
La prueba del torniquete positiva y leucopenia (leucocitos < 5,000/mm’) fueron encontrados
menos frecuente en los lactantes (50.2% y 26.8%) que en los nifios mayores (92.2% y 71.9%). El
compromiso y/o disfuncién hepdtica fue encontrado mas frecuentemente en los infantes,
evidenciado por la elevacion del promedio de aspartato aminotransferasa/alanino

aminotransferasa (AST/ALT) y prolongacion del tiempo de protrombina ©,

Graduacion de la severidad del dengue hemorréagico

El dengue hemorragico es clasificado en 4 grados de severidad, donde los grados III y IV son

considerados como choque por dengue. La presencia de trombocitopenia con hemoconcentracion

diferencia los grados I y II del dengue hemorragico del dengue clasico.

Grado I: Fiebre acompafiado de sintomas constitucionales no especificos; la tUnica
manifestacion hemorrégica es la presencia de prueba de torniquete positiva.

Grado IlI: Sangrado espontaneo ademas de las manifestaciones presentes en los pacientes
con grado I, usualmente en las formas de hemorragias en la piel.

Grado Ill: Falla circulatoria manifestada por pulso rapido y débil, presion del pulso estrecha
o hipotension, con la presencia de extremidades frias e inquietud.

Grado IV: Choque profundo con pulso y presion arterial no detectables %

Las diferencias en las manifestaciones clinicas de severidad (choque, filtracion de plasma,
trombocitopenia marcada y hemorragia interna) han sido investigadas de acuerdo al grupo etario

en lactantes nifos y adultos. El 64%, 55% y 36% de los lactantes, nifios y adultos,



respectivamente, mostraron una o mas de las manifestaciones de severidad del dengue. Cuando
se analizaron separadamente, el choque, filtracion de plasma y trombocitopenia marcada fueron
mas prevalentes al ir decreciendo la edad; mientras que la hemorragia interna aument6 al ir
incrementandose la edad. Hemorragia interna increment6 del 6.3% en los lactantes, al 9.4% en

nifios y a un 15.2% en adultos .

El estado nutricional obeso otro factor que ha sido asociado con la severidad de la enfermedad de

acuerdo a datos de un estudio hospitalario con pacientes de dengue hemorragico ®.

Manifestaciones clinicas de severidad pueden también estar en dependencia del serotipo
circulante. Se han estudiado las distintas manifestaciones clinicas asociadas a Dengue 1 y
Dengue 2 en diferentes periodos. Se observd que hemorragia interna (hemorragia
gastrointestinal, hematuria y/o menorragia) y choque (hipotension por edad y presion del pulso
estrecha) predominaron significativamente en el periodo que circuldé Dengue 2. En contraste,
filtracion de plasma (caracterizado por hemoconcentracion, derrame pleural, y /o ascitis) fue mas
comun en el periodo de dengue 1. Cuando el efecto de la respuesta inmune fue analizado en la
presencia de manifestaciones clinicas severas en cada periodo de tiempo, infeccion secundaria
resultd ser un mayor riesgo en el periodo de 1999 — 2001, en el que circuld predominantemente
el serotipo 2; mientras que en el afio 2003 no constituyd un factor asociado a mayor riesgo de

: . S - 2
manifestaciones severas en el que circuld el serotipo 1.

Al ser analizadas individualmente las manifestaciones hemorrégicas, el periodo de circulacion

por el serotipo 2 se vio mas asociado a hemorragia interna o de las mucosas (hematemesis,



melena, menorragia, sangrado de encias, y epistaxis) mientras que signos mas leves como prueba
del torniquete positivo y petequias, fueron significativamente asociadas con el periodo en el que
circuld serotipo 1, lo cual es consistente con el hallazgo de asociacion de filtracion de plasma del
serotipo 1. .Otros signos adicionales, artralgia y dolor retro-ocular, estudiados resultaron

asociados significativamente al periodo de circulacion de Dengue 2 .

Sindrome de Choque por Dengue

La condicion de los pacientes que progresan a choque se deteriora repentinamente después de 2 —
7 dias de fiebre. Este deterioro ocurre en el momento en que la temperatura disminuye — entre el
tercer y séptimo dia de la enfermedad. Hay signos tipicos de falla circulatoria: la piel se enftia,
moteada y congestionada; se observa cianosis circumoral; y se acelera el pulso. Pacientes pueden
estar letdrgicos inicialmente, después estan inquietos y entran rapidamente a un periodo critico

de choque. Dolor abdominal agudo es frecuente justo antes del inicio del choque "¢

Pacientes pueden entrar a un estado de choque profundo, donde la presion arterial y el pulso son
imperceptibles. Sin embrago, la mayoria de los pacientes permanecen conscientes hasta el final
del periodo. La duracion del choque es corto: tipicamente el paciente muere dentro de 12-24
horas, o se recupera rdpidamente posterior a la terapia apropiada de reposicion de liquidos.
Derrame pleural y ascitis pueden ser detectados por examen fisico o radiografia. Un choque no
corregido pude llevar a un curso complicado, con el desarrollo de acidosis metabolica,

hemorragia severa del tracto gastrointestinal y otros oOrganos, y un prondstico pobre.



Encefalopatia, reportada ocasionalmente, puede ocurrir en asociacion con disturbios metabdlicos

y electroliticos o hemorragia intracraneal %

Definicion de caso de Sindrome de Choque por Dengue

Se deben cumplir los cuatro criterios de dengue hemorragico, mas evidencia de falla circulatoria
manifestado por:

= Pulso répido y débil, y

= Presion del pulo estrecha (<20 mm. Hg.)
O manifestada por:

= Hipotension por edad, y

= Piel fria e inquietud %\

Hallazgos de laboratorio

Trombocitopenia y hemoconcentracion son hallazgos constantes en el dengue hemorragico. Una
caida en el conteo de plaquetas por debajo de 100,000/mm’ se encuentra usualmente entre el
tercer y octavo dia de la enfermedad, usualmente antes o simultdneamente con cambios en el
hematocrito. Un incremento en el nivel de hematocrito, indicando filtracion de plasma esta
siempre presente, inclusive en los casos en que no hay choque, pero es mas pronunciado en los
casos de choque. Hemoconcentracion con un incremento en el hematocrito de un 20% o mayor
es considerado evidencia definitiva de incremento en la permeabilidad vascular y de filtracion de

plasma .



