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Il PLAN DE INVESTIGACION
1. Resumen Ejecutivo del proyecto de Tesis

El proyecto busca someter la prueba diagndstica que emplea loop mediated
isothermal amplification (LAMP), para determinar la exactitud diagnéstica de la
misma, El disefio sera descriptivo, transversal, observacional, prospectivo, con
un disefio especifico que correspondera a pruebas diagnosticas. La poblacion
sera todo paciente febril con sospecha de Dengue. El tamafio muestral estara
constituido por 163 pacientes. Se tomaran los datos de los pacientes incluidos
en el estudio en una base construida en Microsoft Excel 2019. La exactitud
diagnostica de la prueba serd determinada a través de la sensibilidad,
especificidad y se obtendran los valores de valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo. Se determinara la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo e intervalos de confiabilidad para evaluar su
validez, reproductibilidad y seguridad en la adecuada determinacion de la
presencia o ausencia del virus del Dengue en las muestras. Se incluira los
intervalos confidenciales al 95%. Se usara la reaccion de cadena de polimerasa
como prueba de oro para el contraste con la prueba diagnéstica panel In-Dx.
Todos los datos seran analizados en el programa EPIDAT 4.2.

El resultado y las conclusiones que se determinen en el presente estudio van a
permitir determinar la exactitud diagndstica del Panel In-Dx para la identificacion
de virus DenV. También servira de base para futuros trabajos en nuestro

hospital.

Palabras clave: LAMP, Denv



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Dengue, pertenece al grupo de enfermedades llamadas “Arbovirosis” y son
enfermedades epidémicas que causan estragos en centenar de paises en el
mundo y tienen un rango de afectacion de hasta 2.5 billones de personas que
son los que potencialmente podrian verse infectados, estas enfermedades han
constituido un tema de interés de salud publica para las partes involucradas, que,
a pesar de sus esfuerzos, éstos se han tornado insuficientes. Las arbovirosis que
causan las enfermedades del Dengue, y otros son transmitidas por mosquitos
del género Aedes Aegypti. La literatura ha reportado cuatro serotipos para el
virus DenV, los cuales tienen auge en el este de Asia, del pacifico del oeste y de
Latino américa y el Caribe, es por esta razén que es considerada como tropical.
Nuestro pais viene sufriendo sus embates principalmente en las zonas tropicales
como en la regién norte y nororiental como Tumbes, Piura, Lambayeque, La

Libertad, San Martin y Loreto entre otras’

En nuestro ambito, la regién La Libertad tiene costa sierra y selva y cuenta en su
geografia con muchos espacios tropicales, propicios para albergar al Aedes
Aegypti, el vector que trasmite la enfermedad al hombre como unico reservorio
del virus, ademas el vector hembra coloca sus huevos en cualquier coleccion de
agua que le sea favorable es decir agua limpia donde deposita sus huevos que
luego contribuiran a la dispersién del mosquito y la propagacion de la

enfermedad?.

La enfermedad es diagnosticada globalmente mediante la metodologia
aprobada por Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y estos son clinica y
laboratorialmente a través de test diagndsticos, y entre los que tenemos el test
de deteccion de anticuerpos para los virus (IgG, IgM), test Elisa para detectar la
proteina no estructural NS1, los cuales son métodos indirectos de identificacion
de virus y por otro lado tenemos los test de deteccion directa del virus como son,
el método de deteccion por reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real
(tPCR). En el Peru, se usan masivamente tanto el test de Elisa como el de
deteccion de anticuerpos, aunque son ampliamente empleadas, la exactitud para
detectar la enfermedad tiene gran variabilidad y el costo supone una gran

limitante. EI es un método diagndstico que utiliza la técnica Loop Mediated



Isothermal Amplification (LAMP), un método molecular de identificacion viral. El
Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta, es el centro referencial mas
grande de la Red de Salud La Libertad (RALL) y el que atiende al mayor numero
de pacientes por Dengue, motivo por el que se estudia el nuevo método de

diagnéstico (Panel In-Dx)'2.

