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RESUMEN

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL
VIRUS DEL DENGUE EN PACIENTES CON
SINTOMATOLOGIA DE DENGUE

Br. Lismar del Valle Rojas Castillo Br. Elias Manuel Hernandez Tineo

El dengue, enfermedad febril aguda causada por virus del género Flavivirus, familia
Flaviviridae, transmitida por mosquitos del género Aedes. Es la enfermedad viral
transmitida por artrépodos de mayor importancia, constituye una prioridad de salud
publica en paises tropicales y subtropicales. El objetivo de esta investigacion fue
determinar la prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus del dengue en
el suero de pacientes con sintomatologia de Dengue que acudieron al ambulatorio La
Sabanita, Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. A cada paciente, luego de completar el
registro de identificacion, se le tomo una muestra de sangre periférica que fue
analizada mediante el test Dengue 1gG Capture ELISA y Dengue IgM Capture
ELISA (Panbio, Inverness Medical Innovaciones Australia). De 100 muestras de
sangre colectadas, 36% resultaron tener niveles seroldgicos positivos de anticuerpos
IgG contra el virus del dengue, 42% para anticuerpos IgM y 28% resultaron positivas
para anticuerpos 1gG e IgM concomitantemente. Los grupos etareos de 1-10 afios y
11-20 afios presentaron la mayor prevalencia de anticuerpos contra el virus del
Dengue. El sexo més afectado fue el masculino. Los pacientes con infeccion primaria
y activa por el virus del Dengue en su mayoria fueron positivos luego del quinto dia
con fiebre. Un elevado porcentaje de pacientes con anticuerpos neutralizantes IgM
positivos presentaron manifestaciones hemorragicas (42.9%). Los signos y sintomas
mas frecuentes fueron fiebre y cefalea.

Palabras claves: dengue, anticuerpos, prevalencia, sintomatologia, Estado Bolivar.
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INTRODUCCION

El dengue, como enfermedad fue descrita por primera vez en el siglo XVIII,
pero el agente causal fue aislado en 1.944. Entre 1.944 y 1.956 se demostrd que
cuatro virus distintos, denominados virus del dengue tipo 1 a 4, eran responsables del

sindrome clinico (Monath y Tsai, 2002).

De las enfermedades virales transmitidas por artropodos, el dengue es la de
mayor importancia y constituye una prioridad de salud puablica en los paises
tropicales y subtropicales. A escala mundial, la incidencia y las epidemias de dengue
han aumentado exponencialmente en los ultimos 35 afios. En el periodo de 1.970 a
1.998, el numero de casos de dengue se cuadruplicd, hasta alcanzar la cifra maxima
de 1,3 millones, con mas de 3.600 muertes. Actualmente, el dengue es endémico en
mas de 100 paises del Sudeste Asiatico, el Pacifico Occidental, América, Africa y el
Medio Oriente (Guzmén et al., 2006).

El dengue, enfermedad febril aguda causada por virus del género Flavivirus,
familia Flaviviridae, con cuatro serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4), es
transmitida por mosquitos del género Aedes (Restrepo et al., 2008). Similar a otros
flavivirus, el virion maduro del dengue consiste en un filamento Unico de genoma
ARN rodeado por una nucleocépside icosaédrica o isométrica de aproximadamente
30 nm de diametro. Esta nucleocapside esta cubierta por una envoltura lipidica de
unos 10 nm de espesor. El virién completo tiene alrededor de 50 nm de didmetro
(Henchal y Putnak, 1990).

La propagacion del dengue se atribuye a la expansion geografica de los cuatro
serotipos y sus mosquitos vectores, el mas importante de los cuales es Aedes aegypti,

especie predominantemente urbana, a su vez el vector mas prevalente del mundo



(Guzman et al., 2006). Esta especie, altamente antropofilica, en ocasiones puede
alimentarse de la sangre de otros animales. Es muy adaptable a la vida urbana por sus
habitos domésticos. Ponen sus huevos preferiblemente en agua limpia y estancada, ya
sea en depositos naturales o artificiales. Su capacidad de vuelo es corta, generalmente

limitada a las habitaciones y sus alrededores (Tibaire, 2001).

Solo la hembra de Aedes aegypti tiene habitos hematofagos, que se exacerban
durante el ciclo gonadotrofico, y se asocia con la necesidad de una dieta rica en
proteinas para la ovogénesis. Cuando la hembra se alimenta de un enfermo se
infecta, y a los 8 - 12 dias se torna infecciosa, periodo que se define como "periodo de
incubacion extrinseco”. Ademas, ocurre transmision tras-ovarica, lo que significa que
las nuevas generaciones permaneceran infectadas. El virus del dengue se replica en
las glandulas salivales del mosquito y la infeccién avanza e involucra el sistema
nervioso, afectando su capacidad para alimentarse, ello le obliga a aumentar el tiempo
que debe permanecer succionando sangre, periodo en el cual pueden ocurrir
interrupciones causadas por el hospedero, que llevan a alimentaciones interrumpidas
en varios hospederos, aumentando la probabilidad de transmision de la virosis
(Hernandez y Garcia, 2000).

En areas rurales, en algunas partes del mundo, Aedes albopictus juega un rol
secundario en la trasmision interhumana del dengue. En Nepal, investigaciones
entomoldgicas desde el afio 1.980 han demostrado la presencia de Aedes albopictus
en las planicies de Terai, sin embargo, en 2006 se demostro que también A. aegypti es
endémico en esa region (Andnimo, 2008). La trasmision vertical del virus del Dengue
en A. aegypti y en Aedes spp. selvaticos ha sido documentada y probablemente

contribuye al mantenimiento viral (Monath y Tsai, 2002).

Debido a la ausencia de una vacuna eficaz, el control de la transmisién del virus

requiere del esfuerzo conjunto de toda la sociedad, para combatir al vector. Dada la



extraordinaria capacidad de adaptacion de Aedes aegypti al ambiente, esta tarea no

siempre arroja resultados previsibles (Portela et al., 2007).