En los casos de dengue hemorragico, el conteo de globulos blancos puede ser variable al inicio
de la enfermedad, variando de leucopenia a una ligera leucocitosis, pero una caida en el nimero
total de leucocitos debido a una reduccioén en el numero de neutréfilos es observado siempre
cerca del final de la fase febril de la enfermedad. Linfocitosis relativa es un hallazgo comun

antes de la defervescencia o el choque 9.

Con el objetivo de identificar hallazgos de laboratorio temprano en los primeros cuatro dias de
enfermedad para el diagnostico del dengue en nifios, que permitieran diferenciar entre dengue y
otras causas de sindrome febril agudo fue conducido en Colombia un estudio que evalud 125
nifios entre las edades de 5 — 12 afios de edad. Las pruebas de laboratorio mostraron que en los
primeros dias de enfermedad se observan en el dengue recuento de plaquetas y linfocitos
significativamente inferiores. Fueron seleccionados como puntos de corte el valor igual o inferior
a 4,500/ul. Para los leucocitos y a 180,000 /ul para las plaquetas; los valores de p para ambos

parametros fue de 0.003 y 0.0485 para leucocitos y plaquetas respectivamente ',

Se han establecido diferencias en los parametros de laboratorio entre pacientes que cursan con
dengue hemorragico y dengue clasico. En Filipinas un estudio realizado en nifios y adolescentes
entre 2 — 17 afos el conteo de globulos blancos de todos los sujetos fue generalmente mas bajo
de lo normal antes del periodo de defervescencia, pero ain asi el conteo de globulos blancos fue
mucho mas alto en el grupo que presentdé dengue hemorragico que en el que fue diagnosticado
con dengue clasico. Asi mismo el porcentaje de linfocitos fue mucho mayor en el grupo que
cursod con dengue hemorragico que en el que fue diagnosticado con dengue clasico desde el dia

anterior de la defervescencia hasta dos dias después. Los datos de laboratorio también



confirmaron que el conteo de plaquetas era significativamente menor en el grupo con dengue
hemorragico que en el grupo con dengue clasico desde tres dias antes de la defervescencia hasta
5 dias después. El hematocrito también fue significativamente mas alto en el grupo de dengue
hemorragico dos dias previos a la defervescencia. El incremento méaximo en el hematocrito fue
significativamente mayor en el grupo de dengue hemorragico (24.3 + 13.8%) que en el grupo de

dengue clasico (11.4 = 7.7%) (19

Dentro de los hallazgos hematoldgicos de un estudio realizado durante un brote de dengue en el
afio 2001 en un area endémica de Tailandia a nifios y adultos se encontr6 que la media de
hematocrito que presentaron los pacientes en admision era de 38.9% y los pacientes con
infeccion severa tenian niveles de hematocrito significativamente mas altos que aquellos con
dengue clasico (40.5% vs. 36.3%). Dentro de los subgrupos de infeccién severa no hubo
diferencia significativa en la linea de base de hematocrito. En relacion al conteo de plaquetas, los
pacientes con dengue hemorragico tenian una mediana significativamente mas baja que aquellos

c i (18
con dengue clasico Y.

Diagnostico y diagndstico diferencial

En las areas endémicas de dengue, nifios menores de 16 afos estdn a mayor riesgo de dengue
hemorragico, y se debe prestar un alto indice de sospecha a los nifios que presentan enfermedad
febril aguda. Diagnostico diferencial del dengue en la fase febril temprana incluye un espectro
amplio de infecciones virales, bacterianas y parasitarias, ej.: fiebre tifoidea, otras fiebres

hemorragicas virales, malaria, leptospirosis. Gastritis viral, faringitis aguda, amigdalitis aguda



constituyen diagnodsticos diferenciales en la fase febril temprana de los pacientes con dengue

hemorragico ¥

En un nifio que presenta fiebre elevada de inicio abrupto por 1 — 2 dias, el hallazgo de rubor
facial sin coriza o cualquier otro sintoma del tracto respiratorio sugieren la posibilidad de
infeccion por dengue. Una prueba de torniquete positiva (mas de 10 petequias por 2.5 cm?)
incrementa la probabilidad. La frecuencia de la prueba del torniquete incrementa del 50% en el
primer dia al 80% al final de la fase febril. Al progresar la enfermedad, aumento de tamafio del
higado provee mas apoyo para el diagnostico clinico de dengue hemorragico. El diagnostico es
mas certero cuando el numero de plaquetas cae antes o simultineamente con un incremento en el

hematocrito 1.

Confirmacion por laboratorio de las infecciones por dengue

a. Aislamiento viral: cuatro sistemas de aislamiento han sido usados rutinariamente para el
aislamiento de virus dengue: inoculacion intracerebral de ratén recién nacido, el uso de
cultivos celulares de mamiferos (principalmente células LLC-MK,), inoculacion

20 Los virus

intratoraccica de mosquitos adultos, y el uso de lineas celulares de mosquitos
dengue pueden ser aislados de suero, plasma, y leucocitos en casi todos los pacientes febriles.
Virus también pueden ser aislados en especimenes de tejidos post-mortem, por ejemplo:
higado, pulmones, bazo, ganglios linfaticos, timo, liquido cefalorraquideo, liquido pleural o

ascitico 9.



La linea celular mas ampliamente utilizada es la C6/C36 de A. Albopictus. El uso de lineas
celulares ha proveido un método rapido, sensible y econdmico para el aislamiento viral.
Muchos especimenes de suero pueden ser procesados facilmente, por lo que es el método
ideal para vigilancia viroldgica de rutina. Sin embargo, el sistema es menos sensible que la
inoculacién de mosquitos, aunque también la sensibilidad de la linea celular puede variar con

la cepa del virus.

El método de eleccion para la identificacion del virus es inmunofluorescencia indirecta (IFI)
con anticuerpos monoclonales. Es simple y rentable y es el método mas rapido. Mas alla
permite detectar multiples virus en pacientes con infecciones concurrentes con mas de un

serotipo.

Transcripatasa Inversa — Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus
siglas en inglés): para el dengue el RT-PCR provee un rapido diagndstico especifico para
cada serotipo. El método es rdpido, sensible, simple y reproducible si es controlado
apropiadamente y puede ser usado para detectar ARN en muestras clinicas humanas, tejidos
de autopsia, o mosquitos. Aunque el RT-PCR tiene similar sensibilidad al sistema de
aislamiento viral que usa cultivos celulares C6/C36, el pobre manejo u almacenamiento y la
presencia de anticuerpos usualmente no influencia el resultado a como lo hacen con el

. . . 20
aislamiento viral @,

La aplicacion de esta técnica molecular ha sido aplicada en nuestro pais desde

aproximadamente 10 afios, proveyendo informacidn importante para caracterizar la dindmica



de transmision y para que las medidas de control puedan ser implementadas en un tiempo

adecuado V.

