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RESUMEN.

Se realizé un estudio de cohorte con el objetivo de determinar la sobrevida de |os trastornos
circulatorios en los pacientes con dengue e identificar los factores de riesgos asociados a la
aparicion temprana y frecuente de estos trastornos. El estudio fue llevado a cabo en el
hospital infantil Manuel de Jests Riveraen Managua, Nicaragua, entre los afios 2005 y 20009.

Se estudiaron un total de 544 pacientes positivos para dengue confirmados por laboratorio a
través de PCR-RT, aidamiento vira y/o serologia de sueros pareados. La fuente de
informacién fue secundaria, obtenida de una base de datos del Estudio Hospitalario
prospectivo de clasificacion, manejo y diagnostico de casos de dengue en Nicaragua. Se

comparo el periodo 2009 (con 212 pacientes) vs. el periodo 2005-2008 (con 332 pacientes).

El sexo, la edad y e tipo mangjo de pacientes (hospitalizados/ambulatorios) no tuvo
diferencia entre €l periodo 2009 vs 2005-2008 (p> 0.05). El serotipo Denv-3 y la respuesta
inmune secundaria fue significativamente mayor (p =0.000) en el periodo 2009. Se observé
gue, seguin la nueva clasificacién, € 2009 tuvo mayor proporcion de casos severos (p=0.025)
que e periodo 2005-2008. Se determiné que durante el 2009 los trastornos circulatorios
(frialdad distal, mal Ilenado capilar y choque compensado) tuvieron una mediana de aparicion
a 3er dia (RI 2-4) delaenfermedad y en e periodo 2005-2008 |la mediana de aparicion fue al
5to dia (RI 4-6) de la enfermedad. Se encontré que la proporcién de casos con trastornos
circulatorios fue mayor en €l periodo 2009 (p=0.000) que €l periodo previo. El andlisis de
sobrevida de Kaplan-Meier estimo6 que la probabilidad de aparicion de estos trastornos fue
mayor durante el 2009 que en el periodo previo (log Rank test = 0.000). Los factores de
riesgos asociados a los trastornos circulatorios fueron; periodo 2009, la respuesta inmune
secundaria y la infeccion por serotipo denvl (p<0.05). La edad y € sexo no mostraron

asociacion con los trastornos circul atorios.

La exposicion a dengue del periodo 2009 fue el principal factor de riesgo asociado a los
trastornos circulatorios y es posible que la coinfeccién con € virus de la influenza A HIN1
pandémica explique el comportamiento inusual de los casos de dengue en esa temporada. Es
necesario larealizacion de investigaciones futuras que establezcan si |as coinfecciones de esta

natural eza pueden desencadenar manifestaciones severas de la enfermedad.
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INTRODUCCION.

El dengue es una infeccion viral causada por cuatro diferentes serotipos (Denv-1, Denv-2,
Denv-3 y Denv-4) y transmitida por un mosquito. Debido a que es una enfermedad sistémica
y dindmica, puede ir desde lo asintomético hasta manifestaciones clinicas severas 2. Se han
reconocido tres fases en la evolucién natura de la enfermedad; una febril, una criticay la de
recuperacion. La fase febril puede durar entre 2 y 7 dias ® y usualmente esta marcada por la
aparicion brusca de fiebre alta regularmente acompariada de rubor facial, eritema, mialgias,
artralgiasy cefalea. Una vez que latemperatura cae alos 37.5-38°C 0 menos 'y permanece por
debajo de este valor, puede ocurrir un incremento de la permeabilidad capilar junto con un
aumento en el valor de hematocrito (hemoconcentracion), marcando €l inicio de la fase

critica. Esta fase generalmente ocurre entre el 3er a 7mo dia de la enfermedad **>.

El aumento progresivo de la permeabilidad capilar puede conllevar a un choque, € cua
ocurre normalmente durante la defervescencia, entre el 4to y 5to dia de la enfermedad™®.
Durante la fase inicial del choque actlan mecanismos compensatorios del cuerpo que
mantienen la presion arterial en valores normales, pero que también producen taquicardia y
vasoconstriccion periférica, produciendo frialdad distal y mal llenado capilar®®.

En Nicaragua el dengue es endémico. La epidemia de dengue del afio 2009 ha sido una de las
mas grandes ocurridas en Nicaragua y se caracterizé, no sélo por la gran afluencia de
pacientes a las unidades hospitalarias, sino también por la gran cantidad de casos con de
trastornos circulatorios, inusualmente tempranos (primeros 3 dias de la enfermedad), tales
como; mal Illenado capilar, frialdad distal y choque compensado. En € afio 2009 la epidemia
de dengue coincidid con la epidemia de la Influenza A H1N1, reportandose la presencia de

co-infecciones dengue-influenza .

A través de un andlisis de supervivencia, este estudio brinda una descripcion detallada de la
aparicion temprana de los trastornos circulatorios en pacientes pediétricos con dengue
durante la epidemia del afio 2009, aportando de esta manera mas datos sobre la
caracterizacion clinica de esta patologia. Ademés con este estudio se identifican |os probables

factores que contribuyeron en estas inusual es manifestaciones clinicas.
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ANTECEDENTES.

Un estudio publicado por Balmaseda et al en el 2006 en dos hospitales de Nicaragua, sobre
las diferencias de manifestaciones clinicas segun serotipo del virus del dengue, encontraron
gue los nifios en edades de 10 a 14 afios presentaron mas riesgo de presentar manifestaciones
severas (fuga plasmética, choque, trombocitopenia marcada o hemorragia interna) durante la
circulacion del Denv-1 (OR 5.51, 1C95% 2.67-11.61) e igualmente encontré que € Denv-1
era €l serotipo més asociado a fuga capilar (OR 2.36, 1C95% 1.80-3.09). En este estudio
también se encontré que la respuesta inmune secundaria fue un factor de riesgo para la
presencia de manifestaciones severas en € periodo de 1999-2001 (OR 1.70, 1C95% 1.09-
2.75,p 0.01) %,

La respuesta inmune secundaria en los pacientes con dengue se ha descrito como uno de los
factores que se asocian a las manifestaciones de severidad en los pacientes con dengue.
Vaughn et al en € afio 2000 publicaron un estudio donde se plantea que la respuesta inmune
secundaria en |os pacientes con dengue esta correlacionado con la severidad. En su estudio €l
81% de los pacientes con una respuesta inmune secundaria presentaron mas casos de
severidad en comparacién con los pacientes que tenfan respuesta inmune primaria®. En un
estudio realizado en Nicaragua por Hammond et al, se encontré que la respuesta inmune
secundaria en los pacientes con dengue fue un factor de riesgo para presentar formas graves
del dengue (OR 1.59, IC95% 1.1 — 2.4), incluyendo la fuga capilar (OR 1.33, 1C95% 0.8 -

2.2), aunque esta Ultima de manera no significativa °.

Un reporte de caso en Puerto Rico realizado por Rodriguez et al sobre la confeccion de
Influenza A HIN1y € virus del dengue describe la dificultad de diferenciar € cuadro clinico
del denguey €l deinfluenzay la importancia de sospechar la co-infeccién de estos dos virus
principalmente en la presencia de manifestaciones severas °. Igualmente en un estudio de
serie de casos realizado por Pérez et al, demostro la presencia de co-infeccion de pacientes
con dengue y € virus pandémico de la influenza A HIN1 en donde las manifestaciones

fueron severas eincluso un fatal ’.

Ninguno de los estudios publicados ha descrito a la aparicion de los trastornos

hemodinamicos del dengue en funcién de tiempo através de un analisis de sobrevida.
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JUSTIFICACION

La epidemia de dengue del afio 2009 ha sido una de las mas grandes ocurridas en Nicaragua
desde el afo 1998. Esta epidemia se caracterizo porque la mayoria de |os casos con trastornos
circulatorios (frialdad distal, mal |lenado capilar, choque compensado) se presentaron en los
primeros 3 dias de la enfermedad, cuando dichos trastornos normamente ocurren entre el 4to

y 5to dia de la enfermedad en los casos de dengue.

Actualmente se conocen diversos factores de riesgo gque se asocian con la severidad del
dengue, pero ninguno de ellos se asocia con la aparicion temprana de trastornos circul atorios

como se observo en esta epidemia.

Los hallazgos de este estudio contribuyen a conocimiento del comportamiento clinico de esta
enfermedad. A través de este estudio se describe en detalle e comportamiento inusual de la
epidemia del dengue en €l afio 2009, y se explican los factores que influyeron en la aparicion

temprana de estos trastornos circulatorios.
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HIPOTESIS

Los trastornos circulatorios se presentaron de manera mas temprana en los pacientes
expuestos al dengue durante la temporada 2009 en comparacion con la temporada 2005-2008,

probablemente por la co-infeccion con influenza pandémica A HIN1.
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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Describir el comportamiento de los trastornos circulatorios en los pacientes con dengue e

investigar los factores de riesgos asociados con la aparicion temprana de dichos trastornos.

Obj etivos especificos:

1. Caracterizar a la poblaciéon de estudio en términos de edad, sexo, respuesta inmune,
serotipo, manegjo y severidad.

2. Comparar la proporcion de casos con trastornos circulatorios en pacientes con dengue
en € periodo 2005-2008 y €l periodo 2009, respectivamente

3. Determinar e tiempo de aparicién (mediana) y la sobrevida de los trastornos
circulatorios en pacientes con dengue en ambos periodos.

4. Identificar los factores de riesgos asociados al tiempo de aparicion de los trastornos
circulatorios.

Gutiérrez, Gamaliel Trastornos circulatorios del dengue. Pagina 5
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MARCO TEORICO.

Definicion.

La Fiebre del Dengue (FD) es un sindrome agudo febril benigno que se produce por varios
virus transmitidos por artrépodos y caracterizado por fiebre bifasica, mialgias y/o artralgias,
erupcion cutdnea, leucopenia y linfadenopatia 2. La fiebre hemorrégica del Dengue
(FHD) es una enfermedad febril que se caracteriza por hemoconcentracion, anomalias de la
hemostasia, y en casos mas graves, por un sindrome de choque (SSD) con pérdidas de
proteinas . Existen al menos cuatro tipos antigénicos distintos del virus del dengue, todos

ellos miembros de lafamilia Flaviviridae *2. Los serotipos conocidosson el 1, 2, 3y 4. ¥4

Epidemiologia.

