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INTRODUCCION

A partir de la emergencia de Fiebre Hemorragica Venezolana, en Guanarito Estado
Portuguesa, afio 1989, se han producido 3 epidemias y en cada una se ha observado avance
de la onda endémica hacia otras areas geogréficas, dejando en cada episodio una gran
extension territorial para la vigilancia epidemiolégica de la enfermedad al extenderse hacia
otros estados o la hospitalizacién de pacientes en otras zonas del pais, después de adquirir la
patologia en las areas endémicas estableciéndose la necesidad de multiplicar el conocimiento
adquirido a través de afios de investigacion, por el nivel regional donde surgié la Fiebre

Hemorragica Venezolana.

Estas consideraciones determinaron la importancia de la elaboracion de un documento
contentivo de la informacién que se ha generado a lo largo de 13 afios de continuo y arduo
trabajo, de un grupo multidisciplinario de personas que con mistica ha logrado mantener el
desarrollo de la investigacion en las diferentes areas que estructuran el programa (Clinica,
Epidemioldgica, Laboratorio, Ecolégica, y Virolégica) para lo cual se genera esta guia, con el
decidido apoyo de la Oficina Sanitaria Panamericana, Ministerio de Salud, Instituto Nacional de
Higiene y La Universidad de los Andes, cristalizando este propdsito, con la esperanza que sea
util a todo el personal de salud comprometido en la atencién directa de casos de Fiebre
Hemorragica Venezolana, asi como también todo lo que fue desarrollando nuestro ejercicio
profesional fundamentados en la Vigilancia Epidemiologica o impartiendo educacion para la

prevencion y control de enfermedades que representan graves problemas de salud publica.
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FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLANA Y OTRAS ARENAVIRO SIS

Fiebre Hemorragica, es una condicién clinica que puede originarse por diferentes causas

desde el punto de vista etiolégico, conlleva a alteraciones hematolégicas que pueden implicar
lesiones en los vasos sanguineos, diminucién de plaquetas (trombocitopenia), alteraciones en

la coagulacion y del funcionalismo hepatico.

Diversas etiologias se citan em el origen de estas alteraciones entre ellas podemos mencionar:
las infecciones virales, Clamydias, las Riketsias, Espiroquetas, Protozoarios, y Bacterianas, etc;
Sin embargo el término Febril Hemorragica se aplica con mayor frecuencia a ciertas infecciones

virales transmitidas por artropodos.

En Venezuela existen 2 arbovirosis de gran importancia en salud publica y son:
1.Dengue ( virus dengue tipos: 1, 2,3y 4)
2.Fiebre amarilla.

En Sur América, ademas del Dengue y la Fiebre Amarilla ha sido muy importante la
caracterizacion de patologias hemorragicas cusadas por arenavirus: (4)

1.Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) causada por el virus Junin (1958).

2.Fiebre Hemorragica Boliviana (FHB) causada por el virus Machupo (1963)

3.Fiebre hemorragica Venezolana (FHV) causada por el virus Guanarito (1990)

4.La Fiebre hemorragica de Sao Pablo, causada por el virus Sabia (1993)

1.2.1 CLASIFICACION

La familia Arenaviridae género arenavirus agrupa a sus miembros en dos complejos, tomando
en cuenta la morfologia, composicién quimica, relacién antigénica y evolucién genotipica (3, 6,
23):

1.Arenavirus del Viejo Mundo o complejo Coriomeningitis linfocitica que incluye los siguientes
virus: Linfocoriomeningitis (LCM) Lassa y virus relacionados con Lassa.

2.Arenavirus del Nuevo Mundo o complejo Tacaribe, el cual comprende tres grupos; el grupo A
que incluye a los virus: Tamiami, Flexal, Parana, White, Water Arroyo, Pichindé y Pirital. El
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grupo B que incluye a los virus: Junin, Machupo, Tacaribe, Amapari, Guanarito y Sabia y el

grupos C que incluye a los virus: Oliveros y Latino.
1.2.2 MORFOLOGIA Y COMPOSICION BIOQUIMICA

Las preparaciones de células Vero infectadas con virus Guanarito observadas al microscopio
electrénico demuestran caracteristicas morfolégicas tipicas de la familia Arenaviridae tales
como: particulas virales redondas, ovaladas o pleomorficas, el diametro de 50-300 nm, poseen
una envoltura de naturaleza lipoproteica de la cual se proyectan espiculas de
aproximadamente 6 nm de largo de naturaleza proteica, en el core se observan granulos
densos que corresponden a ribosomas que adquiere el virion en la célula hospedadora y le dan

apariencia de arena, confiriéndole el nombre de arenavirus a esta familia.

Los arenavirus contienen dos moléculas de ARN lineal, de cadena simple y sentido negativo,
el genoma no es infeccioso, la constante de sedimentacion de 32S para segmento largo (L) y
23S para el segmento pequefio (S). Ademas se han encontrado pequefias moléculas de ARN

que probablemente son ribosomas de origen celular (4).

El genoma de los arenavirus tiene una estrategia de codificacion genética ambisensa en su
segmento S de manera que en un sentido codifica para una glicoproteina precursora y en
sentido inverso codifica para la nucleoproteina (NP). La glicoproteina precursora luego es
clivada en dos glicoproteinas, G1 y G2 que estan en proporciones similares en la envoltura

viral, El segmento L para la polimerasa viral (L) (4).

Los arenavirus son facilmente inactivados por solventes organicos como éter, cloroformo;
soluciones desinfectantes como beta propiolactona, hipoclorito de sodio y por el desoxicolato
de sodio; pueden perder su poder infeccioso al exponerse a pH acido, al calor y radiacién

ultravioleta (8).

1.2.3 PROPIEDADES ANTIGENICAS

La relacion antigénica entre los miembros de la familia se ha establecido por las técnicas de
fijacion de complemento (FC), inmumofluorescencia (IF), neutralizacion (Nt) y ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). El complejo Tacaribe reacciona en forma cruzada potentemente
entre sus miembros pero débilmente con los del complejo del Viejo Mundo cuando se usan las
técnicas de FC, IF y ELISA; en contraste por Nt no se observa reacciones cruzadas entre ellos
usando anticuerpos monoclonales o policlonales (8). Los analisis antigénicos demuestran que
del virus Guanarito esta mas intimamente relacionado con los virus: Junin, Tacaribe, Amapari y
Sabia (32).
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1.2.4 EVOLUCION GENOTIPICA

Los andlisis moleculares parciales del gen de la proteina N de los arenavirus del Nuevo Mundo,
agrupa a los virus de este complejo en tres lineas filogenéticos: A, B y C que indican origenes
ancestrales comunes. La linea A incluye los virus Tamiami (TM), Whitewater (WWA), Flexal

(Fx) Parana, Pichindé y Pirital. La linea B incluye los virus

Tacaribe, Amapari, Guanarito, Junin, Machupo, estos cuatro Ultimos son patégenos para el

hombre y Sabia. La linea C contiene los virus Latino y Oliveros.

A pesar del posible origen ancestral coman, el virus Guanarito diverge genéticamente en 15-
30% de los otros arenavirus patdgenos para el hombre, lo que apoya la hipétesis que cada
arenavirus ha evolucionado independientemente en su foco endémico probablemente desde

hace mucho tiempo (5, 17).

Los estudios filogenéticos del gen de la proteina N de cepas de virus Guanarito aislados en
periodos epidémicos y de roedores procedentes de areas endémicas y no endémicas
demuestran que estos virus forman un grupo monofilogenético conformado por al menos 9
genotipos que difieren en mas de 9% de secuencias de aminoacidos; estos 9 genotipos estan
ampliamente distribuidos (30), sin embargo solo los genotipos 6 y 9 se encontraron asociados
con los casos de FHV, desafortunadamente no existe informacion ecolégica y/o de la genética

de roedores que permitan establecer asociaciones claras (5, 6).

El virus Guanarito coexiste con el virus Pirital compartiendo el mismo ecosistema, sin embargo
ambos virus divergen genéticamente en mas del 50% y son altamente especificos para la

especie de roedor que le sirve de reservorio.
1.2.5 PROPIEDADES BIOLOGICAS

Los arenavirus se multiplican en una gran variedad de lineas celulares de diferentes origenes,
con produccién eficiente de placas en agar utilizando células Vero, y células diploides
humanas. Algunos producen efecto citopatico (ECP) marcado en lineas celulares continuas por
ejemplo: LLCMK2 y Hela y Vero-E6 (11, 12). El virus Guanarito se propaga bien en células
Vero-E6, BHK21 and RD, pero produce un ECP minimo. A los 8-14 dias después de la
inoculacion, las células muestran apariencia granular, algunas se redondean y se separan de la

monocapa celular. Sin embargo en el examen de las células infectadas se

Puede observar abundante antigeno viral en el citoplasma celular cuando se utiliza la técnico

de IF y antisuero especifico para virus Guanarito (32).
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Es comun la produccion de arenavirus defectivos e infecciones persistentes en cultivos
celulares, los cuales contienen proteinas citoplasmaticas de origen viral sin que se expresen en
la membrana celular. Los cultivos celulares persistentemente infectados pueden producir
pequefias cantidades de virus defectivos y son resistentes a la suUper infeccién por virus

homalogos o heterdlogos (12)

Dentro de las caracteristicas biolégicas mas sobresalientes de los arenavirus es la de utilizar
roedores como hospedadores naturales (con excepcidn del virus Tacaribe que utiliza al
murciélago frutero: Arbiteus literatus) y mas importante aun es el hecho de su alta especificidad
por el roedor que selecciona como hospedero; de forma tal que arenavirus se adapta a una o

maximo dos especies y a una subespecie de roedores.