La infeccién por el virus del dengue produce una gama de manifestaciones
clinicas, que van desde infecciones asintomaticas y sintomaticas leves, conocidas
como Fiebre Dengue (FD), hasta formas de enfermedad severa que con frecuencia
tienen un resultado mortal y se conocen como Fiebre Hemorragica por Dengue
(FHD) y Sindrome de Shock por Dengue (SSD) (Souza et al., 2007)

La FD, enfermedad bifasica benigna, de comienzo abrupto después de un
periodo de incubacién que oscila entre 3-15 dias, generalmente 8 dias. Se caracteriza
clinicamente por la presencia de fiebre, cefalea, malestar general severo, dolores
musculares, articulares y 0seos generalizados. Después de 6- 8 dias de evolucion
reaparece la fiebre y aparece una erupcion similar a la del sarampion, linfadenopatias
generalizadas y, en ocasiones, fendmenos hemorragicos menores. No hay casos
fatales y la enfermedad puede resolverse en la segunda semana, aunque los pacientes
pueden presentar una convalecencia prolongada, con debilidad y depresion (Tibaire,
2001).

La FHD, estd definida por un incremento en la permeabilidad vascular,
manifestaciones hemorrégicas y disminucién de los niveles plaquetarios, que
coinciden con la disminucion o desaparicion completa de la fiebre. La FHD puede
progresar a SSD, el cual estd asociado con hipotension y signos clinicos de choque
(Balsameda et al., 2006). Sin tratamiento, el SSD puede ocasionar la muerte;
afortunadamente, la hospitalizacion, la hidratacion adecuada y una buena atencion en
general pueden reducir la mortalidad de cerca de 20% a menos de 1%

(Mongkolsapaya et al., 2003)



Un aspecto del dengue, que por mucho tiempo ha intrigado a la comunidad
cientifica, es el hecho de que la mayor parte de los casos de FHD ocurren en personas
gue ya han tenido dengue anteriormente. Esto es lo contrario de lo que sucede en el
caso de la mayoria de las infecciones viricas, cuyas peores manifestaciones clinicas se
producen en un primer episodio, que confiere inmunidad (Mongkolsapaya et al.,
2003)

Cientificos a nivel mundial han desarrollado modelos experimentales para tratar
de explicar por que unos pacientes si y otros no pueden desarrollar FD o FDH. La
primera teoria, se basa en la infeccion secuencial y describe que, si una persona ha
sido infectada en una primera oportunidad por un serotipo del virus del dengue, queda
protegido contra ese serotipo, pero no contra los otros serotipos. En una infeccion
secundaria o terciaria los anticuerpos de la primera infeccion, facilitan el ataque de
estos segundos virus infectantes hacia los monocitos, donde se multiplicaran en gran
cantidad, empobreciendo la membrana celular, lo que ocasiona salida de sustancias
vasoactivas, que llevan al aumento de la fragilidad capilar y por ende, ocasionan
salida del plasma al espacio extravascular. La segunda teoria, explica que hay
serotipos de virus muy agresivos cuya virulencia se potencia en los pases sucesivos
del mosquito al hombre y del hombre al mosquito, ocasionando FHD y SSD que
pueden llevar a la muerte en la primera infeccién que sufra una persona (OPS/OMS,
2001).

Investigadores en Oxford, Inglaterra, realizaron un estudio en 73 nifios
Tailandeses que estaban hospitalizados por FD, de los cuales todos, excepto dos, ya
habian tenido por lo menos un episodio anterior de la enfermedad. Todos los nifios
tenian concentraciones bajas de linfocitos T contra el virus infectante. Los linfocitos
T que fueron detectados mostraban mayor afinidad por otras cepas de virus del
dengue, muy probablemente las que habian producido infecciones anteriores. Los
investigadores concluyeron que al reinfectarse por un subtipo virico diferente del que



produjo la infeccidn inicial, el organismo reacciona con intensa actividad inmunitaria
contra el virus equivocado. Dicha actividad inmunitaria produce, a su vez, una fuerte
reaccién inflamatoria con dolores, malestar general y fiebre, pero carece de eficacia
contra el nuevo subtipo virico infectante. Ello se traduce en una enfermedad més
prolongada y en sintomas mas intensos que los observados durante un primer

episodio de dengue (Mongkolsapaya et al., 2003).

Con relacion a los factores de riesgo de las formas graves de dengue, se
demostro que las personas con enfermedades cronicas como asma bronquial, diabetes
mellitus y drepanocitosis, tienen una mayor probabilidad de contraer dengue
hemorréagico. Un aporte novedoso es que la forma hemorrégica se ha observado en
Cuba predominantemente en personas de la raza blanca. La edad entre los 3 y 14 afios

también es un factor de riesgo (Guzman, 2005).

Los linfocitos T contra el virus del dengue provocan una copiosa produccion de
citocinas, y estas ademas, pueden inducir la liberacion de otras citocinas y tener un
efecto sinergético. Estudio inmunopatologico de pacientes de dengue, sugiere que
quizas las citocinas y no los virus son las responsables del dafio que sufren las células
endoteliales durante el FHD. Asi mismo se ha propuesto que la activacion del
complemento es clave en la inmunopatogenia de FHD/SSD. Se han sugerido otros
mediadores como histamina o el factor inhibidor de la migracion macrofagica. En fin,
todos estos avances y teorias ponen de relieve que la patogenia del FHD/SSD es un
proceso multifactorial, muy complejo, que implica la circulacion simultanea de varios
serotipos de dengue y la interaccion entre el hospedero y los factores viricos que
determinan la gravedad de la enfermedad (Pang et al., 2007).

Estudios realizados por el Instituto Pedro Kouri (IPK) de la Habana, han
demostrado que los casos graves pueden ocurrir aun habiendo transcurrido varias

décadas entre la infeccion inicial por el virus del dengue tipo 1 y la infeccion



secundaria por el virus tipo 2. Eso significa que una vacuna realmente eficaz debe
proteger contra los cuatro serotipos de dengue a largo plazo, ya que de lo contrario, la
propia vacuna podria sensibilizar a los vacunados y provocar dengue hemorragico

grave ante una infeccidn secundaria por un serotipo diferente (Guzman, 2005).

El diagndstico de laboratorio del dengue se basa fundamentalmente en el
aislamiento viral y en las técnicas seroldgicas. El desarrollo de la biologia molecular
ha permitido el estudio del ARN viral. El virus del dengue se encuentra entre los
arbovirus mas dificiles de detectar y propagar, ya que no se multiplica con facilidad
en cultivos celulares o en animales de laboratorio. También pueden influir la
presencia de complejos antigeno-anticuerpo (infeccién secundaria) en muestras
clinicas mal procesadas y la poca cantidad de virus viables en el in6culo. Por estas

razones se utiliza mas el diagndstico seroldgico que el virologico (Tibaire, 2001 b).