El dengue en la enfermedad viral, transmitida por mosquito, mas ampliamente distribuido en
el mundo. En los ultimos 50 afios, la incidencia ha aumentado 30 veces incrementando su
expansion geogréfica a nuevo paisesy, en la década presente, ha migrado de zonas urbanas a
zonas rurales. Un estimado de 50 millones de infecciones por dengue ocurren cada afio y

aproximadamente 2.5 billones de personas viven en paises con zonas endémicas de dengue.™

Dengue en las Américas. La interrupcion en la transmisién del dengue en muchas de las
regiones de la Organizacion Mundia de la Salud fue resultado de compafias de erradicacion
del Aedes Aegypti, principalmente durante los afios de 1960 y a inicios de los 1970. Sin
embargo, las medidas de control y vigilancia no fueron sostenidas y hubo reinfectaciones
subsecuentes del mosquito, seguida por epidemias en el Caribe, Centro y Sur América®.
Desde entonces la fiebre del dengue se ha expandido con epidemias ciclicas que ocurren cada
3 a 5 afios. La mayor epidemia ocurrié en e afio 2002 con méas de 1 millon de casos

reportados.’®

Desde e afio 2001 a 2007, mas de 30 paises de América han notificados un total de
4,332,721 casos de dengue. El nUmero de casos de dengue hemorrégica en el mismo periodo
fue de 106,037. El total de muertes por dengue fue de 1,299, con una tasa de fatalidad del
1.2%"°
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Dengue en Centroamérica y México. En e periodo del 2001 al 2007, un total de 545,049
casos de dengue fueron reportados, representando el 12.5% de casos en el continente
americano. Se notificaron 35,746 casos de dengue hemorragico y un total de 209 muertes
durante e mismo periodo. Nicaragua tuvo 64 muertes (31%), seguido de Honduras con 52
(25%) y México con 29 (14%). Los serotipos DENV-1, -2 y -3 fueron los més frecuentes

reportados.®

Dengue en Nicaragua afo 2009. Hasta la semana epidemiologica (SE) 42 se registro un
acumulado de 10.078 casos sospechosos de dengue, de los cuales 2.106 fueron confirmados
por laboratorio; 57 casos de dengue hemorragico y 8 defunciones por dengue. Los virus
actualmente circulantes son el DEN-V 1, 2 y 3 con predominio del DEN-V 3. En la SE 42,
cinco de los 17 departamentos se encuentran con tasas superior a la nacional (18.84 x
100.000 habitantes), siendo éstos; RAAS, Boaco, Chontales, Managua, Masaya, y Rio San

Juan ',

Dengue en Nicaragua afo 2010. Hastala SE 3, el Ministerio de Salud de Nicaragua informé
la ocurrencia de 1.388 casos sospechosos de dengue, 10 que representa un aumento de 370%
con relacion a igual periodo del 2009. Se notificaron 21 casos sospechosos de dengue
hemorragico y se han confirmado 2 muertes por dengue, ambas correspondientes al SILAIS
Leodn. Latasa de letalidad es de 9.5%. Lugares afectados. Ledn, Managuay Carazo. Siendo €
Departamento de Ledn el lugar con mayor tasa de incidencia en el pais (7,12 por 100.00
habitantes). Hasta la SE 3 se presentaba la siguiente situacién: se han notificado 281 casos

sospechosos, de |os cuales 41 casos se han confirmado por laboratorio *°.

Estructura del virusdel dengue.

El virus del dengue es un virus ARN, monocatenario, esférico, perteneciente a la familia
flaviviridae. Se conocen cuatro serotipos y cualquiera de ellos es capaz de producir la
enfermedad. Estos cuatro serotipos son antigénicamente muy semejantes entre si y la
infeccion por un serotipo produce inmunidad de por vida para € mismo e inmunidad

temporal paralos otros serotipos *#%.

El DENV consta de una simple cadena de ARN de sentido positivo, con un genoma de
aproximadamente 11, 000 nucledtidos (nt) que se traduce como una sola poliproteina, que a

Gutiérrez, Gamaliel Trastornos circulatorios del dengue. Pagina 7



Maestria en Ciencias con mencién en Epidemiologia CIDS/UNAN-Ledn

continuacion es escindida en 3 proteinas estructurales: Capside (C), Membrana (M) y
Envoltura (E) y 7 proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NSAB y NS5.

Las funciones de las proteinas no estructurales incluyen un ARN-dependiente de la ARN
polimerasa (RdRp), metiltransferasa (NS5) y helicasa/ proteasa (NS3). Laregioén codificante
esta flanqueada por una 5'UTR (Region no traducida) de aproximadamente 98 nt y una
3UTR de 388 — 462 nt >

El extremo 5' del ARN esta cubierto por una caperuza, y el extremo 3' carece de cola de poli
A. En ambos extremos del genoma estan presentes secuencias no codificadoras necesarias
para los procesos de replicacion, transcripcion y traduccién y a las cuales se asociala posible
estructura secundaria del genoma. El codon de iniciacion se corresponde con AUG, que da
inicio aun marco de lectura abierto sin interrupcion de aproximadamente 10.250 nucledtidos,
donde estan codificadas 10 proteinas viraes. Las proteinas estructurales se localizan hacia la

porcién 5' Termina y el segmento restante abarca las proteinas no estructurales 2.

Inmuno quimica delos Flavivirus.

Los anticuerpos neutralizantes del virus son aquellos que interaccionan con el virus y
producen lainactivacion del mismo, tal forma que el virus no es capaz de infectar o replicarse
en cultivos celulares o0 animales. Los anticuerpos neutralizantes, son € tipo de anticuerpos de
proteccion primaria elegidos para las vacunas de Flavivirus. La glicoproteina E de los
Flavivirus es una proteina de fusion Clase |l y es responsable del acoplamiento vira a los
receptores celulares del huésped y es la mediadora de la fusion del virus a la membrana
celular. Por lo tanto es la proteina viral mas importante en lo que respecta a la infectividad
viricay es esencial obtener todos los anticuerpos virus neutralizantes especificos. Estos son
todos los anticuerpos primarios anti — glicoproteina E, que son medidos con la Prueba de
Neutralizacion por Reduccion de Placas (PRNT). Otros anticuerpos especificos no anti —
glicoproteina E por gjemplo, anticuerpos anti — NS1 han demostrado un efecto de proteccion
al virusin vivo en pequefios model os animales, sin embargo estos efectos no son medidos por

medio de lainteraccion virién — anticuerpo %,

La glicoproteina E, existe como 90 homodimeros de cabeza a cola en |a superficie del virion.
Un mondmero de la glicoproteina E, puede ser divido en tres dominios estructurales. DI, DII

y DIII. El DI, conocido como dominio de dimerizacion, es una estructura larga que contiene
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las secuencias hidrofébicas de fusion de membrana. En e homodimero, la secuencia de
fusion durante la replicacion es protegida por una combinaciéon de DIIl, el mondmero de
glicosilacion E y la proteina prM. Se ha demostrado que e DIl en DENV esta involucrado
en las funciones de acoplamiento a las células Vero de cultivos celulares. Este caracteristico
ligamento ha sido confirmado usando DIII expresado. El dominio DI contiene la molécula
“bisagra’ de la glicoproteina E. Como una proteina de fusiéon clase |1, la glicoproteina E
puede experimentar una canalizacion oligomeérica acida reorganizandose en un homodimero
de fusién. Se cree que este evento ocurre en € endosoma, permitiéndole que la nucleocapside
viral se escape hacia € citoplasma e inicie la sintesis de RNA y proteinas. Similarmente, se
cree que lafuncidn de la proteina prM como una proteina de carabina para la glicoproteina E
durante la maduracion viral, es ayudar a mantener la estructura de la glicoproteina E hasta
gue la morfogénesis viral se complete y el virién salgan hacia las vesiculas de acidificacion

exociticas %%,

Losdominios I, Il y Il son estructuras antigénicas. Los anticuerpos para ambos dominios DI
y DIl han demostrado neutralizar a virus. Los anticuerpos anti — DIII, tienden a ser
anticuerpos poderosamente neutralizantes y son mas virus tipo — virus especificos. Los
anticuerpos anti — DIl son los anticuerpos de mayor reaccion cruzada entre los virus y aunque
ellos puedan neutralizar la infectividad del virus son usualmente menos potentes gque los
anticuerpos anti — DIIl. Han sido identificados dos mecanismos de neutralizacion de los
flavivirus: bloqueando launion del virus alas célulasy bloqueando el proceso de fusion viral.
Hasta hoy se desconoce cuantas moléculas de anticuerpos se necesitan para neutraizar la

infectividad de un Gnico virion %.

Algunas evidencias sugieren que la proteina prM también puede inducir anticuerpos
neutralizantes. La habilidad de los anticuerpos anti — prM de neutralizar 10s viriones esta
directamente relacionado con €l proceso precursor de “prM a M”, e cual es mediado por
células asociadas a viriones inmaduros y por enzimas por lo tanto son células tipo —
especificas. Como se menciond anteriormente, € proposito de la proteina prM parece ser de
carabina de la glicoproteina E, durante la morfogénesis del virién y esta no es una funcion
Unicamente accesoria. Cabe mencionar que e DENV crece en células de cultivo de
invertebrados y a menudo tiene una gran cantidad de proteina prM en € virion extracelular la
cual puede reducir la infectividad viral y cambiar los epitopes de expresion. Aun no se ha
determinado si este fenémeno ocurre en e mosquito vector %,
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6.8 Inmunopatogénesisdel virus Dengue

La respuesta inmune de proteccion contra la infeccion del DENV es conducida por la
presencia o ausencia de anticuerpos virus — neutralizantes y por la complicada respuesta de
las células T con la ayuda de las sintesis de anticuerpos. En las infecciones por DENV se
obtiene la respuesta de los anticuerpos IgM, 1gG e IgA. La respuesta de IgM empieza
temprano, frecuentemente antes de la aparicién de los sintomas. Los anticuerpos IgM son
usualmente detectables en ensayos serologicos entre 5 y 8 dias después de iniciados los
sintomas. Los anticuerpos IgA son detectables también y tienen una vida media similar a la
IgM aungue con algunas variaciones en infecciones primarias y secundarias. L os anticuerpos
1gG son detectables prontamente después de la infeccion y se mantienen durante afios. La
infeccion, con alguno de los serotipos de DENV produce inmunidad al serotipo en particular,
sin embargo no es una proteccion a largo plazo contra la infeccion por alguno de los tres

serotipos del virus Dengue %’

La reinfeccidn con un serotipo distinto, por segunda o tercera vez puede producir “fiebre por
dengue’ (DF) o una infeccion mas severa que resulta en “fiebre hemorragica del dengue
(DHF) y/o “sindrome de choque por dengue’ (DSS). Hay muchas mecanismos que tratan de
explicar la severidad de las manifestaciones de la enfermedad en las infecciones secundarias
por DENV, a pesar de todo la pre — existencia de de anticuerpos reactivos a DENV, parece
ser un factor que media la induccién de DHF/DSS. Probablemente los anticuerpos méas
implicados son aguellos de reaccidén cruzada entre serotipos, pero que no neutraizan
multiples serotipos del DENV. Los complejos DENV — anticuerpos no neutralizantes pueden
hacer pasar al DENV, dentro de las células susceptibles a través de receptores FC expresados
en la superficie celular, dando lugar a fendmeno conocido como “incremento de infeccion
dependiente de anticuerpo (ADE) de lareplicacion viral .

El concepto de ADE en las infecciones por DENV, ha sido estudiado por varios anos, y sigue
siendo importante objeto de estudio para quienes se interesan en el desarrollo de vacunas.
Mientras la relevancia biolégica in Vitro, ded ADE permanece mal definida, nuestra
comprension sobre la especificidad de los anticuerpos que conduce a la proteccién o realce
estan mejorando. Se sabe que los anticuerpos obtenidos por DIl de la glicoproteina E, son
neutralizantes y su alto potencia de neutralizacion se hace evidente en las infecciones de

modelos animales, donde resultan ser protectores. Por otro lado, los anticuerpos obtenidos
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para DI o DIl poseen reaccién cruzada entre los virus y han demostrado muy baja y en

algunos casos ninguna capacidad de neutralizar a virus .

Evidencia obtenida del virus West Nile (WNV), de humanos infectados por primera vez,
cuyos linfocitos fueron usados para preparar anticuerpos monoclonales, indican que los
anticuerpos de respuesta temprana fueron dirigidos a DIl. Si la respuesta temprana de los
anticuerpos a DENV es similar, entonces la respuesta humoral primaria probablemente
consistiria en anticuerpos de reaccion cruzada, y no en anticuerpos neutralizantes. Es también
posible que en la infeccion secundaria con un serotipo diferente de DENV, haya una répida
respuesta de memoria que consista en anticuerpos anti — DENV de reaccion cruzada, inducida
por epitopes que comparten entre los serotipos de DENV y la abundancia de células B de
memoria de reaccién cruzada especificas paralos epitopes de DI y DIl %.