También es importante destacar que en sus hospedadores naturales, los arenavirus establecen
una infeccion cronica de por vida, que resulta en viremia persistente con la eliminacion del virus
en forma continua en las excretas, especialmente en la orina, saliva o0 heces. A este tipo de
infecciones en el hospedador intermediario se le ha denominado “infecciones tolerantes

persistentes”.

El mecanismo asociado con este tipo de infeccidon parece ser por la deplecion selectiva de los
linfocitos T especificos para los virus, ya que en estos animales se observa una ausencia de
respuesta de los linfocitos T citotoxicos o de hipersensibilidad retardada contra el arenavirus
infectante. (10 y 25).

Los arenavirus pueden o no tener influencia en la especie de roedor que le sirve de reservorio.
Estudios experimentales con los virus Junin, Machupo y Guanarito demuestran que afectan
adversamente la especie reduciendo la tasa de sobrevivencia, crecimiento y fecundidad de la
especie, mientras que los no patégenos tienden a mantener un balance estable con el
hospedador. (25)

1.2.6 HOSPEDEROS NATURALES DE LOS ARENAVIRUS .

La alta selectividad por la especie de roedor que sirve de reservorio a cada arenavirus
determina en parte la distribucion geografica tan definida. El virus Lassa esta distribuido en el
oeste de Africa en: Nigeria, Liberia y Sierra Leona y su reservorio es el roedor Mastomys
nataliensis. El virus de la coriomeningitis linfocitica (LCM), pertenece al complejo Arenavirus del
Viejo Mundo, pero su distribucion es mundial debido a que su huésped natural es el raton
casero: Mus musculus. Los Arenavirus de este complejo méas recientemente identificados
(Mopeia, Mobola e Ippy) han sido aislados en la Republica Central Africana, pero su
patogenicidad para el hombre aldn no se conoce.
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De los arenavirus del Nuevo Mundo, el virus Junin, esta distribuido en el noroeste de la
provincia de Buenos Aires en donde es dominante su reservorio natural el Calomys
musculinus. El virus Machupo esta limitado a la provincia de Beni en el noreste de Bolivia,

donde el Calomys callosus es predominante (10, 14, 21).

TICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LAS FIEBRES HEMORRAGICAS

Las Fiebres Hemorragicas por Arenavirus comparten algunas caracteristicas como se indican
a continuacion.

La FHA afecta a la poblacién rural, entre 20-49 afios de edad, predominantemente agricultores
lo que indica que esta actividad es un factor de riesgo determinante de la infeccion al
exponerse a material contaminado con excretas de roedores. La incidencia anual de casos
fluctda entre 100-4000 reportandose entre 1958 a 1987 un total de 21.000 casos. El area
endemoepidémica reconocida inicialmente se estimé en 16.000 Km2 con 250.000 personas a
riesgo; esta area se extendié a 150.000 Km2 y la poblacién a riesgo se incrementé a 2
millones. La FHA tipicamente es una enfermedad estacional, iniciAndose la curva epidémica al
finalizar el verano austral, alcanza el pico en otofio y termina al comienzo del invierno, esta
distribucion esta intimamente relacionada con las labores agricolas, los habitos reproductivos y

alimenticios del Calomyis musculinus (7, 26) .

FHB surge de manera esporadica o en brotes epidémicos que afectan a pobladores rurales de
la zona septentrional de Bolivia. La epidemia de FHB ocurrié entre 1959 hasta 1962 afectd
mas de 500 personas en las poblaciones de San Joaquin, Orobayaya y areas vecinas; la edad
sexo y ocupacién de las personas afectadas no fueron factores de riesgo determinantes para
adquirir la enfermedad. La curva epidémica comenzé al final del invierno registrandose el
mayor nimero de casos durante el verano (19). En 1964 se realiz6 un programa de
desratizacion en las zonas afectadas interrumpiéndose casi inmediatamente la epidemia,
reportandose el Gltimo caso en Noviembre de 1964. Esta epidemia de FHB aparentemente fue
un fendmeno no usual que ocurrié probablemente debido a un incremento significativo del
roedor hospedero del virus Machupo el Calomys callosus que a pesar de que tiene habitos
peridomésticos puede invadir las casas cuando se reduce la competencia territorial establecida

por otros roedores (7, 26)

El ultimo brote de FHB reportado ocurrié entre Julio y Agosto del afio 1994 en una familia de la
localidad de Magdalena con una poblacion de 4.300 habitantes, el brote afecté a 5 de los 7
miembros que constituian la familia y a otros 2 parientes cercanos, 6 de los 7 casos fallecieron,
los reportes de laboratorio confirmaron diagnéstico de FHB por aislamiento del virus Machupo
(25).

“ Bolivariano
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FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLANA

A partir de Septiembre de 1989, empezaron a consultar al hospital Dr. Miguel Oraa de Guanare

(Edo. Portuguesa), pacientes en su mayoria agricultores procedentes del municipio Guanarito
de esta entidad federal, con manifestaciones clinicas caracterizadas por fiebre, postracion,
cefalea, odinofagia y manifestaciones hemorragicas diversas (gingivorragias, hematemesis,
epistaxis), seguido en muchos casos por manifestaciones neurolégicas, los cuales fallecieron
en estado catalogado como shock séptico. De las dos primeras victimas de la afeccion, se
tomaron muestras de autopsia para la investigacion etiol6gica, aislandose un agente viral que

para el momento no se pudo identificar.

En Octubre de ese mismo afio, se desarrollé por primera vez en Venezuela, una severa
epidemia de dengue hemorragico causado por los virus dengue tipos 1, 2 y 4 con predominio
del serotipo 2. Ante la evidencia etiolégica de dengue hemorragico en vastas areas del pais,
inicialmente se atribuyeron las muertes ocurridas en el Edo. Portuguesa a esta etiologia. Con la
declinacion de la epidemia de dengue hemorragico en Abril de 1990, siguieron ingresando
casos similares a los antes descritos en el hospital Dr. Miguel Orad, pero estos pacientes
tenian caracteristicas epidemiolégicas muy particulares, entre las que sefialan: el grupo etario
predominante entre los 14 y los 49 afios, sexo masculino de ocupacién agricultores y
procedentes del municipio Guanarito, lo cual llevé a reiniciar los estudios del agente etioldgico
en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel’. Los estudios de laboratorio descartaron
agentes infecciosos como: dengue, fiebre amarilla, hepatitis virales, leptospirosis, rickettsiosis,
etc.; pero habia evidencias del aislamiento viral en cultivos celulares a partir de la sangre y
tejidos de las victimas de la enfermedad. En Febrero de 1991 en Yale Arbovirus Research Unit
de la Universidad de Yale EUA se identificd el virus aislado como un nuevo miembro de la
familia Arenaviridae Complejo Tacaribe, al que se le dio6 el nombre de “Virus Guanarito” y a la
entidad nosoldgica resultante como Fiebre Hemorragica Venezolana (FHV) (28, 35). De
acuerdo al clasificador internacional de enfermedades (CIE) la FHV le corresponde CIE
10A86.1

En los afos siguientes, los estudios ecolégicos, virolégicos y en animales de experimentacion
permitieron identificar al Zygodontomys brevicauda como el roedor reservorio natural del virus
Guanarito, el cual tiene una amplia distribucidn geografica en los llanos centro-occidentales de
Venezuela donde la poblacion rural puede ser afectada por la enfermedad. Estos estudios
también permitieron la identificacion de nuevos agentes virales tales como el virus Pirital
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(familia Arenaviridae) y el Cafio Delgadito (familia Bunyaviridae, genero Hantavirus) que
afectan los roedores de la especie Sigmodon alstoni. Hasta el presente no se han implicado a
estos virus como agentes patdgenos para el humano (15, 16). Los estudios ecolégicos
permitieron mejorar el conocimiento sobre la diversidad de especies de roedores existentes y

sus habitats naturales en estas regiones (34).

Los estudios epidemiolégicos retrospectivos indican que posiblemente el virus Guanarito ha
existido en la poblacion de roedores por muchos afios, sin embargo antes de 1989 los casos
de FHV pueden haber ocurrido en forma esporadica posiblemente debido a la baja
concentracion de habitantes en el medio rural del municipio Guanarito, estado Portuguesa. La
incorporacion de nuevas tierras a la actividad agricola y el incremento de la migracién al medio
rural produjeron los cambios ecoldgicos favorables para el aumento de la poblaciéon de
roedores silvestres y como consecuencia se incremento el riesgo humano para adquirir la
infeccién por patégenos transmitidos por roedores y cambios en el patron epidemiolégico de las

enfermedades tales como se ha observado con la FHV.

3. CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCION DEL ROEDOR RESERV ORIO DE LA

FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLANA

El arenavirus Guanarito esta distribuido en los llanos centro-occidentales del pais donde es
prevalente el Zygodontomys brevicauda (Zb), o ratén de la cafia de azlcar (15, 31). Esta
especie esta clasificada dentro del orden Rodentia, genero Zygodontomys y puede distinguirse
de otras especies por una combinacion de caracteristicas morfologicas. La variacién de
caracteres cualitativos revela divergencia de poblaciones y patrones de distribucion geografica.
El rango de Distribucién del Zb se extiende desde el litoral del pacifico al este de Costa Rica,

cruzando Panama, Colombia, Venezuela y las Guayanas al norte de Brasil. (13)

Los estudios de distribucion geografico del virus Guanarito en Venezuela demuestran que su
hospedero natural el Zb esta ampliamente distribuido en los llanos centro-occidentales de
Venezuela. El virus Guanarito circula en los estados Portuguesa, Barinas, Guarico, Cojedes y
Apure; en los tres primeros estados se han identificado casos confirmados de FHYV,
considerandole dentro del area endémica de esta enfermedad y los estados Cojedes y Apure
representan areas de riesgo (31, 34). Estas areas endémicas y de riesgo se muestran el

siguiente mapa.
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EAS ENDEMICAS Y DE RIESGO DE LA F IEBRE HEMORRAGICA

Otras especies de roedores presentes en la region de los llanos son: Sigmodon alstoni (Sa),
Ratus ratus, Proechemys guairae, Orizomys fulvescens y Heteromys anomalus. Estas especies
son susceptibles a la infeccion por virus Guanarito, pero son hospederos finales, por lo tanto

tienen poca importancia en la transmision del virus al humano (10, 31, 33).
Habitat Natural del Zygodontomys brevicauda

El ZB habita en sabanas, matorrales espinosos, arbustales, pastizales, campos agricolas y
otros tipos de habitas naturales abiertos, en América Central y del Sur. Pueden encontrarse en
elevaciones por debajo de los 100 mts y hasta 1.300 mts de altitud. Tiene habitos nocturnos
estrictamente terrestres y aparentemente omnivoros, se reproducen durante todo el afio a

pesar de la dramética estacionalidad de las lluvias (13, 34, 36).

El Zb junto con el Sa son las especies de roedores mas abundantes en la regién de los llanos
centro-occidentales, se encuentran asociados con una gran variedad de habitats, sin embargo
ellos son especialmente abundantes en campos de cultivo de maiz, sorgo, algodén y en la
maleza que bordea los cultivos. La densidad poblacional de las especies varia entre los tipos
de habitat o las diferentes categorias de cultivo por ejemplo, los cultivos de subsistencia
proporcionan el habitat ideal para ciertas especies de roedores porque con frecuencia ofrecen
una amplia variedad de frutas, semillas y estan cerca de fuentes de agua. El habitat a lo largo
de carreteras, caminos y bordes de cultivo también son ideales para el refugio de una
diversidad de especies, pero en especial para Zb y Sa, mientras que los espacios
peridomésticos son dominados por Ratus ratus (33, 34, 35).

La densidad poblacional presenta fluctuaciones estacionales tipicas con un incremento durante
la estacion de sequia, alcanzando maximos niveles al final de la estacién, luego disminuye
durante la estacién de lluvia con desaparicion casi total. La densidad de poblacion de Zb
también presenta fluctuaciones ciclicas significativas alcanzandose una maxima densidad
poblacional cada 4-5 afios las cuales se correlacionan con los ciclos endémicos y epidémicos
de la FHV (23).
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4. EPIDEMIOLOGIA DE LA FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLAN A

La FHV desde emergencia en el afio 1989 hasta Diciembre del 2005 se ha registrado 576
casos con 132 defunciones, reflejando una letalidad del 23% en el periodo. Hasta el afio 2005
se han producido tres brotes epidémicos con un incremento en el nimero de casos en cada
brote y acortamiento de los periodos inter-epidémicos. La poblacion mayormente afectada es

de 15-49 afios de edad, sexo masculino y ocupacion agricultor.

La procedencia de los casos en su totalidad esta relacionada con el area rural, siendo
pobladores de esta zona o personas que han incursionado en la misma antes de enfermar. Los
municipios del estado Portuguesa con mayor ocurrencia de casos son: Guanarito, Papelén,
Guanare, San Genaro de Boconcito y Esteller. En el estado Barinas los municipios mas
afectados: Rojas, Sosa, Alberto Arvelo y Obispo (18, 31, 36).

Los estudios sobre los mecanismos de transmision indican que los arenavirus se transmiten al
hombre por exposicion a las excreciones y secreciones de roedores infectados (orina, heces,
saliva 0 sangre). La infeccion ocurre por penetracién del virus a través de aerosoles de polvo

contaminados, mordeduras, excoriaciones u otras soluciones de continuidad de la piel.

S. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA
VENEZOLANA

La Fiebre Hemorragica Venezolana tiene un comienzo insidioso, con manifestaciones

inespecificas, pudiéndose distinguir dos (2) fases, una primera fase entre el inicio y el cuarto
dia de evolucion del cuadro en la cual paciente presenta:

» Fiebre

» Malestar general.

» Cefalea.

* Artralgias.

» Mialgias

* Vomito

* Diarrea

» Leucopenia y trombocitopenia con valores cercanos a lo normal (3er dia)

Luego en el curso de la enfermedad a partir del cuarto dia se pueden agregar al cuadro clinico:
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» Petequias

» Equimosis

» Leucopenia y trombocitopenia acentuada

 Gingivorragia y/o epistaxis fundamentalmente.

» Dolor abdominal principalmente en epigastrio y en el hipocondrio derecho, puede
haber distensién abdominal.

* Toque del estado neurolégico: irritacion, agitacion, agresividad, y también puede

observarse temblor fino enlas extremidades superiores.

En los pacientes que cursan con una evolucién térpida hacia la gravedad las manifestaciones
clinicas se hacen mas severas pudiéndose observar:

» Sangramiento por los sitios de venopuncion.

» Tos, taquipnea, tiraje, distres respiratorio o signos de dificultad respiratoria.

» Hemorragias profusas por orificios naturales.

 Hematemesis, melena, metrorragia, convulsiones ténico clonicas generalizadas,

estupor, coma y se puede producir el fallecimiento del paciente (2, 18, 22, 28, 33).

FISIOPATOLOGIA Y RESPUESTA INMUNE

Los mecanismos mediante los cuales se produce la enfermedad y su control en el humano,
tanto por el virus Guanarito como por los otros arenavirus, son en gran parte desconocidos.
Investigaciones realizadas en pacientes con FHA y con Fiebre de Lassa han revelado la
patogénesis de la infeccién por los arenavirus se atribuye al dafio directo del virus sobre el
sistema sanguineo. Los estudios clinicos y experimentales demuestran que los arenavirus se
multiplican en las células en el tejido linfoide causando viremia prolongada, producen efecto
citopatico directo en macrofagos y polimorfonucleares, lo que resulta en la activacion de
factores plasmaticos y alteracién de la permeabilidad capilar. Otros mecanismos pueden
contribuir a la patogénesis de la enfermedad, por ejemplo en pacientes con FHV y FHA se
encuentran altos niveles de interfer6n, demostrando una correlaciéon entre estos titulos y la
evolucién de la enfermedad, pero sin establecerse aun el papel que desempefia en el dafio
tisular (25).

Durante el proceso infeccioso en la FHA se produce una profunda alteracion del
funcionamiento de las poblaciones de linfocitos B, subpoblaciones CD4 y CDS8; estas
anormalidades desaparecen durante la convalecencia, alrededor de la 5ta semana, periodo
durante el cual comienza a detectarse la respuesta inmune humoral especifica para estos virus
(14). La respuesta inmune humoral en las arenavirosis Sudamericanas tienen las
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siguientes caracteristicas: los anticuerpos FC o los fluorescentes aparecen 3 a 4 semanas
después del inicio de la enfermedad mientras que los anticuerpos neutralizantes requieren 2 a

6 meses para alcanzar niveles significativos.

Estudios histopatolégicos en pacientes fallecidos por FHA, FHV y Fiebre de Lassa demuestran
una vasocongestion generalizada con hemorragias multiples en la mucosa gastrointestinal,
Utero, corazon y otros 6rganos y tejidos. Estudios microscopicos en casos de FHA demuestran
necrosis tubular y papilar en rifién, necrosis de hepatocitos y pocas alteraciones en el sistema
nervioso central. También se observan alteraciones importantes, la médula 6sea con deplecion
de eritroblastos, extensa necrosis de la pulpa esplénica y en las areas cortical y paracortical de
los ganglios linféticos (14, 18, 21, 22, 25)

DIAGNOSTICO

El diagnostico de la FHV puede establecerse usando los siguientes criterios: historia
epidemiolégica, signos y sintomas iniciales y alteraciones hematol6gicas, considerandose
como diagndstico diferencial otras fiebres hemorragicas tales como: dengue, fiebre amarilla,
hepatitis, leptospirosis, fiebre tifoidea, fiebre hemorragica con sindrome renal etc.

El diagnostico etioldgico especifico de FHV puede realizarse mediante el aislamiento e
identificacién del virus en cultivos celulares o la amplificacion parcial del ARN viral por la
técnica de transcripcidn reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). El método
mas utilizado es el aislamiento viral en cultivo de células Vero-E6; el virus Guanarito puede
identificarse por Inmunofluorescencia indirecta, (IFl), utilizando liquido ascitico hiperinmune
contra el virus. El virus puede aislarse a partir de suero, sangre o tejidos en los casos fatales
(32).

El diagnostico serolégico se realiza por la determinacion de anticuerpos clase especificas tipo

IgG e IgM para el virus Guanarito utilizando la técnica de Inmunofluorescencia indirecta

cuantitativa (IFI) o ensayo inmunoenzimatico ELISA (32).