ELISA - Inhibicion: es usado para diferenciar infecciones primarias y secundarias por
dengue. La prueba es simple y facil de realizar, pero no puede ser usada para identificar
serotipo del virus. El diagndstico serologico inequivoco depende en un incremento
significante (> 4 veces) en el titulo de anticuerpos especificos entre muestras de suero agudo
y convaleciente ® .La interpretaciéon de resultados de esta técnica se encuentra descrito en

Manual de Procedimientos del Ministerio de Salud " .



Disefio Metodoldgico

Tipo de Estudio: Estudio de Cohorte, Prospectivo

Universo: Participantes que fueron diagnosticados como sospechosos de dengue en el periodo

de Septiembre 2004 — Diciembre 2007.

Metodologia:

Ingreso de los participantes:

Los Participantes fueron ingresados durante visitas casa a casa por equipos conformados por
personal de enfermeria del Centro de Salud Sécrates Flores Vivas (CSSFV). Los Padres/tutores
de los participantes firmaron carta de Consentimiento Informado para ingresar al estudio, en ella
se indicaba que participantes debian ser traidos al CSSFV cada vez que se enfermara, prestando

atencion especial de acudir en los primeros dias de inicio de sintomas.

Captura de Casos Sospechosos de Dengue

Se realizé examen confirmatorio para virus dengue en los siguientes casos:
= Participantes que cumplian con los criterios de Organizaciéon Mundial de la Salud de Dengue
Clasico, Dengue Hemorragico y/o Sindrome de Choque por Dengue.

= Participantes con sindrome febril indiferenciado.



A estos casos se les realiz6 toma de muestra inicial en la primera consulta y toma de muestra
convaleciente entre los 14 — 21 dias posteriores a la fecha de inicio de fiebre. En caso que
participante no acudiera a cita convaleciente al Centro de Salud, personal de enfermeria realizaba
visita en el domicilio del participante para garantizar el espécimen. Durante la etapa aguda de la
enfermedad participantes recibieron atenciéon médica y aquellos casos que cursaron con signos
de peligro y/o criterios de hospitalizacion fueron referidos a Hospital Infantil Manuel de Jesus

Rivera ”La Mascota”.

Muestras para exdmenes confirmatorios de dengue fueron tomadas en tubos al vacio y fueron
conservadas en refrigeracion entre 2 — 8 °C previo al envio al Laboratorio de Virologia del

Centro Nacional de Diagnostico y Referencia.

Procesamiento de Biometrias Hematicas Completas

Las muestras de BHC de la consulta inicial fueron procesadas en el laboratorio clinico del Centro
de Salud en equipo hematologico automatizado. Durante el periodo de Septiembre 2004 — Junio
2006 fue utilizado el equipo marca MINDRAY, modelo BC-300 Plus, y durante el periodo Julio
2006 — Diciembre 2007 muestras fueron procesados en equipo marca SYSMEX, modelo KX-
21N. Ambos equipos contaron con la introducciéon de controles comerciales y con los

respectivos servicios de mantenimiento preventivo y correctivo.



Confirmacion de los casos de Dengue:

Un caso confirmado de dengue es aquel que cumple con uno o mas de los siguientes criterios:

Identificacion del serotipo del virus por aislamiento viral y/o
= Identificacion del serotipo del virus por RT-PCR y/o
= Incremento >4 en el titulo de anticuerpos entre muestra inicial y convaleciente y/o

= Seroconversion de IgM entre muestra aguda y convaleciente.

Recolecciéon de datos

Toma de temperatura corporal, medicion de talla y masa corporal fue realizado por personal de
enfermeria y registrado en formato de hoja de consulta. Datos clinicos del estudio fueron
registrados por personal médico en formatos disefiados. Cada consulta brindada fue supervisada
para asegurar un llenado completo del formato y concordancia entre los datos clinicos. Posterior
a la supervision datos fueron introducidos en base de datos mediante el procedimiento de doble
entrada de datos. Se realizé monitoreo periddico de la base de datos para asegurar que los datos
introducidos correspondieron a los registrados en los formatos. Programa utilizado para base de
datos es Microsoft Access. Se realizd respaldo electronico de la informacion de hojas de
consulta del estudio. Datos de BHC fueron transferidos de forma automatica del equipo

hematologico a base de datos ubicada en disco de red.



Analisis de los datos

Se utilizé el paquete estadistico STATA 9.2 (Stata Corp., Collage Station, TX). Estadistica
descriptiva fue usada para mostrar los datos generales de los participantes. Variables continuas
fueron reemplazadas con equivalentes binarios. Se establecid la asociacion entre los diferentes
signos, sintomas clinicos y parametros de laboratorio de acuerdo al valor de p del chi cuadrado.
Analisis de regresion logistica multiple fue realizado utilizando aquellas variables que resultaron
asociadas significativamente a casos positivos de dengue. El punto de corte utilizado para
retener las variables en el modelo fue valor de p<0.05. Para medir como el modelo predice
infeccion sintomadtica por dengue fueron calculados los valores de sensibilidad y especificidad
del modelo. Posteriormente fue realizada comparacion entre el modelo resultante del analisis
multivariado con la definicion de dengue de la Organizacion Mundial de la Salud mediante
evaluacion de curvas caracteristicas operador — receptor (ROC, por sus siglas en inglés). Para la

realizacion de las tablas y graficas fue utilizado Microsoft Excell 2003 y STATA 9.2.

Confidencialidad.

Personal del estudio en contacto directo con los nifios tiene acceso a nombre del participante.

Muestras enviadas a CNDR contienen un cddigo Unico asignado a cada participante. Acceso a

base de datos se encuentra restringido a personal del estudio.



Aspectos éticos.

El estudio de cohorte Pediatrica para la transmision del Dengue en Nicaragua fue aprobado por
el Comité Institucional de Revision Etica (CIRE) del Centro Nacional de Diagnostico y
Referencia. Ingresaron al estudio solamente aquellos participantes cuyos padres/tutores firmaron
el consentimiento informado. A los participantes mayores de 6 afios les fue solicitado
asentimiento verbal para su ingreso al estudio. Cada afio en el mes de Julio se realizo6 el ingreso
de entre 250 — 300 nifios de 2 afos de edad con el objetivo de garantizar el grupo de edad menor
en la cohorte. Una vez concluido el periodo inicial del estudio (Septiembre 2004 — Junio 2007),
se realiz6 nuevamente el proceso de solicitud de consentimiento informado a los padres de los
participantes del estudio con el objetivo de tener autorizacion para el segundo periodo (Julio

2007 — Diciembre 2009) y de obtener el asentimiento verbal de los nifios mayores de 6 afos.

