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Epigrafe

“¢Queé es lo mas dificil? Lo que parece mas simple:
ver con los ojos lo que esta delante de ellos”

Goethe.
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1. Resumen

El virus Oropouche (OROV) es causante de la llamada “fiebre de
Oropouche®, enfermedad que produce un cuadro clinico similar al dengue pero
mas leve. Este virus transmitido por la picadura de un mosquito Culicoides
paraensis presenta brotes anuales en regiones amazonicas donde cocircula
con el virus dengue. En la provincia de Jujuy, en ciertas franjas del territorio
provincial estan dadas las condiciones ecolégicas que posibilitarian la
circulacion de OROV, ya que en la denominada zona de las yungas, se
encuentra el vector. En el afio 2005 ya se evidencio la actividad de este
arbovirus en nuestra provincia, a partir de muestras de cinco pacientes con
sindromes febriles inespecificos. Luego de ese hallazgo No se han vuelto a
encontrar evidencias de circulacién viral en la region. El objetivo de este
estudio, fue investigar la circulacién de OROV, utilizando como herramienta la
técnica de rt-PCR modalidad anidada. Se estudiaron 160 sueros de muestras
agudas tempranas (5 dias desde el inicio de los sintomas) en pacientes con
sintomatologia compatible y que hayan resultado negativos en sus estudios
previos para virus dengue, durante la campafia 2010-2011. No se obtuvieron
resultados positivos en las muestras evaluadas, por lo que no se ha
evidenciado circulacion de OROV en casos con sintomatologia clinica
compatibles detectados en la provincia de Jujuy durante el periodo de estudio.

Palabras claves: Virus Oropouche, Virus Dengue, Culicoides paraensis,
sindromes febriles inespecificos.
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2. Problematica

En base a los datos provistos por el Sistema Nacional de Vigilancia
Laboratorial (SI.VI.LA) en el periodo comprendido entre el mes de noviembre
del 2009 a enero del 2011, 724 casos fueron denunciados como sospechosos
de dengue. Los mismos fueron investigados por los laboratorios de la red
provincial, encontrando los siguientes resultados (tabla 1):

Tabla N21. Casos sospechosos de dengue estudiados por el laboratorio en el periodo de
noviembre -2009 enero-2011. Fuente SI.VI.LA

Resultado de laboratorio N° de casos

Negativo 384

Positivo confirmado Virus Dengue
. s 1
(Flavivirus flaviviridae)

Positivo confirmado Virus Dengue

(serotipo 1) £

Dengue Probable 8

Dengue sospechoso-RESULTADO

NO CONCLUSIVO 259

En estudio 68

Muestra no apta para el diagnoéstico 1
Total 724

Observando estos datos podemos notar que existen al menos 384 casos
de pacientes denunciados como sindromes febriles inespecificos, en los cuales
se sospecha de una infeccién por virus dengue, que resultan negativos para
dicho virus. A demés tenemos en cuenta a aquellos 259 casos que presentan
un resultado NO CONCLUSIVO, que son potenciales negativos, ya que
presentan al menos un resultado negativo para dengue y no pudieron ser
confirmados por no contar con una segunda muestra. Estas situaciones llevan
a pensar que dichos pacientes podrian presentar algun tipo de infeccion por
otro microorganismo, que presente una sintomatologia similar a la infeccion por
virus dengue.

La provincia de Jujuy consta de cuatro regiones geogréficas diferentes,
Puna, Quebrada, Valles y Yungas. En la region de las Yungas o ramal, la
infeccion por virus dengue es endémica. Esta situacion se debe principalmente
a la presencia de un clima céalido, con veranos intensos y abundantes
precipitaciones, que permiten el desarrollo de su vector, el aedes aegypti, un
“‘mosquito” perteneciente a la familia Culicidae. Este clima también es propicio
para el desarrollo de otros insectos dipteros que pueden funcionar como
vectores virales. Es el caso de los pertenecientes al género Culicoides, mas
precisamente el Culicoides paraensis. Principal vector en la transmision urbana
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de virus Oropouche en las zonas endémicas del amazonas (1). En la provincia
de Jujuy se sabe que el Culicoides paraensis se comporta como un vector
secundario en la transmision de un parésito nematodo, responsable de los
casos de filariasis en la zona de las yungas jujefias (2). Ademas de las
mencionadas situaciones, en el afio 2005 Fabbri y colaboradores evidenciaron
la circulacion de OROV en nuestra provincia (3).

El proposito de este estudio es investigar la etiologia por OROV en
sindromes febriles inespecificos, que resultan negativos para virus dengue.
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3. Marco teodrico

3.1. Virus Oropouche familia y clasificacion seroldgica

El OROV pertenece a la familia Bunyaviridae. Familia establecida en el
afio 1975 y constituida por 4 géneros que infectan animales (Orthobunyavirus,
Phlebovirus, Nairovirus, Hantavirus) y un género cuyos miembros infectan
plantas (Tospovirus) (4). La mayoria de los virus pertenecientes a esta familia
son transmitidos por artropodos principalmente mosquitos, garrapatas y
flebotominos. Los Hantavirus son transmitidos por los aerosoles de las excretas
de los roedores contaminados (5).

El OROV pertenece al género Orthobunyavirus. Serolégicamente el
género Orthobunyavirus presenta 18 serogrupos distintos (6). EI OROV
pertenece al serotipo Simbu, la clasificacién de los virus pertenecientes a este
grupo se realiz6 utilizando las técnicas de inhibicion de la hemaglutinacion,
fijacion de complemento y neutralizacion (7), dando origen a 5 complejos
antigénicos: Simbu, Manzanilla, Oropouche, Thimiri y Nola. EI OROV esta
incluido en complejo que lleva su hombre conjuntamente con los virus Utinga,
Jatobal, Utive, Buttomwillow, Face’s Paddock (4).

3.2 Diagnostico

El diagnéstico de infeccion por ORQV, consiste en el aislamiento viral, la
detecciéon del ARN viral, o deteccion de anticuerpos especificos en el suero del
paciente. La eleccion de la técnica diagnostica dependera del tiempo en que
fue tomada la muestra, respecto al inicio de sintomas del paciente. La muestra
de eleccion en todos los casos es el suero fresco, tomado por puncién venosa.

Cuando la muestra es tomada en la fase aguda de la infeccion, en el
periodo que va desde el inicio de la sintomatologia hasta los primeros 4 a 5
dias de evolucion, los métodos de eleccion serdn el aislamiento viral, que
puede ser realizado en ratones lactantes o en cultivos celulares en células
VERO, o la investigacion de ARN viral, para los cuales existen las técnicas de
rt-PCR convencionales o también rt-PCR en Tiempo real (5).

Cuando la muestra sanguinea es tomada luego de los primeros 5 dias
de iniciado los sintomas, se debera investigar la circulacién de anticuerpos
especificos. Para ello se cuenta con las técnicas de Inhibicion de la
hemaglutinacion, test de neutralizacion o la investigacion de Ig M por método
de ELISA.

Pagina 8



Hay que aclarar que no existe en el mercado un equipo comercial para la
investigacion de OROV, por lo que cualquiera que sea la técnica que se utilice
para su estudio debera ser del tipo casera (in-house).

En base a accesibilidad metodoldgica las técnicas mas utilizadas para la
investigacion de OROV son:

e Eninfecciones agudas, de 0 a 5 dias de evolucion, rt-PCR
convencional o rt-PCR de tiempo real.

e Luego de los 5 dias de evolucién la técnica de eleccion es ELISA
de captura de IgM (Mac-ELISA).

3.3. Estructura

Se asume que las particulas virales de oropouche presentan la misma
morfologia que la observada en los demés orthobunyavirus, debido a que no
existen estudios de microscopia electronica en virus oropouche aislados de
humanos que certifiquen su estructura. Los estudios de virus emparentados
como el Virus La Crosse, muestran una particula esférica de 80 a 110 nm de
diametro de tamarfio, envuelta de una membrana lipidica, proveniente del Golgi
y ocasionalmente de la membrana plasmatica celular (6). En el interior de la
particula viral, el genoma se organiza en tres segmentos de ARN
monocatenarios de diferentes tamafios (pequefio, mediano y grande), ligados a
una proteina L, todo esto rodeado de una proteina N (nucleocapside) (8, 9)
Figura N° 1.
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80— 110 nm

Figura 1. Representacién esquematica de la particula viral de un Orthobunyavirus. Donde
se nota los tres segmentos de ARN (P, M y G) asociados a la proteina L. Circundando al ARN
las proteinas N. En la envoltura (E) viral se observa las glicoproteinas Gg y Gn (10).

Adaptado de Fauquet y col (4)

El acido nucleico del OROV presenta tres segmentos de ARN simple
hebra, con polaridad negativa de diferentes tamafios: el pequefio (P) de 754
nucleétidos, el medio (M) de 4385 nucledtidos y el grande (G) de 6846

nucleodtidos (10, 11, 12, 13). Figura N° 2.

Segmento P Segmento M Segmento G

3 754nts 3 3 4385nts 5 ¥ 6846nts 9

[
L 261KDa

N 26 KDa Gn Gc
m 32KDa 18KDa 111 KDa 261KDa

I —
Figura 2. Organizacion gendmica de OROV, ARNs gendmicos representados en lineas finas.
Los ARNm son representados por las flechas (las flechas indican el origen 3 del cebador
hasta el extremo 5°). Los productos de los genes aparecen con sus tamafos en KDa. N:
Nucleocapside; Gn y Gc: glicoproteinas de superficie; NSm, NSs: proteinas no estructurales;

y L proteina estructural (9).
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El segmento genémico G contiene, en un marco abierto de lectura, la
secuencia nucleotidica que codifica para la proteina L, una ARN polimerasa
dependiente de ARN. El segmento gendmico M codifica en un Unico marco
abierto de lectura una gran poliproteina, que luego es escindida en las
glicoproteinas de superficie Gc y Gn y en una proteina no estructural NSm (13).
El segmento gendmico P presenta dos marcos abiertos de lectura, que
codifican para una proteina estructural del nucleocapside (N) que rodea cada
uno de los segmentos de ARN gendmico y una proteina no estructural llamada
NSs (14).