La FHV no tiene actualmente un tratamiento especifico, siendo necesario establecer un manejo
de soporte fundamentado en las caracteristicas clinicas y las alteraciones hematolégicas de la
enfermedad tales como: correccién de liquidos y electrolitos, expansores plasmaticos y
derivados sanguineos y otros que el paciente requiera. En la actualidad se disefia un protocolo
clinico terapéutico de Ribavirina para demostrar su eficacia en los pacientes con FHV. La

Gobierno
“ Bolivariano

sterio del Poder Popular Viceministeno de Dire ener \:"Ig;.anua“
para la Salud Redes de Salud Colectiva ie Epidemiologia Epidemiciogica




AREA 1 EPIDEMIOLOGIA Médulo 1. 1.- Vigilancia Epidemioldgica.
Unidad 1.1.12.- FIEBRE HEMOF

Ribavirina ha tenido actividad antiviral contra el virus Junin y Guanarito in vitro (32, 20).
También se ha demostrado efectividad antiviral de esta droga el tratamiento de una infeccion

por virus Sabia.

Il
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA
FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLANA

1. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA FIEBRE HEMORRAGICA

VENEZOLANA

La vigilancia epidemiolégica es una actividad fundamentada en la recoleccion de la
informacidn, analisis e interpretacion que permita el monitoreo de eventos relacionados con la
salud publica que constituyen un riesgo a la poblacién de enfermarse y/o morir. La informacion
generada conlleva a la toma de decisiones en funcion de las medidas de control para minimizar

o evitar el riesgo de enfermarse (18).

La vigilancia epidemioldgica en la Fiebre Hemorragica Venezolana se desarrolla en base a los

siguientes criterios:

1.Vigilancia clinico-epidemiolégica de casos febriles hemorragicos en areas endémicas o de
riesgo para la deteccion temprana de casos sospechosos o probables.

2.La investigacion epidemiolégica sistematica de casos de FHV.

3.Estudio de la dindmica poblacional del Zb en areas endémico-epidémicas.

4.Monitorear las tendencias de morbi-mortalidad de la FHV intervenir y medir su impacto.
5.Establecer el diagndstico etioldégico de enfermedades febriles hemorragicas prevalentes en

el area endemo-epidémica.

1.1.1 CASO SOSPECHOSO

Paciente con cuadro febril indeterminado, residente de un area rural endémica de Fiebre
Hemorragica Venezolana (FHV) (Portuguesa, Barinas y Guarico), de un area de riesgo (Apure

y Cojedes) o que la haya visitado en los ultimos 21 dias.
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CONDUCTA A SEGUIR DE ACUERDO AL NIVEL DE ATENCION MEDICA

a) CONSULTORIO POPULAR
Seguimiento clinico durante 48 horas del inicio de la fiebre, para observar la persistencia
de la fiebre y si se agregan sintomas como; malestar general, cefalea, mialgias y artralgias.

Referir a la red Hospitalaria.

b) RED HOSPITALARIA
Si el paciente reside en el area urbana se evaluara la condicién clinica y de laboratorio

diariamente durante una semana a partir del inicio de sintomas.

Si el caso procede del area rural dispersa se procede a hospitalizar hasta completar una
semana a partir del inicio de sintomas dependiendo de la evolucién del cuadro:
1. Evaluacion clinica diaria, en busca de signos y sintomas probables.
2. Examenes del laboratorio: hematoldégica completa y recuento plaquetario, cada 24
horas o de acuerdo a criterio médico.
3. Toma de muestra de sangre al ingreso para obtencion de suero y coagulo.
4. Llenar formulario epidemiolégico para caso sospechoso de FHV (anexo N° 1) Ficha de
Investigacion epidemioldgica para SINDROMES FEBRILES ICTERO HEMORRAGICOS

1.1.2 CASO PROBABLE

Paciente procedente de un area rural endémica de FHV (Portuguesa, Barinas y Guarico) de un
area de riesgo (Apure y Cojedes), o que la haya visitado en los Ultimos 21 dias, con un cuadro
febril de comienzo insidioso, que ademéas presente uno o0 mas de los siguientes sintomas:
malestar general, cefalea, artralgias, mialgias, dolor abdominal, disfagia, odinofagia, vomitos,
diarrea, con o sin alguna manifestacion hemorragica tales como: Gingivorragia, epistaxis,
petequias, equimosis, etc., y que al laboratorio presente leucopenia y trombocitopenia, sin

causa presumible de infeccion bacteriana.
CONDUCTA A SEGUIR

1. Hospitalizar al paciente.

2. Registrar la informacién al ingreso y diariamente en el formulario Clinico-
Epidemiolégico N° FHV 01 parte A (anexo N° 2) Tomar muestra hematica al ingreso, al
3er dia durante la hospitalizacién y al egreso. Luego a los 30, 60 dias de la convalecencia.
3. Manejo de paciente de acuerdo a esquema normado.

4. Llevar a cabo la investigacion epidemiolégica del caso y registrar la informacion en el

formulario Clinico-Epidemiolégico N° FHV 01 parte B. (anexo N° 3)
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NOTA: Para el paciente que ingresa al protocolo de Ribavirina, la toma de muestra se regira de

acuerdo al protocolo.

NOTIFICACION OBLIGATORIA

La Fiebre hemorragica Venezolana es una enfermedad de notificacion obligatoria, por lo tanto
todo Caso Probable debe ser Notificado de Manera Inmediata al Servicio de Epidemiologia
hospitalaria, el cual a su vez debe notificar a Epidemiologia Distrital, quien a su vez reporta a
Epidemiologia Regional que luego reporta al Centro de Investigaciones de Virosis
Hemorragicas y Enfermedades Transmisibles (CIVIHET), Guanare Estado Portuguesa y a la

Direccion de Vigilancia Epidemiol6gica del Ministerio de Salud (MS).
Esta informacion debe reportase en Telegrama Semanal.
1.1.3 CASO CONFIRMADO

Casos que cumplen con el criterio de caso probable de FHV en el cual se realizdé confirmacion
virolégica mediante el aislamiento e identificacion del virus Guanarito y/o la amplificacion
parcial del ARN viral por la técnica de RT-PCR y/o diagnéstico serolégico mediante la
demostracién del incremento cuatro o mas veces el nivel de anticuerpos IgG especificos para

el virus Guanarito por la técnica de IFl o ELISA.

*SE CONSIDERAN TAMBIEN CASOS DE FIEBRE HEMORRAGICA LOS CASOS
PROBABLES CON PERDIDAS DE SEGUIMIENTO POR FALLECIMIENTO O CAMBIO DE
RESIDENCIA*

1.1.4 CASO CONTACTO DE FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLA NA

Persona que realice actividades laborales comunes o que conviva con un caso confirmado o

probable para Fiebre Hemorragica Venezolana.

CONDUCTA A SEGUIR
1. Vigilancia del caso.

2. Educacion Sanitaria.

NOTIFICACION DE CASOS
La notificacion de casos probables es de caracter obligatorio, la cual debe hacerse diariamente
al Servicio de Epidemiologia por via telefénica o reporte escrito, de acuerdo a lo establecido en

el sistema de vigilancia para las enfermedades de notificacion obligatoria.
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2.

INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA SISTEMATICA DE CASOSD E

FHV

La investigacion de un caso probable de fiebre hemorragica Venezolana se realiza siguiendo

los parametros de acuerdo a la ficha clinico-epidemioldgica que relne la siguiente informacion:

a) Datos demogréficos: nombre, edad, sexo y procedencia.

b) Ocupacion y otras actividades laborales.

c) Habitos del paciente relacionados con: costumbres de limpieza de herramientas de
trabajo, uso de calzado, cambio de ropa al finalizar la jornada, utiliza espacios abiertos
en pastizales, suelo para el descanso durante la jornada de trabajo o durante la noche,
limpieza de ambientes abandonados.

d) Salida fuera de su residencia habitual en los Gltimos 21 dias la cual debe revisarse
detalladamente y registrarse en el instrumento de trabajo.

e) Practica reciente de captura y eliminacién de roedores.

La Vigilancia de los ambientes domiciliarios y peri domiciliarios debe incluir:

a) Ubicacién de la vivienda y su cercania a areas de cultivo, depésitos de granos,
cultivos de subsistencia, vegetacion herbacea, condiciones higiénicas de la vivienda.

b) Identificacion de nidos, heces u otras evidencias de la presencia de roedores en los
diferentes ambientes.

c) Presencia de animales domésticos en la casa.

d) Interrogatorio entre las personas que conforman el grupo familiar para la busqueda
de otros febriles, tomar muestra de sangre y llenar el formulario de vigilancia de
enfermedades ictero-hemorragicas, también realizar blusqueda de febriles entre las

familias en viviendas cercanas al caso y repetir el procedimiento anterior.

VIGILANCIA DE ROEDORES EN AREAS ENDEMO-EPIDEMICA S

Para la vigilancia y control de roedores durante periodos no epidémicos se recomienda la

selecciéon de areas centinela reconocidas como endémicas de FHV y desarrollar las siguientes

actividades:
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1.Evaluacion de ambientes para determinar el nivel de infestacion de roedores en el area
(excretas, madrigueras, sendas, roeduras etc.)

2.Realizar capturas de roedores por personal técnico, clasificacion de especies y toma
de muestras de material biolégico para estudios virolégicos cuando este indicado.