La posibilidad tedrica de ADE en infecciones por DENV, post vacunales que resulten en
DHF/DSS obliga a pensar, que ninguna vacuna puede ser megjor que aquella que induzca
anticuerpos neutralizantes al virus serotipo — especificos contra los cuatro serotipos, por tanto

podria ser tetravalente e incluir virus de todos los cuatro serotipos del virus Dengue %.
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Clasificacion de severidad del dengue (Clasificacion tradicional).

Seglin la OMS (Organizacion Mundia de la Salud) el dengue se puede clasificar en: fiebre
del dengue (FD) y dengue hemorragico (FHD) con sus cuatro grados de severidad,

considerando los grados |11 y IV cémo sindrome de choque por dengue (SCD) *°.

Se habla de un probable caso de dengue ante la presencia de una enfermedad febril aguda

(menor de 7 dias de evolucion) acompafiada de 2 6 mas de los siguientes sintomas o signos
15.

e Dolor de cabeza.
e Dolor retro orbital.

e Miagia
e Artralgia
e Rash.

e Manifestaciones hemorragicas

e Leucopenia; y

e Soporte serologico; u

e Ocurrencia del caso en el mismo lugar y tiempo que otros casos confirmados de

dengue.

En la definicion de un caso de dengue hemorragico deben de estar presentes todos los

siguientes cuatro criterios *>:

1. Fiebreo historiadefiebre de 2 a7 dias de evolucion, ocasionalmente bifasica.
2. Manifestaciones hemorragicas, con laevidencia de a menos una de las siguientes:
a. Unaprueba de torniquete positiva.
b. Presenciade petequias, equimosis o parpura.
c. Sangrado de mucosas, tracto gastrointestinal u otro sitio.
3. Trombocitopenia (menor o igual a100 000 células por mm?®).
Evidencia de fuga plasméatica debido a incremento de la permeabilidad vascular,
manifestada por al menos una de las siguientes:
a. Aumento en e hematocrito igual 0 mayor del 20% por encima del promedio
para edad, sexo y poblacion.
b. Unacaidaen e hematocrito igual o mayor a 20% de lalinea de base posterior
atratamiento de reemplazo de volumen.
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c. Signos de fuga plasmatica tales como derrame pleural, ascitis e

hipoproteinemia.

La definicion para e sindrome de choque por dengue incluye la presencia de los cuatros

criterios arriba mencionados més la evidencia de falla circul atoria, manifestada por *°:

e Pulsorapidoy débil, y

e Estrechamiento o pinzamiento del pulso (<20mm Hg)
O manifestado por:

e Hipotension paralaedad, y

e Piel friay sudorosa e inquietud.

Grados de severidad del Dengue hemor r agico.

El dengue hemorragico se puede dividir o clasificar en cuatro grados de severidad (grados |11
y 1V son los considerados como sindrome de choque por dengue) **:

Grado |: fiebre acompafiada por sintomas no especificos; la tnica manifestacion hemorrégica

es la prueba de torniquete positivo y/o lafécil aparicion de moretones.

Grado Il presencia de sangrado espontédneo mas el Grado |, usualmente a nivel de piel u

otras hemorragias.

Grado IlI: Fala circulatoria manifestada por pulso rapido y débil, estrechamiento-
pinzamiento de la presion del pulso o hipotension, con la presencia de piel friay sudorosa e

inquietud.

Grado IV: choque profundo con presién de pulso indetectable.
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Nueva propuesta de clasificacion de severidad del Dengue *°.

Se ha propuesto una nueva clasificacion de severidad; Dengue sin signos de alarma, dengue

con signos de alarmay dengue severo.

El dengue sin signos de alarma define de la siguiente manera:

e Vivir o haber vigjado a una érea endémica de dengue.
e Fiebrey lapresenciade 2 6 mas de los siguientes criterios:
o0 Nauseas 6 vomitos.
0 Rash.
o Dolor o malestares.
0 Prueba de torniquete positivo.
0 Leucopenia

e Dengue confirmado por laboratorio.

El dengue con signos de alarma corresponde a la definicion de caso mas la presencia de

cuaquierade los siguientes signos de alarma:

e Dolor o sensibilidad abdominal.

e VOmitos persistentes.

e Acumulacion clinicade liquido.

e Sangrado de mucosas.

o Letargiaoirratibilidad.

e Hepatomegalia mayor de 2 cm.

e Laboratorio: incremento del hematocrito concurrente con €l rapido descenso

de las plaguetas.
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La definicion de un dengue severo esta dada por la presencia de a menos uno de los

siguientes criterios:

e Fuga plasmética severa que conlleva a:
o Choque.
0 Acumulacion de liquido con dificultad respiratoria.
e Sangrado severo (evaluado por € médico).
¢ Fallao dafio severo de 6rganos:
o0 Higado: AST o ALT mayor o igual de 1000.
0 Sistemanervioso central: alteracion o trastorno de la conciencia.

o0 Corazdny otros 6rganos.

Figura 2. Nueva clasificacion propuesta para severidad del Dengue.®

DENGUE * signos de alarma DENGUE SEVERO

Dengue Probable Signos de alarma* 1. Escape severo de plasma que
Viven / viaj6 a areas « Dolor esponténeo o lleva al:
endémicas de dengue. Fiebre provocado de abdomen +  Shock (DSS)
y 2 de los siguientes .. . L. . N
T » Vomitos persistentes *  Acumulacién de fluidos y distrés
- Nausea, vémitos » Acumulacion clinica de fluidos respiratorio
= Rash » Sangrado de mucosas 2. Sangrado severo
= Mialgias y artralgias * Letargia; irritabilidad segun evaluacién del clinico
:Tf:tg:' tﬁ_‘:"'”e"e w * Hepatomegalia >2cm 3. Dafio severo de érganols
-Cu;qu?:r ;igno “k * Laboratorio: Aumento del * Higado: AST o ALT>=1000
alarma HTO junto con rapida caida =  SNC: Alteracion del sensorio

de las plaquetas Corazdn y otros érganos

* Requiere observacion estricta e intervencion médica
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Fases del dengue.

1. Fase Febril. El paciente tipicamente desarrolla fiebre ata de manera sibita. Esta fase
febril aguda usualmente dura entre 2 a 7 dias y a menudo es acompafada de rubor facial,
eritema en piel, dolor de cuerpo, mialgia, artralgia y cefalea. Algunos pacientes pueden
presentar inflamacion de garganta, inyeccion faringea e inyeccion conjuntival. La presencia
de anorexia, nausea 0 vomito también es comun. Puede ser dificil diferenciar clinicamente el
dengue de otra enfermedad febril en esta fase. Una prueba de torniquete positiva en esta fase
incrementa la posibilidad de dengue. Las manifestaciones clinicas de esta fase no distinguen
los casos severos de los no severos. La monitorizacion de signos de alarma y de otros
parémetros clinicos es crucial parareconocer la progresion hacialafase critica.

Manifestaciones hemorrégicas leves como petequias y sangrado de mucosas (nariz o encilla)
pueden ser vistas en esta fase. Hemorragias masivas vaginales (en mujeres en edades fértil) y
sangrado gastrointestinal también puede ocurrir durante esta fase, pero no es muy comun. El
higado con frecuencia estd aumentado de tamafio y sensible. Las alteraciones iniciales en la
biometria hematica completa se presentan por un progresivo descenso de los leucocitos, 10
gue debe de aertar al clinico a una ata probabilidad de dengue.

2. Fase critica. Alrededor de la defervescencia, cuando la temperatura cae alos 37.5-38°C o
menos y se mantiene por debajo de ese valor, usualmente entre el 3er y el 7mo dia, puede
suceder un incremento de la permeabilidad capilar en paralelo con el aumento en el valor del
hematocrito. Esto marca €l inicio de lafase critica. El periodo clinicamente significativo de la

fuga capilar usualmente dura de 24 a 48 horas.

Una progresiva leucopenia seguida por un rapido descenso del conteo plaquetario usual mente
precede a la fuga plasméatica. En este punto, los pacientes sin un incremento en la
permeabilidad capilar mejoraran, mientras que aguellos con incremento en la permeabilidad
capilar pueden empeorar como resultado de la pérdida o fuga del volumen plasmatico. El
grado de fuga plasmética varia. La presencia de derrame pleural y de ascitis puede ser
clinicamente detectable dependiendo del grado de fuga y del volumen de la terapia de
liquidos intravenosos, es aqui donde la radiografia de térax y € ultrasonido abdominal
pueden ser Utiles herramientas diagnésticas. El grado de incremento de hematocrito por

encimade lalinea de base o valor normal a menudo reflgjala severidad de la fuga plasmética.
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El choque ocurre cuando un volumen critico de plasma se fuga. Esto es a menudo precedido
por signos de alarma. La temperatura del cuerpo puede estar por debajo de lo normal cuando
el choque ocurre. Con el chogue prolongado hay una hipoperfusion en los 6rganos, 1o que
resulta en un dafio o falla organica, acidosis metabdlica y coagulacion intravascular
diseminada. Esto a su vez conlleva a una hemorragia severa causando asi un descenso del
hematocrito y a su vez en un choque severo. En lugar de la leucopenia que normalmente se
observa durante esta fase del dengue, puede haber un aumento de los leucocitos en los
pacientes con sangrado severo. Ademas el dafio severo a 6rganos, tales como hepatitis severa,
encefalitis 0 miocarditis y/o hemorragia severa también puede ocurrir sin fuga plasmética

obvia o choque.

Aquellos pacientes que mejoran después de la defervescencia se dice que tienen dengue no
severo. Algunos pacientes progresan a la fase critica de fuga plasmatica sin la defervescencia,
y en estos pacientes, |0s cambios en |a biometria hematica completa deben de ser usados para
guiar € inicio de lafase criticay lade lafuga plasmética.

Aquellos pacientes que se deterioran se manifestardn con signos de alarma. Los casos de
dengue con signos de alarma probablemente mejoraran con rehidratacion intravenosa

temprana. Algunos casos evolucionaran a dengue severo.

3. Fase de recuperacion o convalecencia. Si € paciente sobrevive 24-48 horas de la fase
critica sucede una gradual reabsorciéon de los liquidos del espacio extravascular en las
siguientes 48 -72 horas. El estado general del paciente mejora, regresa el apetito, disminuyen
los sintomas gastrointestinales, € estatus hemodinamico se estabilizay la diuresis vuelve ala
normalidad. Algunos pacientes pueden presentar un rash de islas blancas en mar rojo.
Algunos experimentan un prurito generalizado. Bradicardia'y cambios e ectrocardiogréficos

Son comunes en esta fase.

El hematocrito se estabiliza o0 puede estar un poco bajo de o normal debido a efecto de
dilusion por la reabsorcion de fluidos. El conteo de leucocitos usualmente comienza a
incrementarse inmediatamente después de la defervescencia, pero la recuperacion del conteo

plaguetario ocurre después que el de los leucocitos.

La dificultad respiratoria debido a un derrame pleural masivo o ascitis ocurrira en cualquier

momento s los fluidos intravenosos fueron administrados excesivamente. Durante la fase
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critica y/o la fase de recuperacién o convalecencia, la terapia intravenosa excesiva esta

asociada con edema pulmonar o falla cardiaca congestiva.

1 Fasefebril Deshidratacion; lafiebre alta puede causar alteraciones

neurol6gicasy convulsiones febriles en nifios pequefios.

2 Fasecritica Choque debido afuga plasmética; hemorragia severa; fallade

Organos.

3 Fasederecuperaciono Hipervolemia (solo s laterapia de liquidos intravenosos fue

convalecencia excesiva o se extendi6 a este periodo).

Figura 1. Curso de laenfermedad del dengue*.