En bases a la secuenciacion total del gen N del segmento P, el OROV
puede dividirse filogenéticamente en cuatro grupos LILIITy IV (10, 15)

3.4. Ciclos de transmision, reservorios y vectores.

El OROV es el mas importante agente etiolégico de una enfermedad
humana vehiculizado por una especie de Ceratopogonidae. Se reconocen dos
ciclos:

El ciclo silvestre, en el cual la infeccion transcurre de modo asintomatico
en perezosos, primates (en quienes el virus fue aislado), aves y roedores (en
quienes se aislaron anticuerpos neutralizantes). Este ciclo es transmitido
probablemente por los mosquitos (Culicidae) Coquillettidia venezuelensis y
Ochlerotatus serratus, de los cuales fue aislado el virus (16).

El ciclo urbano, por otra parte, se manifiesta por epidemias que afectan
al hombre, y las poblaciones de Culicoides paraensis ostentan una gran
densidad durante las epidemias del virus ORO (17, 18). Ademas, C. paraensis
resultd ser un vector eficiente en ensayos experimentales de transmision a
hamsters, y el hombre desarrolla una viremia de suficiente nivel como para
infectar a los Culicoides y, a su vez, estos pueden retransmitir el virus al
hamster (19; 20). EI hombre se comportaria como un amplificador del virus en
condiciones urbanas. La transmision del OROV al hamster ha sido también
demostrada utilizando el mosquito Culex quinquefasciatus, aunque este es
mucho menos eficiente (21). Estos y otros estudios sugieren fuertemente que
C. paraensis es el mayor vector biolégico del OROV al hombre durante el
transcurso de las epidemias urbanas. Figura N° 3.

En cuanto a la posibilidad de encontrar dichos vectores en la provincia
de Jujuy existen registros bibliograficos que informan de la presencia de
Coquillettidia venezuelensis, Ochlerotatus serratus y Culex quinquefasciatus
(22). Aunque no especifica las regiones provinciales donde se encuentran. En
el caso de Culicoides paraensis, existen registros de encontrarse en la zonas
de la yunga, cerca de la ciudad de Fraile Pintado, perteneciente al
departamento de Ledesma (2).
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Ciclo Silvestre Ciclo Urbano
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P Culicoides sp (?) Culicoides paraensis
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// —/ - .
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Figura N23. Ciclos de transmision del OROV. “Silvestre y Urbano” Donde se describe los
hospedadores y los vectores involucrados en cada ciclo.
Adaptado de Vasconcelos H. (10).

3.5. Aspectos clinicos

La fiebre Oropouche tiene un periodo de incubacion que dura de cuatro
a ocho dias, la fase aguda inicia con una fiebre de comienzo brusco, mayor de
39°C, con sintomas similares a los observados en la fiebre del dengue, a
menudo puede acompafarse de cefaleas, mialgias, artralgias y anorexia.
Algunos pacientes también presentan nauseas, vomitos, dolor retro ocular, rash
y escalofrios. Estan descriptos ademas cuadros meningeos. La recuperacion
de los enfermos es completa y no existen registros de casos fatales.

3.6. Antecedentes y Distribucion geogréafica

La fiebre oropouche, es una infeccién arboviral febril urbana, extendida
por todo américa de sur, con mas de 30 epidemias informadas en
Latinoamérica desde 1960 a 2011 en los paises de Brasil, Perd, Panama, y
Trinidad y Tobago (23). El virus se aislo por primera vez en 1955 en un
paciente febril proveniente de Vega de Oropouche en Trinidad y Tobago y de
un pool de mosquitos Coquillettidia venezuelensis (23). Luego se ha registrado
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en numerosas localidades selvaticas de Brasil, Perd y Panama. En Brasil en
1960 se aislo el virus de un perezoso (Bradypus tridactylus) capturado cerca
una zona boscosa durante la construccion de la autopista Belem-Brasilia y de
un pool de mosquitos Ochlerotatus serrato capturado cerca del mismo sitio (24,
25).

En Brasil a partir del afilo 1962 se han registrado numerosos casos de
infecciones por OROV y epidemias producidas por este virus en diferentes
centros urbanos de los estados de Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Para,
Rondo6nia y Tocantins (26, 27). También se registraron epidemias en Peru, en
1992, en la ciudad de lquitos del departamento Loreto (25). Los ultimos brotes
de OROQV registrados en Peru fueron en el afio 2010 y 2011 en el pueblo de
Bagazan Departamento San Martin en la selva peruana (28) y localidades de
La Esperanza y Casablanca del distrito de Pimpingos de la provincia de
Cutervo en la region Cajamarca respectivamente (29). Existen otros paises de
américa del sur donde se evidenci¢ la de circulacion de OROV como Ecuador
(30) y las regiones Bolivianas de Santa Cruz de la Sierra y Cochabamba. (31)

3.7. Antecedentes en Argentina

En un estudio realizado durante el periodo comprendido entre 10/2002 a
05/2003, sobre 132 muestras de pacientes con sindromes febriles inespecificos
o clinica compatible con dengue, de diferentes puntos de Argentina (Buenos
Aires, Cordoba, Corrientes, Formosa, Jujuy, Salta, Tucuman y Santa Fé),
donde todos los sueros presentaban serologia negativa para virus dengue, por
la técnica de Mac-ELISA, fueron analizadas, en el instituto Maiztegui (INEVH)
por medio de un Mac-ELISA (implementado en el CNR con reactivos cedidos
por el Dr. Vasconcelos del Instituto Evandro Chagas, de Belem, Brasil), con
antigenos especificos para OROV. Encontrandose como resultado 8 sueros de
pacientes reactivos para virus ORO. Los resultados y la distribucién por
provincias se presentan en la tabla N°2
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Tabla N22. Antecedentes de estudios serolégicos de OROV en Argentina.

Provincia Positivos/Estudiados*(%) Localidad (N°
muestras positivas)

Buenos Aires 0/3(0%)
Cordoba 0/3(0%)
Corrientes 0/2(0%)
Formosa 2/7(28%) Clorinda (2)
Jujuy 3/49(6,1%) Yuto (1)

Palma sola (1)
San Pedro (1)

Salta 3/62(4,4%) Oran (2)
Salvador Mazza (1)

Santa Fe 0/11(0%)

Tucuman 0/1(0%)

Técnica utilizada Mac-ELISA.

Estos resultados preliminares permitieron evidenciar, serolégicamente, la
presencia de OROV en la regién norte de Argentina (32). Luego en el afio
2005, Fabbri y colaboradores, detectaron, por la técnica de rt-PCR, 5 muestras
positivas a partir de 10 sueros provenientes de pacientes con menos de 5 dias
de evolucién, los cuales presentaban sindromes febriles inespecificos o clinica
compatible con dengue. Todas las muestras fueron negativas cuando se
intentd un aislamiento de virus dengue, las mismas provenian de la provincia
de Jujuy, y fueron tomadas durante el periodo de tiempo comprendido entre los
meses de Enero a Mayo del afio 2005.

A partir de las mencionadas muestras positivas, se pudo secuenciar el
gen N completo del OROV, demostrando la existencia de un grupo filogenético
distinto provisionalmente denominado genotipo V. (3).

Luego de este hallazgo no se ha vuelto a confirmar la circulacién de
OROV en nuestro pais.

3.8. Descripcién del &mbito del estudio

La provincia de Jujuy esta ubicada en el extremo norte de la Region
Noroeste de la Republica Argentina. Comprende entre los 21°46" y los
24°37 de latitud sur, y entre los 64°9” y los 67°13" de longitud oeste.

Ocupa una extension de 53.219 km2, lo que representa 3% del area
continental Argentina.

Al norte tiene 312 km de frontera con la Republica de Bolivia, en tanto
hacia al oeste 130 Km fronterizos con la Republica de Chile. En cuanto a su
limite este y sur, Jujuy limita con la provincia de Salta.
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Su territorio queda atravesado por el tropico de Capricornio y forma
parte de la region del noroeste del pais. La division politico-administrativa
comprende 16 departamentos: Cochinoca, Dr. Mauel Belgrano, ElI Carmen,
Humahuaca, Ledesma, Palpala, Rinconada, San Antonio, San Pedro, Santa
Barbara, Santa Catalina, Susques, Tilcara, Tumbaya, Valle Grande y Yavi.

La capital se llama San Salvador de Jujuy y estd ubicada en el
departamento Dr. Manuel Belgrano.

Segun datos del censo nacional del afio 2010, la provincia de Jujuy
presenta una poblacion total de 672.260 habitantes.

La provincia de Jujuy exhibe cuatro regiones geograficas, que
presentan grandes diferencias en sus climas, flora y fauna.

Region de Valles: es la region mas llana y comprende el area sur de la
Provincia de Jujuy. El relieve predominante son los valles, pero existen
también algunas manifestaciones montafiosas importantes, que culminan en
la méxima altura de Jujuy: ElI Cerro Chafii, de 5.896 m.s.n.m. Su clima
templado, presenta una temperatura maxima media de 24,7°C y promedia
una minima de 11,0°C con una amplitud térmica anual de 13,0°C (33), esto
hace que sea la zona mas poblada y explotada. ElI promedio de
precipitaciones anuales es de aproximadamente 1100 mm, siendo mayor en
el periodo que va de diciembre a marzo (33). El Rio Grande y sus afluentes
favorecen la agricultura, y varios diques forman importantes espejos de
agua, aptos para el riego de grandes areas agricolas.

La region de los Valles se extiende por los departamentos Dr. Manuel
Belgrano, Palpala, EI Carmen y San Antonio. Entre sus llanuras y grandes
extensiones con poca pendiente; existen también algunas elevaciones
importantes como Zapla, Tilquiza, Ledn, Reyes, Guerrero o La Almona.