El diagndstico seroldgico del virus del dengue también es complicado, por la
existencia de reacciones cruzadas entre determinantes antigénicos compartidos por
los cuatro serotipos del virus del dengue y miembros de la familia Flaviviridae
(Henchal y Putnak, 1990). Rutinariamente se han usado cinco pruebas seroldgicas
para el diagnostico de la infeccién por dengue: Inhibicion de la hemaglutinacion,
fijacion del complemento, test de neutralizacion, ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima con captura de Inmunoglobulina M (MAC-ELISA), y ELISA
inmunoglobulina G indirecta. Prescindiendo de las pruebas utilizadas, el diagnostico
serologico inequivoco depende de un significante ascenso (cuatro veces 0 mas) en los
titulos de anticuerpos especificos entre las muestras de suero colectado en fase aguda
y de convalecencia (Gubler, 1998).

Las primeras epidemias de dengue reportadas datan de 1.779-1.780 en Asia,
Africa y América del Norte. Se dieron grandes intervalos (10-40 afios) entre las

epidemias mas importantes, principalmente porque la introduccién de un nuevo



serotipo en una poblacion susceptible se daba solamente si los virus y su mosquito
vector podian sobrevivir el lento transporte en veleros, entre los centros poblados.
Después de la Segunda Guerra Mundial, comenz6 una epidemia de dengue en el
Sureste Asiatico que, desde entonces, se ha venido propagando por el resto del
mundo (CDC, 2008).

Para 1.970, en América solo estaba presente DEN-2. En esta misma época,
DEN-3 tenia una distribucion focal en Colombia y Puerto Rico. En 1.977 se introduce
DEN-1, que tuvo como consecuencia una pandemia en la region durante un periodo
de 16 afios. En 1.981 se introduce DEN-4, causando epidemias, principalmente en el
Caribe (Tibaire, 2001).

En el Caribe, se han reportado varias epidemias graves de dengue, incluyendo
las de Cuba en 1.977, con 477.440 casos de DEN-1, luego en 1.981, surge una
epidemia de dengue hemorrégico con 344.000 casos de DEN-2 y 158 muertos, de los
cuales 101 fueron nifios, lo que nos habla de la gravedad con que pueden presentarse

estos brotes y el gran dafio economico y social que pueden causar (OPS, 2007).

Una cepa, también de origen Asiatico, se expandid rapidamente por la region y
causo brotes epidémicos de FHD, 8 afios después de la primera epidemia de FHD, en
Venezuela, Colombia, Brasil, Guyana Francesa, Surinam y Puerto Rico. Para 1.997,
18 paises de América habian reportado casos confirmados de FHD, que ahora es

endémica en muchos de esos paises (Tibaire, 2001).

El virus DEN-3 reaparecid en el continente Americano tras una ausencia de 16
afios. Este serotipo se detectd por primera vez en asociacion con una epidemia de
Dengue y Dengue hemorragico en Nicaragua, en 1.994. De manera casi simultanea se
confirmd la presencia de DEN-3 en Panama y, a principio de 1.995 en Costa Rica
(CDC, 2008).



Los datos sobre la secuencia genética de la envoltura del virus de las cepas
DEN-3 aisladas en Panama y Nicaragua han mostrando que, esta nueva cepa
Americana del virus probablemente vino de Asia, pues es genéticamente distinta de la
cepa DEN-3 que habia detectado previamente en el continente americano. Segun
parece indicar el descubrimiento de una nueva cepa de DEN-3 y la susceptibilidad de
la poblacion en la regiones tropicales americanas a esta cepa, DEN-3 se propagd
rapidamente en toda la region y causo grandes epidemias de Dengue y Dengue
hemorréagico en América Central en 1.995 (CDC, 2008).

En Venezuela, el orden de aparicion de los serotipos del virus del dengue, se
inicia en 1963, cuando se presentd una epidemia de dengue confirmada por
laboratorio, demostrandose méas de 18.000 casos por el serotipo DEN-3.
Posteriormente, en 1978, se reportaron 100.000 casos de dengue, estimandose que el
namero real fue de 500.000 a 600.000 casos en esa oportunidad, con la primera
demostracion y aislamiento de DEN-1. En 1984, se aisld el serotipo DEN-2 y en
1985, DEN-4, ambos por primera vez en Venezuela (OPS, 2001).

Entre noviembre de 1.989 y marzo de 1.990 se desarrollé una nueva epidemia
de dengue en Venezuela, reportandose un total de 12.200 casos, de los cuales 3.108
fueron FHD, con un total de 73 muertes, siendo la mayor morbilidad en menores de
15 afios. Las regiones con mayor incidencia de dengue fueron el Distrito Capital, y
los estados Aragua, Barinas, Falcon y Zulia. Fueron aislados los virus dengue: DEN-
1, DEN-2 y DEN-4 (Caraballo, 1991).

A pesar de su impacto en salud publica, falta mucho por conocer de la
fisiopatologia de esta enfermedad, su ecologia, su genomica y el efecto de los
cambios evolutivos en el mismo, por lo tanto es una emocionante y propicia area de
investigacion, para ayudar a responder las interrogantes existentes sobre su

inmunopatogénesis, y como herramienta para acelerar el desarrollo de estrategias



terapéuticas como la esperada vacuna tetravalente costo-efectiva, que esté disponible

en corto tiempo en todos los paises afectados por este virus (Afiez, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS), han establecido cuatro elementos basicos o principios necesarios
para controlar el dengue. Ellos son la voluntad politica de los gobiernos, la
coordinacion intersectorial, la participacion activa de la comunidad y el

fortalecimiento de las leyes sanitarias nacionales (Kouri, 2006).

La OPS reporto para Venezuela un total de 48.048 casos de dengue en el afio
2008, de los cuales 3.649 corresponden a FHD/SSD (OPS, 2008). Para el afio 2009,
las cifras reportadas de dengue fueron de 64.721 casos (RSCMV, 2010). Hasta la
semana epidemioldgica n°30, del afio 2010, el numero de casos acumulados es de
68.753 casos de dengue, de los cuales 6.418 son FHD/SSD (MPPPS, 2010).

En el estado Bolivar, el Instituto de Salud Publica, reportdé 1.748 casos de
dengue, con 4 casos de dengue hemorragico, para el afio 2008. ElI municipio Caroni
es el mas afectado, con 1.187 casos, seguido del municipio Cedefio con 168 casos, y

en tercer lugar se encuentra el municipio Heres con 158 casos (ISP, 2008).