En la region La libertad a la semana epidemiolégica 20 se reportan 1325 casos
de dengue entre confirmados y de sospecha teniendo como zonas rojas a los
distritos de El porvenir, Laredo, Chocope, Casa Grande y Paijan. De los casos
que acuden a los centros de salud solo un porcentaje de estos acceden a
diagnostico confirmatorio por estudio de PCR y las muestras son enviadas a
Lima al Instituto Nacional de Salud (INS) y luego de un periodo que varia entre
3 a 5 dias se obtienen los resultados, lo que muchas veces hace demorar la

decision del manejo del paciente?.
ENUNCIADO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la exactitud diagnostica del Panel In-Dx en la identificacion del virus DenV

en pacientes del Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta, 20217
3. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Shuhua L%, et al (Japon 2011), en su trabajo “Simultaneous detection and
differentiation of dengue virus serotypes 1-4, Japanese encephalitis virus, and
West Nile virus by a combined reverse-transcription loop-mediated isothermal
amplification assay” trabajaron con la rapida identificacion y diferenciacion de los
flavivirus transmitidos por los mosquitos en sueros de fase aguda de los
pacientes y los mosquitos del vector capturados en el campo. Desarrollaron una
unidad de amplificacion isotérmica (RT-LAMP) para la deteccion y diferenciacion
de los serotipos 1-4 del virus del dengue (DENV1-4), el virus de la encefalitis
japonesa (JEV) y el virus del Nilo Occidental (VNO). La unidad amplifico
eficientemente los genomas virales especificamente en amplios intervalos de
concentraciones de plantillas virales, y mostré curvas de amplificacion similares
como las monitorizadas por un motor de PCR en tiempo real. Los limites de
detecciéon de la unidad RT-LAMP fueron 100 veces superiores a los de la RT-

PCR en 5 de los seis flavivirus. Los resultados sobre la especificidad indicaron



que los seis virus en el ensayo no tenian reacciones cruzadas entre si. Al
examinar 66 cepas virales de DENV1-4 y JEV, la unidad identifico los virus con
una precisién del 100% y no reacciono6 de forma cruzada con virus de influenza
y hantavirus. Al cribar un panel de muestras que contenian sueros de 168
pacientes y 279 pocillos de sangre de mosquitos aspirados capturados en el
campo, los resultados mostraron que esta unidad es altamente factible en
ambientes clinicos y epidemiolégicos y obtuvo resultados 100% correlacionados
con RT- PCR. Concluyeron La unidad de RT-LAMP desarrollada en este estudio
es capaz de detectar rapidamente y diferenciar con precision los seis tipos de
flavivirus, lo que hace extremadamente factible el cribado de estos virus en
muestras de fase aguda de los pacientes y en los mosquitos vector sin la

necesidad de instrumentos de alta precision.

Boong-Teong T° (India 2015) en su trabajo “Detection of Dengue Viruses Using
Reverse Transcription Loop Mediated Isothermal Amplificaction” Desarrollaron
un ensayo de amplificacion isotérmica (RT-LAMP) con un conjunto de nueve
cebadores para la deteccién de los cuatro serotipos DENV y sus diferentes
genotipos. Evaluaron la sensibilidad y especificidad de la RT-LAMP. Se evalué
en un total de 305 sueros de pacientes de dengue clinicamente sospechosos.
Los resultados de los ensayos de RT-LAMP se compararon estadisticamente
con los de los ensayos de inmunoensayo inmunoenzimatico (ELISA) de
transcripcion inversa cuantitativa-reaccion en cadena de polimerasa (QRT-PCR),
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura IgM y 1gG. La
infeccion aguda por DENV tuvo una sensibilidad de 43,3% y especificidad de
46,8% con la prueba. La combinacion de RT-LAMP con IgG de dengue
incrementd la deteccidn de la infeccion DENV aguda a 97,7% de especificidad,
y sensibilidad de 70,8%. Los ensayos RT-LAMP mostraron alta concordancia (k
= 0,939) con el qRT-PCR. El ensayo de RT-LAMP detecté hasta 10 copias de
ARN del virus en una hora, pero el 100% de reproducibilidad (12/12)
consiguieron con 100 copias. No hubo reactividad cruzada de RT-LAMP con
otros arbovirus estrechamente relacionados. Concluyeron que El ensayo RT-
LAMP desarrollado en este estudio es sensible 97,7% y especifico 70,8%
especifico. El ensayo mejoré la deteccién del dengue cuando se usd en

combinacion con métodos seroldgicos.