Dia de 1 2 3|4 5 6 7 8 9 10
enfermedad
Temperatura r 4[\

: \-/\\
Eventos Reab -
clinicos Deshidratacion eabsorcion

potenciales de sobrecarga

| Dafio de 6rg$no |

Cambios Plaquetas|

laboratoriales '—\ /J
Hematocrito X 53

Serologia y
virologia

Curso de la enfermedad: Fase febril Fase critica Fase de recuperacion
*Adaptado de WCL Yip, 1980 por Hung NT, Lum LCS, Tan LH.

Dengue severo. La clasificacion del dengue severo esta definida por la presencia de uno o
mas de los siguientes criterios. fuga de plasma (que conlleva a choque o que produce
dificultad respiratoria), sangrado severo y/o dafio/falla importante de 6rganos. A medida que
la permeabilidad vascular progresa, 1a hipovolemia empeoray produce choque. Normal mente
esto se produce entre 4to y 5to dia (rango de 3er a 7mo dia) de la enfermedad y es precedido
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por signos de alarma. Durante la etapa inicia del choque, mecanismos compensatorios que
mantienen normal el valor de la presion arterial sistdlica también producen taquicardia y
vasoconstriccion periférica 1o que reduce la perfusion a nivel de piel, resultando de esta
manera la presencia de frialdad distal y retraso en € llenado capilar. Durante esta etapa
solamente la presion diastolica tiende a subir (acercandose més al valor de la sistdlica) y la
presion del pulso se estrecha a medida que aumenta la resistencia vascular periférica. Los
pacientes con choque a medida permanecen conscientes y lUcidos. La inexperiencia del
clinico puede medir una presién sistélica normal y mal juzgar €l estado critico del paciente.
Finalmente hay una descompensacion y ambas presiones (sistdlica 'y diastdlica) desaparecen
de manera abrupta. El chogque hipotensivo prolongado y la hipoxia pueden conllevar a una

fallamultiorganicay a un curso clinico extremadamente dificil.

Se considera que un paciente tiene choque si la presion de pulso (g emplo: la diferencia de
presion entre la sistolicay diastélica) es menor o igual a 20mm Hg en nifios o si tiene signos
de mala perfusion capilar (frialdad distal, retraso del llenado capilar o pulso répido). La
hipotension usualmente esta asociada con el choque prolongado € cual a menudo esta

complicado por un mayor sangrado (hemorragia).

Pacientes con dengue severo pueden tener anomalias de la coagulacion, pero no es suficiente
para causar un mayor sangrado (hemorragia). Cuando los problemas de sangrado ocurren,
cas siempre estan asociados con choque profundo, € cual en combinacion con
trombocitopenia, hipoxia y acidosis pueden conllevar a falla multiorgnica y a una
coagulacion intravascular diseminada. Una hemorragia masiva puede ocurrir sin choque
prolongado en situaciones cuando se ha administrado écido acetil salicilico, ibuprofeno o

corticoesteroides.

M anifestaciones poco comunes, incluyendo falla hepatica aguday encefalopatia, pueden estar
presente, aln en la ausencia de fuga plasmética severa o choque. Cardiomiopatiay encefalitis
también han sido reportadas en algunos casos con dengue. Sin embargo, la mayoria de las
muertes en los pacientes con dengue ocurren con choque profundo, particularmente s la

situacién es complicada por sobrecarga de liquidos intravenosos.

El dengue severo debe de ser considerado si €l paciente es de un area de riesgo y que presenta

fiebre de 2 a7 dias mas cualquiera de los siguientes criterios:

e Evidenciade fuga plasmética:
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0 Unalto o progresivo aumento del hematocrito.

0 Derrame pleura o ascitis.

o Compromiso circulatorio o choque (taquicardia, extremidades frias y

sudorosas, llenado capilar mayor de 3 segundos, pulso débil o indetectable,

pinzamiento o presion arterial irrecuperable).

e Hemorragiasignificativa.

e Alteracion delaconciencia (letargia, inquietud, coma, convulsiones).

e Manifestaciones gastrointestinales severas (vémito persistente, dolor abdomina en

incremento o intenso, ictericia).

e Fala organica severa (falla hepética aguda, falla renal aguda, encefalopatia o

encefalitis u otrainusual manifestacion, cardiomiopatia).

Abordaje hemodinamico. Proceso continuo de cambios hemodinamicos.*

Par ametros

Estado de conciencia

Circulacion estable

Claroy lacido

Chogue compensado

Claroy lucido (el
choque puede pasar
desapercibido si no se
examinaa paciente)

Choqgue hipotensivo

Cambio del estado
mental (inquietud)

Tiempo dellenado Menor de 2 segundos  Prolongado (mayor de Muy prolongado, piel
capilar 2 segundos) moteada
Extremidades Cdlidasy rosadas Frialdad periférica Friasy sudorosas
Pulso periférico Fuerte Débil, filiforme Débil o ausente
Frecuenciacardiaca  Normal paraedad Taquicardia Taquicardia severa.

Bradicardia en choque
tardio

Presion arterial

Normal para edad.
Presion de pulso
normal para edad.

Presion sistdlica
normal pero con
presion diastolica
aumentando
produciendo
estrechamiento de la
presion.

Hipotension postural

Estrechamiento de
presion de pulso
(<20mmHg).
Hipotension*
Presion arterial
irrecuperable

Frecuencia
respiratoria

Normal paralaedad

Taquipnea

Acidosis metabolica,
hiperpnea, respiracion
de Kussmaul

*Hipotension se define como: presion arteria sistdlica <90mmHg o promedio de presion arterial
<70mmHg en adultos o un descenso de la presion arterial sistolica >40mmHg or <2 desviaciones
esténdar por debajo de lo normal paralaedad. En nifios hasta 10 afios de edad, el 5to centil parala
presion sistélica arterial puede ser determinada por laférmula: 70 + (edad en afios x 2) mmHg.
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Confirmacion por laboratorio de lasinfecciones 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, € uso de
cultivos celulares de mamiferos (principamente células LLC-MK2), inoculacion
intratoréccica de mosquitos adultos, y el uso de lineas celulares de mosquitos *!. Los virus del

dengue pueden ser aislados de suero, plasma, Yy leucocitos en casi todos |os pacientes febriles.

Los virus también pueden ser aislados en especimenes de tejidos post-mortem, por gjemplo:
higado, pulmones, bazo, ganglios linféticos, timo, liquido cefalorraquideo, liquido pleural o

ascitico *°.

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 e aislamiento viral.
Muchos especimenes de suero pueden ser procesados facilmente, por o que es e método
ideal para vigilancia virolégica de rutina. Sin embargo, €l sistema es menos sensible que la
inoculacion de mosquitos, aunque también la sensibilidad de la linea celular puede variar con

lacepadel virus.

El método de eleccion para la identificacion del virus es inmunofluorescencia indirecta (1F)
con anticuerpos monoclonales. Es simple y rentable y es e método més rgpido. Mas ala
permite detectar multiples virus en pacientes con infecciones concurrentes con mas de un

serotipo.

b. Transcriptasa Inversa — Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus
siglas en inglés): para el dengue el RT-PCR provee un rapido diagnostico especifico para
cada serotipo. EI método es rapido, sensible, simple y reproducible s es controlado
apropiadamente y puede ser usado para detectar ARN en muestras clinicas humanas, tejidos
de autopsia, 0 mosquitos. Aunque e RT-PCR tiene similar sensibilidad a sistema de
aislamiento viral que usa cultivos celulares C6/C36, € pobre mangjo u amacenamiento y la
presencia de anticuerpos usualmente no influencia € resultado a como lo hacen con el

aislamiento viral 3,
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La aplicacién de esta técnica molecular ha sido aplicada en nuestro pais desde
aproximadamente 10 afios, proveyendo informacién importante para caracterizar la dinamica
de transmisiéon y para que las medidas de control puedan ser implementadas en un tiempo
adecuado %,

c. ELISA — Inhibicion: es usado para diferenciar infecciones primarias y secundarias por
dengue. La prueba es simple y facil de redlizar, pero no puede ser usada para identificar
serotipo del virus. El diagnostico seroldgico inequivoco depende en un incremento
significante (> 4 veces) en el titulo de anticuerpos especificos entre muestras de suero agudo
y convaleciente 3! .La interpretacién de resultados de esta técnica se encuentra descrito en
Manual de Procedimientos del Ministerio de Salud *.
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METODOLOGIA.

Tipo de estudio: cohorte prospectiva.

Poblacion, lugar y periodo de estudio: La poblacion de estudio estuvo conformada por un
total de 544 pacientes con diagnostico de dengue, siendo 332 pacientes durante € periodo
2005 a 2008 y 212 pacientes durante el afio 2009.

El estudio se llevé a cabo en el hospital infantil Manuel de Jesls Rivera “La Mascota’. Este
hospital esta ubicado en €l barrio La Fuente, en la ciudad de Managua, capital de Nicaragua.
Es un hospital escuela de referencia nacional, tiene con un total de 246 camas censables.
Entre las diferentes especialidades que ofrece, cuenta con € servicio de Infectologia, el cual
tiene un area de hospitalizaciones, con un total de 30 camas y un &rea de consulta externa.
Dicho servicio es atendido por dos médicos pediatras infectdlogos y un pediatra con

experienciaen e manegjo clinico del dengue.

Criteriosdeinclusion:
Nifios entre 6 meses de vida a 14 afnos.
Dengue confirmado por laboratorio a través de PCR en tiempo real, aisamiento vira y

serologia de sueros pareados.

Criterios de exclusion:
Pacientes con datos insuficientes para su correcta clasificacion de severidad segun los
criterios de OMS y aguellos casos con resultado indeterminado para dengue a través de

pruebas de laboratorio.

Factor de exposicion / no exposicion: se considerd como factor de exposicion a los
pacientes que presentaron dengue durante €l afio 2009 y como no exposicion a los pacientes

gue presentaron dengue durante el periodo 2005-2008.

Evento a estudio y tiempo de seguimiento: en este estudio se estudi6 la presencia de 3
trastornos circulatorios (frialdad distal, mal [lenado capilar y choque compensado), asi como
el tiempo de aparicion en dias de cada uno de ellos. El tiempo de seguimiento para observar

laaparicion del evento fue por un méximo de 10 dias.
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Fuentey procesamiento de la informacion. Lainformacién fue de tipo secundaria, obtenida
mediante los registros del Estudio Hospitalario prospectivo de clasificacion, mango y

diagndstico de casos de dengue en Nicaragua.