En nuestra localidad, municipio Heres, conformado por 10 parroquias,
concentra el mayor nimero de casos en la parroquia La Sabanita con 61 casos de
dengue, seguido por la parroquia Vista Hermosa que presentd 33 casos, para el afio
2008. En conjunto, estas dos parroquias, representan el 63% de la morbilidad por
dengue en este municipio (ISP, 2008).

El dengue en la actualidad estd impactando a los paises latinoamericanos, y
Venezuela no ha sido la excepcion, caracterizada por ser una region hiperendémica

por la multiple circulacion de los serotipos. El conocimiento de serotipos circulantes,
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asi como la secuencia de infeccion, es de gran ayuda, se han relacionado serotipos
especificos con cuadros sintomaticos, severos y con predisposicion a manifestaciones

hemorréagicas.

Esta investigacion se propone determinar la prevalencia de anticuerpos
neutralizantes contra el virus del dengue en el suero de pacientes con sintomatologia
de dengue que acuden al ambulatorio La Sabanita I, que presta servicio a gran parte
de la poblacién de la parroquia La Sabanita, de Ciudad Bolivar.



JUSTIFICACION

Los cambios climéaticos observados durante los ultimos afios en el planeta han
repercutido en forma sustancial en la modificacion de los nichos ecoldgicos donde se
desarrollan muchas de las enfermedades infecciosas, principalmente las transmitidas

por vectores, lo que plantea el riesgo de incremento en la ocurrencia de dengue.

La enfermedad del dengue tiene una amplia distribucién mundial, con elevada
morbilidad entre las poblaciones humanas en América, ya que ocurrié un incremento
de los casos comunicados durante los ultimos afios, con un considerable nimero de
casos de dengue hemorragico y muertes por esta causa, constituyendo un problema de
salud publica, por las caracteristicas hiperendémicas y la cocirculacion de multiples

serotipos.

Venezuela, no escapa a esta situacion, en los ultimos afios se ha presentado un
numero considerable de casos de FD, FHD y SSD, situacion que ha ameritado la
habilitacion de nuevas politicas de salud. En el estado Bolivar, el municipio Heres, es
el tercero con mas casos de infeccidn por virus del dengue registrados después de los

municipios Caroni y Cedefio, siendo la parroquia La Sabanita la mas afectada.

La determinacion anticuerpos de neutralizantes del virus del Dengue en
pacientes con sintomatologia de Dengue que acuden ambulatorio La Sabanita I,
mediante la titulacion de 1gG e IgM, permitira conocer antecedentes de infeccidn por
el virus del Dengue e infeccion activa respectivamente, y de esta manera evaluar la

vulnerabilidad de una poblacién a presentar brotes de dengue, FHD y SSD.
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OBJETIVOS

Objetivo General

. Determinar la prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus

del dengue en el suero de pacientes con sintomatologia de dengue.

Objetivos Especificos

= Determinar la prevalencia de anticuerpos IgG en el suero de los
pacientes con sintomatologia de dengue.

= Determinar la prevalencia de anticuerpos IgM en el suero de pacientes
en quienes previamente se detectd la presencia de anticuerpos IgG.

= Demostrar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra los
serotipos del virus del dengue en el suero de pacientes en quienes previamente se
detecto la presencia de anticuerpos IgM,

= |dentificar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra varios
serotipos simultdneamente en el suero de pacientes en quienes previamente se
detecto la presencia de anticuerpos IgM.

= Relacionar serotipos identificados en el suero, con los signos y
sintomas clinicos que motivaron la consulta del paciente.

= Determinar la prevalencia de anticuerpos contra el virus del dengue
discriminando sexo y grupo etario.

= Relacionar los dias de antecedente febril y la presencia de anticuerpos
contra el virus del dengue.

= Determinar la prevalencia de pacientes con infeccion activa y
manifestaciones hemorragicas.

= Identificar las manifestaciones hemorrdgicas mas frecuentes.

12



METODOLOGIA

Método:

Se trata de un estudio no experimental, descriptivo, transversal, para determinar
la presencia de anticuerpos neutralizantes contra los serotipos de virus del dengue en
pacientes que acuden al ambulatorio La Sabanita con fiebre de 2 a 7 dias de duracion
y con dos o méas de los siguientes sintomas: cefalea, dolor retroorbitario, mialgias,

artralgias y rash.

Consentimiento informado

A cada paciente incorporado al estudio, se le inform6 sobre importancia que
tiene el analisis de la muestra de sangre, cuya toma no representa ningun riesgo a su
salud. Los resultados obtenidos de la investigacion seran del conocimiento del
paciente y de su médico, quien los adjuntara a su historia clinica. La participacion de
cada paciente fué voluntaria y gratuita, firmando, en presencia de una persona testigo,
su aceptacion en una hoja especial de participacion voluntaria en el estudio (ver

anexo n°l).
Reactivos
Dengue 1gG Capture ELISA (Panbio) y Dengue IgM Capture ELISA (Panbio).

Fabricados por Inverness Medical Innovaciones Australia Pty Ltd (532 Seventeen
Mile Rocks Road, Sinnamon Park Brisbane QLD 4073 Australia).
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Muestra

A cada paciente, luego de completar el registro de identificacion y antecedentes
médicos que motivaron su consulta (ver anexo n°2) se le tomé muestra de sangre (2-5
ml). La muestra se depositd en tubo estéril, sin anticoagulante, adecuadamente
identificado con ndmeros correspondiente a su historia clinica y registro de
identificacion. La muestra se dejo a temperatura ambiente para procesarla en las
siguientes 4 a 6 horas. Cuando no fue asi, se guardé a temperatura de refrigerador
para procesarla de 12 a 14 horas mas tarde. El suero sobrenadante al coagulo
distribuido en alicuotas de 0.5 ml, se guardd, bien identificado con niumero y fecha, a

-80°C hasta su procesamiento.