Xi L, et al® (Brasil 2015) en su trabajo “Rapid Identification of Chikungunya and
Dengue Virus by a Real-Time Reverse Transcription-Loop-Mediated Isothermal
Amplification Method”, Tanto el Chikungunya como el virus del Dengue
pertenecen a los virus agudos transmitidos por artropodos. Debido a la falta de
sintomas especificos, es dificil distinguir las dos infecciones basadas en las
manifestaciones clinicas. Para identificar y detectar cuantitativamente los virus
Chikungunya y Dengue, se desarrollé una plataforma de amplificacion isotérmica
(RT-LAMP) acelerada en tiempo real, con transcripcion inversa, y se evaluaron
26 muestras de ARN confirmadas, 42 sospechosas y 18 muestras sanas de
suero por el método. La reaccién en cadena de la polimerasa-RT (PCR) y la
secuenciacion de cDNA se usaron como referencias. Los resultados mostraron
que podria identificar el Chikungunya y Dengue virus RNA correctamente en
todas las muestras de anticuerpos positivos en 1 hora, sin ninguna reaccion
cruzada. La carga viral de las muestras positivas se detecté cuantitativamente
con un turbidimetro. La sensibilidad fue del 100% y la especificidad del 95,25%.
Los hallazgos indican que la RT-LAMP es método efectivo para la identificacion
rapida de cantidad de virus Chikungunya y Dengue en muestras de suero con

operacion conveniente, alta especificidad y alta sensibilidad.

Lopez-Jimena B’, en su trabajo “Development and validation of four one-step
real-time RT-LAMP assays for specific detection of each dengue virus serotype”.
Se desarrollaron pruebas 4 one-step trasncripcion reversa de amplificacion
isotérmica mediada por lazo, para ala deteccion de serotipos de dengue virus
(DENV) considerando 20156 genomas completos de secuencias de DENV.
Pruebas de DENV1 Y DENV2 RT-LAMP fueron validadas con 31 muestras de
sangre y 11 muestras de suero de Tanzania, Senegal, Sudan y Mauritania. Las
pruebas de DENV3 y DENV4 RT-LAMP fueron validadas con 25 muestras de
suero de cambodia. Las muestras fueron evaluadas con panel de calidad de
pruebas diagnosticas externa para control de pruebas moleculares. La validacion
para las pruebas de DENV, con pruebas de Tanzania, resulto en 23 muestras
detectadas por RT-LAMP demostrando que la prueba es 99% especifica y 95.8%
sensitiva, ademas presenta valor predictivo de 100% y un valor predictivo
negativo de 85.7%, todas las otras muestras de Senegal, Sudan y Mauritania

fueron detectadas y 3 muestras fueron no tipificadas. Se concluyé que con este



nuevo enfoque de disefo de primers LAMP, que hace uso de una creciente base
de datos de secuenciamiento resulta en mayor eficacia de la prueba diagndstica
de DENV.

4. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El “Panel (In-Dx)” para la identificacién del virus DenV, se sostiene en la
importancia de la identificacion de casos de Dengue, que se traduce en
diagndstico precoz y tratamiento oportuno de las patologias. Actualmente el
esquema nacional prevencion del Dengue Virus ha hecho avances en la
mitigacidén de la enfermedad pero a pesar de sus esfuerzos estos han resultado
infructuosos, es por ello que proponemos a través de este novedoso método de
diagndstico colaborar con la deteccidon eficaz y oportuna de las personas con
Dengue, cortando asi la propagacion de la enfermedad por contacto al ser
detectados de manera oportuna en los pobladores de la regién La Libertad que

son atendidos en el Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta.

Cabe resaltar que la enorme carga en salud publica, que representa el Dengue,
en materia econdémica, social, y de salud se veria tremendamente disminuida al

abordar este flagelo de forma multidisciplinaria.