Estudio Hospitalario prospectivo de clasificacion, manegjo y diagnostico de casos de dengue
en Nicaragua: desde e afio 2005 se lleva a cabo en el hospital Infantil Manuel de Jests
Rivera un estudio sobre dengue. En dicho estudio se recopila informacion clinica, mangjo y
tratamiento de los pacientes con cuadro clinico de dengue. Es invitado a participar todo
paciente que cumpla con la definicion de caso sospechoso de dengue entre las edades de 6
meses y los 14 afios con un peso no menor de 8 kg. Una vez que a paciente y a tutor se le
explica e estudio y acepta participar se le pide a tutor legal del paciente firmar un
consentimiento informado y se solicita también un asentimiento verba a los nifios mayores
de 5 afos y un asentimiento escrito a los nifios mayores de 12 afios. Una vez cumplidos los
requisitos de enrolamiento se inicia € proceso de recoleccion de informacion del paciente.
Cada paciente ingresado al estudio es historiado y examinado exhaustivamente por un médico
pediatra Infectélogo durante el tiempo que permanece hospitalizado o en su cita en la
consulta externa en caso de mangjo ambulatorio. Toda la informacién recolectada (datos
generales, historia clinica, evolucién diaria del paciente, datos de laboratorio y resumen de
alta) es supervisada por un segundo meédico pediatra y luego monitoreada por un oficial de
control de calidad. Luego el expediente es [levado a digitacion, donde es ingresado a una base
de datos de Access a través de doble entrada de datos y posteriormente se hace un check de
las bases de datos para corregir probables errores de digitacion. A todo paciente del estudio se
le toman a menos 3 muestras de sangre es su etapa aguda (primeros 6 dias de la enfermedad)
y una muestra en la etapa de convalecencia (14 dias después del inicio de la enfermedad). A
través de estas muestras se redliza €l diagnéstico del dengue ya sea por uno de los siguientes
métodos. aislamiento viral, PCR en tiempo real para dengue, serologia (sueros pareados). La
deteccion de la respuesta inmune se redliza a través de la titulacion de anticuerpos de la
muestra aguda y de la muestra convaleciente. La clasificacion de severidad de los pacientes
se hace a través de un agoritmo basado de manera estricta en los criterios de severidad de
OMS. Para cada paciente €l algoritmo genera la clasificacion tradiciona (fiebre del dengue,
dengue hemorragico, sindrome de shock por dengue) y la nueva propuesta de clasificacion

(dengue sin datos de alarma, dengue con datos de alarmay dengue severo).
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Diagnostico de casos de dengue. La confirmacion o diagnostico de casos de dengue se
realizd a través de pruebas de laboratorio. A cada paciente se le realizaron las siguientes

pruebas o técnicas de |aboratorio:

e Aidlamiento del virus del dengue.

e Deteccion de ARN del virus del dengue através de PCR en tiempo real.

e Seroconversion de IgM especifica para Denv detectado por MAC-ELISA en muestras
pareadas (aguday convaleciente).

e Elevacion o incremento de 4 veces o mas de |os titulos de anticuerpo de una muestra

conval eciente en comparacion ala muestra aguda a través inhibicion de ELISA.

Para considerar positivo para dengue a un paciente se debian de obtener €l resultado de cada
unade las pruebas, si @ menos en una de €ellas el resultado era positivo entonces se considerd
como caso positivo para dengue. Un caso negativo fue aguel en donde cada una de las
pruebas dio resultado negativo. Un caso indeterminado fue aguel en donde el resultado por
aislamiento viral y deteccion de ARN del virus del dengue a través del PCR en tiempo real
dio como resultado negativo, pero no se pudo obtener una muestra en la fase de

convalecencia de la enfermedad pararealizar pruebas de serologia en sueros pareados.

[ Pacientes sospechosos de dengue ]

A 4

Aplicacion de las 4 técnicas
diagndsticas

l . l

Al menos 1 técnica con Todas las 4 técnicas Aislamiento y PCR

resultado positivo con resultado negativo negativo y sin muestra
convaleciente

A 4 A 4 A 4

Caso positivo para Caso Negativo para Caso Indeterminado
Dengue Dengue para Dengue
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Respuesta Inmune: La determinacion de la respuesta primaria o secundaria se determiné a
través de los niveles de titul os de anticuerpos para dengue en muestras pareadas. Se considerd
una respuesta inmune primaria cuando los valores de anticuerpos en la muestra tomada en la
fase aguda de la enfermedad (primeros 6 dias de la enfermedad) eran menores a 10 o cuando
los valores de anticuerpos eran menores de 2,560 en la muestra tomada en la fase
convaleciente de la enfermedad. Se considerd una respuesta inmune secundaria cuando los
valores de anticuerpos eran de 10 6 mas en las muestras tomadas en la fase aguda de la
enfermedad o valores de anticuerpos iguales o mayores de 2,560 en las muestras tomadas en
la fase convaleciente de la enfermedad. Esto se realiz6 a través de la técnica de inhibicion de
ELISA.

Plan de analisis. Se reportaron resultados comparando € periodo 2005-2008 vs €l periodo
2009. Las variables cudlitativas tales como; sexo, manegjo, Serotipo, respuesta inmune,
clasificacion de severidad, mal llenado capilar, frialdad distal y choque compensado fueron
expresadas en frecuencias relativas y absolutas. Se utilizaron estadisticas descriptivas de
tendencia central (mediana, promedio) y de dispersién (rango intercuartilico) para las
variables cuantitativas tales como; edad y sobrevida de |os trastornos circul atorios.

Para la comparacion de datos cuantitativos se utilizo la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney debido a la distribucion no norma de los datos. Para la comparacion de datos
cualitativos se usO la prueba de chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando sea
necesario (valor esperado menor de 5 de la frecuencia del evento).

El célculo de la sobrevida de trastornos circulatorios por temporada de estudio (periodo 2005-
2008 vs periodo 2009) se redlizd através del método de Kaplan-Meier. Se utilizo 1a prueba
de Long-Rank para determinar s hubo diferencia significativa al comparar 2 curvas de

sobrevida.

A través de un andlisis de regresion de Cox multivariado se investigaron los factores de
riesgo asociados a tiempo de aparicion de los eventos en estudio (mal llenado capilar,
frialdad distal y choque compensado). Esta asociacion se medié utilizando la razon de riesgo
(haz ratio) con su respectivo intervalo de confianza del 95%. En €l caso de la respuesta
inmune secundaria como factor de riesgo solo se incluyeron los pacientes iguales 0 mayores

de 1 afo de edad para evitar la influencia que tienen los anticuerpos maternos contra el
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dengue (obtenidos a través de lactancia materna en este grupo de edad). Se crearon variables
ficticias o variables de referencias (variables Dummy) paralos serotiposy se excluyé e unico

caso de co-infeccion de Denv3 & Denv4.

Para evitar e efecto que pudo causar el hecho de asistir tempranamente (primeros 3 dias de la
enfermedad) ala unidad de salud en comparacién con asistir tardiamente (posterior a 3er dia
de la enfermedad), € andlisis multivariado se hizo gjustado al ingreso temprano a la unidad
hospitalaria (en los 3 primeros dias de la enfermedad). Se trabaj6 con un nivel de confianza
del 95% y se considerd significancia cuando el valor de p fue menor de 0.05.Todos los datos
se analizaron con el programa estadistico Intercooled Stata version 9.0 (StataCorp LP,

College Station, Texas).

933 pacientes

Proceso de

seleccion de 389 pacientes no
poblacion a cumplieron criterios
estudio

544 pacientes

No exposicion /
Ex osipcio'n Periodo 2005-2008: Periodo 2009:

P 332 pacientes 212 pacientes
Analisis:
—Descrigtivo -Frecuencias (N2, %), tendencia central
'SObreV."lja -Método de Kaplan-Meier (curvas de
-Regresion de sobrevida)
Cox - Factores de riesgos asociados

+ Trastornos circulatorios + Trastornos circulatorios

Eventos de (frialdad distal, mal llenado (frialdad distal, mal llenado
estudio capilar, choque compensado) capilar, choque compensado)
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Operacionalizacion de Variables.
Variable Concepto Indicador | Escala/categoria
Sexo Caracteristicas fenotipicas que diferencian | Base de Hombre
al hombre de lamujer datos Mujer
Edad Afos cumplidos desde la fecha de Base de Numeérica
nacimiento hasta el momento del estudio datos continua
>8 afios/<8 anos
Mal llenado Tiempo mayor de 2 segundos del llenado a | Base de Si
capilar nivel de capilares datos No/censor®
Frialdad distal | Temperatura por nivel inferior delo Base de Si
normal anivel de las extremidades del datos No/censor
paciente
Choque Presenciade mal llenado capilary 1 6 més | Basede Si
compensado de los siguientes signos. pulso débil, datos No/censor
frialdad distal, taquicardia, taquipnea.
Serotipo de Tipo de serotipo encontrado en pruebas de | Base de DENV-1
virus del laboratorio de cada paciente datos DENV-2
dengue DENV-3
DENV-4
Periodo Afio calendario de estudio de los pacientes | Base de 2009
con dengue datos 2005-2008
Ingreso Cuando € paciente esingresado a hospital | Base de Si
temprano a en los 3 primeros dias de su enfermedad. datos No
hospital Se calcula: (Fecha de llegada a hospital —
fecha deinicio de sintomas) +1.
Clasificacion Grados de severidad basado en lalos Base de Dengue clésico
tradicional de | criterios de OMS seguin el cuadro clinicoy | datos Dengue
severidad datos de laboratorio del paciente en el hemorrégico
segin OMS transcurso de la enfermedad
Nueva Grado se severidad basados en criterios Base de Sinadarma
clasificacion propuesto por OMS segln las datos Con aarma
propuesta de manifestaciones clinicasy de laboratorio Severo
severidad del paciente en €l transcurso de la
enfermedad.
Respuesta Valores de titul os de anticuerpo que Base de Primaria
inmune indican si eslainfeccion por dengue ocurre | datos Secundaria
por primera o segunda vez.
Sobrevida de Tiempo transcurrido desde €l inicio de la Base de Dias
mal llenado enfermedad hasta la aparicion de mal datos
capilar Ilenado capilar
Sobrevida de Tiempo transcurrido desde €l inicio de la Base de Dias
frialdad distal | enfermedad hasta la aparicién de choque datos
compensado
Sobrevida de Tiempo transcurrido desde €l inicio de la Base de Dias
choque enfermedad hasta la aparicién de choque datos
compensado compensado

Censor: pacientes en los que no se logrd los 10 dias de seguimiento establecidos y/o no se

determind si presentaron algun tipo de trastorno circulatorio.
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Consideraciones éticas. La presente tesis es parte del estudio hospitalario prospectivo de la
clasificacion y manejo de casos de Dengue en Nicaragua, €l cual esta aprobado por el Comité
Institucional de Revisién Etica (CIRE) del Centro Nacional de Diagndstico y Referencia del
Ministerio de Salud de Nicaragua, registrado con e cddigo # NIC-MINSA/CNDR CIRE-
01/10/06-13.4. El investigador principal del estudio es la Dra. Eva Harris, PhD, profesora
asociada de la escuela de salud publica de la universidad de Berkeley en California, Estados
Unidos de Américay el coordinador del estudio es el Dr. Angel Balmaseda, PhD, quién es €
director del departamento de virologia del Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia
(CNDR) del Ministerio de Salud de Nicaragua (MINSA). El estudio hospitalario prospectivo
ha sido financiado por Tropical Diseases Research de la Organizacion Mundial de la Salud
(TDR/OMS). El autor de la tesis ha redlizado e curso de capacitacion del NIH (National
Ingtitute of Health) sobre “Proteccion de los participantes humanos de la investigacion”
(certificacion #311586). En esta tesis se respetd la confidencialidad de los pacientes y fue

exclusivamente con fines docentes y no con fines de lucro.
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RESULTADOS.

Generalidades. Se estudiaron un total de 544 pacientes durante los periodos establecidos,

332 casos en €l periodo 2005-2008 y 212 casos para €l periodo 2009. Se observo que el sexo

se distribuy6 de manera uniforme en ambos periodos (chi cuadrado = 0.0000, p = 1.000). Se

encontré también que la edad tuvo un comportamiento similar en ambos periodos (U de

Mann-Whitney=0.147, p=0.883), variando entre los 6 meses de vida hasta los 14 afios de

edad paralos dos periodos, con una mediana (rango intercuartilico) de 8.4 afos (Rl 4.8 -11.5
anos) para € 2005-2008 y 8.6 afios (Rl 5.2 — 10.8) en € 2009. No se observo diferencia
significativa en la proporcion de pacientes manejados de manera intrahospitalaria cuando se
compararon ambos periodos (chi cuadrado=1.597, p = 0.206). (Ver tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas Generales de pacientes con dengue. Hospital Infantil Manuel de Jesis

Rivera (HIMJR). 2005 — 2009.