Fundamento de la técnica

Dengue IgG Capture ELISA (Panbio, Inverness Medical Innovaciones
Australia) permite detectar cualitativamente anticuerpos IgG contra virus dengue
(serotipo 1-4). Esta prueba esta propuesta como ayuda en el diagnostico clinico de
laboratorio de infeccion por virus del dengue, y puede ser usada en conjunto con
Dengue IgM Capture ELISA (Panbio) para diferenciacion presuntiva entre infeccion
primaria y secundaria. Consiste en placas de microtitulacion sensibilizadas con
inmunoglobulina anti IgG humana que reaccionara con anticuerpos séricos tipo 1gG
especificos contra el virus, presentes en la muestra del paciente. Se adiciona un
complejo de inmunoglobulinas anti virus dengue acopladas a la enzima peroxidasa,
que se ha puesto previamente en contacto con antigeno de virus del dengue.
Posteriormente se afiade el sustrato (tetrametilbencidina y peroxido de hidrégeno), el
peréxido es degradado por la enzima generando una reaccion cromogena, azul al
principio y ulteriormente amarilla que indica presencia de anticuerpos 1gG anti
dengue en la muestra evaluada. Un nivel elevado de I1gG (mayor de 22 Unidades
Panbio) es indicativo de infeccidn secundaria por virus del dengue.
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Dengue IgM Capture ELISA (Panbio, Inverness Medical Innovaciones
Australia) se utiliza para deteccion cualitativa de anticuerpos tipo IgM contra virus
del dengue, contribuye en el diagnostico clinico de laboratorio en pacientes con
sintomas compatibles con FD. El fundamento de esta técnica es similar al equipo
Dengue IgG Capture ELISA (Panbio). Un nivel elevado de IgM (mayor de 11

Unidades Panbio) es indicativo de infeccion activa o reciente por virus del dengue.

Procedimiento de la técnica

Antes de iniciar el analisis con el equipo Dengue IgG Capture ELISA (Panbio),
debe comprobarse que todos los reactivos se encuentran a temperatura ambiente.

. Preparacion de la muestra: Usando placa de microtitulacion, se
diluyen el control negativo, control reactivo, calibrador y suero del paciente, de la
forma siguiente:

1) Agregando 1000 ul de diluyente de suero por cada 10 pl de
suero y mezclar.

2) Alternativamente, a 10 ul de suero agregar 90 pl de diluyente, a
continuacion tomar 20 ul de suero diluido y agregar 180 pl de diluyente y
mezclar.

= Procedimiento ELISA:

1. Estabilizacién de viales antigeno: Tomar el antigeno liofilizado
y reconstituir cada envase con 1 ml de amortiguador de reconstitucion de
antigeno. Mezclar suavemente para asegurar que el antigeno esta disuelto.

2. Remover el volumen requerido de antigeno reconstituido y
mezclar con un volumen igual de marcador de anticuerpo monoclonal en
envase tranparente o envase de plastico y mantener por una hora a temperatura
ambiente hasta ser requerido.

3. Placa de ensayo: usando pipeta de 100 ul, colocar sueros
diluidos, de pacientes y controles, en su respectiva microplaca. Cubrir la placa e



16

incubar por 60 minutos a 37°C +/- 1 °C. Lavar en 6 tiempos con el
amortiguador de lavado diluido.

4. Mezclar la solucion de marcador de anticuerpo monoclonal-
antigeno. Usando pipeta de 100pl, transferir esta solucion a la celda apropiada
de la placa de ensayo. Cubrir la placa e incubar por 60 minutos a 37 °C +/- 1 °C.
Lavar en 6 tiempos con el amortiguador de lavado diluido.

5. Colocar Perdxido Tetrametilbenzidina (TMB) con pipeta de
100 pl, dentro de cada celda. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente,
tiempo desde la primera adicion (debera aparecer color azul).

6. Detener la reaccion, afiadiendo solucion de parada con pipetas
de 100 pl, para todas las celdas en la misma secuencia y tiempo de la adicion
del TMB. Mezclar bien (el color azul cambiaré a amarillo).

7. A los 30 minutos leer en fotdbmetro automatizado (Anthos
2010, software wversion 1.7, Anthos labtec instruments Ges.m.b.H.
Lagerhausstrabe. Austria) la absorbancia de cada celda con una longitud de
onda de 450nm, y filtro de referencia de 600-650nm.

. Célculo de unidades Panbio:
Valor de corte = promedio de absorbancia del calibrador x factor calibracién
Valor indice = absorbancia de la muestra / valor de corte
Unidades Panbio = valor indice x 10

. Interpretacion de resultados:
<18 unidades Panbio: negativo
18-22 unidades Panbio: equivocado (debe repetirse el estudio)

>2?2 unidades Panbio: positivo

Los sueros positivos a la prueba Dengue 1gG Capture ELISA (Panbio), seran
analizados con el equipo Dengue IgM Capture ELISA (Panbio). El procedimiento de



17

la técnica con este equipo es similar a Dengue 1gG Capture ELISA (Panbio) y la
interpretacion de los resultados es la siguiente:

<9 Unidades Panbio: negativo

9-11 Unidades Panbio: equivocado (debe repetirse el estudio)

>11 Unidades Panbio: positivo

A los sueros positivos a la prueba Dengue IgM Capture ELISA (Panbio), se
realizara la deteccion de anticuerpos neutralizantes contra el serotipo especifico de

virus del dengue responsable de la infeccion.



RESULTADOS

El estudio consistié en el analisis de 100 muestras de sangre periférica
colectadas de pacientes con sintomatologia sugestiva de Dengue. Del total de
muestras, 36% resultaron tener niveles serologicos positivos de anticuerpos 1gG
contra el virus del dengue, 42% de las mismas muestras resultaron positivas para
anticuerpos IgM contra el virus del dengue y 28% demostraron tener niveles
seroldgicos positivos para anticuerpos IgG e IgM simultaneamente (Ver Tabla N°1).

La poblacion estudiada comprendi6 grupos etarios, los cuales al ser distribuidos
por grupos de 10 afios, desde 1 a 70 afios, presentd una mayor prevalencia de casos
positivos, tanto para 1gG, IgM y ambas inmunoglobulinas simultdneamente, en el
grupo de 1-10 afios, seguido del grupo 11-20 afios. El grupo con menor prevalencia

de anticuerpos antivirus del Dengue fue el de 31-40 afios, leer tabla N°2.

La distribucion de la poblacién estudiada segin el sexo, comprendié 59
pacientes del sexo masculino y 41 pacientes del sexo femenino. Se evidencio que del
total de pacientes positivos para IgG contra el virus del Dengue, 56% corresponden al
sexo masculino y 44% al sexo femenino; para IgM contra el virus del Dengue, 60%
corresponden al sexo masculino y 40% al sexo femenino; del total de pacientes
positivos para IgG e IgM simultaneamente; 57% corresponden al sexo masculino y

43% al sexo femenino como se observa en la tabla N°3.