Se espera que con este nuevo test diagndstico se detecte y se de tratamiento a
mayor cantidad poblacién reduciendo asi las tasas de morbilidad y mortalidad

que ocasiona la enfermedad.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

> Determinar la exactitud diagnéstica del panel “panel (In-Dx)” para

identificacion de DenV, en pacientes febriles

5.2. Objetivo especifico

> Determinar la exactitud diagndstica del in-dx para identificacion de

DenV en pacientes febriles positivos

> Determinar la exactitud diagndstica del in-dx para identificacion de

DenV en pacientes febriles por reaccién de cadena de polimerasa

6. MARCO TEORICO

El Dengue es una de las enfermedades infecciosas que constituyen las primeras
causas de muerte en todo el mundo, en pacientes en edad adulta como en
pacientes pediatricos, cerca de 13 millones de pacientes sucumben cada afo
por enfermedades transmisibles emergentes y reemergentes, entre las que
tenemos tuberculosis (TBC) malaria, infeccién por VIH, infeccién por Ebola,

infeccion por coronavirus e infeccion por el virus del dengued.

Con este panorama, la infeccién por DenV es una creciente carga para salud
publica en las zonas con territorio tropical. Situacion similar se vive ahora en
América Latina y el Caribe al igual como lo vivié el continente asiatico hace mas
de 3 decenios, convirtiendo al dengue en la enfermedad viral vectorial, de mayor
relevancia para la poblacién en general. El vector del Dengue, el Aedes Aegypti,
tiene su habitat en mas de un centenar de paises del trépico con una poblacién

en riesgo de mas de 2 billones de personas®.

La literatura registra que el vector del Dengue fue erradicado del pais en la
década del cincuenta, y reemergio en los ochentas tras lo cual la enfermedad del
Dengue que alcanzo niveles de maximos de prevalencia en la década de los

noventa del siglo pasado cuyo serotipo mas predominante fue el 1,



principalmente en las regiones nororientales. Desde entonces la dispersion del
virus ha ocurrido pricipalemnte en el norte del pais y la manifestacién de los otros
4 serotipos del virus ha significado brotes en amabas locaciones donde se
presenta®10.

El DenV pertenece a los arbovirus, cuyo género Flavivirus pertenece a la familia
Flaviviridae entre los casi 70 patégenos virales que lo componen y agrupado

debido a sus caracteristica genéticas de los cuales 30 son patogénicos™'.

La familia Flaviviridae son virus ARN single stranded positive sense con ciclo de
replicacion en células eucariotas. tiene 3 generae: Flavivirus, virus de la hepatitis
C HCV vy Pestivirus. El generae Flavivirus agrupa (55%) a particulas virales

zoonoticas. A su vez, tienes alrededor de setenta virus agrupados en decenas'?.

El virus DenV es esférico, con un diametro de 40 y 60 nm. Su envoltura esta
compuesta por la proteina E, y la proteina M, en la superficie de la particula viral.
El ARN se encuentra seguro por la nucleocapside circular de simetria poliédrica;
con un diametro nuclear de 25-30 nm. Al centro de la envoltura y la
nucleocapside existe una doble capa lipidica, derivada de la membrana celular
del huésped. El genoma es una sola molécula de RNA de mas de 1000 bases

nucleotidicas’s.

El DenV tiene 4 serotipos: DenV 1, DenV 2, DenV 3 y DenV 4; con
particularidades genéticas e inmunoldgicas que difieren entre si, con gran
variabilidad genética, estas expresan performances distintas en el curso de la
enfermedad y su agresividad y han sido clasificadas por su procedencia

geografica'.

La particula viral estd compuesta de 6% de ARN, 66% proteica, 9%
carbohidratos y 17% lipidos. El genoma cuenta con una longitud de 10000 a
13000 bases nucleotidicas, las que codifican: la proteina E de la envoltura, la
proteina C de capside y la proteina M de la membrana asi también a proteinas
no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5)75.