Caracteristicas Generales Periodos de estudio Valor de
2005-2008 2009 p°
N= 332 N= 212
Sexo N (%)
Femenino 166 (50) 106 (50)
Masculino 166 (50) 106 (50) 1.000
Edad en afio s” 8.4 (4.8—115) 8.6 (5.2— 10.8) 0.883°
Mango N (%)
Ambulatorio 59 (17.8) 29 (13.7)
Intrahospitalario 273(82.2) 183 (86.3) 0.206
Serotipo® N (%)
Denv-1 35 (11.8) 10 (5.1)
Denv-2 150 (50.5) 11 (5.6)
Denv-3 112 (37.7) 175 (88.8) 0.000
Denv-3 & -4 0 1(0.5)
Respuestainmune® N (%)
Primaria 109 (34.1) 107 (52.2) 0.000
Secundaria 211 (65.9) 98 (47.8) '

2Se compara periodo 2005-2008 vs 2009 con la prueba de chi®.

PSe reporta valor de medianay rango intercuartilico.

“Valor de p de prueba U de Mann-Whitney.

9Se identificaron serotipos en 297 casos para el 2008-2009 y en 197 para el periodo 2009.

°Se determind la respuesta inmune en 320 casos para el 2005-2008 y para 205 casos en e 2009.
Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue HIIMR.
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El serotipo que predominé durante el periodo 2005-2008 fue € Denv2 (50.5%), en cambio
durante el periodo 2009 el Denv-3 fue el més frecuente (88.8%), esta diferencia observada en
la frecuencia de serotipos en ambos periodos fue significativa (prueba exacta de Fisher =
0.000). Es importante sefidar que desde e periodo 2005 a 2007 habia un completo
predominio del Denv-2 y a partir del 2007 reaparece el Denv-3, siendo predominante a partir
del 2008 (Figura 1). Una secuencia completa del genoma del Denv-3 del periodo 2008 y 45
Denv-3 del periodo 2009 mostro, a través de un andlisis filogenético, que no hubo cambios
del virus (Figura 9 en anexos). La respuesta inmune (primaria 0 secundaria) se logro
determinar en un total de 525 pacientes de los 544. Los 19 pacientes faltantes no se logré
obtener una muestra en €l periodo de convalecencia que permitiera determinar la respuesta
inmune a través de la titulacion de anticuerpos. Los pacientes con respuesta inmune
secundaria se observaron con mayor frecuencia en € periodo 2005-2008 qué en € periodo
2009 (chi cuadrada=16.965, p = 0.000). (Ver tabla 1).

Figura 1. Frecuencia de serotipos segun afios de estudio. HIMJR. 2005 - 2009.
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Fuente: Base de datos estudio clinico de dengue

Clasificacién de severidad. La proporcion de casos severos (dengue hemorragico), segin la
clasificacién de severidad tradicional de OMS, en €l periodo estudiado del 2005-2008 fue de
un 38.9%, siendo significativamente mayor (chi cuadrado=38.173, p=0.000) al periodo 2009
(14.1%). Sin embargo, al utilizar la nueva clasificacion de severidad de OMS para los
pacientes con Dengue, se observé un panorama diferente que describe de manera més real la
epidemia de dengue del 2009. Con la nueva clasificacion se observd que aumentd, no
solamente la proporcion de casos severos en ambos periodos de estudio (40.7% en e 2005-
2008 y 50.5% en € periodo 2009), sino también que los casos severos fueron
significativamente mayor en el periodo del 2009 (chi cuadrada = 5.040, p = 0.025). (Tabla 2)
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Tabla 2. Clasificacion de severidad en pacientes con dengue. 2005-2009. Hospital Infantil
Manuel de Jesiis Rivera (HIMJR).

Clasificacion de severidad del dengue seguin Periodos de estudio Valor dep?
OMS 2005- 2008 2009
N = 332 N =212

Clasificacion Tradicional N (%)
No severos (Dengue clésico) 203 (61.1) 182 (85.9)

0.000
Severos (Dengue hemorragico) 129 (38.9) 30(14.1)
Nueva clasificacion N (%)
No severos (Dengue sin/con datos de alarma) 197 (59.3) 105 (49.5)
0.025

Severo  135(40.7) 107 (50.5)

2 Prueba de chi? para comparar 2005-2008 vs 2009.
Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue HIMJR.

Trastornoscirculatorios: Andlisis Descriptivo.

Mal llenado capilar. Se observé que la presencia de los pacientes con mal llenado capilar
fue mayor durante € periodo 2009 en comparacion al periodo 2005-2008, 44% vs 26%,
respectivamente (chi cuadrada = 19.165, p=0.000). Ademas de una mayor frecuencia de este
trastorno durante el 2009, éste mismo aparecid de manera mas temprana, en comparacion con
el periodo previo, a 3er dia de la enfermedad aproximadamente el 50% de los casos con
dengue ya presentaban la presencia de este trastorno, en cambio en e 2005-2008 al 3er diade
la enfermedad solamente se habia presentado €l 4.6% de casos con mal llenado capilar
(Figura 2). Se determiné que el dia aparicion de mal llenado capilar en el 2009 vario entre el
ler y 8vo dia de la enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) al 3er dia (Rl 2do —
4to dia), en cambio en € 2005-2008 el dia de aparicion de mal llenado capilar vario entre €
2do y & 7mo dia de la enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) al 5to dia (RI 4to
— 6to dia). Esta diferencia de 2 dias observada en |la aparicion de este trastorno al comparar
los periodos fue significativa (U de Mann-Whitney =7.989, p= 0.0000). (Ver tabla 3)
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Tabla 3. Frecuenciay dia de enfermedad de aparicidn de trastornos circul atorios en pacientes
con dengue. Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera (HIMJR).

Trastornos circulatorios Periodos de estudio Valor dep
2005-2008 2009
N = 332 N =212
Mal Ilenado capilar
Casos N (%) 87 (26) 94 (44) 0.000*
Diade aparicion ® 5(4—6) 3(2-4) 0.000
Frialdad Distal
Casos N (%) 123 (37) 118 (56) 0.000%
Diade aparicion ® 5(4-5) 3(2-4) 0.000
Choque compensado
Casos N (%) 82 (25) 90 (43) 0.000%
Diade aparicion® 5(4—6) 3(2-4) 0.000

a/alor de p de pruebade chi® al comparar periodo 2005-2008 vs periodo 2009.

® Se reportalamedianay rango intercuartilico del dia de enfermedad de aparicién y valor de p de pruebade
Mann-Whitney.

Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue.

Figura 2. Frecuencia de casos con mal llenado capilar en pacientes con Dengue seguin dia de
enfermedad. Hospital Infantil Manuel de Jesis Rivera (HIMJR). Periodo 2005-2008 vs 20009.

45
40 M2005-2008 N=87
35 | m.2009 N=94
. 30
[«]
8 25
[S)
3 20
®
15
10
5
O L L

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8

Dia de enfermedad

Fuente: Base de datos de estudio clinico.
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Frialdad distal. En el periodo 2009 se encontré que un poco mas de la mitad (56%) de los
pacientes presentd este evento, en comparacion con el periodo 2005-2008, donde la
proporcion de casos fue de un 37%; esta diferencia fue significativa (chi cuadrada= 18.163, p
= 0.000). En cuanto a dia de aparicién, al igua que se comporté € mal llenado capilar, un
poco més del 50% de los casos habian presentado la presencia de frialdad distal en los tres
primeros dias de la enfermedad durante el 2009, en cambio durante €l periodo 2005 — 2008 la

mayoriade los casos iniciaron a presentarse a partir del cuarto dia (ver Figura 3).

El dia de aparicion de casos con frialdad distal durante el periodo 2009 varié entre ler y €
8vo dia de la enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) a 3er dia (2do — 4to dia).
Durante €l periodo del 2005 a 2008 el dia de aparicion para este evento vario entre €l 2do y
el 7mo dia de la enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) a 5to dia (4to — 5to
dia). La diferencia observada del dia de presentacién entre ambos periodos fue significativa
(U de Mann-Whitney =7.781, p=0.0000) (Ver tabla 3).

Figura 3. Frecuencia de casos con frialdad distal en pacientes con Dengue seguin periodo de
estudio. Hospital Infantil Manuel de Jesis Rivera (HIMJR). 2005-2008 vs 2009.
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Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue.
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Choque compensado. En e periodo 2009 la proporcién de pacientes que tuvieron choque
compensado (42%) fue significativamente mayor (chi cuadrada = 18.862, p = 0.000) que €
periodo 2005-2008 (25%). Se observd que en el 2009 hubo mas casos de aparicién de chogque
compensado durante los 3 primeros dias de la enfermedad que en los afios anteriores, en los
cuales los casos de choque compensado iniciaron a presentarse mayormente a partir del 4to
dia (Figura4).

La aparicion de choque compensado durante el 2009 vario entre el ler y € 8vo dia de la
enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) al 3er dia (2do — 4to dia). En cambio la
aparicion de chogue compensado en el periodo del 2005 al 2008 vario entre el 2do a 7mo dia
de la enfermedad, con una mediana (rango intercuartilico) al 5to dia (4to — 6to). Esta
diferencia de 2 dias entre los periodos comparados fue significativa (U de Mann-
Whitney=8.008, p=0.000) (Tabla 3).

Figura 4. Frecuencia de aparicién de casos con Choque compensado en pacientes con
Dengue. Hospital Infantil Manuel de Jests Rivera (HIMJR). 2005-2008 vs 2009.
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Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue.
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Trastornos circulatorios en pacientes con Dengue: Andlisis de sobreviday

determinacion de factores de riesgo.

Andlisisde sobrevida. A través del método de Kaplan-Meier se estimo que | os pacientes con
dengue durante € 2009 tuvieron una mayor probabilidad de presentar de manera méas
temprana la presencia de trastornos circulatorios en comparacion a los pacientes del periodo
2005-2008 (p < 0.001) (Figura 5, Figura 6 y Figura 7). El promedio de sobrevida de mal
llenado capilar durante €l periodo 2009 fue de 6.9 dias (ICgsy, = 6.434 — 7.388), siendo
significativamente menor que en 2005-2008, en donde € promedio de vida fue de 8.7 dias
(ICgs0 = 8.425-8.914). En los casos de frialdad distal también se observo un comportamiento
similar, €l promedio de sobrevida en e 2009 fue significativamente menor que en & 2005-
2008, 6.2 dias (ICgsy, 5.698 — 6.643) vs. 8 dias (ICysy, 7.756 — 8.319) respectivamente. Este
comportamiento también se presentd con los casos de choque compensado, en donde €
promedio de sobrevida para este trastorno circulatorio durante el 2009 fue de 7 dias (ICgsy
6.527 — 7.484) y en &l 2005-2008 fue de 8.7 dias (1Cyse, 8.510 — 8.988), siendo esta diferencia
también significativa (Ver tabla5).

Tabla 5. Promedio de sobrevida de trastornos circulatorios en pacientes con dengue. 2005-
2008 vs 2009. Hospital Infantil Manuel de Jestis Rivera (HIMJR).

Trastornos circulatorios Promedio y mediana de sobrevida en dias
Promedio IC 95% Mediana® 1C95%?
Mal llenado capilar
Periodo 2005-2008 8.7 8.425-8.914
Periodo 2009 6.9 6.434 —7.388
Frialdad distal
Periodo 2005-2008 8 7.756 - 8.319
Periodo 2009 6.2 5.698 — 6.643
Chogue compensado
Periodo 2005-2008 8.7 8.510 — 8.988
Periodo 2009 7 6.527 — 7.484

®El célculo de la mediana de sobrevida no se obtuvo debido a que la curva de la probabilidad no sobrepasa €
50%
Fuente: Base de datos de estudio clinico de dengue. HIMJR.
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Figura 5. Sobrevida de Kaplan-Meier paramal Ilenado capilar en pacientes con dengue.