3.Intervencion para el saneamiento ambiental basico y la desratizacién controlada.

Mireccion de
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4.Evaluacién del impacto de las medidas de intervencion, recordando que serian

medidas temporales para no provocar desequilibrio ecoldgico.

Durante periodos epidémicos se prepara un plan de accién para el control de roedores
domiciliarios y peridomiciliarios que incluya la evaluacion del grado de infestacion previo y

después de haber aplicado las medidas de control.

Las actividades de vigilancia se concentran en la colecta y procesamiento de pequefios
mamiferos mediante técnicas de remocién, captura, identificacion, de especies y registro de

datos en el formulario correspondiente. (Anexo 4)
Procedimiento de trampeo y procesamiento de roedores capturados:

1.Para la remocion, el trampeo se lleva a cabo principalmente, en campos de cultivos
agricolas y pecuarios, predominantemente en cultivos anuales

2.Mecanizados (sorgo y maiz), area de pastos (potreros ganaderos), terrenos de
agricultura (conucos), sabanas naturales, ambientes peridomésticos, viviendas.

3.En trampeo remocién se colocan las trampas tipo Sherman (75X90X230) y trampas
Tomahawk. Las trampas Sherman se colocan a una distancia entre trampas de 10 m y
ubicadas a lo largo de los bordes de cultivo o dentro de los mismos, en pasto y sus
bordes, sabanas naturales, ambientes peridomésticos; mientras que las Tomahawk se
colocan en bosques de galeria y dentro de viviendas rurales.

4.Los roedores colectados en muestreos de remocién se sacrifican utilizando cloroformo;
a cada individuo se le registran los datos sobre el punto de captura, sexo, condicion
reproductiva, peso, longitud total, longitud cabeza-cuerpo y longitud de la pata. Dichos
datos se registran en el formulario. (Anexo5)

5.La recoleccién de muestras de sangre se realiza mediante la técnica de sangrado retro-
orbital utilizando una pipeta pasteur. La muestra se transfiere a un vial conteniendo una
solucion buffer fosfato salina. Las muestras son identificadas individualmente vy
congeladas en termos conteniendo nitrégeno liquido.

6.La informacion recolectada en los formularios son ingresados a la base de datos de

dinamica poblacional para su posterior analisis.

Proteccion personal: los trabajadores del campo deben cumplir las siguientes normas durante
la manipulacién de roedores y que estan especificadas en el capitulo de bioseguridad: uso
adecuado de calzado, doble guantes, usar trajes de proteccion respirador-purificador con filtros
HEPA Proteccidn del ambiente: utilizar material quirdrgico desechable, desinfectar los espacios

“ Bolivariano

1 Salud Redes de Salud Colectiva Epidemiologia Epidemiciogica




AREA 1 EPIDEMIOLOGIA Médulo 1. 1.- Vigilancia Epidemioldgica.

Unidad 1.1.12.- FIEBRE HEMO

de trabajo, equipos o ropas contaminadas. Incinerar cadaveres de animales y desechos de

material contaminado.

4. MONITOREAR LAS TENDENCIAS DE MORBI -MORTALIDAD DE LA

FHV

Los datos de morbi-mortalidad se recogen a partir de la denuncia de casos de FHV, se realiza
el llenado del formulario correspondiente (Anexo 6) que luego se ingresa a la base de datos,
esto permite construir y analizar graficamente las diferentes variables epidemiolégicas que
caracterizan el analisis, como son: edad sexo, ocupacién, procedencia, caracterizaciéon clinica
etc.

Con esta informacién se elabora la distribucion mensual de la morbilidad, esto permite
visualizar si por meses sigue presentandose el patrén observado desde la emergencia de la
patologia. La tendencia anual permite caracterizar tanto los brotes epidémicos como el
comportamiento de la enfermedad en los periodos interepidémicos y su proyeccion futura; asi
también el andlisis del resto de las variables permite inferir si se estan produciendo cambios o
no en la caracterizacion conocida de la FHV.

Los cambios en las variables epidemiolégicas conducen a la implementacion de mediadas
fundamentadas en la Alerta Epidemiolégica orientadas a: incrementar la vigilancia
epidemiolégica en areas endémicas o de riesgo, revisar las pautas de conducta a seguir
contenidas en el manual. Entrenamiento de personal médico y paramédico. Preparacion de
planes de trabajo para procesamiento de muestras a nivel de clinico y especializado.
Implementacién de programas de educaron comunitaria orientadas a toma de medidas

generales para reducir el riego de infeccién y blisqueda de atencién medica temprana.

5. DIAGNOSTICO'ETIOLOGICO DIFERENCIAL DE ENFERMEDADES
FEBRILES HEMORRAGICAS PREVALENTES EN EL AREA ENDEM O-

EPIDEMICA

Las manifestaciones clinicas en pacientes con FHV son similares a otras patologias
hemorragicas de origen viral como dengue hemorréagico y fiebre amarilla, algunas bacterianas
como la leptospirosis y parasitarias como la malaria. Por lo tanto el diagndstico etiol6gico

especifico solo puede establecerse a nivel del laboratorio microbiolégico.

El diagnéstico etiolégico de la FHV puede establecerse usando los siguientes criterios: historia
clinico-epidemiolédgica, considerandose el diagnostico diferencial con otras fiebres
hemorragicas de acuerdo al siguiente algoritmo basado en la prevalencia de estos patégenos
en Venezuela: virus del dengue serotipos 1,2, 3 y 4 virus de la fiebre amarilla, virus hepatitis B

y C, Leptospira ictero-hemorragica, Plasmodium vivax y falciparum y Hantavirus.
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El diagnéstico de los patégenos comunmente asociados con fiebres hemorragicas se realiza
mediante la deteccion del agente infeccioso o la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos
para el agente sospechoso. Para la deteccién de los virus Guanarito, dengue y fiebre amarilla
se recomienda la toma de suero en la fase aguda de la enfermedad (4 primeros dias). Estas
son remitidas al Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INH'RR") para su procesamiento
y analisis. Para el diagndstico etioldgico se debe tomar muestras pareadas de suero en la fase
aguda y convaleciente de la enfermedad (2-3 semanas después del primer suero). Para la
deteccion de anticuerpos contra el virus Guanarito requiere muestras adicionales a los 30 y 60
dias del inicio de sintomas.

En el CIVIHET se realiza diagnostico diferencial de los siguientes patdégenos: Dengue,
Guanarito, Leptospirosis, Hepatitis B y C. También debe tomarse gota gruesa para diagnéstico

de malaria.

1l
MANEJO CLINICO DEL PACIENTE CON
FIEBRE HEMORRAGICA VENEZOLANA

1. MANEJO CLINICO EN PACIENTES HOSPITALIZADOS

 Hidratacion oral si el paciente lo tolera.

» Hidratacion parenteral si es necesario, ajustandola segun su peso corporal,
preferiblemente con soluciones isoténicas al 0,9 % o soluciones de Ringer. Agregar
soluciones glucosadas, segin la necesidad de cada paciente, seria recomendable
evitar el uso de soluciones endovenosas tipo solucel (R), por sus efectos
colaterales sobre la funcion plaquetaria.

e Administracion endovenosa (EV.) de concentrado globular en caso de
hemoglobina(HB), menor a 9grs%, o de acuerdo a criterio médico

e Administracion endovenosa de plasma fresco congelado (10 ml x Kg. de peso
corporal), en pacientes con alteracion severa del TP, TPT o de acuerdo a criterio
médico

» Administraciébn endovenosa de concentrado plaquetario en pacientes con
trombocitopenia menor a 50.000 x mm3, 1 unidad x cada 10 Kg. de peso
corporal o de acuerdo a criterio médico.

» Administracion endovenosa de sangre completa en pacientes con Hb menor 9 gr.
% mas trombocitopenia inferior a 50.000 y/o alteraciones severas del TP o TPT

o de acuerdo a criterio médico.
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» Administracion de protectores gastrointestinales via oral (sufalcrato) 10 cc tres

veces al dia (TID) media hora antes de cada comida y antes de dormir.

2. PRUEBAS DE LABORATORIO EN EL INGRESO Y EV OLUCION DEL

PACIENTE

» Hematologia completa (diaria).

» Recuento plaquetario (diaria)

» Tiempo de protrombina y (TP) al ingreso y al haber sangramiento.
» Tiempo de tromboplastina total (TPT) (diaria).

» Transaminasa Glutamico Oxaloacetica (TGO) (cada 48 horas)

e Transaminasa Glutamico piruvica (TGP) (cada 48 horas).

* Velocidad de sedimentacién globular (VSG) (al ingreso).
 Proteinas totales y fraccionadas (cada 48 horas).

 Uroanalisis (cada 48 horas).

» Glicemia (cada 48 horas).

» Ureay Creatinina (cada 48 horas).

« Bilirrubina total y fraccionada (cada 48 horas).

 Fibrinogeno y Amonio solo al ingreso (cada 48 horas)

* Rx de Térax (al ingreso).

» Gasometria arterial sobre la base de criterio clinico.

» Eco abdominal de presentarse alteracion hepética renal o ascitis.

» Toma de muestras para estudios virolégicos y serologicos de acuerdo al siguiente

cronograma: al ingreso, 3er dia y al egreso ( ver capitulo diagnostico)

CRITERIOS DE EGRESO

» Hospitalizacion hasta el decimoquinto dia de evolucion de la enfermedad.
» Ausencia de manifestaciones clinicas.
* Normalizacién de parametros de laboratorio.