Region de las Yungas o Selva: Las Yungas cubren el sector oriental
de Jujuy y es la zona mas baja de la Provincia, aunque cuenta con relieves
de diferentes alturas. Su clima es célido, con veranos intensos presenta una
temperatura maxima media de 30,4°C y promedia una minima de 15,5°C
con una amplitud térmica anual de 14,9°C (33), ademas abundantes
precipitaciones que forman una red hidrografica de importancia. La
vegetacion es exuberante y contiene una gran riqueza forestal.

Las Yungas también poseen la mayor reserva de fauna de Jujuy. La
economia de la region es favorecida por la producciéon agricola (cafia de
azucar, citricos y hortalizas) y las industrias asociadas: Ingenios azucareros
(Ledesma, La Esperanza) que elaboran azucar, alcohol y papel; fabricas de
concentrados citricos, y gran cantidad de aserraderos. Esta zona forma
parte de las Selvas Subtropicales de Montafia, 0 Selvas Nubladas, que se
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distribuyen como una estrecha faja sobre el costado oriental de los Andes,
desde Venezuela hasta la provincia argentina de Catamarca. En Jujuy
abarca desde la Cordillera Oriental hasta las Sierras Subandinas, entre los
400 y los 3.000 m.s.n.m. Esta regién, uno de los ecosistemas con mas alta
biodiversidad de Argentina, estd cruzada por numerosas serranias que
interceptan los vientos humedos del Atlantico y condensan la humedad en
forma de lluvia y neblina. Las lluvias, concentradas mayormente entre
noviembre y abril, van desde los 1.000 hasta los 3.000 mm. Anuales, y en la
estacion seca (mayo a octubre), se produce un fenémeno de precipitacion
horizontal, resultado de la condensacion de la neblina sobre las copas de los
arboles, que suma entre 300 y 900 mm. al afio.

En la region de la Yungas se encuentran los departamentos de San
Pedro, Santa Barbara, Valle Grande, Ledesma

Region de la Quebrada: abarca la zona central de la Provincia de
Jujuy. Posee un clima seco, frio y ventoso y constituye una faja de transicion
hacia la Puna con una temperatura maxima anual de 22,9°C y una minima
de 2,9°C (33). La vegetacion es escasa. El clima es célido y seco; las
escasas lluvias estivales que promedian los 200 mm, la intensa radiacién
solar, los fuertes vientos y el inclinado relieve provocan una erosion natural
gue limita el desarrollo de la flora.

En esta region estan los departamentos de Humahuaca, Tilcara y
Tumbaya.

Region de la Puna: es una inmensa meseta que se extiende al Norte y
Oeste de la Provincia de Jujuy, recorrida por cordones montafiosos de una
altura promedio superior a los 3.800 m.s.n.m. El clima es frio y seco, y
presenta una gran amplitud térmica, con un promedio de temperatura
maxima de 22,5 °C y una minima que media los 0,9°C. Las escasas lluvias
son estivales y se manifiestan de manera torrencial, con registros de 200 a
400 mm. Anuales.

Los departamentos que lo componen son: Cochinoca, Rinconada,
Santa Catalina, Susques y Yavi.

En la figura N°3 se observa la distribucion de las diferentes regiones
geograficas de la provincia.
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Figura N2 3. Mapa politico de la provincia de Jujuy, con sus cuatros regiones geograficas.
VALLES, YUNGAS, QUEBRADA Y PUNA.

Fuente: Secretaria de turismo de la provincia de Jujuy.
3.9. Breve resefia de la organizacion del sistema de salud en la
provincia de Jujuy

El sistema de salud provincial sectoriza la provincia en cinco grandes

zonas, teniendo en cuenta accesibilidad, poblacion, caracteristicas geograficas,
demograficas, pautas culturales (34) figura N°4
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Figura N2 4. Mapa de la provincia de Jujuy mostrando las cinco divisiones zonales que hace
el sistema provincial de salud. Zonas Sanitarias: 1 Centro, 2 Valles, 4 Quebrada, 5 Punay 3
Ramal

Fuente: Direccion de Bioquimica de la Provincia de Jujuy.

A cada una de estas zonas se las subdivide en &reas sanitarias, con un
total de 22 areas programéticas donde en ellas se encuentran 27 hospitales de
cabeceras y 270 Centros de Atencién Primaria de Salud (CAPS). Figura N°5.

Dichas zonas sanitarias tienen coincidencias con la division geografica
del territorio provincial figura N°3.
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) PROVINCIA DE JUJUY
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Figura N2 5. Ref. Mapa de la provincia de Jujuy con division politica y mostrando las veintidds areas

programaticas, hospitales de cabecera, y puesto de salud.
Fuente: Direccidn de Bioquimica de la Provincia de Jujuy.

Hospitales Cabecera de Area:

l. San Roque

. Centro Sanitario

Il. Ing. G. Snopek

V. Wenceslao Gallardo

V. Nuestra Sefiora del
Carmen

VI. Plinio Zabala

VIl.  Guillermo Paterson

VIll. La Esperanza

IX. La Mendieta

X. Escolastico Zegada

Xl Oscar Orias

Xll.  Calilegua

XIlI.  San Miguel

XIV. Nuestra Sefiora del Pilar
XV. Nuestra Seiora del Valle
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Unidad Sanitaria Susques
Salvador Mazza

General Manuel Belgrano
Nuestra Sefiora del Rosario
Jorge Uro




3.9.1 Sintesis de la organizacion de lared provincial de
Dengue

La red provincial de dengue cuenta con un laboratorio de referencia
provincial, el Laboratorio Central de Salud Publica, ubicado en la capital de la
provincia. Realiza las siguientes técnicas diagndsticas para virus Dengue: UM-
ELISA, Mac-ELISA, ELISA Ag NS1 e investigacion directa ARN viral por
método de rt-PCR (de punto final y en tiempo real). A su vez en la zona de las
yungas se encuentran los laboratorios de los hospitales G. Paterson de San
Pedro de Jujuy y Oscar Orias de Libertador General San Martin, con capacidad
de realizar UM-ELISA y ELISA Ag NS1.

Todos los laboratorios de los hospitales de la zonas de los valles,
quebrada y puna derivan al laboratorio central las muestras para que se
investigue alli la infeccién por virus dengue. En cambio los hospitales de la
zona de las yungas (P. S. Caimancito (Caimancito), H. Calilegua (Calilegua), H.
N.Sra. del Pilar (El Talar), H. Escolastico Zegada (Fraile Pintado), H. La
Esperanza (La Esperanza), H. N.Sra. del Valle (Palma Sola), H San José de
Yuto (Yuto), H La Mendieta ((La Mendieta), derivan las muestras a sus
laboratorios de cabecera, H. Oscar Orias de Libertador General San Martin y
Paterson de San Pedro, para que se investiguen alli la infeccion por virus
dengue usando las técnicas de UM-ELISA y ELISA Ag NS1. Una vez
analizadas alli, si es necesario, estos laboratorios derivan las muestras al
Laboratorio Central, para que se continde la investigacion. El Laboratorio
Central ademas de continuar con los estudios pertinentes, es el encargado de
la derivaciones de todos las muestras de la provincia al laboratorio de
referencia nacional” Dr. Julio I. Maiztegui”.

Los reactivos utilizados por la red provincial de dengue son provistos por
la Direccion Nacional de Enfermedades Transmisibles por Vectores del
Ministerio de Salud de la Nacion para la provincia de Jujuy. El Laboratorio
Central y los laboratorios provinciales mencionados que integran la red
provincial de diagnéstico de dengue emplean los mismos reactivos. Los
distintos lotes que se utilizan pasan por un control de calidad que se realiza en
el Laboratorio Nacional de Referencia” Dr. Julio I. Maiztegui" antes de su
distribucion en el pais.

3.10. Algoritmo de trabajo de lared de laboratorios y
notificacién de dengue a través del SIVILA.

La eleccion de las técnicas para el diagndstico de laboratorio de dengue
depende fundamentalmente del tiempo transcurrido entre el inicio de los
sintomas y la toma de la muestra, pero el algoritmo de trabajo para la
confirmacién de los casos se adapta de acuerdo a la informacién
epidemioldgica de la region de procedencia del paciente.
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El AREA SIN CIRCULACION AUTOCTONA de virus dengue o sin brote
confirmado de dengue es aquella en la que no se han confirmado por
laboratorio casos de dengue en pacientes sin antecedente de viaje reciente a
zona afectada. Para el diagndstico debemos tener en cuenta dos situaciones:

Si la muestra es obtenida ANTES de los 5 dias de iniciados los
sintomas, se procesa mediante: Deteccion de Antigeno NS1, si el resultado es
POSITIVO, deberd consignarse como resultado de laboratorio: Dengue
PROBABLE y ser procesada mediante Aislamiento viral y/o deteccion
molecular de genoma viral. En el caso de que el resultado de este ultimo
estudio resultara POSITIVO: se confirma el caso de dengue y debera
consignarse como resultado de laboratorio: CONFIRMADO Virus del Dengue
y serotipo. Si el resultado es NEGATIVO, no se descarta el diagndstico y
debera consignarse como Resultado de Laboratorio Dengue SOSPECHOSO -
RESULTADO NO CONCLUSIVO. Se debe solicitar nueva muestra de suero
con més de 5 dias de evoluciéon. En el caso de que la deteccion de Antigeno
NS1 de la muestra de obtenida ANTES de los 5 dias de iniciados los sintomas
resultara NEGATIVO, no se descarta el diagnéstico y debera consignarse como
resultado de laboratorio: Dengue SOSPECHOSO - RESULTADO NO
CONCLUSIVO. Se debe solicitar nueva muestra de suero con mas de 5 dias
de evolucion.