Los pacientes fueron clasificados segln el antecedente febril registrado al
momento de la toma de la muestra, en aquellos con <5 dias febriles y >5 dias febriles,
evidenciandose que la mayoria de pacientes positivos a anticuerpos IgG para el virus
del Dengue fueron aquellos que aseveraron fiebre antes del quinto dia febril, en

contraste con los pacientes con anticuerpos IgM contra el virus del Dengue quienes

18



19

resultaron positivos en su mayoria a partir del quinto dia con fiebre. En los pacientes
con anticuerpos 1gG e IgM positivos se evidencio un porcentaje similar de positividad

tanto antes como después del quinto dia con fiebre como se expresa en la Tabla N°4.

Al clasificar los pacientes estudiados que resultaron positivos para anticuerpos
tipo IgM contra el virus del Dengue, segln la presencia 0 no de manifestaciones
hemorragicas, se evidencié que el 57.1% de los pacientes presentaron fiebre dengue,
y aquellos pacientes con fiebre dengue con manifestaciones hemorragicas
constituyeron el 42.9% (Ver Tabla N°5).

Las manifestaciones hemorragicas que se presentaron con mayor frecuencia en
este grupo de pacientes fueron petequias (61.1%), y equimosis (33.3%) como se

puede evidenciar en la Tabla N°6.

Aquellos pacientes positivos con positividad concomitante a anticuerpos
neutralizantes 1gG e IgM presentaron como signos y sintomas predominantes fiebre
(96.4%), cefalea (82.1%), dolor retrooocular (67.9%), seguido de nauseas y vomitos
(60.7%), artralgias y mialgias (57.1%), escalofrios (53.6%), El resto de los signos y
sintomas se manifestaron con una frecuencia menor al 50%. Merece mencion especial
la baja frecuencia de sintomas hemorragicos como petequias, equimosis, epistaxis,

metrorragia, melena, gingivorragia y hematuria. Como se denota en la Tabla N°7.

La poblacion con anticuerpos neutralizantes tipo 1gG contra el virus del
Dengue, presentd un predominio de cefalea (87.5%) con respecto a la presencia de
fiebre (75%), seguidos de dolor retroocular (75%), mialgias (75%), nauseas y
vomitos y escalofrios (62.5%), artralgias (50%) y se observa un aumento de la
presencia de dolor abdominal (50%) en este grupo de pacientes. La presencia de
manifestaciones hemorragicas como equimosis, hemoptisis, melena y epistaxis
representd un 12.5% (Tabla N°7).
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La totalidad de pacientes con anticuerpos IgM contra el virus del Dengue
presentaron fiebre (100%), sequido de cefalea (92.3%), nauseas y vomitos (84.6%),
artralgias (69.2%), con un aumento notable en la presencia de petequias (69.2%) y en
otras manifestaciones hemorréagicas como equimosis (30.8%), hemoptisis (23.1%), y

hematuria (15.4%) constatdndose en Tabla N°7

La poblacion infantil estudiada, menores de 13 afios, quienes presentaron
manifestaciones clinicas predominantes de fiebre (100%), cefalea (78.2%), dolor
retroocular (69.5%), nauseas y vomitos (65.2%) y erupcion (65.2%) (Ver Tabla N°8).
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Tabla N°1

Distribucion de la poblacion de acuerdo a la presencia de anticuerpos contra el

virus del Dengue.

ANTICUERPOS PARA ANTICUERPOS ANTICUERPOS ANTICUERPOS

DENGUE 1gG (%) IgM (%) 1gG-1gM (%)
POSITIVO 36 42 28
NEGATIVO 64 58 -

TOTAL 100 100 -
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Tabla N°2

Presencia de anticuerpos contra virus del Dengue segun el grupo etario.

ANTICUERPOS PARA DENGUE

EDAD ANTICUERPOS ANTICUERPOS ANTICUERPOS TOTAL

19G (%) IgM (%) 1gG-1gM (%)
1-10 13 20 13 46
11-20 9 12 6 27
21-30 8 6 6 20
31-40 0 1 0 1
41-50 2 1 1 4
51-60 2 1 1 4
61-70 2 1 1 4

TOTAL 36 42 28 -
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Tabla N°3

Proporcién de pacientes de acuerdo al sexo y la presencia de anticuerpos contra

virus del Dengue.

ANTICUERPOS PARA DENGUE

SEXO ANTICUERPOS % ANTICUERPOS % ANTICUERPOS %

19G IgM 19G-IgM
MASCULINO 20 56 25 60 16 57
FEMENINO 16 44 17 40 12 43

TOTAL 36 100 42 100 28 100
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Tabla N°4

Comparacion del antecedente de fiebre al momento de la toma de muestray la

presencia de anticuerpos contra el virus del dengue.

DIAS N°  ANTICUERPOS ANTICUERPOS ANTICUERPOS
FEBRILES 19G IgM 1gG-IgM
<5 dias 42 19 18 15

>5 dias 58 17 24 14
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TablaN° 5

Formas clinicas en pacientes positivos para IgM contra el virus del Dengue.

DIAGNOSTICO N° %
FIEBRE DENGUE 24 57,1
FIEBRE DENGUE CON MANIFESTACIONES 18 42,9

HEMORRAGICAS
TOTAL 42 100




Tabla N° 6
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Manifestaciones Hemorréagicas mas frecuentes en los pacientes con Diagnostico

de Fiebre Dengue con manifestaciones hemorragicas.

SIGNOS Y SINTOMAS N° %
PETEQUIAS 11 61,1
EQUIMOSIS 6 33,3
HEMOPTISIS 3 16,6
METRORRAGIA 3 16,6
EPISTAXIS 3 16,6
HEMATURIA 3 16,6
MELENA 1 5,5
GINGIVORRAGIA 1 5,9
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Tabla N°7

Signos y sintomas de la poblacién segun el tipo de anticuerpo contra el virus del

Dengue.