2005-2008 vs 2009. Hospital Infantil Manuel de Jesis Rivera (HIMJR).
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Figura 6. Sobrevida de Kaplan-Meier para Frialdad distal en pacientes con dengue. 2005-

2008 vs 2009. Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera (HIMJR).
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Figura 7. Sobrevida de Kaplan-Meier para Choque Compensado en pacientes con dengue.
2005-2008 vs 2009. Hospital Infantil Manuel de Jesis Rivera (HIMJR).
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Factores de riesgos. Para determinar los factores de riesgo a la aparicién frecuente y més
temprana de los trastornos circulatorios, se realizé un andlisis multivariado de regresion de
Cox. Para cada uno de los trastornos circulatorios se estudiaron la exposicion a los periodos
de estudio (2009 vs 2005-2008), serotipo (Denv-1, Denv-2, Denv-3), respuesta inmune
(secundaria vs primaria), edad (Igual o mayor de 8 afios vs menores de 8 afios), e género
(femenino vs masculino). Todas las variables eran gjustadas entre si y con e ingreso

temprano a hospital (en los primeros 3 dias de la enfermedad).

Los pacientes expuestos a dengue durante el periodo 2009 tuvieron mayor riesgo (Haz.
Ratio=2.80, 1C95%= 1.856 — 4.238, p=0.000) de presentar mal llenado capilar de forma méas
frecuente y temprana que durante el 2005-2008, siendo éste € principal factor de riesgo. El
denvl (Haz ratio=1.90, 1C95%= 1.106 — 3.288, p=0.020) y la respuesta inmune secundaria
(Haz ratio=1.59, 1C95%= 1.088 — 2.342, p=0.017) también fueron factores de riesgo
asociados a comportamiento de este trastorno circulatorio. El Denv-2, la edad y € sexo no
mostraron una asociacion al evento en estudio (p>0.05). (Tabla 6)
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Tabla 6. Modelo multivariado de Regresion de Cox mal llenado capilar en pacientes con
dengue. Ajustado por ingreso temprano (3 primeros dias de la enfermedad). Hospital I nfantil
Manuel de Jess Rivera (HIMJR).

Factores deriesgo Haz ratio Intervalo de confianza95%  Vaor dep
Periodo 2009 2.80 1.856 —4.238 0.000
Serotipo Denv-1 1.90 1.106 —3.288 0.020
Denv-2 1.34 0.857-2.121 0.195
Denv-3 1 valor de referencia
Respuestainmune
secundaria 1.59 1.088 —2.342 0.017
Igual o mayor de 8 afos 1.10 0.779 - 1.560 0.581
Sexo Femenino 0.93 0.678-1.289 0.684

Fuente: Base de estudio clinico de dengue.

En los casos con frialdad distal, se observé que los pacientes con dengue durante el 2009
tuvieron 2.13 veces mas riesgo (1Cgsy,= 1.521 — 3.008, p= 0.000) de presentar este evento en
comparacion a los pacientes con dengue en el 2005-2008, siendo la exposicion a periodo
2009 el principal factor para explicar el comportamiento de los casos con este trastorno
circulatorio. El Denv-1 fue otro factor asociado a evento en cuestion (haz ratio=1.82,
| Cos0,=1.163 — 2.867, p=0.009). La edad, el Denv-2, |larespuestainmune secundariay el sexo

Nno mostraron una asociacion significativa (p> 0.05). (Tabla 7)

Tabla7. Regresion de Cox frialdad distal en pacientes con dengue. Ajustado por ingreso
temprano (3 primeros dias de la enfermedad). Hospital Infantil Manuel de Jesis Rivera
(HIMJR).

Factores deriesgo Haz ratio Intervalo de confianza95%  Vaor dep

Periodo 2009 2.13 1.521 - 3.008 0.000

Serotipo Denv-1 1.82 1.163 -2.867 0.009
Denv-2 116 0.795-1.717 0.426
Denv-3 1 Valor dereferencia

Respuestainmune

Igual o mayor de 8 afios 117 0.871—-1.588 0.287

Sexo Femenino 1.02 0.775-1.341 0.887

Fuente: Base de estudio clinico de dengue.
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Se determind que la exposicion a periodo 2009 fue € principal factor asociado que explica el
comportamiento de choque compensado en los pacientes con dengue. Los pacientes con
dengue del periodo 2009 tuvieron 2.81 (I1Cgsy, = 1.856 — 4.273; p = 0.000) veces mas riesgo
de presentar choque compensado en comparacion a los pacientes del 2005-2008. Otros
factores asociados a la mayor frecuencia de aparicion y de manera més temprana de mal
llenado capilar fueron; respuesta inmune secundaria (Haz. Ratio 1.68; 1C95% = 1.142 —
2.490; p = 0.009) y Denv-1 (Haz. Ratio = 1.78; 1C95%-= 1.040 — 3.068; p=0.035). La edad, €
sexo y e Denv-2 no mostraron estar asociadas al evento en estudio (p > 0.05). (Tabla 8)

Tabla 8. Regresion de Cox para Choque compensado en pacientes con dengue. Ajustado por
ingreso temprano (3 primeros dias de la enfermedad). Hospital Infantil Manuel de Jestis
Rivera (HIMJR).

Factores deriesgo Haz ratio Intervalo de confianza95%  Vaor dep
Periodo 2009 2.81 1.856 —4.273 0.000
Serotipo Denv-1 1.78 1.040 - 3.068 0.035
Denv-2 1.24 0.784 — 1.968 0.353
Denv-3 1 Valor dereferencia
Respuestainmune
secundaria 1.68 1.142 - 2.490 0.009
Igual o mayor de 8 afos 1.04 0.733-1.491 0.803
Sexo Femenino 0.93 0.879-1.771 0.705

Fuente: Base de estudio clinico de dengue.
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DISCUSION.

La epidemia de dengue del afio 2009 en Nicaragua fue la de mayor importancia en la dltima
década. Esta epidemia se caracterizd no sélo por la gran cantidad de pacientes que acudieron
a las unidades de salud, sino también, porque se observé que |os trastornos circulatorios tales
como; mal llenado capilar, frialdad distal y choque compensado se presentaron mayormente
en los primeros dias de la enfermedad. Tradicionalmente se ha descrito que las
manifestaciones de severidad o € periodo critico del dengue inician cominmente entre € 4to
y 6to diade la enfermedad > *°, situacién contraria alo observado durante el afio 2009.

Principales hallazgos del estudio. Este estudio muestra que durante el afio 2009 la
proporcion de pacientes con dengue severo fue mayor (basado en la nueva clasificacion de
OMS) y que los trastornos circulatorios (mal llenado capilar, frialdad distal y choque
compensado) se presentaron en mayor cantidad y de manera mas temprana en los pacientes
con dengue durante este periodo en comparacion a los pacientes con dengue durante el
periodo 2005-2008. Se demostrd que el principal factor de riesgo de exposicién a esta inusual
presentacion de trastornos circulatorios fue la exposicion a dengue durante el periodo 2009.

Los andlisis de frecuencia simple mostraron que al tercer dia de la enfermedad ya se habian
presentado € 50% o més de los eventos de mal llenado capilar, frialdad distal o choque
compensado y a través de los andlisis de sobrevida se evidencié que la probabilidad de
aparicion temprana de los trastornos circulatorios fue mayor durante el periodo 2009 que en
periodo anterior (2005- 2008). Al estudiar los factores de riesgos que explicaban este
comportamiento se encontrd que la exposicion al dengue durante € periodo 2009, la
infeccion por € serotipo Denv-1 y la respuesta inmune secundaria fueron los factores
asociados con €l mal llenado capilar y la presencia de chogue compensado. En el caso de la
presentacion de frialdad distal también se encontré que la exposicion a periodo 2009 fue un
factor de riesgo asociado, junto con la infeccion por € serotipo Denv-1. Para los tres
trastornos circulatorios estudiados la exposicion a afio 2009 fue el factor de mayor riesgo.

El aumento de la permeabilidad capilar (fuga capilar) es € principal evento fisiopatol 6gico
gue explicala severidad de los pacientes con dengue. Cuando existe una fuga capilar (fuga de

liguido a espacio extravascular) se produce una respuesta fisiolégica compensadora del
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cuerpo, la cual consiste en una respuesta neuroendocrina para conservar la hemodinamia del
paciente, caracterizada por aumento de la contractilidad cardiaca y del tono vascular
periférico lo cual produce cambios de la microcirculaciéon local (vasoconstriccion), 1o que
conlleva a un aumento en el tiempo del llenado a nivel de capilares (mal Ilenado capilar) y a
la presencia de frialdad distal. Balmaseda et al en e afio 2006 un estudio redlizado en
Nicaragua encontr6 que serotipo Denv-1 es € maés asociado a la presencia de fuga capilar en
comparacion con los demés serotipos 2. Otros estudios han encontrado que e Denv-2 es e

serotipo causante de la mayoria de los casos de fuga capilar®®

, pero ninguno de estos
estudios ha descrito s el serotipo es un factor de riego asociado con la aparicién méas

temprana de lafuga capilar o de trastornos circulatorios.

Una situacion similar sucede con la respuesta inmune secundaria, en la que esta bien
documentada su importancia como factor de riesgo en las formas severas de la enfermedad **
Al interactuar los anticuerpos heterélogos con el virus se produce una reaccion cruzada
gue no neutraliza al sino que facilitan la infeccién de un mayor nimero de células con
receptores Fc y por tanto incrementa la carga viral, e induce una repuesta inmune potente
con liberacion de mediadores quimicos (Citoquinas) y activacion del complemento cuyo
resultado final es e aumento de la permeabilidad capilar. Sin embargo, estos eventos no
explican la aparicion temprana de trastornos circulatorios. En este estudio se demuestra que la
respuesta inmune secundaria 'y e Denv-1 son factores de riesgos asociados a los trastornos
circulatorios y ala aparicién temprana de 1os mismos.

La exposicion a virus del dengue durante el periodo 2009 fue el principal factor de riesgo
asociado para los 3 trastornos circulatorios estudiados y por lo tanto se debe de determinar
gue eventos fueron diferentes durante este periodo en comparacion con el periodo previo.
Tres circunstancias especiaes acontecieron durante el periodo 2009 que no sucedieron en €
periodo 2005- 2008:

1. Circulacién de serotipos: Desde € afio 2005 al 2007 predominé €l serotipo Denv-2 'y a
partir del afio 2007 se comenzaron a reportar 10s primeros casos de dengue ocasionados por el
serotipo Denv-3 siendo en e afio 2008 el serotipo maés frecuente y en el afio 2009 e Denv-3
desplazd casi por completo a los demés serotipos (Figura 1). En este estudio se investigo si

un cambio en el genoma (mutacién) del Denv-3 2009 en comparacion con los Denv-3 que
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circularon en el 2008 explica el comportamiento atipico de los casos de dengue. Los andlisis
de la secuencia del Denv-3 2009 revelaron una alta homologia con el Denv-3 2008, indicando
gue se trata de la misma cepa. Estos hallazgos coinciden con el anadlisis multivariado de
regresion de Cox, €l cual demostré que @ serotipo Denv-3 no fue un factor de riesgo asociado
alostrastornos circulatorios (p> 0.05).

2. Implementacion de nuevas guias de clasificacion, manejo, tratamiento y prevencion
de casos de Dengue de la OMS. En € afio 2009, se implementaron las nuevas guias de
dengue para €l diagnéstico, tratamiento, prevencion y control de OMS en el hospital infantil
Manuel de Jeslis Rivera. Estas normas establecen que todo caso con dengue que presente un
dato de alarma es indicacion de liquidos intravenosos™. Se ha demostrado que la terapia con
liquidos intravenosos es eficiente para € tratamiento del choque en los pacientes con dengue
con € fin de prevenir la evolucién a un chogue hipotensivo. Una administracion tempranay
oportuna de liquidos intravenosos en pacientes con datos de alarma podria explicar una
reduccion tanto en el nimero de casos de pacientes con choque compensado como 10s casos
gue evolucionan a un choque hipotensivo, asi como la disminucién de mortalidad debido al

e38—41

choqu , pero esta terapia no explica la aparicibn mas temprana de los trastornos

circulatorios en los pacientes con dengue.