Si la muestra de suero es obtenida DESPUES de 5 o mas dias de
iniciados los sintomas, se procesa mediante: deteccion de anticuerpos IgM de
virus dengue, si el resultado es NEGATIVO: se descarta el diagndéstico de
dengue. Se deberd consignar como resultado de laboratorio Negativo. Si el
resultado es POSITIVO: se debera consignar como resultado de laboratorio:
Dengue PROBABLE y tomar nueva muestra obtenida entre 10 a 15 dias
posteriores a la primera. En este caso se procesa el par serolégico que
comprende una muestra del periodo agudo y de la convalecencia de la
enfermedad se procesa con deteccion de anticuerpos IgG por Neutralizacion.
Si se determina la SEROCONVERSION se debera consignar como resultado
de laboratorio: CONFIRMADO Virus del Dengue y serotipo cuando fuera
posible. De lo contrario consignar CONFIRMADO Virus del Dengue
(Flavivirus, Flaviviridae) o Flavivirus, Flaviviridae (caso de infeccion por
Flavivirus confirmado). Si se determinan titulos CONSTANTES se debera
consignar como resultado de laboratorio Dengue ANTERIOR. Y si el resultado
es NEGATIVO, se descarta el diagndstico de dengue. Se debera consignar
como resultado de laboratorio Negativo.

Cuando nos encontramos EN AREAS CON CIRCULACION
AUTOCTONA DE VIRUS DENGUE es decir aquella en la que se han
confirmado por laboratorio mediante aislamiento viral y/o deteccién del genoma
viral y/o seroconversiéon mediante prueba de neutralizacién para virus dengue,
en muestras de suero pareadas del periodo agudo y de la convalecencia de
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pacientes SIN antecedentes de viaje reciente a zona afectada. En esta
situacion cuando: se obtengan resultados Positivos para NS1, aislamiento viral,
deteccion molecular del genoma viral, IgM, Neutralizacion, se debera consignar
como Resultado de Laboratorio: DENGUE CONFIRMADO. Cuando se obtenga
resultado Negativo por IgM en muestras obtenidas después de 5 o0 mas dias de
evolucion, se debera consignar como Resultado de Laboratorio: NEGATIVO. Y
Cuando se obtenga resultado Negativo por aislamiento viral y/o deteccion
molecular en muestras obtenidas antes del 5° dia de evolucion, se debera
consignar como resultado de laboratorio: DENGUE SOSPECHOSOS-
RESULTADO NO CONCLUSIVO. (35)

En la figura N° 6 se puede observar esquematicamente el algoritmo de
trabajo de laboratorios y notificacion a través de SIVILA.
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I En dreas SIN circulacion autoctona de Dengue
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Figura N2 6. Algoritmo de trabajo de laboratorios y notificacion a través de SIVILA.
Fuente www.msal.gov.ar
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4. Objetivo

El objetivo es investigar la circulacion de OROV mediante técnicas
moleculares en muestras de casos clinicos compatibles con dengue, pero
virolégicamente negativos para ese virus, de la provincia de Jujuy (Noviembre
2009-enero 2011).

Esta investigacion permitird discernir si uno de los causantes de los
sindromes febriles encontrados en el periodo anteriormente mencionado es
ocasionado por OROV, el cual no es tenido en cuenta en el algoritmo
diagnéstico de sindromes febriles inespecificos.
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5. Materiales y métodos

El presente estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de
la provincia de Jujuy, anexol

5.1. Periodo de estudio

Las muestras fueron recolectadas desde noviembre del aflo 2009 hasta
enero del 2011, estudiandose un total de 160 muestras.

5.2. Origen de las muestras
Se estudiaron 160 muestras de suero remitidas por los diferentes
laboratorios regionales de la provincia de Jujuy, y derivadas al Laboratorio de

Biologia Molecular-Laboratorio Central de Salud Publica de la provincia, donde
se realizaron las determinaciones correspondientes.

Los laboratorios que derivaron muestras distribuidos por zonas
geograficas, se listan en la tabla N°3.
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Tabla N2 3. Diferentes laboratorios de la provincia de Jujuy que derivaron muestras
distribuidos por zonas geograficas.

Region geografica Hospitales

Valles Hospital de nifilos Dr. H. Quintana
(San salvador de Jujuy),

H. Pablo Soria (San salvador de
Jujuy),

H. San Roque (San salvador de
Jujuy),

H. Monterrico (Monterrico)

H nuestra Sra. Del Carmen (El
Carmen).

Yungas H. Caimancito (Caimancito),

H. Calilegua (Calilegua),

H. N.Sra. del Pilar (El Talar),

H. Escoléastico Zegada (Fraile
Pintado),

H. La Esperanza (La Esperanza),
H. Oscar Orias (Libertador General
San Martin),

H. N.Sra. del Valle (Palma Sola),
H. Dr. Guillermo Paterson (San

Pedro),

H. San Miguel (Yuto).
Puna H. Dr. Jorge Uro (La Quiaca).
Quebrada Ningun hospital de esta region derivo

muestras de pacientes con sintomas
febriles inespecificos.

5.3. Tipo de muestras

La muestra usada para el estudio fue suero fresco, extraido por puncion
venosa.

El suero fue remitido al Laboratorio Central de Salud Publica
correctamente rotulado, de forma refrigerada y en triple envase, reuniendo
todas las condiciones de bioseguridad establecidas por el laboratorio de
referencia provincial (Laboratorio Central de Salud Publica de la provincia).

En ciertos casos la muestra debia ser utilizada por los laboratorios
derivantes, por lo que luego de ser utilizada se refrigeraba hasta remitirla al
laboratorio de referencia provincial donde era guardada a -70°C hasta su
posterior utilizacion, por un lapso no mayor a un afio.
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5.4. Criterios de seleccidon de las muestras

Se seleccion6 toda aquella muestra, provenientes de pacientes con
sindromes febriles inespecificos (caso), clasificados como “dengue
sospechosos” por su evolucién clinica, segun criterio del profesional médico
que lo evalué.

Se defini6 como caso a toda persona de cualquier edad y sexo que
presenta fiebre, de menos de siete dias de duracion, mialgias y cefaleas sin
afeccidn de las vias aéreas superiores y sin etiologia definida.

Al pedido de analisis se acompafaba de la ficha epidemioldgica, de
“Vigilancia de Sindrome Febril” (anexo 2), facilitada por la direccion de
Epidemiologia de la Provincia y el Laboratorio Central de Salud Publica, donde
era obligatorio completar correctamente los siguientes datos:

e Datos completos del paciente.
e Dias de evolucion de la enfermedad y fecha de toma de muestra.

e Si vigj6 a alguna zona con incidencia de dengue o arbovirus
relacionados en los ultimos 15 dias.

e Y sifue vacunado contra la fiebre amarilla.

Todas las muestras que fueron remitidas sin ficha epidemiolégica
debidamente completada, al menos con los items listados anteriormente y
firmados por el profesional de salud responsable del pedido, no se procesaron,
debido a que no se podia discriminar en qué periodo de la infeccion se
encuentra el paciente para evitar realizar un diagndstico erréneo.

Se estudiaron todos aquellos sueros cuyo periodo de evolucion estén
comprendidos entre 0 y 4 dias de evolucién desde el comienzo de inicio de
sintomas.

5.5. Procesamiento de las muestras

El procesamiento de la muestra vario dependiendo de quienes fueran los
laboratorios derivantes, aquellos laboratorios con capacidad de realizar
estudios de antigeno NS1 para dengue, es el caso de los laboratorios del
Hospital G. Paterson de San Pedro de Jujuy y Hospital Oscar Orias de
Libertador General San Martin, remitieron en forma refrigerada al laboratorio
Central todas aquellas muestras que dieran negativas para el estudio antigeno
NS1.
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Una vez que la muestra se encontraba en el laboratorio Central, 150 ul
de la misma era utilizada para la extraccion del material genético (ARN) con el
equipo NucleoSpin® RNA Virus de (Macherey Nagel) (segun indicaciones del
fabricante). El resto de la muestra junto con el ARN extraido se guardo a -70°C.

El resto de los laboratorios que no cuentan con la capacidad de
diagnostico de dengue a traves de la deteccion de antigeno NS1, remitieron el
suero de manera refrigerada para que se realicen los andlisis correspondientes
en el Laboratorio Central.

De la muestra enviada se utilizé 50 ul para el estudio de Ag NS1 y 150 ul
se utiliz6 para la extraccion del material genético (ARN) con el equipo
NucleoSpin® RNA Virus de (Macherey Nagel) (segun indicaciones del
fabricante). El resto de la muestra junto con el ARN extraido se guardo a -70°C.

5.6. Estudios de screening para dengue

5.6.1. Investigacion de Antigeno NS1 por método de ELISA
“Sandwich”

A todas las muestras se les estudio la presencia del Ag NS1 con el
reactivo comercial de la marca (Bio-Rad) “Platelia Dengue NS1 Ag” segun
indicaciones del fabricante (35) figura N° 6. La deteccion del antigeno NS1 en
el estudio de las infecciones por dengue se utiliza como técnica de screening
de muestras agudas. Esta glicoproteina puede detectarse hasta el dia 13, pero
la sensibilidad de su deteccién disminuye a medida que aumentan los dias de
evoluciéon. Es una metodologia que no determina serotipo. Es un método
sumamente Util para valorar infeccibn aguda de virus dengue, en aquellos
laboratorios que no cuentan con la infraestructura para realizar estudios
moleculares.
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Figura N2 6 Indicacion esquematica del funcionamiento y procedimiento del reactivo
comercial “Platelia Dengue NS1 Ag.

5.6.2. Evaluacion de calidad de la muestra para estudios
moleculares.

Para evaluar si las muestras estaban en condiciones de ser analizadas
se estudié la presencia de la RNasa P humana. Este sistema analiza la
presencia de ARN de genes humanos de la RNAsa P, para indicar si la
muestra a analizar es de calidad aceptable.

Del total de las 160 muestras, se seleccion6 a las 60 muestras mas
antiguas o aquellas que puedan prestar alguna duda en su transporte. Se
escogidé las muestras mas antiguas para certificar que la conservaciéon de las
mismas en el laboratorio era correcta y en algunos casos se evalu6 la calidad
de las muestras, que habian sido transportadas sin la refrigeracion adecuada.

Para ello se eligi6 como técnica una rt-PCR en Tiempo Real. Utilizando
el protocolo descripto por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) para el diagnéstico del nuevo subtipo del virus de
influenza A (H1N1)1 28 de abril de 2009 (36).