SIGNOS Y SINTOMAS IgM (%) 1gG (%) IgM-1gG (%)
FIEBRE 100,0 75,00 96,43
CEFALEA 92,31 87,50 82,14
DOLOR 61,54 75,00 67,86
RETROORBICULAR
ARTRALGIAS 69,23 50,00 57,14
MIALGIAS 61,54 75,00 57,14
ERUPCION 61,54 25,00 46,43
NAUSEAS-VOMITOS 84,62 62,50 60,71
DIARREA 30,77 12,50 7,14
ESCALOFRIOS 38,46 62,50 53,57
TOS 23,08 12,50 21,43
PETEQUIAS 69,23 0,00 7,14
EQUIMOSIS 30,77 12,50 7,14
HEMOPTISIS 23,08 12,50 0,00
MELENA 0,00 12,50 3,57
EPISTAXIS 7,69 12,50 7,14
GINGIVORRAGIA 0,00 0,00 3,57
HEMATURIA 15,38 0,00 3,57
METRORRAGIA 7,69 0,00 7,14
CONGESTION NASAL 30,77 0,00 35,71
DOLOR DE GARGANTA 38,46 12,50 25,00
ICTERICIA 15,38 0,00 3,57

DOLOR ABDOMINAL 38,46 50,00 28,57




Tabla N° 8
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Signos y sintomas mas frecuentes en pacientes menores de 13 afios positivos para

IgM contra el virus del Dengue.

SIGNOS Y SINTOMAS N° %
FIEBRE 24 100,00
CEFALEA 19 79,17
DOLOR RETROORBICULAR 16 66,67
NAUSEAS-VOMITOS 16 66,67
ERUPCION 15 62,50
ARTRALGIAS 14 58,33
ESCALOFRIOS 13 54,17
MIALGIAS 12 50,00
DOLOR DE GARGANTA 8 33,33
PETEQUIAS 7 29,17
CONGESTION NASAL 7 29,17
DOLOR ABDOMINAL 6 25,00
TOS 5 20,83
DIARREA 4 16,67
EQUIMOSIS 4 16,67
HEMOPTISIS 2 8,33
EPISTAXIS 2 8,33
ICTERICIA 2 8,33
MELENA 1 4,17
GINGIVORRAGIA 1 4,17
METRORRAGIA 1 4,17
HEMATURIA 0 0,00




DISCUSION

La seroprevalencia que se evidencia en este estudio corresponde a un 36% de
pacientes con niveles seroldgicos positivos para anticuerpos IgG contra el virus del
Dengue, lo cual nos indica que la presencia de 1gG anti virus del Dengue se debe a
una infeccién pasada, por lo tanto el virus no es el responsable del cuadro clinico
actual. En un estudio realizado por Sosa, et al., en el Estado Campeche, México

(Sosa, et al., 2008), la prevalencia de anticuerpos 1gG fue mayor, con un 67,5%.

El 42% de la poblacion resulto positiva para anticuerpos IgM contra el virus del
Dengue, es decir, que este porcentaje de personas presentaron infeccion primaria y
activa por el virus. Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Morillo
en la localidad de Churuguara, Estado Falcon (Morillo, 2003), donde se evidencid

una seroprevalencia de anticuerpos IgM para virus del Dengue de 46%.

Un 28% de los pacientes presentaron niveles seroldgicos positivos
concomitante para anticuerpos IgG e IgM. Se infiere que este grupo de pacientes
engloba a aquellos que presentan una infeccion activa por el virus del Dengue la cual

puede ser primaria o secundaria.

Los dos primeros grupos etarios, es decir, los de 1-10 afios y 11-20 afos, fueron
los mas afectados y el de menor prevalencia de anticuerpos para el virus del Dengue
fue el de 31 a 40 afos, datos que coinciden con un el estudio realizado por Morillo en
la localidad de Churuguara, Estado Falcon (Morillo, 2003).

En relacion al sexo, el sexo masculino presentd la mayor prevalencia de

anticuerpos contra el virus del Dengue tanto IgG como IgM e IgG e IgM simultaneos,

prevalencia que no coincide con el estudio realizado por Caraballo y Hernandez en la
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comunidad de San Jose de Guaribe, Estado Guéarico (Caraballo y Hernandez, 1991),
donde el sexo femenino fue el mas afectado con 53.6% en comparacién con el sexo
masculino con 46.4%. En otro estudio realizado por Troyes, et al., en la provincia de
Jaén en Per (Troyes, et al., 2006), el sexo femenino también presentd la mayor
seroprevalencia de anticuerpos contra el virus del dengue con 52.1% y el sexo

masculino presento una prevalencia de 47.9%.

El antecedente febril que presento el paciente al momento de la toma de
muestra es de gran importancia basandonos en la fisiopatologia de la infeccion por
Dengue. En el presente estudio se evidencié que los pacientes con infeccion primaria
y activa por el virus del Dengue, en su mayoria fueron positivos luego del quinto dia
con fiebre, razén por la cual internacionalmente se recomienda tomar la muestra de
sangre periférica después del quinto dia de aparicion de la fiebre, para hacer el

diagnostico de infeccion por Dengue.

Por otra parte, se evidencio un elevado porcentaje de pacientes con anticuerpos
IgM positivos, quienes ademas presentaron manifestaciones hemorragicas, los cuales
no son catalogados como Dengue Hemorragico en esta investigacion debido a que no
se realizaron pruebas de laboratorio, que indiquen la presencia de hemoconcentracion

y trombocitopenia para confirmar el diagndstico.

Las manifestaciones hemorragicas mas frecuentes halladas en esta investigacion
corresponden a petequias (61.1%) y equimosis (33.3%), resultados distintos a los
evidenciados en un estudio realizado por Rivas-Llamas en Culiacan, Sinaloa, México
(Rivas-Llamas, et al., 2005).

Dentro de los signos y sintomas mas frecuentes que motivaron la consulta se

encontraron fiebre y cefalea, similar a lo evidenciado en un estudio realizado por
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Garcia, et al., en el municipio Sifontes de Tumeremo, Estado Bolivar (Garcia, et al.,
2005).

En aquellos pacientes que presentaron anticuerpos neutralizantes 1gG e IgM
concomitantemente, los sintomas mas frecuentes fueron fiebre, cefalea y dolor
retroocular, los sintomas hemorragicos se presentaron con una baja frecuencia. Se
esperaba una mayor frecuencia de manifestaciones hemorragicas en este grupo de
pacientes, ya que engloba a aquellas posibles infecciones secundarias por el virus del

Dengue.

Los pacientes con infeccion primaria y activa por el virus del dengue, es decir,
aquellos con valores de IgM positivos presentaron el mayor indice de manifestaciones
hemorragicas, hallazgo no esperado, debido a que las manifestaciones hemorragicas
son mas frecuentes en las infecciones a repeticion por el virus del Dengue, sin
embargo este resultado puede deberse a la infeccién primaria por serotipos de alta
virulencia (OPS/OMS, 2001).