« Toma de muestra de suero antes del egreso.
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DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LA FIEBRE
HEMORRAGICA VENEZOLANA

1. DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LA FIEBRE HEMORRAGICA

VENEZOLANA

El diagnostico de la FHV puede establecerse usando los siguientes criterios: historia
epidemiolégica, signos y sintomas iniciales, alteraciones hematologicas, y la investigacion del
agente etiologico; considerandose como diagnostico diferencial otras fiebres hemorragicas
tales como: dengue, fiebre amarilla, hepatitis, leptospirosis, hantavirus, etc. (18, 22, 28).

El diagndstico virolégico especifico puede realizarse mediante el aislamiento e identificacion del
virus Guanarito en cultivos celulares o la amplificacion parcial del ARN viral por la técnica de
Transcripcién Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). El método mas
utilizado es el aislamiento viral en cultivo de células Vero-E6; después de 7 a 10 dias de cultivo,
el virus puede identificarse por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), utilizando
liquido ascitico hiperinmune contra el virus Guanarito. El virus puede detectarse a partir de
suero, sangre o tejidos en los casos fatales (12,18, 28).

El diagnéstico seroldgico se realiza mediante la demostracién de un incremento en el nivel de
anticuerpos totales o clase especificos tipo IgG para el virus Guanarito en muestras de suero
pareadas recolectadas durante la fase aguda y convaleciente de la enfermedad. Se utilizan las
técnicas de inmunofluorescencia indirecta cuantitativa (IFI) y/o el inmunoensayo enzimatico
ELISA (32, 34), debido a que la respuesta inmune humoral puede ocurrir tardiamente por lo
gque se recomienda la toma de muestras de sueros con un mes de intervalo durante la fase de
convalecencia.

TOMA, CONSERVACION Y ENVIO DE LAS MUESTRAS

AS DE SANGRE PARA DETECCION DEL VIRUS GUANARITO

1. Previa desinfeccion de la zona elegida para la puncién venosa, extraer 10 cc de sangre
utilizando vacutainer sin heparina o inyectadora estéril desechable.

2. Transferir el contenido de la inyectadora en un tubo estéril con tapa de goma estéril.
Rotular el tubo con Nombre completo del paciente y asignar el codigo de registro.
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3. Dejar la muestra a temperatura ambiente durante 20-30 minutos para permitir la
retraccion del coagulo sanguineo. Centrifugar a 1,500 rpm durante 10 min.

4. Utilizando una pipeta estéril desechable, transferir el suero a un vial rotulado con el
mismo codigo de registro asignado. De no contar con tubos codificados debe rotularse con:
Nombre y Apellido del paciente, Edad y Fecha de toma de muestra.

5. EIl cédigo de registro debe resefiarse en la ficha clinico-epidemiolégica del paciente

(anexo N° 4).

ENVIO DE MUESTRAS

1. Las muestras deben ser refrigeradas y enviadas inmediatamente al laboratorio regional.
Para prevenir cualquier derramamiento accidental de la muestra se recomienda cubrir el
vial con papel absorbente, luego colocarlo en una bolsita plastica y sellarla. Posteriormente
se coloca en la cava con refrigerante para su transporte hasta el CIVIHET.
2. La referencia de muestras para el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
requiere de su conservacion y transporte a temperatura ultra baja (hielo seco o nitrégeno
liquido), deben utilizarse viales resistentes a bajas temperaturas (crioviales). Cubrir el vial
con papel absorbente, luego colocarlo en una bolsita plastica, sellarla, colocarla en un
contenedor de bioseguridad y luego colocar éste en la cava conteniendo suficiente hielo
seco para garantizar su buena conservacion. Etiquetar el paquete con la siguiente
informacion:

a) Nombre, direccion y numero telefénico del consignatario.

b) Nombre direccién y nimero telefénico del remitente.

c) La frase “Material Clinico para Diagnéstico”

Las muestras de suero para estudio serolégico colectadas en el periodo convaleciente pueden

conservarse en congelacion de < 20 [IC o refrigeradas hasta su envio al respectivo destino.

3. ESQUEMA CRONOLOGICO DE TOMA Y NUMERO DE MUESTRAS

A COLECTAR

En el caso de la FHV se recomienda la recoleccién de al menos dos muestras de sangre para
el diagndstico etioldgico. El tipo de prueba de diagnéstico depende del tiempo transcurrido

entre el inicio de los sintomas y la toma de la muestra como se indica en el siguiente esquema:

TIPO DE ESTUDIO 30 60
1 3
Estudio Serolégico Egreso X X
Aislamiento viral Egreso
X X
Biologia Molecular
X X

Mireccion de
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4. MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD DURANTE LA TOMA DE
MUESTRAS SANGUINEAS DE PACIENTES (38)

1. Proteccion personal: Use bata, guantes y mascarilla.

2. Proteccion del paciente: utilice inyectadoras desechables. Desinfectar la zona elegida
para la puncién venosa.

3. Proteccion del ambiente: Descarte la inyectadora y aguja en recipientes de
bioseguridad. Desinfectar el area de trabajo. Autoclavar o incinerar todo el material de

desecho. Use recipientes cerrados para el transporte de la muestra hasta el laboratorio.

S. TOMA DE MUESTRAS DE VISCERAS EN FALLECIDOS

En casos de pacientes fallecidos a los que se les realiza autopsias, las muestras deben ser
colectadas y manipuladas siguiendo las normas internacionales de Bioseguridad (39) para la
realizacion de autopsias y segun se indica en el capitulo de bioseguridad:
1. Tomar pequefios fragmentos de tejidos (pulmén, higado y bazo) y colocarlos en
viales separados para temperaturas ultra bajas. (crioviales)
2. Rotular cada recipiente con el Nombre y Apellido del paciente, Edad y Fecha de toma
de la muestra.
3. Conservar las muestras en congelacion a <70(1C o en su defecto enviarlas con
refrigerantes al CIVIHET. Si van a ser enviadas directamente al Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”, debe colocarse suficiente hielo seco para garantizar la red de
frio y la conservacién de la muestra en condiciones de congelacion.

6. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE VIRUS GUANARITO

6.1.1 PRINCIPIO

Los cultivos celulares son ampliamente utilizados para el aislamiento e identificacién de una
gran variedad de agentes virales. Las lineas celulares son establecidas a partir de diversos
tejidos de animales y humanos y replicadas continuamente. Las siguientes lineas celulares
pueden ser utilizadas para el aislamiento de arenavirus asi como otros agentes virales: Vero,
Vero E6, LLC-MK2, RD, BHK-21 y Hela (27).

Vicaministerio de Direccién General ighancla
Redes de Salud Colectiva ie Epidemiologia Epidemiciogica

Gobierno
“ Bolivariano
de Venezuela




AREA 1 EPIDEMIOLOGIA Mdédulo 1. 1.- Vigilancia Epidemioldgica.
Unidad 1.1.12.- FIEBRE

Las lineas celulares con certificado de sensibilidad y libres de contaminantes conocidos
son obtenidas comercialmente, generalmente de la American Type Culture Collection (ATCC).
A partir de estos cultivos comerciales se preparan los Bancos Stock y de Trabajo que seran
almacenados y/o conservados en nitrdgeno liquido hasta su uso posterior, o se replican
semanalmente para el uso en el diagndstico. La sensibilidad de cultivos celulares asi como su

esterilidad es evaluada como parte del programa de control de calidad del laboratorio.
6.1.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Medio D-MEM (Minimal Esencial Medium)
Medio modificado de Eagle's

Solucion tripsina-verseno

Suero Fetal Bovino

Solucién de bicarbonato de sodio al 7,5%
Solucién madre de Penicillina-Estreptomicina
Solucion madre de sulfato de Gentamicina

Solucion madre de Fungizona

Medio liquido Tioglicolato
Infusién Cerebro Corazén
Medio inclinado Dextrosa-Sabouraud

Frascos de plasticos para crecimiento celular
6.1.3 EQUIPO

Cabina de seguridad biolégica con flujo laminar clase Il
Microscopio invertido
Estufa a 37°C con 5% CO2 y 95% de O2

6.1.4 PROCEDIMIENTO

1. Retirar por aspiracion el sobrenadante de la monocapa de cultivo celular.

2. Lavar la monocapa celular con la solucién de tripsina-verseno, aspirar el
sobrenadante, agregar nuevamente tripsina-verseno.

3. Dependiendo de la linea celular se procede al aspirado en forma inmediata o se la
deja reposar por 5 minutos y posteriormente se aspira. Suspender las células del frasco
en forma mecanica mediante un pipeteo suave. Agregar medio de cultivo y continuar el
pipeteo suave para lograr la dispersion total de las células.

4. Contar las células en el hemocitometro y se prepara una suspension celular a una
concentracién Optima predeterminada para obtener una monocapa celular en 2 a 3 dias.
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5. La suspensién de células es distribuida en frascos, tubos o placas de cultivo,
dependiendo del sistema de trabajo implementado en el laboratorio. Todas las lineas
celulares procedentes de mamiferos son incubadas en estufa a 37° C, usando incubador

con 5% de CO2 y 5% de O2 en caso de recipientes semicerrados.