3. Pandemia de influenza A HIN1. Un evento particular durante el afio 2009 fue la
pandemia de influenza A H1N1. El primer caso reportado en Nicaragua fue en la ciudad de
Managuay €l Hospital Infantil Manuel de Jesls Rivera fue uno de los principales centros de
atencion durante esta epidemia. Esta epidemia inicié en € mes de Junio del afio 2009,
presentando un primer pico en ese mismo mes y un segundo pico méas ato en e mes de
agosto. Esta epidemia de influenza A HIN1 coincidié con la epidemia de dengue, la cua
inicié en e mes de agosto, presentando su pico mas alto en el mes de octubre (Ver figura8 en
anexos). Este trasape de epidemias permitié la ocurrencia de co-infecciones de ambos virus.
En un estudio readlizado por Pérez et al, en e afio 2009 en el HIMJR se documentaron la
existencia de 4 casos de co-infecciones de dengue-influenza A HIN1, y manifestaciones
severas, uno de ellos fue fatal. Dos de las cuatro co-infecciones fueron simultaneas y dos
fueron consecutivas, es decir, primero hubo infeccion por influenza A HIN1 y posterior fue

lainfeccién por dengue ”. Rodriguez et al en el afio 2009 en un reporte de caso realizado en
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Puerto Rico también demostro la presencia de una co-infeccion dengue-influenza A HIN1,

durante un traslape de epidemias™®.

L os estudios publicados sobre co-infecciones de influenza A HIN1 pandémicay dengue han
sido serie de casos e igualmente se han documentados co-infecciones de dengue con
influenza estacional, incluyendo el reporte de un caso fatal “*. La poca cantidad de estos casos
documentados no permiten establecer evidencia cientifica que demuestre que la co-infeccion
de dengue con influenza sea 0 no un factor de riesgo para manifestaciones severas o

presentaciones inusuales de |os trastornos circulatorios 4.

Las co-infecciones pueden ocurrir de manera natural y frecuente en las personas “**° y se ha
descrito que durante la respuesta del cuerpo ante una infeccion viral, una co-infeccion
bacteriana secundaria puede causar diferentes situaciones, dependiendo de varios factores
tales; el tipo de patégeno, el tiempo entre las infecciones y la ruta de infeccion®>. Un
estudio por Jamieson et al en el afio 2010 en modelos de ratén coinfectados por influenza e
infeccién bacteriana (listeria) demostré que el dafio producido a pulmén por la infeccidn por
el virus de la influenza desencadena una respuesta de estrés produciendo un incremento en
los niveles séricos de glucocorticoides resultando en una respuesta de inmunosupresion
sistémica. Se encontré gque en los casos de co-infeccion de influenza y bacterias tuvieron
mayor incremento de la carga bacteriana en comparacion con los casos no co-infectados™.
Esto podria ser la base para explicar la severidad asociada en |os casos con co-infecciones de
dengue e influenza A HAINL1, e incluso tal vez explique por qué durante €l periodo 2009

existieron mas casos de trastornos circulatorios y de manera mas temprana.

Consider aciones metodoldgicas, fortalezas y limitaciones del estudio. Este es € primer
estudio hecho en Nicaragua que describe e comportamiento inusual de los trastornos
circulatorios en los pacientes con dengue y lo describe en funcion de tiempo a través de un
andlisis de sobrevida. El disefio de cohorte de este estudio permitié medir la magnitud de los
trastornos circulatorios en los pacientes y también permitio establecer € tiempo de aparicién
de los trastornos circulatorios, pero con limitante que en periodos de dias y no en horas.
Debido a que la aparicion de los trastornos circulatorios son eventos muy agudos lo ideal

seria establecer € tiempo de aparicion en horas.
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Otra limitante en esta investigacion es que durante el periodo de las epidemias (dengue e
influenza A HIN1) en e 2009 no se redizaban pruebas diagnosticas para investigar la
presencia de ambas patologias, es decir, a paciente sospechoso de influenza solo se le hacian
pruebas diagnésticas para influenza y al paciente sospechoso de dengue, solo se la hacia
prueba para dengue. Esta situacion no permitio conocer el nimero real de casos con co-
infecciones y por lo tanto determinar si era 0 no un factor de riesgo asociado a los trastornos
circulatorios. Esta situacion limita generar y comprobar 1a hipotesis que las co-infecciones de
Dengue e Influenza A HIN1 aumenta la severidad en los casos de dengue y conlleva a
manifestaciones inusuales de | os trastornos circul atorios.
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CONCLUSIONES

Durante el periodo 2009 predomind la infeccion por e serotipo denv3 (88.8%) y la respuesta

inmune primaria (52.2%).

Seguin la nueva clasificacion de severidad de OMS el periodo 2009 (50.5%) presentd mayor
severidad que €l periodo 2005-2008 (40.7%).

Los trastornos circulatorios (mal llenado capilar, frialdad dista y choque compensado) se
presentaron significativamente mas temprano (2 dias mas temprano) y mas frecuente durante

el periodo 2009 en comparacion a periodo 2005-2008.

Los factores de riesgo asociados a Mal Llenado Capilar fueron: exposicién a dengue del afio
2009 (HR 2.80, 1C95% 1.856 — 4.238, p 0.000), infeccion por Denv-1 (HR 1.90, 1C95%
1.106 — 3.288, p 0.020) y la respuesta inmune secundaria (HR 1.59, 1C95% 1.088 — 2.342, p
0.017).

L os factores de riesgos asociados a Frialdad Distal fueron: exposicion al dengue del afio 2009
(HR 2.13, 1C95% 1.521 — 3.008, p 0.000) y lainfeccién por Denv-1 (HR 1.82, 1C95% 1.163
—2.867, p 0.009).

Los factores de riesgo asociados a Choque Compensado fueron: exposicion a dengue del
afios 2009 (HR 2.81, 1C95% 1.856 — 4.273, p 0.000), infeccién por Denv-1 (HR 1.78, 1C95%
1.040 — 3.068, p 0.035) y la respuesta inmune secundaria (HR 1.68, 1C95% 1.142 — 2.490, p
0.009).

Para los tres trastornos circulatorios la exposicion a dengue del afio 2009 fue €l principal
factor de riesgo asociado, independientemente del serotipo, respuestainmune, edad, sexoy €

ingreso temprano ala unidad de salud.

Existe la posibilidad que la co-infeccion de influenza A HIN1 pandémica y dengue sea la
explicacién a la presentacién inusual de los trastornos circulatorios durante la epidemia de

dengue del periodo 2009 pero se requieren estudios futuros que demuestren esta hipotesis.
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RECOMENDACIONES.

A los investigadores:

Determinar la presencia de anticuerpos contra influenza A HIN1 pandémica en sueros
pareados de pacientes del estudio clinico de dengue para determinar €l ndmero real de
pacientes con co-infecciones y un posterior andlisis que permita establecer si es un factor de

riesgo paralos trastornos circulatorios.

La realizacion de estudios en modelos de ratdn para conocer la respuesta fisiopatol gica de
co-infecciones dengue e influenza A HIN1 pandémica.

A las universidades y centros asistenciales:

Capacitacion a los profesionales de la salud y a estudiantes universitarios de las carreras
médicas sobre la dinamia clinica del dengue, haciendo énfasis que las manifestaciones de
severidad pueden ocurrir en cualquier momento de la enfermedad y no solo a partir del 4to

dia como normal mente se describe.

Dar a conocer y capacitar sobre la nueva clasificacion de severidad de OMS de casos de
dengue desde la educacién a nivel de pregrado (universidades), asi como en hospitales y

centros de salud.
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Figura 8. Casos de dengue e Influenza A HIN1 durante afio 2009.
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Figura 9. Analisisfilogenético del Denv3 del periodo 2008, 2009 y 2010.
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Se muestran la secuencia de virus del dengue serotipo 3. Se analizaron 17 virus el 2008 (en
color rosado), 82 virus e ano 2009 (color azul) y 28 virus del 2010 (color verde). El andlisis
muestra que €l virus del dengue serotipo 3 de la temporada 2009 es identico en mas del 99%
con €l virus del dengue del afio 2008 y 2010.

El andlisis de secuencia se realizé en € ingtituto Broad de Boston usando combinacion de la
secuencia de Sanger y pyrosecuenciacion de alta definicién (454/Roche). Las secuencias
fueron alineadas usando Muscle, con pardmetros optimizados para maxima precision. Las
secuencias alineadas fueron estratificadas usando phyML con los siguientes parametros: (a)
modelo de sustitucion = HKY85, (b) numero de sustitucion de categorias=cuatro, (c)
proporcion de sitios invariantes = - cero, y (d) vaores estimados para frecuencias de
equilibrio, transcision/transversion de radio parametros de formas gamma.
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IRS 00005231 y FWA 00009658

NOTIFICACION DE D

Estimada investigadora:

Prof. Eva Harris, division of Infectious Diseases, School of Public Health, University of California, Berkeley, USA.

El Comité Institucional de Revisién Etica (CIRE), del Centro Nacional de Diagnostico y Referencia del

Ministerio de Salud de Nicaragua, se reunié el dia 20/08/2009, con el objetivos de revisar cambios
realizados al protocolo y ancxos recibidos con ZB/07/2009, de la investigacion que lleva por nombre
Estudio hospitalario prospectivo de la clasificacién ¥ manejo de Caso de Dengue en Nicaragua,
registrada con el codigo # NIC-MINSA/CNDR CIRE-01/10/06-13.4. En ¢l futuro, usted debe plasmar este
codigo a cualquier correspondencia relacionada con este estudio y el CIRE.

EL CIRE HA DECIDIDO APROBAR EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION EN
SU FORMA ACTUAL INCLUYENDO TODOS LOS CAMBIOS PRESENTADOS A
LA FECHA, SIN OBSERVACION ALGUNA.

La fecha de expiracion de éste aprobacién es hasta €l 31 de Agosto del 2010. Si, su estudio o provecto de
investigacion se prolongard mas de esta fecha wusted (es) deben solicitar una nueva aprobacion,
faproximadamente 6 semanas antes de la fecha de su vencimiento). Usted (es) deben solicitar al CIRE el
formulario de renovacion de estudios y/o protocolos de investigacién, para acceder a una nueva aprobacion,
se pide cumpla con ¢l llenado y entrega en las fechas estipuladas.

Es importante mencionar, que aunque el CIRE ha aprobado su proyecto de investigacion en su forma actual,
si usted (es) realizan cambios tanto estructurales como en el disefo de investigacion en el que de algune
forma se afecte a los sujetos humanos incluidos en estudio, usted tiene la obligacion de notificar
inmediatamente al CIRE, en caso contrario usted (es) estarian cayendo en desacato y sujeto a sanciones
administrativas o penales, segin lo amerite ¢l caso. O bien, si uno de sus sujetos incluidos en estudio
presenta un evento adverso durante el transcurso de la investigacién, usted también debe notificar lo mas
tardar en los primeros 10 dias subsiguiente al evento.

Dumntc el transcurso del estudio y’o proyecto de investigacion El CIRE puede rcaltw sin previo aviso

Coordinador del CIRE ' R
CNDR- MINSA \\
CoArchivo Q%
COMPLEJO NACIONAL DE SALUD, DRA. CONCERCION PALACIOS v
TEL # 2494604, FAX # (505) 289-7723; E-mail: parsvitologuiiming. job ni (“-‘,
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