Los primers y sondas utilizados se listan en la tabla 4.
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Tabla N2 4. Primers y sondas utilizados en el proceso de evaluacién de calidad de la

muestras.

Nombres | Secuencias 5-3° Fuoroforo/quencher
RnaseP AGA TTT GGA CCT GCG AGC G

Forward

RnaseP GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT

Reverse

RnaseP TTC TGA CCT GAA GGC TCT FAM/BHQ-1

Sonda GCG CG

Ref. Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC). (36).

El protocolo de trabajo utilizado, fue el recomendado por la enzima,
SuperScript Il Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System de la
empresa (Invitrogen) tabla N°5.

Tabla N2 5. Protocolo de amplificacion para el estudio de presencia de la RNasa P humana

por rt-PCR en tiempo real.

Reactivos

Volumenes de reactivo

Concentracion final

por reaccion uM
Agua libre de 5.5 4l 0,2
nucleasas
RnaseP Forward 0.5 4l 0,2
(10uMm) ’
RnaseP Reverse 0.5 pl 0,2
(10uM) '
RnaseP Probe 0.5 4l 0,2
(10uM) '
SuperScript™ |
RT/Platinum® 0.5 ul
Taq Mix
PCR Master Mix 2X 12.5 pl
Muestras 5 ul
Volumen total 20.0 pl

Ref. Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC). (36).

Las condiciones de amplificacion para una reaccion de 25 ul son las
citadas a continuacion tabla N° 6:
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Tabla N2 6. Condiciones de amplificacion para el estudio de presencia de la RNasa P
humana por rt-PCR en tiempo real.

Transcripcion inversa 50°C por 30 min
Activacion de inhibidor Taq 95 °C por 2 min
Amplificacion de PCR Amplificacion de 95 °C por 15 seg
PCR 55 °C por 30 seg*

*Deben recolectarse los datos de fluorescencia (FAM) durante el paso de
incubacion
de 55 °C

Ref. Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC). (36).

Para la interpretacion del resultado se siguid las recomendaciones del
protocolo de diagndstico citado en el CDC (36).

Para considerar como aceptable una muestras, todos los sueros deben
exhibir curvas de reaccién RP que crucen la linea umbral en los primeros 37
ciclos, indicando asi la presencia de ARN de genes humanos RNase P.

5.6.3. Investigacion de material genético viral (ARN) por método
de rt-PCR

Todas las muestras derivadas al Laboratorio de Virologia del Laboratorio
Central provincial, se les estudio la presencia de ARN viral por la técnica de rt-
PCR en el Laboratorio de Biologia Molecular.

Las muestras analizadas durante el afio 2009 hasta enero del 2010
(inclusive) se las investigd utilizando la técnica de rt-PCR multiplex modalidad
anidada (nested) de punto final, segun el protocolo descripto por Lanciotti y col.
(37) recomendado por la Red Nacional de Dengue. Se estudiaron un total de
48 muestras por esta técnica. Esta técnica se llevo a cabo en un termociclador
marca Labnet modelo MultiGene.. Utilizando los controles provistos por el
instituto Maiztegui (INEVH).

Esta metodologia permite amplificar la regién codificante C-prM del virus
dengue. Consta de un paso inicial de retrotranscripcion seguido de una primera
amplificacion, que se realiza en conjunto (un solo paso), utilizando los primers
D1 y D2, generando un fragmento de 511 pb que no permite discernir el tipo
viral. Con una dilucién 1/50 de la primera amplificacion se lleva a cabo una
segunda amplificacion, con los primers D1, TS1, TS2, TS3, TS4, cuyos
productos de amplificacién se corren en un gel de agarosa al 2% tefido con
bromuro de etidio. Este sistema permite tipificar los 4 tipos virales de dengue.
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A continuacion se lista las secuencias de los primers con los tamafios de
los amplicones (tabla 7).

Tabla N2 7. Primers utilizados para la amplificacion de virus dengue por rt-PCR multiplex

modalidad anidada (nested) de punto final.

Region del Primer Secuencia 5’-3’ Tamarfo del
genoma ADN
amplificada amplificado
(pb)
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAA | 511
CCG
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAG | 511
GTTC
C-prM TSI | CGTCTCAGTGATCCGGGGG 482 (D1-TS1)
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 119 (DI -TS2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 290 (DI -TS3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 392 (DI -TS4)

Ref. Lanciotti y col (37).

Los protocolos de amplificacion utilizados y las condiciones de ciclado se
detallan a continuacion en la tabla N° 8:

Tabla N2 8. Protocolo de amplificacién del primer round para el estudio de presencia de virus

dengue por rt-PCR multiplex modalidad anidada (nested) de punto final.

RT-PCR + Round1l

Concentracion x1 (ul) Concentracion final

Stock
H20 20,8
Buffer 10X 5x 3,3 | 1x
CL2Mg 25mM 1,8 1,5mM
dNTP Mix 10 mM 0,6 | 0.1uM
DTT 0,1 M 1,5 | 0,005M
RNAsin 0,1
D1 100 uM 0,3 | 1.2uM
D2 100 uM 0,3 | 1.2uM
TAQ 5 U/ul 0,3(1,5U
AMV 20 U/ul 0,1|2U
Volumen de MIX. 29,1
Volumen de 27(mix)+3
reaccion (muestra)
Total 30

Ref. Lanciotti y col (37)

Las condiciones de amplificacion son las citadas en la tabla N°9.

Pagina

32




Tabla N2 9. Condiciones amplificacién del primer round para el estudio de presencia de virus

dengue por rt-PCR multiplex modalidad anidada (nested) de punto final.)

Temperatura Tiempo
55°C 65 minutos
95°C 15 minutos
94°C 2 minutos
94°C 30 segundos
550C 1 minutos ciiE)s
72°C 2 minutos
72°C 10 minutos

Ref. Lanciotti y col (37)

Protocolo de amplificacion del segundo round en tabla N° 10.

Tabla N2 10. Protocolo de amplificacién del segundo round para el estudio de presencia de
virus dengue por rt-PCR multiplex modalidad anidada (nested) de punto final.

Round 2

Concentracién x1 (ul) Concentracion final

Stock
Buffer 10x 3,3 | 1x
CL2Mg 25mM 1,8 1,5mM
dNTPs 10 mM 0,6 | 0.2mM
D1 100 uM 0,3 | luM
TS1 100 uM 0,3 | 1uM
TS2 100 uM 0,3 | 1uM
TS3 100 uM 0,3 | luM
TS4 100 uM 0,3 | 1uM
TAQ 50/l 0,3/15U
H20 10x 21,6
Volumen de MIX. 29,1
Volumen de 27(mix)+3
reaccion (muestra)
Total 30

Diluir producto del primer round en 1/50 (2 ul R1 + 98 ul) H20

Ref. Lanciotti y col (37)

Las condiciones de amplificacién son las citadas en la tabla N° 11.
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Tabla N2 11. Condiciones amplificacién del segundo round para el estudio de presencia de
virus dengue por rt-PCR multiplex modalidad anidada (nested) de punto final.)

Temperatura Tiempo
94°C 2 minutos
94°C 30 segundos
55°C 1 minutos 35 ciclos
72°C 2 minutos
72°C 10 minutos

Ref. Lanciotti y col (37)

La transcriptasa reversa utilizada fue la AMV Reverse Transcriptase®
marca (Fermentas), y las polimerasas, Taqg DNA Polymerase (recombinant) (5
U/uL) ® de (Fermentas). Como inhibido de RNAasa, se utilizd varias marcas
como el RNasin® de (Promega) o Ribolock® de (Fermentas). Se utilizd
enzimas de diferentes marcas, por la dificultad en conseguir el producto
RNasin® de (Promega), entre las empresas proveedoras de reactivos, por lo
cual se optd por un producto similar y compatible pero de otra marca.

El resto de las 112 muestras fueron estudiadas utilizando la técnica rt-
PCR multiplex Tiempo Real segun protocolo descripto por Johnson y col (38).

Se trata de una retrotranscripcién seguida de una amplificacion (en un
solo paso) utilizado sondas TagMan. El sistema cuenta con un par de primer
para cada tipo viral y su sonda correspondiente. Cada sonda estd marcada con
diferentes fluor6foros, de manera que pueda ser utilizado como una PCR
multiplex en tiempo real, que permite estudiar los cuatro tipos virales en un solo
tubo de reaccion. Esta técnica se llevd a cabo en un termociclador de tiempo
real marca BioRad modelo CFX 96.

Para todas las determinaciones se utilizé la enzima SuperScript™ Il
Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System de (Invitrogen), segun
indicaciones del fabricante.

En los casos que fue necesario reestudiar las muestras por dudas en el
resultado, se utilizé la misma técnica pero en formato monoplex (estudiando
cada tipo viral por separado).

En todos los casos se considero positiva a toda muestras clinica que
exhibia curvas de reaccion en alguno de los serotipos que crucen la linea
umbral (Ct) en los primeros 36 ciclos. Toda curva de reaccion con Ct mayor a
37 no era considerada. Segun las recomendaciones del protocolo original
descripto por Johnson y col.
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Los primers utilizados con sus respectivos fluoréforos de citan en la tabla

N° 12.

Tabla N2 12. Primers y sondas utilizados en el diagndstico de dengue por rt-PCR en tiempo real.

Tipo viral | Primer- Secuencia 5’-3’ Fluoroforo/quencher
Sonda
Dengue 1l | DEN-1 F | CAAAAGGAAGTCGTGCAATA
DEN-1 C | CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAA
CcC
DEN-1 CATGTGGTTGGGAGCACGC FAM/BHQ-1
Sonda
Dengue 2 | DEN-2 F | CAGGTTATGGCACTGTCACGAT
DEN-2 C | CCATCTGCAGCAACACCATCTC
HEX/BHQ-1
DEN-2 | CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACT
Sonda | TCAA
Dengue 3 | DEN-3F | GGACTGGACACACGCACTCA
DEN-3C | CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGT
CT
DEN-3 | ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAG TR/BHQ-2
Sonda |CTTG
Dengue 4 | DEN-4F | TTGTCCTAATGATGCTGGTCG
DEN-4 C | TCCACCTGAGACTCCTTCCA
DEN-4 | TTCCTACTCCTACGCATCGCATT Cy5/BHQ-2
Sonda |CCG

Ref. Johnson y col (38).