6.1.5 CONTROL DE CALIDAD

1. Realizar un control cualitativo de cada linea celular durante el replique seriado, para
ello se utilizan los siguientes medios: medio liquido tioglicolato, infusion cerebro-corazén
y medio inclinado de dextrosa Sabouraud para monitorear, bacterias aerdébicas,
anaerodbicas y hongos, respectivamente. Se realiza el analisis para micoplasma cada seis
pasajes en cultivos con antibidtico.

2. La sensibilidad de las células debe evaluarse cada 6 pasajes y se recomienda el uso
de un maximo de 10 a 15 pasajes continuos a fin de conservar la sensibilidad del
diagnéstico.

3. La produccion de lotes de células es examinada microscépicamente antes de ser
utilizada en los distintos procedimientos diagndsticos.

6.1.6 INTERPRETACION

Cuando de detecte cualquier tipo de contaminante microbiano se procedera a la eliminacién del

cultivo, previo autoclavado del mismo.

Las lineas celulares son restauradas posteriormente mediante el descongelamiento de las
células del Banco de Trabajo.

7. DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LA FIEBRE HEMORRAGICA

VENEZOLANA

-TIFICACION EN CULTIVOS CELULA RES

7.1.1 PRINCIPIO

El método 6ptimo para determinar la etiologia especifica de la FHV requiere del aislamiento del
virus Guanarito a partir de una muestra obtenida del paciente en fase aguda de la enfermedad
y/o la demostracion de un aumento en el titulo de anticuerpos en una muestra recogida en el
periodo de convalecencia. Una serie de factores dificulta el aislamiento del virus en los
pacientes, entre ellas la recoleccion tardia de las muestras, ya que en muchos casos el virus
Guanarito no es detectable después del séptimo dia del inicio de los sintomas bien sea porque
los niveles de viremia son muy bajos o porque los mismos circulan formando complejos con los
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anticuerpos que aln no son detectables. Por esa razdn, se recomienda recolectar muestra de
sangre para aislamiento viral al inicio de la fase aguda de la enfermedad. El retraso de horas
en la recoleccién del material puede disminuir las probabilidades de aislamiento del virus. Otros
factores importantes son: el manejo inapropiado de la muestra, el retraso en el envio del

material colectado al laboratorio, etc.

Una variedad de sistemas celulares y ratones lactantes son susceptibles para el aislamiento del
virus Guanarito. Sin embargo, la linea celular Vero o Vero-E6 es de las mas ampliamente
utilizadas. Este arenavirus no produce efecto citopatico, por lo que la replicacion viral se

detecta mediante Inmmunofluorescencia Indirecta (IFI) con antisuero monoespecifico (32).
7.1.2 MATERIALES Y REACTIVOS:

Cultivo en monocapa de células Vero o Vero E6

Antisuero monoespecifico de referencia para el virus Guanarito
Antisuero Policlonal y Monoclonales para Flavivirus

Anti IgG de raton conjugado con isotiocianato de fluoresceina
Solucién de diluente proteico: (PBS) pH 7.2 (0.01 M), SFB y antibi6tico.
Medio D-MEM

Medio modificado Eagle's

Solucién tripsina-verseno

Suero Fetal Bovino

Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5%

Solucion madre de Penicilina-Estreptomicina

Solucion madre de sulfato de Gentamicina

Soluciéon madre de Fungizona
7.1.3 EQUIPOS

Laboratorio de Alta Contencion Biolégica (BSL/3 6 BSL/4)

Equipo de proteccién personal recomendado por manual de bioseguridad de la OMS para
trabajos en laboratorios de Alta Contencién Bioldgica.

Microscopio invertido

Estufa a 37°C con 5% de CO2 y 95% de O2

7.1.4 NORMAS DE BIOSEGURIDAD

Las normas generales junto con las normas especiales de bioseguridad indicadas en el capitulo

de bioseguridad deben ser aplicadas al manejar muestras clinicas provenientes de humanos,
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roedores y cultivos celulares que potencialmente contengan virus Guanarito u otros agentes

altamente patdégenos (39).

7.1.5 PROCEDIMIENTO
1. Obtener sueros de pacientes con enfermedad febril aguda; estos pueden ser
utilizados sin diluir o diluidos 1:10 y 1:100 utilizando diluente proteico. Macerar los tejidos
procedentes de autopsias y preparar una suspension al 20%; tratar esta suspension con
solucion madre de sulfato de Gentamicina.
2. Inocular 50 ul de la muestra en las monocapas de células Vero-E6 contenidas en
tubos o frascos plasticos de 25 cm2, e se incubar a 37° C con atmésfera de 5% CO02 y
95% O2 durante 10 a 14 dias.
3. Debido a que la produccién de efectos citopaticos es poco frecuente o en la mayoria
de las veces ausente; cosechar los cultivos inoculados y preparar laminas para ser
estudiadas por la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) como se describe mas
adelante.
4. Reportar inmediatamente los aislados que son identificados como virus Guanarito
positivos. Si son confirmados positivamente como flavivirus por IFD, son posteriormente
caracterizados por (IFI) mediante el uso de anticuerpos monoclonales especificos para

los cuatro serotipos del virus Dengue y/o el virus de Fiebre Amarilla.

7.1.6 CONTROLES DE CALIDAD INTERNO
Control negativo: células Vero E6 sin inocular
Control positivo: inocular periddicamente virus Guanarito previamente valorado, en las células

Vero-E6 para evaluar la sensibilidad y especificidad de la linea celular.

7.1.7 INTERPRETACION

Un aislamiento e identificacion definitiva de virus Guanarito define la confirmacién de un caso
sospechoso o probable de FHV. Si se dispone de sueros pareados o de suero de paciente en
etapa convaleciente, el aislado viral es probado contra el suero del paciente a fin de verificar la

respuesta de anticuerpos al virus aislado.

8. REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA

IDENTIFICACION DE VIRUS GUANARITO

La reaccion de Inmunofluorescencia (IF) es una herramienta Gtil que permite la identificacion

inmunoldgica especifica de los aislados virales. Por otra parte, si se cuenta con virus conocido
se puede documentar la presencia de anticuerpos especificos cuando se sospecha su etiologia
en una enfermedad.
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La reaccién de IF Indirecta (IFI) se basa en la incubacion del antigeno viral con el antisuero
especifico y este complejo se hace reaccionar con una inmunoglobulina (IgG) antiespecie
conjugada con isotiocianato de fluoresceina. La reaccion luego se observa en un microscopio

de epi-fluorescencia, el cual debe estar equipado con filtros para luz ultravioleta. (27)

REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Antisueros especificos no conjugados

Anti-inmunoglobulina (IgG) antiespecie marcada con fluoresceina.
Solucién Salina de Fosfato Tamponada: (PBS) pH 7.2 (0.01 M)
Agua Estéril pH 7.0

Glicerina tamponada pH 8.5

Solucién de Azul de Evans al 1%

Acetona

Microscopio de epi-iluminaciéon con filtros para luz ultravioleta, con oculares de 10x campo

reducido y objetivo seco de 40x. Cabina de seguridad biolégica con flujo laminar clase |l

Laminas portaobjeto de teflon autoclavables de 6, 10y 12 pozos

Laminas cubreobjeto de vidrio de 24 x 50 mm

Preparacion de laminas
1.Cosechadas las células inoculadas a los 10 y 14 dias de incubacién, hacer un pase en
cultivo y conservar el medio para su almacenamiento en caso de que ocurra un
aislamiento positivo.
2.Diluir la suspension de células cosechadas a fin de obtener cantidad suficiente de
células para que puedan adherirse a la lamina.
3.Colocar aproximadamente 10 pl de la suspension de células a cada pocillo de la lamina
y dejar secar a temperatura ambiente.
4.Fijar la lamina con acetona fria por 10 minutos, secar y guardar a —70° C.
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1. Diluir el grupo de antisueros policlonales hiperinmunes a la dilucion 6ptima obtenida
en la titulacién. Agregar 10-12 ul de anticuerpos diluidos en cada pocillo de la lamina
incluyendo los controles internos necesarios. Incubar la reaccion en una camara humeda
a 37° C por 30-60 minutos. Posteriormente lavar tres veces con PBS pH 7.2 (0.01 M), por
10 minutos en agitacion continua y enjuagar con agua destilada. Dejar secar a
temperatura ambiente.
2. Colocar 10-12 pl de la dilucién 6ptima de conjugado anti especie marcado con
isotiocianato de fluoresceina. Proceder a la incubacion y lavado como se indicé
anteriormente.
3. Cubrir la lamina con la solucién de montaje, y colocar la laminilla cubreobjeto. Leer
las laminas en el microscopio de epi-fluorescencia a 450 nm con filtro de excitacion azul.
La lectura debe hacerse en un tiempo no mayor a las 24 horas después de haber
completado el procedimiento.
4. Una reaccioén positiva es detectada con una fluorescencia de color verde manzana, a
la siguientes escala de valores:
Escala:

4+ Células positivas que fluorescen intensamente

3+ Células positivas que fluorescen brillantemente

2+  Células positivas que fluorescen en un grado menor que el brillante

1+ Células con escasa o poca fluorescencia

+\-  Diferentes grados de fluorescencia que pueden o no ser especifica

- Células no fluorescentes.

Nota: Sélo si se utiliza una solucion de contraste, como el Azul de Evans, las células negativas

presentaran un color rojo.

Deben existir por lo menos 100 células por pocillo para asegurar la precisién de la reaccion.
Se considera una reacciéon como positiva, aquella comprendida entre el rango de 2+ a 4+ en la
escala de valores de arriba. Aquellas reacciones en donde se observe un patrén de

fluorescencia inferior, seran consideradas como negativas.