La replicacion inicia cuando la proteina E facilita la penetracion del virus en la

célula y obedece el dogma de la genética de ingresar material genético viral en



el citoplasma de la célula del hospedador, luego las cadenas de ARN son

sintetizadas para después el nuevo virion sea ensamblado y liberado’®.

La heterogeneidad genotipica puede darse en el mismo paciente y esto haria
suponer que distintas especies del mismo virus pueden encontrase en el mismo
habitat, co-accionar y/o sinergia su actividad o plantear la posibilidad de
recombinacién genética que, de lugar a nuevas cepas del virus, como el caso de
la variedad asiatico americana que circula actualmente en el pais con
performances fenotipicas distintas y virulencias particulares, asi como su

patogenicidad'”.

La circulacion de los distintos serotipos del virus ha circulado en nuestro pais
desde su reintroduccion en la década del noventa y geograficamente han

interactuado solos o en combinacién hasta la actualidad™®.

Las enfermedades del dengue, es causada por la picadura de las hembras de
Aedes spp. mosquitos infectados con el virus del dengue, contiene ARN
(clasificado como agentes de Categoria “A” por los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, EE.UU.) y es las enfermedades mas
importantes de artrépodos nacidos actualmente y afecta a mas de 100 paises en
todo el mundo. Pone en peligro alrededor de la mitad de la poblacién mundial,
principalmente a las poblaciones urbanas en las zonas tropicales, mientras que
siendo una seria amenaza para los paises mas templados. Para ello, los
procesos de deforestacion, la explosion de la poblacién humana y el colapso de
los programas de control de vectores en los paises tropicales y en desarrollo, asi
como la enorme expansion en todo el mundo en los viajes aéreos, tienen en gran

medida una contribucion significativa'.

Los sintomas son altamente inespecificos, por lo general surge después de un
periodo de incubacién de hasta dos semanas (coincidiendo con la repentina
progresion de particulas virales en la sangre). Como una posible causa de la
fiebre hemorragica mortal, la enfermedad del dengue puede ocurrir en forma de
cuatro serotipos virales relacionados antigénicamente (DENV1-4). Los virus del
dengue tienen una capside con tres proteinas estructurales, incluyendo una
glicoproteina E-responsable de la unién a las células huésped y de

reconocimiento por anticuerpos especificos. También poseen un ARN de cadena



sencilla (ssRNA) genoma, de 11 kpb y 4 kDa, con un unico marco de lectura
abierto (ORF) flanqueado por dos regiones no traducidas en cada extremo,
ademas de siete secuencias que codifican pro proteinas no estructurales, el mas
conocido es la proteina no estructural 1 (NS1). Aparte de la fiebre del dengue
mas comun y menos peligrosa, fiebre hemorragica del dengue (FHD) o sindrome
de choque del dengue, incluso (DSS), también puede haber dos condiciones que

requieren de atencion médica critica®®.

La inmunidad responde manera particular a la infeccién por el DenV, en gran
parte debido a la variabilidad gendmica del virus, asi los productos inmunolégicos
de memoria tras una primo infeccion podrian significar desenlaces mas
ominosos en futuras infecciones. La fisiopatologia de la severidad y la progresion
de la historia natural de la enfermedad no son del todo conocidos, pero su
patogenicidad podria deberse a gactores tanto intrinsecos como extrinsecos del

hospedador e infecciones concomitantes posibles?’22.

La presencia de anticuerpos ya sea de infecciones pasadas o las vistas en
lactantes de madres que han cursado con la infeccion fueron observados que
tenian propension a desarrollar dengue con signos de alarma con peores
desenlaces y se concluy6 que infecciones correlativas con diferentes genotipos
del virus provocan formas graves. Se ha propuesto que la respuesta
inmunoldgica puede crear productos subneutralizantes del virus y formar
complejos patégeno anticuerpo que llevaria a respuesta erréneas y exagerdas

por parte del sistema inmune y los 6rganos diana de la replicacién viral®3.