Aspectos financieros.

Fondos del estudio fueron aportados por la Iniciativa Pediatrica para una Vacuna Contra el

Dengue (PDVI, por sus siglas en inglés).



OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Definicion Operativa Indicador Escala
Edad Tiempo transcurrido desde fecha de nacimiento hasta | Expediente Clinico | Afios
fecha de primera consulta como caso sospechoso de
dengue.
Sexo Condicion determinada por la presencia de genitales Expediente Clinico | Masculino
masculinos o femeninos Femenino
Temperatura Estado de calor del cuerpo humano. Expediente Clinico | Grados Centigrados

Presion Arterial Presion ejercida por el volumen circulante de la sangre | Expediente Clinico | mm/Hg.
sobre las paredes de las arterias. Para su medicién se
utilizara esfingondmometro de mercurio.

Fecha de inicio de fiebre Fecha en que paciente inicié aumento en la temperatura | Expediente Clinico | Dia/Mes/Afo
corporal.

Fiebre Aumento de la temperatura corporal. Sintoma referido o | Expediente Clinico | Si
medicion > 38°C al momento de la consulta médica No




Astenia Sintoma caracterizado por la falta o pérdida de energia. Expediente Clinico | Si
No
Desconocido
Cefalea Dolor de cabeza debido a multiples causas referido como | Expediente Clinico | Si
uno de los sintomas o motivos de consulta. No
Desconocido
Inyeccion conjuntival Signo clinico caracterizado por enrojecimiento observado | Expediente Clinico | Si
en conjuntiva producido por la dilataciéon de vasos No
sanguineos.
Hemorragia subconjuntival | Signo clinico caracterizado por presencia de pequefos | Expediente Clinico | Si
acumulos por extravasacion de sangre en conjuntiva No
ocular. Desconocido
Dolor retro-ocular Sensacion dolorosa situada en region retro-orbital. Expediente Clinico | Si
No
Desconocido
Eritema faringeo Signo caracterizado por enrojecimiento y/o inyeccion de | Expediente Clinico | Si




mucosa faringea No
Adenopatias cervicales Signo clinico manifestado por la presencia de ganglios Expediente Clinico | Si
linfaticos aumentados de tamafio los cuales pueden estas No
sensibles a la palpacion.
Dolor de garganta Sintoma manifestado como la sensacion de dolor o ardor | Expediente Clinico | Si
espontaneo y/o al deglutir. No
Desconocido
Exudado faringeo Presencia de secrecion purulenta en faringe y/o Expediente Clinico | Si
amigdalas. No
Tos Sintoma caracterizado por la espiracion explosiva y Expediente Clinico | Si
sonora de aire procedente de los pulmones. No
Desconocido
Rinorrea Secrecion proveniente de las fosas nasales. Expediente Clinico | Si
No
Desconocido
Congestion nasal Obstruccion de las fosas nasales producida por la Expediente Clinico | Si




presencia de secrecion en su interior. No
Desconocido
Néuseas Sensacion desagradable de deseo de vomitar. Expediente Clinico | Si
No
Desconocido
Vomito Expulsion por la boca del contenido géstrico. Expediente Clinico | Si
No
Artralgia Sintoma referido como dolor en articulaciones de Expediente Clinico | Si
intensidad variable. No
Desconocido
Mialgia Sintoma referido como dolor muscular difuso de Expediente Clinico | Si
intensidad variable No
Desconocido
Lumbalgia Sintoma referido como dolor localizado en la region baja | Expediente Clinico | Si
de la columna. No

Desconocido




Erupcion cutdnea Erupcion cutdnea localizada en mas de uno de los Expediente Clinico | Si
segmentos corporales. No
Piel moteada Coloraciéon en piel de aspecto marmoreo. Expediente Clinico | Si
No
Rubor facial Enrojecimiento del rostro. Expediente Clinico | Si
No
Equimosis Coloracion oscura de la piel o mucosa de bordes Expediente Clinico | Si
irregulares, secundario a extravasacion sanguinea No
Manifestacion Hemorragica | Cualquiera de uno de los siguientes signos presentes | Expediente Clinico | Si
durante el examen fisico: prueba del torniquete positivo, No
petequias en piel, epistaxis, gingivorragia, melena,
hematuria, equimosis y/o hemorragia vaginal.
Prueba del torniquete Presencia de 10 o mas petequias en un area de una | Expediente Clinico | Si
positivo pulgada cuadrada posterior a la realizacion de prueba No

del torniquete.




Epistaxis Salida de sangre proveniente de las fosas nasales. Expediente Clinico | Si
No

Gingivorragia Sangrado proveniente de las encias. Expediente Clinico | Si
No

Petequias Lesiones redondeadas, rojas, del tamafio de una cabeza Expediente Clinico | Si
de alfiler que no desaparecen a la digito-presion. No

Hematemesis Presencia de vomito de sangre indicativo de hemorragia | Expediente Clinico | Si
gastrointestinal superior. No

Melena Coloracion anormal de las heces, generalmente de color | Expediente Clinico | Si
negro cuya etiologia es sangrado gastrointestinal. No

Hematuria Reporte de laboratorio que indica la presencia de mas de | Expediente Clinico | Si
seis eritrocitos por campo en orina centrifugada. No

Piel fria o frialdad distal Sensacion de frialdad en extremidades distales en Expediente Clinico | Si
comparacion con el resto del cuerpo. No

Palidez distal Ausencia de coloracion en piel de las extremidades Expediente Clinico | Si
distales. No




Llenado capilar > 2 segs. Prolongacion del tiempo de llenado capilar en las | Expediente Clinico | Si
extremidades distales. Se marcard como positivo al No
exceder mas de dos segundos.
Dolor abdominal Dolor abdominal intenso y persistente, de aparicion | Expediente Clinico | Si
brusca en la cavidad abdominal. No
Hemoconcentracion >20% Aumento en los valores del hematocrito en més del 20% | Expediente Clinico | Si
de su valor normal. No
Caso Positivo de Dengue Caso que present6 infeccion por virus dengue de acuerdo | Reporte de | Si
en una o mas de las técnicas establecidas en el protocolo | Laboratorio de | No
del estudio Virologia
Caso Negativo de Dengue Caso que present6 infeccion por virus dengue de acuerdo | Reporte de | Si
en una o mas de las técnicas establecidas en el protocolo | Laboratorio de | No
del estudio Virologia
Numero de leucocitos Numero total de leucocitos reportados en Biometria Reporte de BHC x 1000/mm’
Hematica Completa.
Numero de plaquetas Numero total de plaquetas reportados en Biometria Reporte de BHC x 1000/mm’




Hematica Completa.