Los protocolos de amplificacién utilizados y RT-PCR multiplex se detallan a

continuacion tabla N° 13.
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Tabla N2 13. Protocolo de amplificacién para el estudio de virus dengue por rt-PCR en
tiempo real, modalidad multiplex

RT-PCR tiempo real Dengue
Concentracion x1 (ul) Concentracion
Stock final
Buffer mix 2X 12,5
D1F 10 uM 0,5 0,2 uM
D1R 10 uM 0,5 0,2 uM
Probe D1 10 uM 0,5 0,2 uM
D2 F 10 uM 0,5 0,2 uM
D2 R 10 uM 0,5 0,2 uM
Probe D2 10 uM 0,5 0,2 uM
D3 F 10 uM 0,5 0,2 uM
D3R 10 uM 0,5 0,2 uM
Probe D3 10 uM 0,5 0,2 uM
D4 F 10 uM 0,5 0,2 uM
D4 R 10 uM 0,5 0,2 uM
Probe D4 10 uM 0,5 0,2 uM
Enzima 4U/uL 0,5 2U
H20 1
Volumen de MIX 20
Producto 5
Total 25

Ref.Johnson y col (38).

Los protocolos de amplificacion utilizados como RT-PCR monoplex se detallan
a continuacion tabla N° 14,

Tabla N2 14. Protocolo de amplificacion para el estudio de virus dengue por rt-PCR en
tiempo real, modalidad monoplex.

RT-PCR tiempo real Dengue

Concentracién x1 (ul) Concentracion
Stock final

Buffer mix 2X 12,5

DF 10 mM 0,5 0,2 uM
DR 10 mM 0,5 0,2 uM
Probe D 10 uM 0,5 0,2 uM
Enzima 4U/uL 0,5

H20 55

Volumen de MIX 20

Producto 5

Total 25

Ref. Johnson y col (38).

Las condiciones de amplificacion se citan en la tabla N°15.
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Tabla N2 15. Condiciones amplificacién para el estudio de virus dengue por rt-PCR en
tiempo real, modalidad monoplex y multiplex.

Transcripcion inversa 50°C por 30 min
Activacion de inhibidor Taq 95 °C por 2 min
Amplificacion de PCR Amplificacion 95 °C por 15 seg
de PCR 55 °C por 30 seg*

*Deben recolectarse los datos de fluorescencia FAM , HEX, Cy5, Texas
red durante el paso de incubacién
de 55 °C

Ref. Johnson y col (38).

Para ambas técnicas se utilizaron los controles provistos por la Red
Nacional de Dengue.

5.7. Estudio de diagnostico para OROV

5.7.1 Investigacion de material genético viral (ARN) por método
de rt-PCR

La investigacion de OROV se realiz6 mediante la técnica de rt-PCR
modalidad anidada segun protocolo cedido por la Red Nacional de Dengue.
Extraido del protocolo de Mohammad y col. (39). Se trata de una primera
amplificacion con primers ORO 1 y ORO 2 que flanquean una region
conservada del segmento S del ARN viral perteneciente al género Bunyavirus.
La segunda amplificacién se realizé con los primers ORON5 y ORON3 que
complementa con la secuencia de la proteina N del segmento genémico S de
virus ORO, dando un fragmento de 693 pb. El resultado se evidencia en un gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Esta técnica se llevd a cabo en
un termociclador marca Labnet modelo MultiGene. Utilizando los controles
provistos por el instituto Maiztegui (INEVH) cepa BeAn 19991- Brasil.

Secuencia de primers utilizados en tabla N° 16.
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Tabla N2 16. Primers utilizados en el diagndstico de OROV por la técnica de rt-PCR

modalidad anidada.

Region del | Primer Secuencia 5’-3’ Tamafio
genoma del ADN
amplificada amplifica
do (pb)
Segmento S | ORO1A | AGTAGTGTACTCCACTAT 754
de ARN ORO2S | AGTAGTGTGGCTCCACAT
Gen de ORON5 | AAAGAGGATCCAATAATGTCAGAGTT 693
proteina N CATTT
(del ARN S) | ORON3 | GTGAATTCCACTATATGCCAATTCCG
AATT

Ref. Mohammad y col. (39).

El protocolo de amplificacion se cita en la tabla N° 17.

Tabla N2 17. Ref. Protocolo de amplificacién del primer round para el estudio de presencia
de OROV por rt-PCR modalidad anidada (nested) de punto final.

RT-PCR + Roundl Oropouche

Concentracion x1 (ul) Concentracion final
Stock
H20 38
Buffer 10X 10x 5 1x
CL2Mg 25mM 1,5 1,5mM
dNTP Mix 10 mM 1 0.5uM
DTT 0,1 M 2,5 0,005M
RNAsIn 0,5
ORO1A 100 uM 0,5 1.2uM
ORO1S 100 uM 0,5 1.2uM
TAQ 5 U/ul 0,5 15U
AMV 20 U/l 0,1 2U
Volumen de MIX. 50,1
Volumen de 45 (mix)+5
reaccion (producto)
Total 50

Ref. Mohammad vy col. (39).

Condiciones de amplificacion en tabla N° 18.
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Tabla N2 18. Condiciones amplificacion del primer round para el estudio de presencia de

OROV por rt-PCR modalidad anidada (nested) de punto final.

Temperatura Tiempo
42°C 60 minutos
94°C 3 minutos
94°C 40 segundos
52°C 40 segundos 35 ciclos
72°C 4 minutos
72°C 10 minutos

Ref. Mohammad y col. (39).

Al igual que en el estudio de dengue la transcriptasa reversa utilizada fue
AMV Reverse Transcriptase® marca (Fermentas), y las polimerasas Tag DNA
Polymerase (recombinant) (5 U/uL) ® de (Fermentas). Como ihibidor de
RNAasa, se utilizé varias marcas como el RNasin® de Promega o Ribolock®
de (Fermentas).v Se utiliz6 enzimas de diferentes marcas, por la dificultad en
conseguir el producto RNasin® de (Promega), entre las empresas proveedoras
de reactivos, por lo cual se opté por un producto similar y compatible pero de
otra marca. El protocolo de amplificacion usado para el segundo round se

muestra en la tabla N° 19.

Tabla N2 19. Ref. Protocolo de amplificacion del segundo round para el estudio de
presencia de OROV por rt-PCR modalidad anidada (nested) de punto final.

PCR + Round2 Oropouche

Concentracion x1 (ul) Concentracion final
Stock
H20 34,5
Buffer 10X 10x 5 1x
CL2Mg 25mM 3 1,5mM
dNTP Mix 10 mM 1 0,2uM
ORON5 100 uM 0,5 1,0uM
ORON3 100 uM 0,5 1,0uM
TAQ 5 U/ul 0,5 15U
Volumen de 50
MIX.
Volumen de 45+5
reaccion
Total 50

Diluir producto del primer round en 1/50 (2 ul R1 + 98 ul) H20

Ref. Mohammad y col. (39).

Las condiciones de amplificacion en la tabla N° 20.
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Tabla N2 20. Condiciones amplificacién para el segundo round del estudio de OROV por rt-
PCR modalidad anidada (nested) de punto final.

Temperatura Tiempo
94°C 3 minutos
94°C 40 segundos
60°C 40 segundos 35 ciclos
72°C 4 minutos
72°C 10 minutos

Ref. Mohammad Yy col. (39).
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Resultados

6.1. Muestras estudiadas

Se recolectaron muestras desde noviembre del afio 2009 hasta enero
del 2011. En base a los criterios de seleccion de muestras, fueron aceptadas y
analizadas 160 muestras, provenientes de diferentes zonas de la provincia

tabla N° 21 y figura N°: 7 y 8.

Tabla N2 21. Procedencia de las muestras y la distribucién de cada una discriminada por

zonas geograficas.

Zonas de la provincia de Jujuy Ciudades o Cantidad de
municipios de las muestras
Zonas

Valles Capital 32
El Carmen 18
Monterrico 5
Palpala 8
Perico 2
Reyes 1

Yungas Caimancito 14
Calilegua 1
El Talar 12
Fraile Pintado 7
La Esperanza 1
Libertador Gral. San | 17
Martin
Palma Sola 1
San Pedro 37
Yuto 3

Puna La Quiaca 1

Quebrada | e 0

Total 160
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Figura N2 7. Procedencia de las muestras discriminada por zonas geograficas y sus
respectivas ciudades.

B Puna
B Quebrada
Hm Valles

B Yungas

Figura N2 8. Procedencia de las muestras discriminada por zonas geograficas.

Del total de muestras (160) el 58,75% (94) era de sexo masculino y el
41,25 (66) eran de sexo femenino.
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La distribucién de muestras, en relacion a los dias de evolucion de la
enfermedad en la que fue tomada, se muestra en la tabla N° 22:

Tabla N2 22. Niumero de muestras, en relacidn a los dias de evolucién de la enfermedad en la
que fue tomada.

Dias de Evolucién Ndamero de muestras
4 46
3 48
2 29
1 36
0 1
Total 160

6.2. Investigacion de antigeno NS1

Las 160 muestras analizadas presentaron Ag NS1 NO DETECTABLE.
Este método funcion6 como screening inicial para descartar una infeccion
aguda por virus dengue. En base a las normativas del Programa Nacional de
Dengue que recomienda confirmar este andlisis utilizando un método de
amplificacion de acidos nucleicos, se continud el estudio de las muestras por
PCR.

6.3. Analisis de la calidad de las muestras

Para evaluar si las muestras estaban en condiciones de ser analizadas
se estudio la presencia de la RNasa P humana por la técnica de rt-PCR en
Tiempo Real segun protocolo del Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC) para el diagnéstico del nuevo subtipo del virus de
influenza A(H1N1)1 28 de abril de 2009 (36).