Tambien son causas de desarrollar formas graves de la enfermedad el hecho de
pertenecer a los grupos etarios extremos de la vida, enfermedades cronico

degenerativas, infecciones pasadas, la raza blanca?* 25

Las células de la inmunidad humoral asesinas naturales, en mononucleares de
pacientes seropositivos, provocan mayor destruccion de células infectadas que
las que no estan infectadas. Y en las infecciones por segunda vez, su efecto es

exponencial a la primo infeccién y esto es mediado por citotoxicidad celular?®.

La inmunidad especifica mediada por linfocitos T en respuesta al virus DenV es

iniciada por los linfocitos T helper CD4, en respuesta a la carga viral aumentada



en el proceso de replicacion. A su vez se ha encontrado una mayor actividad de
linfocitos t CD8 y de los productos inflamatorios correspondientes a su activacion
con cascada de citocinas, existe también participacion y activacion de las vias

del complemento en la fisiopatologia de la infeccién viral por DenV?7: 28,

Las formas severas de dengue con implicancias de alteraciones de la
coagulacion y extravasacion capilar que comprometen la hemodinamia y las
formas antiguamente hemorragicas del Dengue, al parecer tienen componente
autoinmunes y a reactividad cruzada por parte de infecciones previas y residuos
de las particula virales que han formado complejos, a su vez podrian también

jugar un pael en esta condicion proteinas no estructurales del virus?®: 3,

Algunos serotipos del virus estan mas relacionados con las formas mas severas
de la enfermedad, sobre todo los trastornos de la coagulacién como variantes
asiatico y la combinacién de la variedad asiatico americana. Y en otros casos la
carga viral y las condiciones del paciente parecen jugar un papel mas

predoiminante en la severidad de la enfermedad®".

En ausencia de vacunas o terapias aprobadas, que deben ser eficaz contra todos
los cuatro serotipos, se necesitan con urgencia una tasa precisa de diagnosticos
rapidos contra las formas mas mortales de la enfermedad, ya que periodos
febriles ya agudizados causadas por infecciones de dengue, en comparacion con
otras causas de sindromes febriles agudas, estan siendo reportados con mas
frecuencia. Sin embargo, el diagndstico clinico suele ser insuficiente para la
especifica identificacion del agente etiolégico, especialmente con fines de
vigilancia de enfermedades, por lo que se requiere confirmacién seroldgica o
virologicas de laboratorio. Se ha considerado el "estdndar de oro" para el
diagndstico de dengue convencional, al aislamiento de los virus altamente
sensibles en cultivo, seguido de inmunofluorescencia microscopia empleando
anticuerpos contra anticuerpos especificos de dengue, lo malo es que se
requiere un equipo de alto nivel y mano de obra muy especializada y, debido a
la tasa de replicacion minima de virus dengue, no es adecuada para el

diagnéstico precoz3'32 33,

Aparte de los inconvenientes generales de las pruebas seroldgicas, algunas de

ellas, se cuentan cémo, la inhibiciéon de la hemaglutinacién (HI) y la prueba de



neutralizacion, que son engorrosas, costosas y significativamente no especifica.
El anticuerpo monoclonal de captura-enzimoinmunoensayo (MAC-EIA) y la
polimerasa con transcripcion inversa-reaccion en cadena (RT-PCR) han sido
mayormente usados como diagnésticos laboratoriales, aunque aun tiene una

baja tasa de efectividad en los paises tropicales y en vias de desarrollo34.

Esta Investigacion propone con el Panel (In-Dx) para Dengue Virus que estas
caracteristicas puedan ser materializadas todas juntas en el paradigma
emergente de las pruebas de punto de atencion: (descentralizado) para los
centros de bioanalisis, correspondiente a un analisis mas cerca del paciente (en
la unidad de cuidado de la salud o en casa), incluso en regiones remotas y por
individuos no especializados (incluidos los usuarios finales). Con una eficacia
fiable y con procesamiento de muestras de alto rendimiento en el momento
oportuno, en ultima instancia estan previstas para que actuen en todos los