Porcentaje de Segmentados | Cantidad que corresponde proporcionalmente al total de | Reporte de BHC Porcentaje
leucocitos.

Porcentaje de Linfocitos Cantidad que corresponde proporcionalmente al total de | Reporte de BHC Porcentaje
leucocitos.

Porcentaje de células medias | Cantidad que corresponde proporcionalmente al total de | Reporte de BHC Porcentaje
leucocitos.

Serotipo Tipo de virus dengue identificado en prueba de Reporte de | Uno, Dos , Tres y
Inmunofluorescencia Indirecta. Laboratorio de | Cuatro

Virologia




RESULTADOS.

Caracteristicas Generales

Un total de 1,593 participantes del estudio cumplieron protocolo para efectuar
diagnodstico confirmatorio de Dengue, de los cuales el 10% (159) result6 positivo de
infeccion por virus Dengue. El nimero de casos confirmados vari6é en cada uno de los

anos del estudio (Ver Tabla 1).

La frecuencia de la enfermedad fue similar en ambos sexos, el 52% (823) de los casos
sospechosos s correspondi6 al sexo masculino (Ver Tabla 2). El grupo que se encontr6 en
mayor riesgo de presentar infeccion sintomatica de dengue fue el grupo de 6 - 12 afos

con un Riesgo Relativo (RR) de 1.7 (IC95% 1.1 — 2.4, valor de p <0.05 (Ver Tabla 3).

Respecto al estado nutricional no se observo diferencias en la proporcion de participantes
eutroficos, con riesgo nutricional y desnutricion, entre los casos positivos y negativos de
dengue, exceptuando por los participantes con obesidad que mostraron mayor riesgo de
presentar infeccion sintomatica por dengue. (RR 1.8, IC 95% 1.05 — 3.08, valor de p

<0.05) (Tabla 4).

Durante los 4 afos de investigacion, los participantes mostraron alta adherencia a los
procedimientos del estudio acudiendo el 97% en los primeros tres dias posterior al inicio

de fiebre (Grafico 1).



El cuadro clinico que prevalecié entre los casos positivos de dengue fue el de Dengue
Clasico (DC) con 112 participantes, 10 de los cuales desarrollaron Dengue
Hemorragico/Sindrome de Choque (DH/SCD) por dengue y 47 fueron diagnosticados
con Sindrome Febril Indiferenciado (Tabla 5). Aquellos casos que fueron diagnosticados
en uno de los cuadros clinicos de Dengue (incluyendo DC, DH o SCD) el estudio
demostré mayor riesgo de infeccion por virus Dengue, (RR 2.2, IC 95% 1.6 — 3 valor de

p<0.001) que en los casos con sindrome febril indiferenciado.

Entre los casos positivos de dengue el 54.72% presentd respuesta inmune secundaria, la
cual se encontrd asociada significativamente al grupo etario > 5 afios de edad, mientras
que respuesta inmune primaria resultd asociada al grupo etario entre los 2 — 4 afios de
edad. En dos casos positivos no se determiné el tipo de respuesta inmune por falta de

muestra convaleciente (Tabla 6).

En 142 de los casos confirmados se logr6 identificar el serotipo de virus Dengue; de los
cuales el 65.5%, 22% y el 0.6% correspondieron a los serotipos 1, 2 y 4,
respectivamente; ademds dos casos de infeccidon concurrente fueron identificados, uno
con serotipos Y4, y otra con serotipos 2. En 17 casos restantes no se logr6 identificar
serotipo de virus dengue, pero se confirm¢6 infeccion por el aumento en el titulo de

anticuerpos entre muestra inicial y convaleciente (Grafico2).



Analisis Bivariado

Todos los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud que definen Dengue Clasico,
exceptuando dolor retro-orbital, resultaron asociados significativamente a infeccion por
dengue en la primera consulta. Ademas de éstos se encontraron asociados
significativamente otros sintomas y signos como: eritema facial, eritema faringeo, dolor
de garganta, neutrofilia >70% y plaquetas <250,000/mm’, leucocitos <10,000/mm’

(ver Tabla 7).

En gréficos 3, 4 y 5 se puede observar la media y el error estandar de los parametros de
BHC en relacion al primer dia de presentacion de los casos sospechosos, estableciéndose
diferencia en los valores totales de leucocitos, plaquetas, y % de neutréfilos desde el

primer dia de inicio de fiebre.

Entre los casos con edad mayor de 4 afios predominaron los siguientes sintomas y signos:
eritema facial, eritema faringeo/dolor de garganta, prueba del torniquete positiva,
petequias espontaneas, erupcion cutinea, leucocitos totales< 10,000/mm’ y plaquetas <
250,000/mm’; mientras que en el grupo< 4 afios predominaron: erupcion cutanea, dolor
de garganta y leucocitos totales< 10,000/mm’. El complejo de sintomas caracteristicos de
cefalea, dolor retro-orbital, mialgia y artralgia no result6é asociado significativamente en

ambos grupos etarios (Tabla 8 y 9).



Al estratificar el diagnostico clinico por edad se puede observar que el sindrome febril
indiferenciado se encontr6 asociado al grupo etario < 4 afios, mientras que el diagndstico

de dengue se asoci6 al grupo > 5 afios. (Datos no mostrados)

Erupcién cutdnea y grupo etario < 5 afios se encontrd asociado a respuesta inmune
primaria, mientras que neutrofilia > 70%, hematuria y grupo etario > 6 afios resultd

asociado significativamente a respuesta inmune secundaria. (Datos no mostrados)

Analisis de Regresion Logistica Multiple

Los siguientes sintomas/signos resultaron asociados significativamente a infeccion
sintomatica por Dengue: cefalea, eritema faringeo/dolor de garganta, ausencia de tos,
erupcion cutanea, plaquetas < 250,000/mm’, leucocitos < 10,000/mm’ y neutrofilos >

70% (Tabla 10).