Las 60 muestras elegidas para evaluar su calidad presentaron un
resultado satisfactorio. Todas cruzaron la linea umbral antes de los 37 ciclos al
amplificar el fragmento del gen de la RNasa P humana.

Las 60 muestras analizadas fueron aquellas que podrian presentar
dudas en su calidad porque tuvieron algun problema en alguna etapa de su
transporte, almacenamiento o proceso. Como todas ellas pasaron por el control
sin problemas, inferimos que las restantes 100, también estarian en buenas
condiciones, ya que no presentan dudas en ninguna etapa del estudio. Por una
cuestidén de costos no se llegé a investigar la totalidad de las muestras y es de
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aclarar que en el diagnéstico rutinario no se realiza este tipo estudio para
evaluar el control de calidad a las muestras.

En la figura N°9 se muestra el resultado del analisis de 6 muestras,
mas un control y blanco.

Amplification
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2000 _:_ .............. .............. .............. .....
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soo Lo L P /ALY C
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Figura N2 9. Analisis de la calidad de las muestras estudiando una secuencia del gen de la
RNasa P humana por rt-PCR en tiempo real. Muestras 1, 2, 3, 4,5 y 6. Control positivo: C+,
Control sin templado mas agua ( H,0): C-. Fluoréforo: FAN. RFU: Unidad de Fluorescencia

6.4. Investigacion virus dengue por rt-PCR multiplex modalidad
anidada (nested) y RT-PCR

En todos los casos, cuando se estudiaron las muestras por rt-PCR
multiplex nested y por PCR en tiempo real, no se detecté material genético viral
circulante. Lo que indicaria que dichas muestras estan habilitadas para
investigar la presencia de material genético de OROV.

En la figura N° 10 se observa el resultado de una muestra de dengue 1
positivo, seguido de una muestra negativa, con los respectivos controles
positivos y el marcador de peso molecular de 100 pb.
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Figura N2 10. Investigacion virus Dengue, por rt-PCR multiplex modalidad anidada (nested).
Calle 1: Muestra positiva de dengue 1, calle 2: Muestra no detectable para virus dengue, calle
3: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (100bp), calle 4: control positivo Dengue
1(D1), calle 5: control positivo dengue 2 (D2), calle 6: control positivo dengue 3 (D3), calle 4:
control positivo dengue 4 (D4), calle 8: control negativo (H,0).

En la figura N° 11 se muestra las curvas logaritmicas de una corrida de
diferentes controles de virus dengue por rt-PCR en tiempo real multiplex. Con
sus respectivos blancos de reactivos.

Amplification
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e
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i
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Figura N2 11. Curvas logaritmicas de una corrida de virus dengue por rt-PCR en tiempo real
multiplex. Curva rojas Controles positivos dengue 1, curva azul: controles positivos dengue 2,
curva verde: controles positivos dengue 3 y curvas violetas: controles positivos dengue 4.
Fluoréforos: FAN para dengue 1, HEX para dengue 2, Texas red para dengue 3 y Cy5 para
dengue 4. RFU: Unidad de Fluorescencia Relativa. CT: threshold cycle.

Cabe mencionar que el algoritmo de trabajo recomendado por la red
nacional de dengue indica que todo paciente con sindrome febril inespecifico,
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qgue tenga una muestra tomada durante los primeros 5 dias de evolucion de la
enfermedad y presente resultados no reactivo para Ag NS1 y no detectable
para el estudio de material genético viral; debe ser tomado como resultado no
conclusivo. La forma de aseverar que el origen del sindrome febril no se debe a
una infeccion por virus dengue, es tomando una segunda muestra con 5 o mas
dias de evolucion, y certificar la ausencia de anticuerpos tipo Ig M.

Sin desconocer las indicaciones de la red nacional de dengue,
consideramos que a pesar de no contar con la segunda muestra para certificar
la no infeccidn de virus dengue, el comprobar por dos técnicas diferentes que
dichas muestras no presentan ni antigenos virales ni material genético de virus
dengue circulante, ya las habilita como muestras aptas para la investigacion de
otro virus circulante causante de sindromes febriles inespecificos.

6.5. Resultados investigacion virus Oropouche

Las 160 muestras estudiadas para OROV por el método de rt-PCR
nested fueron NO DETECTABLES. En ningun espécimen se pudo encontrar
material genético de virus ORO circulante.

En la figura N° 12 se observan los resultados negativos obtenidos luego
de la separacion electroforética de los amplicones en un gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura N2 12. Corrida electroforética de la investigacion OROV, por rt-PCR multiplex
modalidad anidada (nested). Calle 1 al 12: Muestras, calle 13: Control positivo, calle 14:
Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (100bp). Gel de agarosa al 2%, tefido con
bromuro de etidio.
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7. Conclusiones

En el presente estudio se han analizado 160 muestras de
pacientes con menos de 5 dias de evolucion, que presentaban sindromes
febriles inespecificos o clinica compatible con infeccion por virus dengue. Las
muestras provenian de diferentes regiones de la provincia de Jujuy, derivados
al laboratorio de referencia provincial, por los diferentes laboratorios
pertenecientes al sistema de salud publico. Este trabajo constituye uno de los
primeros estudios sistematicos en la provincia para la vigilancia del OROV
basado en la deteccién de genoma viral en muestras agudas correspondientes
a pacientes con sindromes febriles que quedan sin etiologia.

Evidencias previas indicaban al OROV como uno de los posibles
agentes etioldgicos causantes de sindromes febriles que en la provincia
guedan sin etiologia. Especies de artropodos que pueden comportarse como
potenciales vectores urbanos y silvestres han sido reconocidas en Jujuy. En la
region de las yungas existen los factores ecoldgicos, climas humedos y altas
temperaturas, que favorecen el desarrollo de los vectores del OROV, tanto el
Culicoides paraensis, principal vector de la transmision urbana, como asi
también otros vectores de menor relevancia, pero que también estan
implicados en la transmision de la infeccion, Coquillettidia venezuelensis,
Ochlerotatus serratus y Culex quinquefasciatus, han sido reportados.

Entre el periodo 2002-2003 en el que se estudiaron 132 muestras de
diferentes puntos de Argentina (Buenos Aires, Cordoba, Corrientes, Formosa,
Jujuy, Salta, Tucuman y Santa Fé), de las cuales 49 procedian de Jujuy. Todas
ellas eran provenientes de pacientes con sindromes febriles inespecificos o
clinica compatible con dengue. Se investigd la presencia de anticuerpos contra
OROV, por medio de la técnica de Mac-ELISA, utilizando antigenos especificos
para OROV (reactivos cedidos por el Dr. Vasconcelos del Instituto Evandro
Chagas, de Belem, Brasil). Se encontraron 8 sueros de pacientes reactivos
para OROV, proveniente de las provincias de Formosa, Salta y Jujuy. Estos
resultados preliminares permitieron evidenciar, seroldgicamente, la presencia
de OROV en la region norte de Argentina (32).

En el afilo 2005 se detectd, material genético en 5 muestras de pacientes
provenientes de la provincia de Jujuy, utilizando la técnica de rt-PCR, y
mediante la secuenciacion de parte del genoma viral se demostré la presencia
genotipo IV del OROV (3). Este fue el dltimo registro sobre la posible
circulacién de ORQV en la provincia y en Argentina. En el 2010 fue reconocido
un brote humano por OROV en Peru (29), hecho que ocurrié casi
simultdneamente a la recoleccion de las muestras correspondientes a este
estudio. Situacién que tiene importancia ya que el movimiento de las personas
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en nuestra provincia, con un alto intercambio a nivel de la frontera con Bolivia
con fines comerciales o turisticos, conecta a la provincia con la regiéon andina y
aumenta el riesgo de introduccion de agentes patégenos. El ingreso de
individuos en fase de viremia, ya sea subclinica o con sintomatologia, suele ser
un modo habitual de introduccion de enfermedades trasmitidas por vectores
qgue ha sido identificado en ocasiones anteriores ej. para dengue.

El trabajo se dividié en dos etapas generales. La primera consistio en la
recoleccion y almacenamiento de las muestras provenientes de los diferentes
laboratorios que conforman la red de salud publica de la provincia, e
investigacion de la infeccion de virus dengue. Se utilizaron dos técnicas para
detecciéon de virus dengue: como tamizaje, un ELISA para investigar la
presencia del Antigeno NS1 y luego rt-PCR de punto final y rt-PCR en tiempo
real, para estudiar la presencia de material genético. En el inicio del trabajo se
utilizo la técnica de rt-PCR de punto final, luego se optd por utilizar la técnica de
tiempo real, por resultar mas répida, permitir procesar un mayor ndmero de
muestras por prueba y ademas contar con un sistema de deteccibn mas
objetivo y sensible. Durante el periodo de tiempo en donde se tomaron las
muestras para esta investigacion se denunciaron al menos 384 casos de
pacientes con sindromes febriles inespecificos, en los cuales se sospechaba
de una infeccion por virus dengue, que resultaron negativos para dicho virus.
Segun el algoritmo de trabajo de la red de laboratorios nacionales para el
diagnostico de virus dengue (40), aquel paciente al que se le estudia una
muestra de suero de menos de 5 dias, proveniente de un paciente con un
cuadro de sindrome febril inespecifico y que presente resultados “no reactivo”
para NS1 Ag o “no detectable” para PCR virus dengue debe ser interpretado
como un “RESULTADO NO CONCLUSIVO”, que no permite descartar la
infeccion. Existen muchos casos en los que no resulta factible el estudio de una
segunda muestra por dificultad en la localizacibn de las personas o por
renuencia de las mismas, al haber remitido el cuadro clinico. Esta es una
dificultad que enfrentan los sistemas de vigilancia de agentes virales que
requieren estudio de pares seroldgicos con las metodologias diagndsticas
actualmente disponibles. No obstante, en las muestras estudiadas para OROV
no se ha evidenciado presencia de genoma de virus dengue (rt- PCR) ni la
presencia de antigenos virales de dengue (ELISA NS1) que podrian ser menos
susceptibles a las condiciones de conservacion de la muestra. La segunda
etapa contemplo la investigacion por rt-PCR de punto final del OROV en todas
las muestras que presentaron resultado negativo a virus dengue. En las
muestras mas antiguas o que puedan prestar alguna duda en su transporte o
conservacion se investigo la presencia de la RNasa P humana por rt-PCR en
tiempo real. No se efectud esta investigacion a todas las muestras, por ser un
estudio de elevado costo y que no se utiliza de forma rutinaria en el diagnostico
de los arbovirus en nuestro laboratorio.
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La eleccion de la rt-PCR como técnica para la investigacion de OROV se
centrd en la posibilidad de contar con un método directo de investigacion que
permitiera la confirmacion de la infeccion, situacion mas compleja mediante el
uso de técnicas seroldgicas, por requerir par seroldgico. El detectar una
muestra con material genético viral, permitiria estudios filogenéticos posteriores
o la posibilidad de intentar el aislamiento viral. Es importante comentar que en
el pais no se cuenta con cepas virales de OROV por lo que no existe la
posibilidad de producir antigenos por las metodologias convencionales
habitualmente usada para arbovirus, tales como los métodos de sacarosa-
acetona aplicado en cerebro de ratones lactantes o por procesamiento de
cultivos celulares infectados. Esta situacion limita la implementacion de
técnicas seroldgicas caseras (in-house) y restringe las posibilidades de
diagnostico, ya que ademas en el mercado no se cuenta con equipos
comerciales para la deteccion de infecciones por este agente.