puntos de atencién3®,

En el mercado peruano existen pruebas a medida, muchas de los cuales
consisten en el formato de la tira de prueba ya conocida y ampliamente
disponible (también llamada inmunocromatografico o pruebas-laterales de
fluencia), pueden por lo tanto ser considerados complementos valiosos de
técnicas convencionales, en el banco de analisis, no so6lo para permitir la
deteccién a distancia, sino también porque permite lecturas rapidas de
informacion lo que facilita mejorados procesos de toma de decisiones (por
ejemplo, en situaciones de emergencia), asi como la reduccién de la cantidad de
muestra en el laboratorio. Las mejoras tecnoldgicas en bioelectronica han
impulsado la aparicion de muchas metodologias y dispositivos analiticos, como
valiosos nativos ALTER para ensayos de laboratorio convencionales, para la
deteccion rapida y precisa de los patdgenos infecciosos. Muchos kits de
inmunoensayo comerciales para el diagndstico serolégico de infecciones por
dengue basado en MAC EIA ya estan disponibles, pero por lo general requieren
tiempos largos de ensayo (en el orden de algunas horas) y el procesamiento de
la muestra consume mucho tiempo (incluyendo un extenso lavado e incubacién
pasos). Por esta razon, es dificil que sean considerados estos inmunoensayos

como pruebas de diagnostico rapido verdaderos®®.



7. Hipétesis

El panel In-Dx tiene una exactitud diagndstica del 99% para identificacion de

DenV en pacientes febriles
8. MATERIAL Y METODO:
a. Diseno del estudio

El estudio es descriptivo, transversal, observacional, prospectivo, con un disefio
especifico que correspondera a pruebas diagndsticas.

b. Poblacién muestra y muestreo
Poblacion:

Esta constituida por los pacientes febriles con sospecha de infeccion por los virus
del Dengue atendidos en el Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta,
2020.

Tamano de Muestra
Muestra:

Para el calculo del tamafio muestra se usara la férmula para el calculo del
numero de sujetos en estudios de comparacion de pruebas diagndsticas en

una poblacioén 37 38

Tamano de muestra para poblacion con virus Dengue

2 2
0 235 =S)/i
P

Donde:
n= Total de sujetos a estudiar

Zo= 1,96 representa la confiabilidad al 95%



S=  0.99 sensibilidad de la prueba 1 (In-Dx) ’

P 0.67 Probabilidad de que una persona tenga el virus
Dengue3?

I= 0.05 Precision de la estimacion

Reemplazando se tiene

1.962(0.923)(1 — 0.923)/0.052
n= 0.672

n =163
El tamafio muestra total comprendera 163 pacientes:

Muestreo: Muestreo de corte transversal

c. Definicion Operacional de Variables:

Variables Definicién Indicadores Tipo de Escala de
operacional variables medicion
Diagnéstico de Arbovirus del presencia de | cualitativa nominal
identificacién del | género virus en nominal
virus del dengue | flavivirus muestra
ausencia de
virus en
muestra
Panel In-dx Panel positivo: cualitativa nominal
diagndstico de | coloracién nominal
loop mediated azul del test
isothermal
negativo:
amplification
coloracién




violeta del

test
Reaccion de técnica de Positivo: cualitativa nominal
cadena de laboratorio para | bandas en nominal
polimerasa amplificacion de | gel de
‘PCR” secuencias de | agarosa
ADN de un .
Negativo:
patégeno .
ausencia de
bandas en
gel de

agarosa




d. Procedimientos y técnicas:

La técnica a utilizar sera la observacion y recoleccién de informacion a través de
una ficha de recoleccién de datos en donde se registrara el cédigo de la muestra,
la edad de la participante, y si ha tenido fiebre y contacto con pacientes con
sintomas sugerentes de Dengue, lugar de procedencia y otros hallazgos que

pudieron haberse encontrado durante el examen fisico.

Se captaran a los pacientes febriles sintomaticos con sospecha de infeccion por
Dengue del hospital de alta complejidad virgen de la puerta, se les hara firmar el
consentimiento informado para establecer de esta manera la voluntariedad por
parte de el(a) paciente a participar del proyecto de investigacion, posterior al
consentimiento informado, se procedera a registrar la informacion del paciente

en la ficha de recoleccion de datos.