La presencia de 4 signos o mas tiene una sensibilidad de 87.2% y una especificidad del
57.2%. Los valores de sensibilidad y especificidad con dos o mas criterios de la OMS
fueron de 72 y 46.2%, respectivamente; asi mismo al calcular los parametros clinicos de
sensibilidad y especificidad al cumplir cuatro criterios de la definicién clinica los

resultados fueron de 33.1 y 82%, respectivamente (Tabla 11 y 12).

El anélisis de la curvas caracteristica operador — receptor revela que el area de cobertura

de las variables en el modelo es de 0.7687, mientras que el area de cobertura que incluye



los criterios de definicion de OMS para dengue es de 0.6312, indicando mayor poder de
prediccion de infeccion sintomadtica por dengue utilizando las variables estudiadas en el

modelo (Tabla 13 y Grafico 7).



DISCUSION

Ventajas de este estudio es el incluir aquellos diagnodsticos de dengue clasico y sindrome
febril indiferenciado, los que constituyeron el 93.7% de infeccién sintomatica por
dengue. Muchos estudios enfocan en la deteccion temprana de signos de dengue

hemorragico®®

, cuando la mayoria de las infecciones sintomdticas en nifios son
subclinicas o puede ser dificil de diferenciar de otras enfermedades febriles. El estudio
incluye periodos de alta y baja incidencia de enfermedad en los que circularon tres
serotipos, predominando el DEN2, ademas de determinaciéon de la respuesta inmune;
todos estos factores mencionados han sido sefialados de influenciar las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. Ademas, el alto porcentaje de participantes que se presentaron
tempranamente, 75% en las primeras 24 — 48 horas, posterior al inicio de fiebre permitio

diferenciar signos pronosticos de infeccion sintomdtica por dengue leve de otras

enfermedades febriles.

Se observo un increment6 en la proporcion de casos confirmados de dengue clasico con
respecto a sindrome febril al incrementarse la edad, predominando el sindrome febril
indiferenciado hasta la edad de 4 afios y posteriormente el dengue clasico a partir de los 5
afios. Esto concuerda con investigaciones anteriores que concluyen que a mayor edad del
nifio mas parecido al dengue clasico es la enfermedad, Este dato puede variar en

dependencia a la edad en que ocurre la infeccion primaria en cada pais. (26)



Otras investigaciones han reportado otros signos clinicos tempranos asociados a infeccion
por dengue distintos a los criterios de la OMS en poblacién pediatrica entre los que

12 . . . 12, 1
1 U9 asi como la ausencia de tos y rinorrea (12, 17) Aunque no es

sobresale eritema facia
tan frecuente en las infecciones sintomaticas de dengue, erupcion cutanea resultd
asociada significativamente desde los primeros dias de enfermedad independientemente
de las otras variables '”. Dolor de garganta y eritema faringeo han sido reportados
también como sintomas comunes en dengue clasico y hemorrdgico, pero a nuestro
conocimiento, es primera vez que resultan asociados significativamente a dengue .
Otros estudios han reportado anorexia, nausea, vomito y prueba del torniquete positivo
como indicadores tempranos de dengue, pero dichos estudios han sido realizados en
hospitales, en los cuales una proporcion importante de los participantes son casos de

dengue hemorragico "'".

El nimero de leucocitos en parametros normales y presencia de neutrofilia ha sido
descrito como hallazgos de Biometria Hematica Completa al inicio de la fase febril de
dengue, en nuestro estudio se demuestra que ambos pardmetros ayudan a distinguir
dengue de otras enfermedades febriles ya que los casos negativos de dengue mostraron
un nimero mucho mayor de leucocitos totales y menor porcentaje de neutrofilos. Otros
estudios sefialan predominio de linfocitos como indicador de dengue pero en éstos no se
indica el porcentaje de participantes que acudieron en las primeras 24 — 48 horas de inicio
de la enfermedad. Ademas de estos parametros, la media de plaquetas resultd

significativamente menor en los pacientes confirmados de dengue que en los casos



negativos desde las primeras 24 horas de enfermedad, esto concuerda con otros estudios

i . 11
que concluyen que menor numero plaquetas es un indicador temprano de dengue "'V,

La mayoria de los casos de este estudio incluyen manifestaciones leves de la enfermedad
por lo que no podria usarse centros de atencidon secundaria donde acuden pacientes mas
graves y en etapas tardias de la enfermedad. Durante los 4 afios del estudio circularon
principalmente los serotipos 1 y 2, en publicaciones anteriores se ha mencionado que

serotipo 3 puede causar manifestaciones clinicas severas incluso en infecciones primarias

(25)

Aunque en el analisis bivariado prueba del torniquete positivo y petequias resultaron
asociadas significativamente a dengue, ninguna de ellas resultd ser un signo predictor de
dengue leve como resultado del andlisis de regresion logistica, esto ha sido mencionado
en otros estudios''? y puede estar relacionado a que el numero de plaquetas aun no ha
descendido lo suficiente para causar hemorragias espontaneas al inicio de la enfermedad,
aunque otros estudios han encontrado que prueba del torniquete es positiva en estadios
tempranos de la enfermedad pero a diferencia de nuestro estudio la mayoria de los casos

lo constituyen casos de dengue hemorragico' .

Aunque el modelo ofrece ventajas comparativas, ya que a diferencia de otros no es
necesario realizar pruebas complementarias como TP, TPT, o exdmenes de quimica
sanguinea, ¢éste debe ser validado en otras poblaciones pediatricas previo a una

implementacion en sistema nacional de vigilancia.



CONCLUSIONES

Signos especificos y hallazgos de laboratorio fueron encontrados asociados
significativamente a infeccidon sintomatica temprana por dengue en una poblacion

pediatrica comprendida entre los 2 — 12 afios de edad.

Entre las manifestaciones clinicas tempranas se encuentran signos que no forman parte de
los criterios de definicion de dengue de la Organizacion Mundial de la Salud, tales como:
dolor de garganta, eritema faringeo, eritema facial asi como un leve descenso en el
numero de plaquetas y ligera neutrofilia, los que podrian ser usados para mejorar la tasa
de captura de infeccion leve por virus dengue en el sistema nacional de vigilancia de

enfermedades.

El modelo resultante estudio presenta 4 signos clinicos y 3 de laboratorio que permite
diferenciar eficientemente los casos sintomaticos de dengue de otras enfermedades
febriles en etapa temprana de la enfermedad en comparacion con la actual definicion de

dengue clasico de la Organizacion Mundial de la Salud.