Estudios con similar metodologia permitieron evidenciar la circulacion de
virus Oropouche, inclusive estudiando tamafios muestrales menores. Por ej.
en la ciudad de Acre (Brasil) se analizaron 68 muestras agudas de pacientes
con sindromes febriles inespecificos detectados en el periodo de marzo de
2004 a octubre del 2006 y se encontré un paciente positivo, demostrando la
existencia de infecciones esporadicas en regiones donde ya habia existido un
brote de ORQV varios afios antes (41).

Este tipo de patologias son de tipo epidémico y cuando se producen dan
lugar a muchos casos, con altas tasas de ataque, como ejemplo se puede citar
el caso del brote encontrado en la ciudad de Manaos perteneciente al estado
de Amazonas, Brasil. Entre enero de 2007 y noviembre de 2008 se investigo
por método de MAC-ELISA 631 muestras de pacientes con sindromes febriles
inespecificos, encontrando 128 sueros positivos para Ilg M contra OROV,
alrededor del 20% de las muestras estudiadas (42).Teniendo en cuenta los
resultados previos descriptos entre 10/2002-5/2003 (32) y de acuerdo a ellos
considerando un intervalo de confianza de 95%, en caso de haber existido un
brote podrian haberse encontrado una prevalencia de entre 1,62 y 8,32%. Es
por eso que estudiamos una cantidad de 160 muestras.

El estudio realizado no evidencio circulacion de OROV durante el
periodo que abarcd esta investigacion. Las condiciones ecoldgicas que
posibilitarian ciclos locales de transmision viral, la movilizacion de personas a
regiones cercanas del area andina o amazodnica de riesgo, y las evidencias
previas de circulacion viral en la provincia de Jujuy, indican que se requiere
sostener una estrategia de vigilancia para el OROV en la provincia. Es
necesario continuar con el estudio de aquellos sindromes febriles que quedan
sin etiologia identificada y estudios ecolégicos que pudieran revelar
componentes de los ciclos de trasmision en la regibn de modo de poder
implementar acciones adecuadas tendientes a su prevencion y control. Ademas
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resultaria importante ampliar la vigilancia de OROV en cuadros con
presentacion clinica neurolégica que no tienen diagnostico, ya que no sabemos
qué comportamiento pudieran tener las cepas circulantes que pudiéramos
detectar en Argentina (27). También podriamos considerar la posibilidad de
realizar encuestas serolégicas que midan anticuerpos IgG (idealmente por
neutralizacion) como una estrategia para evidenciar la existencia de cepas
virales circulantes de baja patogenicidad que hasta el momento no han dado
impacto en salud publica.
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9. Ahexos

9.1 Anexo 1 Aprobacion del comité provincial de bioética

Ministerio de
Salud

Ref. Investigacién de virus Oropouche por RT-PCR desde noviembre del 2009 a enero del 2011
en la Provincia de Jujuy

Previo andlisis y evaluacion de los criterios cientificos y éticos del Protocolo de Investigacion
presentado por el Lic. Ariel Fridman, se informa que:

Objetivo: Investigar si existe actualmente circulacién de virus Oropouche en Jujuy, utilizando la
técnica de rt-PCR.

Investigadores responsable. Lic. Ariel Fridman

Criterios de inclusién y exclusién: Detallados y claros.

Consentimiento informado: No es necesario por trabajar con muestras de laboratorio

Beneficio para el participante: Directo ninguno.

Criterios éticos juridicos del estudio: Todas las investigaciones que se realizan en la Provincia de
Jujuy, se enmarcan en Resolucién N° 12565-5-13 Procedimiento de Evaluacién y Registro de las
Investigaciones de la Salud; Resolucién N° 11039-S-13 ratificatoria de la Resolucién N°3-DGIS-12,
de Adhesion a la Resolucién 1480/11, Guia para Investigaciones con Seres Humanos y Disposicion
N°® 6677. Régimen de Buenas Précticas para Investigacién en Farmacologia Clinica de la ANMAT del
Ministerio de Salud de la Nacidn.

No han existido conflictos de intereses.

San Salvador de Jujuy, Abril 15 del 2014

/

v
Dra. Mari e La Paz Bossio

E al:{*adora

DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION DE LA SALUD
COMITE PROVINCIAL DE BIOETICA DE JUIUY
AREA DE EVALUACION ETICA DE LAS INVESTIGACIONES
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9.2 Anexo 2 Ficha Vigilancia de Sindromes Febriles

VIGILANCIA DE SINDROME FEBRIL
PLANILLA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Definicion de caso: Persona de cualquier edad y sexo que presenta fiebre, de menos de sjete (7)

sin afeccion de las vias aéreas superiores y sin etiologia definida.

Apellido y nombres:

DATOS DEL PACIENTE

anverso

dias de duracion, miaigias y cefalea,

Fecha de nacimiento / /

Edad:

Domicilio actual:

Referencia de ubicacién domicilio:

Sexo:M( ) F ()

DNI:

Tel. propio o vecino:

Localidad

Urbano () Rural () Departamento

Provincia

Fecha de inicio de la fiebre: / /

2. INFORMACION CLIN{ A

Tensién: MIN

Qcupacion de riesgo;

Antiamarilica: Si( ) No ( )

1

calificar por n° de ord

(

Rickettsiosis ( ) Triquinosis () Otros

en)

: Conoce casos similares? Sj () No ( )Quién/es?
|

lgn ( ) Ultima fecha de vacunacion: /
Fiebre Hemorragica Argentina: Si( ) No () lgn( )

____ Fecha de toma de muestra 1: 1 Muestra 2: S . —
[ Ign. . Si | No | Ign. Tsi Ne E.“
| Dolor abdominal |7 TEdema bipalpebral I
Cefalea 1 Inyeccién conjunival e Hepatomegalia B
Mialgias Tos Esplenomegalia -
Artralgias Disnea Oligoanuria )

“Dolor retro ocular Taquipnea Sind. confusional B
‘Erupcidn Prurito . Sind. meningeo )
| Nauseas l Ictericia i Sind. Hemorragico* e B
Vomitos ] (*) Especificar (marcar con una cruz):iﬁéﬁ:quias.”; purpura....; epistaxis._; gingivorragia....

Diarrea i* hemoptisis......,melena....; vémitos Negros...; otros. ...,

/mm3. VSG:...

Estuvo en el campo, monte, lugar de recreacion? Si () No () Fecha: ___/__/__Lugar_

— /min. Prueba del torniquete: POS ¢ INEG( ).FRivinnni /min
e aanenann /mm3. Férmula: ....... Fgons sl /-~ | A— Plag:

3. DATOS EPIDEMIOLOG! 0S

Lugar de trabajo: Urbana () Periurb( ) Rural( ) Silvestre ()
Viajé durante los Gitimos 45 dias? Si ( ) No ( ) Fecha: _ /| Destino

ANTECEDENTE DE VACUNACION (confirmar con carnet)

/

Ultima fecha de vacunacion:
4. SOSPECHA CLINICA EPIDEMIOLOGICA
Pludismo( ) Dengue ( ) Fiebre Amarilla ()

Leptospirosis () FHA () Hantavirus ( )

Tratamiento empirico indicado (tipo y dosis)

Establcimiento:

5. FUENTE DE NOTIFICAS HON -

Fecha de notificacion: 5,

Direccion

Tel:

mail

Apellido y nombre del notificador

Paciente Hospitalizado: Si( ) No( ) Ign( )
Condicion del alta;

6. EVOLUCION DEL CASO {sé llena al alta médica),:

Fecha hospitalizacion: ____/ /

Fecha delalta: ____/

Fecha de defuncion: ____ / /

Diagnostico final:
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9.3 Anexo 3 Algoritmo de procesamiento y diagnostico virus

ORO

Laboratorios con capacidad de
realizar estudios de ELISA NS1,
lg M-ELISA

H. Paterson-H. Oscar Orias

Laboratorios sin capacidad de
realizar estudios de ELISA
NS1. la M-ELISA.

v

ELISA NS1 en lab de origen

Deriva a Lab

! !

Central para
realizacion de

Resultado (-) Resultado (+) Ilg M ELISA

ELISANSle

l

Se solicita nueva
muestras con
mas de 5 dias de
evolucion para la
investigacion de

1

Resultado (-) |

Laboratorio Central

v

50 ul para ELISA NS1

> Resultado (+)

|

|

Laboratorio Biologia Molecular-Lab Central

150 ul para Extraccion ARN
guarda hasta su analisis

Resto de la muestras se guarda

| —

Rt-PCR o RT-PCR P/dengue

Control de calidad de la
muestra por RT-PCR-RNasa P
humana

Resultado (+) Resultado (-)

—3 Rt-PCR p/virus ORO
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