Los sintomas mas frecuentes que presento la poblacion infantil estudiada fueron
fiebre, cefalea, dolor retroocular. En un estudio realizado por Guzman-Marcelino, et
al., en nifios de 0-15 afios (Guzméan-Marcelino, et al., 1994) los sintomas mas

frecuentes fueron fiebre y mialgias.



CONCLUSIONES

En este estudio realizado en pacientes que acudieron al ambulatorio La Sabanita
con sintomatologia de Dengue, que incluye pacientes de distintos sexos y grupo
etarios, en quienes se determino la presencia de anticuerpos anti virus del Dengue en

muestras de sangre periférica, podemos concluir que:

=La prevalencia de anticuerpos tipo IgM contra el virus del Dengue
evidenciada en este estudio fue elevada, casi la mitad de los pacientes
estudiados resultaron positivos.

=L os pacientes de los grupos etarios de 1 a 10 afios y 11 a 20 afios,
fueron los més afectados por el virus del Dengue.

= El sexo mas afectado fue el sexo masculino.

=L os signos y sintomas mas frecuentes, que motivaron la consulta, de
los pacientes fueron fiebre y cefalea.

= Se presentd una elevada prevalencia de manifestaciones hemorragicas
en los pacientes con infeccion primaria y aguda por el virus del Dengue, por
lo cual se sugiere complementar este estudio con la serotipificacién, debido a
que se infiere que este resultado puede deberse a infeccion por serotipos del

virus del Dengue de elevada virulencia.
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APENDICE N°1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

En la Escuela de Ciencias de la Salud “Francisco Virgilio Battistini Casalta” de la
Universidad de Oriente (U.D.O.) se realiza el proyecto de investigacion
epidemioldgica titulado “Prevalencia de anticuerpos neutralizantes del virus del
dengue en pacientes con sintomatologia de dengue” con el objeto de conocer cuales
son los serotipos del virus que circulan en la poblacién y su relacion con cuadros

sintomaticos, severos y con predisposicion a manifestaciones hemorragicas.

Yo, C.l Nacionalidad,
Edad, Estado Civil, Domiciliado

en,

En caso de menor de edad:
Representante legal de Edad,
C.l.

Siendo mayor de 18 afios en uso pleno mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracion, propdsito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio que abajo

indico, declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de los
estudiantes de medicina, Rojas C. Lismar de V. y Herndndez T. Elias M., de la
Escuela de Ciencias de la Salud “Francisco Virgilio Battistini Casalta” de la
Universidad de Oriente (U.D.O.), coordinados por el Prof. Gerardo Godoy, de todos

los aspectos relacionados al proyecto de investigacion epidemioldgica titulado
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“Prevalencia de anticuerpos neutralizantes del virus del dengue en pacientes con
sintomatologia de dengue”.

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo fundamental del trabajo antes
sefialado es: Conocer cuéles son los serotipos del virus del dengue que circulan en la
poblacion y su relacién con cuadros sintomaticos, severos y con predisposicion a
manifestaciones hemorréagicas.

3.- Haber sido informado de que mi participacion en el proyecto consiste en donar de
manera voluntaria a la Escuela de Ciencias de la Salud una muestra de sangre de 5 mi
la cual se me extraerd mediante puncion venosa, previa asepsia y antisepsia de la
region anterior del antebrazo por una persona capacitada.

4.- Que la muestra sanguinea que acepto donar asi como la informacion que
suministre al equipo de investigadores serd utilizada Unica y exclusivamente para
determinar: La presencia de anticuerpos neutralizantes del virus del dengue.

5.- Que el equipo de investigadores me ha garantizado confidencialidad relacionada
tanto a mi identidad como de cualquier informacion relativa a mi persona a la que
tengan acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes mencionado.

6.- Que estoy de acuerdo en el uso, para fines académicos, de los resultados obtenidos
en el presente estudio.

7.-.Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno
para mi salud.

8.- Que cualquier pregunta que yo tenga en relacién con este estudio, me sera
respondida oportunamente por parte del equipo de investigadores con quienes me
puedo comunicar por los teléfonos 0424-9409721 con Br. Lismar Rojas y 0424-
9000823 con Br. Elias Hernandez.

9.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir algin beneficio de
tipo econdémico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido
proyecto de investigacion.

10.- Que los resultados de las pruebas seran entregados a la brevedad posible al

ambulatorio, para ser adjuntados a mi historia clinica.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido e informado con respecto a este formato

de consentimiento, acuerdo:

A.- Aceptar las condiciones estipuladas y a la vez autorizar al equipo de
investigadores de la Escuela de Ciencias de la Salud a realizar el referido estudio en

la muestra de sangre que acepto donar a los fines indicados anteriormente.

B.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion asi como mi participacion en
el proyecto, lo cual hare en forma escrita, sin que ello conlleve algun tipo de

consecuencia negativa para mi persona.

Firma del Voluntario

Fecha

Firma Testigo

Nombre
C.l.

Fecha

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado. Certifico mediante la presente que, quien firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la

participacion en el estudio. Ningun problema de indole médica, de idioma o de



42

instruccion han impedido tener una clara comprension de su compromiso con este

estudio.

Br. Rojas C. Lismar del V. Br. Hernandez T. Elias
H.

Lugar y

Fecha:




NOMBRE DEL PROYECTO:
HEUTRALIZCAHTES DEL

APENDICE N°2

FICHA DE IDENTIFICACION

SINTORIATOLOGIA DE DENGUE.

PREVALEMCIA
vIRUS DEL DEHGUE EH FACIEHNTE: COHN

AMHTICVERF QS

CODIGO

Nombre

SURQ

Edad

Dosmicho

Focho

Imcia sintomas

Telefono

SINTORAS ¥ SIGNOS CLINICOS

1. Fiebre

9 Escalofrios

17 . Hematuria

2.Cofalea

10.Tos

18.Metrorragia

3.Dolor R.Osb

11.Peteqguias

19.Cong. Nasal

4 Artraipias

12. Equimosis

20.Dolor de Garg

S.Nualglas

13 . Hemoptisis

21.lctencia

G.Erupcion

14.Melena

22.Dolor Abd.

7 .Naus-vYom

15 Epistaxis

23.Prueba Tormig

8.Drarrea

16.Gingsworragia

Otros

Rzalizado por:Br. Rojas €. Lismar d2] .
Br. Hernand=zT. Ehas k.
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