RECOMENDACIONES

Los signos clinicos encontrados asociados a dengue podrian utilizarse en algoritmos que
permitan la clasificacion de pacientes febriles en unidades de atencion primaria en paises

en los que el dengue es una enfermedad endémica.

Aplicacion de estos signos clinicos puede evitar diagnosticos erroneos de dengue y
prevenir demoras en el diagndstico y tratamiento de otras enfermedades infecciosas de la

infancia.

La utilizaciéon de estos parametros en el sistema de vigilancia epidemioldgica podria
coadyuvar en el método de decision de los casos febriles a los que es necesario realizar

examenes confirmatorios.

Estudios de validacion que incluyan un mayor niimero de pacientes y diferentes regiones
son necesarios previo a la implementacion de algoritmos clinicos basados en estos
resultados. Ademas seria conveniente efectuar estudios para evaluar la aceptacion por

profesionales de la salud.



ANEXOS



Tabla 1
Numero de Casos Confirmados de Dengue por Afio de Estudio
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Afo de Estudio* No. Casos Negativos
1 316
2 517
3 397
4 204
Total 1,434

*Afio de estudio abarca temporada de Dengue. Afio 1 Septiembre 2004 — Junio 2005,
Afo 2 Julio 2005 — Junio 2006, Afio 3 Julio 2006 — Junio 2007 y Afio 4 Julio 2007 —

Diciembre 2007.



Tabla 2
Numero de Casos Confirmados de Dengue por Sexo
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Sexo* No. Positivos No. Negativos Total
Masculino 85 738 823
Femenino 74 696 770

Total 159 1,434 1,593

* RR=1, IC 95% 0.8 — 1.4, valor de p >0.5



Tabla 3
Numero de Casos Confirmados de Dengue por Grupo Etario
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Grupo Etario* No. Positivos No. Negativos Total
<4 Afios 30 414 444
> 5 Afios* 129 1,020 1,149

Total 159 1,434 1,593

*RR 1.7, IC 95% 1.1 — 2.4, valor de p<0.05



Tabla 4

Estado Nutricional en Casos Confirmados de Dengue

Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Positivos Negativos
Estado Nutricional

No % No. %
Eutroéfico 130 82 1153 80.4
Riesgo Nutricional 12 7.5 159 11.1

Desnutrido 4 2.5 58 4

Sobrepeso* 12 7.5 57 4
Desconocido 1 0.6 7 0.5
Total 159 100.0 1,434 100

*RR 1.8, IC 95% 1.05 — 3.08, valor de p <0.05



% Asistencia

Grafico 1
Presentacion a Primera Consulta Posterior al Inicio de Fiebre
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007
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Tabla 5
Cuadro Clinico Presente en Casos Positivos De Dengue
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Cuadro Clinico No. Positivos No Negativos Total
Sindrome Febril Indiferenciado 47 714 761
Dengue Clasico 102 720 822
Dengue Hemorragico/SCD* 10 0 10

Total 159 1,434 1,593

* SCD: Sindrome de Choque por Dengue.



Tabla 6

Tipo de Respuesta Inmune por Grupo Etario

Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Primaria Secundaria Total
Grupo Etario
No. % No. % No. %
<4 Afios 20 67 10 33 30 24
> 5 Afos* 50 39.3 77 60.7 127 76

*RR 1.8, IC 95% 1.1 — 3.1, valor de p<0.05



Gréfico 2
Serotipos Identificados en Casos Positivos de Dengue por Afio de Estudio
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007
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Tabla 7
Signos y Sintomas Asociados a Infeccion Sintomética por Dengue en Consulta Inicial
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Positivos Negativos

Signos y Sintomas Ausente Ausente IC (95%)
Fever >38 °C
Cefalea
Artralgia 1.1-2
Mialgia 1.2-2.1
Dolor Retroocular * 0.98 - 1.84
Prueba Torniquete Positiva 1.5-2.8
Petequias espontaneas 1.6 -4.8
Erupcion cutdnea 1.9-43

Manifestacion Hemorragica 1.2-22




Dolor de garganta
Eritema Facial

Eritema Faringeo
Leucocitos < 10,000/mm3
Plaquetas < 250,000/mm3

Neutrofilos > 70%

* No significativo




Tabla 8
Signos y Sintomas Asociados a Dengue en Nifios mayores de 4 afios
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Positivos Negativos

Signos y Sintomas Ausente Ausente IC (95%)
Prueba Torniquete Positiva 14-3
Petequias espontaneas 2-5.7
Erupcion Cutanea 1.6-4.2
Manifestacion hemorragica 1.1-2.4
Eritema facial 1.5-17.6
Plaquetas < 250,000/mm3 1.5-3
Leucocitos< 10,000/mm3 1.9-5.7
Eritema Dolor de garganta 1.3-35




Tabla 9
Signos y Sintomas Asociados a Dengue en Nifios Menores de 5 afios
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Positivos Negativos
Signos y Sintomas  gr = \o & No | RR  IC(95%) Valordep
Rash 6 40 23 609 33 1.5-7.3 <0.05
Dolor de garganta 29 17 295 337 1.9 1.04-33 <0.05

Leucocitos< 10,000/mm3 40 6 349 283 49 2.1-115 <0.001




Tabla 10

Signos y Sintomas Asociados a Infeccion Sintomética por Dengue

Anélisis Multivariado

Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Signos y Sintomas OR IC (95%) valor de p
Cefalea 2.0 1.1-3.6 <0.05
Eritema Faringeo / Dolor de garganta 2.2 1.3-3.7 <0.05
Ausencia de Tos 2.4 1.2-4.6 <0.05
Plaquetas < 250,000/mm’ 2.4 1.5-3.9 <0.001
Leucocitos < 10,00/mm’ 7.7 3.5-16.9 <0.001
Neutréfilos > 70% 2.1 1.3-34 <0.05
Erupcion cutanea 4.6 1.8-11.8 <0.05




Tabla 11
Parametros Clinicos Diagnosticos de Acuerdo al Numero de Signos Presentes
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

NUmero de Sensibilidad  Especificidad VPP* VPN
Signos/ Sintomas (%) (%) (%) (%)
>1 100 0.2 9.0 100
>2 100 4.7 9.5 100
>3 96.5 24.6 11.3 98.6
>4 87.2 57.2 16.8 97.8
>5 44.2 86.6 24.7 93
>6 10.5 98.3 37.5 91.7

VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.



Tabla 12
Parametros Clinicos Diagndsticos respecto al nimero de criterios de la OMS
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Numero de Especificidad VPN
Signos/ Sintomas (%) (%)
0 0 0

>1 19.3 95.4

>2 46.2 93.8

>3 66.6 92.7

>4 82 91.8

>5 96.3 91.3

>6 99.4 90.4

>7 99.9 90.2

VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.