A continuacion, un médico capacitado tomara una muestra de Sangre periférica
venosa Yy realizara un examen fisico, luego, se procedera a tomar la muestra
sanguinea al laboratorio de microbiologia del hospital donde se trabajara con la

muestra de acuerdo al protocolo propuesto.
» Protocolo General:
« 1. Adadir 100 ul de agua estéril a una cénica de 50 ml.
« 2. Transferir la muestra a plato.

« 3. Transferir el espécimen de la muestra en agua 100uL a un tubo de
1.5mL

« 4. Calentar durante 15 minutos a 95°C.

« 5. Aiadir 30 pl de tampdn + 30 yl de muestra + 240 ul de agua (300 pl
total) Para los controles +/-: anadir 30 \ mu | de tampdn a 270 \ mu | de

agua
« 6. Detener la reaccion poniéndola brevemente en hielo o en el congelador

« 7. Leer laplacay registrarla en la hoja de calculo



El instrumento sera la ficha de recoleccion de datos, en la cual se registrara el
cbdigo de la muestra, lugar de procedencia y si ha tenido contacto con pacientes
con sintomas sugerentes de Dengue, y otros hallazgos que pudieron haberse

encontrado durante el examen fisico.
e. Plan de analisis de datos

Se tomaran los datos de los pacientes incluido es el estudio entre junio y julio del
2021 en el area de patologia clinica de hospital de Alta Complejidad virgen de la
Puerta en una base construida en Microsoft Excel 2019 y seran analizadas en el
programa EPIDAT 4.2. Se usara la reaccion de cadena de polimerasa como

prueba de oro para el contraste con la prueba diagnéstica panel In-Dx.

La exactitud diagnostica de la prueba sera determinada a través de la
sensibilidad, especificidad y se obtendran los valores de valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo, con sus correspondientes intervalos de confiabilidad
para evaluar su validez, reproductibilidad y seguridad en la adecuada
determinacion de la presencia o ausencia del virus del Dengue en las muestras.

Se incluira los intervalos confidenciales al 95%.
f. Aspectos éticos

El presente estudio, se realizara con el permiso del comité de ética e
investigacion del Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta y de la
escuela de postgrado de la Universidad Privada Antenor Orrego, debido a que
esta sera una investigacion con un disefio descriptivo, observacional, que
obtendra informacion del resultado de las pruebas obtenidas en el servicio de
patologia clinica. Asi mismo se recolectaran los datos en las fichas de
recoleccion de informacidn como se consigna en los anexos. Se considerara
también la declaracién de Helsinki Il y las leyes generales de Salud (D.S.
2017/2006/SA y D.S 006/2007/S. A).



9. Cronograma de Trabajo

N° | ACTIVIDADES| PERSONAS DURACIO
N
RESPONSABL JULIO 2020 - JUNIO 2021
E 314|5|6|7|8|9]|10|11] 12
S
1 | Planificaciény | INVESTIGADO
elaboracion
R ASESOR
del proyecto.
2 | Presentacion | INVESTIGADOR
y aprobacion
del proyecto
3 | Recoleccion de| INVESTIGADO XXX X]X|X | X]|X
Datos R ASESOR
4 | Procesamient | INVESTIGADO X
oyandlisis | R
ESTADISTICO
5 | Elaboracion INVESTIGADOR X
del Informe
Final
DURACION DEL PROYECTO 12 MESES
PERIODO DE ACTIVIDADES PROGRAMADAS POR
10.Presupuesto Detallado
Naturaleza Precio
Descripcién Precio Total
del Gasto Unitario
Bienes Nuevos Soles
A Papel A5 medio millar 0.02 100.00
B Boligrafos 4 3.00 10.00
C plumones 03 4.00 30.00
D paperlike 02 7.00 21.00
E disco 1 3.00 3.00




F Foldres 5 2.00 30.00
G engrapadora 1 3.00 4.00
H Grapa 2 paquete 3.00 5.00
Servicios
I 3G 100 3.00 200.00
J traslado 210 1.00 200.00
K Empastados 8 12 120.00
L copias 140 0.10 30.00
M Asesor por 2 250 500.00
Estadistico
TOTAL 1203.00
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