Gréfico 3
Media y Error Estdndar en Numero Total de Leucocitos en Primera Consulta
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007
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Grafico 4

Media y Error Estdndar en Numero Total de Plaquetas en Primera Consulta
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% Neutrofilos

Gréfico 5
Media y Error Estandar en NUumero Porcentaje de Neutrofilos
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007
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% Hemoconcentracion

Gréafico 6

Mediay Error Estandar en NUumero Porcentaje de Hemoconcentracion

Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007
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Tabla 13
Area Bajo la Curva ROC de la de la definicion de la OMS y del Modelo propuesto
Centro de Salud “Dr. Sécrates Flores Vivas” Managua

Septiembre 2004 — Diciembre 2007

Modelo Area bajo curva ROC | Error Estandard IC (95%)
Estudio de Cohorte* 0.7678 0.0232 0.73917 - 0.79390
OMS 0.6356 0.0235 0.61146 —0.65982
* Valor de p <0.001

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
IC: Intervalo de Confianza



Gréfico 7
Area bajo la Curva ROC de la definicion de la OMS y el Modelo propuesto para el

Diagnostico de Dengue
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CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

COORDINADORES DEL PROYECTO:

Dra. Eva Harris, Division de Enfermedades Infecciosas, Escuela de Salud Publica, Universidad de
California, Berkeley

Dr. Angel Balmaseda, Centro Nacional de Diagnostico y Referencia, Ministerio de Salud,
Nicaragua

Dr. Juan Jos¢ Amador, Direccion General de Salud Ambiental y Epidemiologia, Ministerio de
Salud, Managua, Nicaragua

Dr. Alcides Gonzélez, Centro Nacional de Diagnostico y Referencia, Ministerio de Salud,
Managua, Nicaragua

Dra. Guillermina Kuan, Centro de Salud Soécrates Flores Vivas, SILAIS Managua

Dra. Crisanta Rocha, Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera, La Mascota, Managua, Nicaragua

Nicole Fitzpatrick, MPH Instituto de Ciencias Sostenibles , San Francisco, CA

TITULO DEL PROYECTO:
Estudio de Cohorte Pediatrico de Dengue en Nicaragua.

Parte A: Consentimiento para participar en el estudio.

¢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 niflos de Managua. Para ello es necesario darle
seguimiento a un grupo de nifios durante algunos afos, 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 encontrara informacion completa del estudio. La participacion de
su nifio/a en el estudio es voluntaria. Si decide participar, por favor aseglrese de firmar y poner la
fecha al final de la tltima 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 o se le solicitara que visite el Centro de
Salud Socrates 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 tomard unos 10 minutos.

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

Se le citara para que se presente al C/S Socrates Flores dos dias después de la toma de muestra
anual para entregarle el resultado de Biometria Hematica y de ser necesario pasard consulta con



un médico. También se le dard 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 tomara 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 Socrates Flores cada vez que enferme en los proximos tres afos. 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, debera asistir al C/S Socrates 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 atencion médica y se le
tomaran los examenes 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
diagnostico y se brindard seguimiento diario, incluyendo exdmenes del laboratorio cuando sea
necesario y atencion 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 diagnodstico de dengue. Ante cualquier
complicaciodn, su nifio/a sera trasladado inmediatamente a un Hospital.

Riesgos 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 infeccion. 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
Sécrates 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, desnutricion, etc). Si
requiere hospitalizacion por Dengue, le transferiremos al Hospital del Nifio "La Mascota,"
asumiendo los costos de esa hospitalizacion (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
beneficiara a la investigacion para mejorar la prevencion y control del Dengue.

¢QUIEN PUEDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION?

En este estudio, estamos ingresando a nifios/as de dos a once anos de edad, cuyos padres no
piensan mudarse de casa en los proximos tres anos y que ademas estan de acuerdo en acudir al C/S
Sécrates Flores para cuidado médico.

No podran 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 afios.

El estudio guardara la informacion y los resultados acerca de su nifio/a de manera confidencial.
Solamente personal de salud autorizado tendra acceso al nombre 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 participacion es voluntaria y Ud. puede retirarse
en el momento que lo desee. Si decide retirarse, debe comunicarselo a la enfermera del C/S
Sécrates Flores u otro personal del estudio.

El personal del estudio puede retirar la participacion del nifio/a de este estudio en cualquier
momento, aunque desee continuar participando. Esto podria pasar si se presentan las situaciones
siguientes:



0 Ud. se aleja del area de cobertura del C/S Socrates Flores.

0 Elmédico del estudio cree que es mejor para usted finalizar la participacién de su nifio/a en
el estudio por razones médicas.

0 Ud. no sigue los procedimientos descritos en esta carta.

0 La investigacion ha sido finalizada por cualquier razon.

Para cualquier pregunta o problema, llame al teléfono 2660841 al C/S Socrates 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 algun 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
afirmacion o sus derechos como sujeto en una investigaciéon, 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.ni, 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, nuamero telefonico 510-642-7461 o correo electronico
cphs@berkeley.edu.

CONSENTIMIENTO DEL PADRE/TUTOR DEL SUJETO:

Todas mis preguntas fueron respondidas con satisfaccion. Me han dicho que la participacion 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 informacion recolectada en los
expedientes de mi nifio/a.

Nombre del participante Coadigo 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:

Firma del testigo Fecha

Huella digital del tutor/participante

Nombre de la persona que explico el estudio Fecha
usando este formulario



Guion para Obtener Asentimiento Verbal de Nifios

Se utilizard después que los padres/tutores han firmado la carta de consentimiento:

Hola, ;como estas? ;Como te llamas? Yo me llamo XXX. Soy enfermera/o del Centro de Salud
Socrates Flores. Estamos haciendo un estudio sobre el dengue. Queremos invitarte a participar.
Tus padres estan de acuerdo que participes. El estudio implica que pasaremos a visitarte por tu
casa o te pediremos que vayas al Centro de Salud una vez al afio por tres afios para conversar
contigo y para tomar un poco de sangre de tu brazo. Y también implica que iras al el Centro de
Salud Socrates Flores si te enfermas, y alli te tomaremos una pequefia muestra de sangre para
hacer pruebas especiales si se sospecha que tienes dengue. Sino quieres participar, esta bien, pero
quisiéramos que nos ayudes. ;Estas de acuerdo en participar?
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