Nota: Si alguno de los controles no reacciona dentro del rango esperado, la reaccién debe ser

repetida
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Cada nuevo lote de conjugado comercial debe ser titulado antes de su utilizacion. Para lo cual
se eligen tantos anticuerpos antivirales como antigenos homélogos se dispongan en la lamina.
Se prepararan diluciones seriadas en base dos, usando PBS pH 7.2 (0.01 M) comenzando por
la dilucion 1:10 hasta la dilucion 1:320.

Control de calidad interno de la prueba:
Controles negativos:

a. Laminas con células no infectadas son preparadas e incluidas en toda reaccién de
IFI. Esta lamina permitird observar la reaccion inespecifica entre el anticuerpo y el cultivo
de células no infectadas normales utilizadas.
b. Incluir un suero normal (que sea de la misma especie de la cual proviene la
muestra) a fin de que muestre el nivel de fluorescencia no especifica entre la especie y
las células normales no infectadas utilizadas.
Controles positivos:
a. Seleccionar una lamina de antigenos homologos y otra de antigenos no-
homologos para cada antisuero utilizado en la reaccion. Esto demostrara que los
anticuerpos empleados son especificos para los antigenos, y que no existe

ninguna reaccion cruzada.

9. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE VIRUS GUANARITO

El diagnostico serologico se realiza por el incremento en el nivel de anticuerpos totales o clase
especificas tipo IgG para el virus Guanarito en muestras de suero pareadas recolectadas
durante la fase aguda y convaleciente de la enfermedad, utilizando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta cuantitativa (IFI) y el inmunoensayo enzimatico ELISA (32, 34)
debido a que la respuesta inmune humoral puede ocurrir tardiamente, se recomienda la toma

de muestras de sueros con un mes de intervalo durante la fase de convalecencia.

Las normas generales junto con las normas especiales de bioseguridad indicadas en el capitulo

de bioseguridad deben ser aplicadas a las muestras y materiales bioldgicos que
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potencialmente contengan virus Guanarito u otros agentes altamente patdégenos (39).

VOS

Phosphate Buffer Saline PBS pH 7.2 (0.01 M)

Agua destilada

Laminas con células infectadas con virus Guanarito
Laminas con células no infectadas

Muestras Suero humano de fase aguda y convaleciente
Conjugado anti IgG humano marcado con fluoresceina

Placas de 96 pozos desechables.

Microscopio de epi-iluminaciéon con filtros para luz ultravioleta, con oculares de 10x campo
reducido y objetivo seco de 40x. Cabinas de Seguridad Biolégica con flujo laminar clase Il

Preparacion de laminas de células Vero E6 infectadas con virus Guanarito:

1.Inocular un cultivo celular en monocapa saludable de células Vero-E6, con el stock de
trabajo del virus Guanarito. Las células se cosechan conservando el medio para obtener
la “semilla” del virus. El virus Guanarito es inactivado por exposicién de la suspension
celular a radiacién Gamma 5x106 Rads (50,000 Gy).

2.Diluir las células cosechadas con células Vero-E6 no infectada y preparar la
suspensién celular con una cantidad suficiente de células que pueda adherirse a la
l[amina.

3.Colocar aproximadamente 10 pl de la dilucion de células a cada pocillo de la lamina.
Dejar secar la lamina por un tiempo de 2 horas. Fijar la lamina con acetona fria por 10

minutos, secar y almacenar a -70° C.

FLUORESCENCIA

1. Inactivar los sueros a 56° C durante 1 hora en bafio de maria

2. Preparar las diluciones seriadas de los sueros en PBS pH 7.2 (0.01 M) usando el
factor 4 de dilucion.

3. Agregar 10ul de cada dilucion a los pocillos correspondientes en la lamina. Incubar a
37 °C en cdmara himeda por 45 minutos.

4. Lavar tres veces con PBS pH 7.2 (0.01 M), por 10 minutos y enjuagar con agua
destilada. Seguidamente dejar secar los frotis a temperatura ambiente.

Gobierno
“ Bolivariano
de Venezuela

Direccion de

Viceminisleno de Direccion General \igliancia
Redes de Salud Colectiva ie Epidemiologia Epidemiciogica

Ministerio del Poder Popular

F .I'.ih.i Sa|;.ld




AREA 1 EPIDEMIOLOGIA Médulo 1. 1.- Vigilancia Epidemioldgica.
Unidad 1.1.12.- FIEBRE HEM

5. Agregar a cada pocillo 10ul de conjugado anti-lgG humano a la dilucién éptima
predeterminada. Incubar a 37° C en camara humeda por 45 minutos y lavar las laminas
como se indic6 en el paso anterior.

6. Secar las laminas porta objeto a temperatura ambiente y colocar el medio de

montaje. Leer al microscopio de epi-fluorescencia a 450 nm con filtro de excitacion azul.

Presencia de reaccién fluorescente caracteristica 4+, observada a nivel del citoplasma de las
células infectadas, en forma de granitos de arena, o de puntuacion intracitoplasmatica se
considera como un criterio de confirmacion diagnéstica de la presencia de anticuerpos para el
virus Guanarito.

Cuando al estudiar sueros pareados tomados en las fases aguda y convaleciente, se observa
ausencia de anticuerpos especificos para el virus Guanarito en la fase aguda y un incremento
en los niveles de anticuerpos en la fase convaleciente de la enfermedad se confirma que el
paciente sufrié una infeccion reciente por virus Guanarito.

En los estudios de seroprevalencia, los valores de anticuerpos para el virus Guanarito = a 1:10

en un suero Unico, seran confirmatorios de posible infeccién pasada por este virus.

SA PARA LA DETECCION DE ANTICUERP OS CLASE IGG PARA

10.1 PRINCIPIO

La reaccién de ensayo immunoenzimatico para la deteccion de anticuerpos clase 1gG tiene un

principio similar a la técnica de inmunofluorescencia, pero tiene la ventaja de ser menos
subjetiva, por lo tanto es una herramienta muy Gtil y una alternativa para el diagnéstico

seroldgico.

La técnica de ELISA de captura de anticuerpos IgG para el virus Guanarito se realiza en cuatro
pasos: el antisuero especifico para el virus Guanarito el cual se fija a una superficie solida
usando microplacas de 96 pozos ¢ tiras de 8 pozos, se afiade luego el antigeno viral de
Guanarito (previamente inactivado por radiacién gamma), seguido por el suero del paciente, se
incuba y lava para luego detectar este complejo con una anti inmunoglobulina (IgG) humana

conjugada con un marcador enzimatico.

10.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Solucién de Captura: Buffer carbonato/bicarbonato pH 9.6

Solucién de lavado: Phosphate Buffer Saline (PBS), 0.05% Tween 20, pH 7.2.
Solucion de Bloqueo: PBS con 5% leche descremada, 0.1% Tween-20.
Solucién de dilucion: PBS con 5% albumina bovina
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Anticuerpo de captura: fluido ascitico hiperimmune contra virus Guanarito.

Control positivo: sueros humanos con anticuerpos contra virus Guanarito

Controles negativos: sueros humanos sin anticuerpos contra virus Guanarito.

Muestras problema: suero humano de fase aguda y convaleciente.
Antigeno viral: lizado celular de virus Guanarito previamente titulado
Antigeno Normal: lizado de celulas Vero-E6 normales

Conjugado anti IgG humano marcado con fosfatasa alcalina
Substrato: 3 mg/ml p-nitrophenyl fosfato disodium

Solucién stop: 3M NaOH

Placas: Immulon Il HB de fondo plano 96 pocillos.

Tips para micropipetas y pipetas multicanales.

10.3 EQUIPOS

Lavador de microplacas

Lector de ELISA

Estufa a 37°C

Micropipetas y pipetas multicanales
Recipientes para reactivos

Papel toalla

Cabina de seguridad biol6gica con flujo laminar clase I

104 NORMAS DE BIOSEGURIDAD

Las normas generales junto con las normas especiales de bioseguridad indicadas en el capitulo

de bioseguridad deben ser aplicadas a las muestras y materiales bioldgicos que

potencialmente contengan virus Guanarito u otros agentes altamente patdégenos (39).

10.5 PREPARACION DE ANTIGENO DE VIRUS GUANARITO Y DE CELULAS

NORMALES

1. Inocular un cultivo en monocapa de células Vero-E6 de con el stock del virus

Guanarito e incubar durante 8 dias a 37° C.

2. Cosechar las células infectadas, remover el medio de cultivo y lizar las células

usando solucién borato salino pH 9.0 conteniendo 1% Triton -X100. Utilizar una

monocapa de células no infectadas como control normal.

3. Incubar las células a 37° C por 1 hora. Almacenar el lizado celular a - 70° C hasta su

uso. Aunque el tratamiento con detergente (Triton 100X) usualmente inactiva la

infectividad del virus, el antigeno debe considerarse como material infeccioso. El virus

Guanarito es inactivado por exposicion de la suspension celular a radiacion Gamma

5x106 Rads (50,000 Gy).
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10.6

10.7

ﬂ Bolivariano

PROCEDIMIENTO
1.Cubrir los pozos de la microplaca con 75ul de una dilucion 6ptima de fluido ascitico
hiperinmune contra virus Guanarito diluido en tampdn de captura. Se incuba durante toda
la noche a 4° C en cdmara humeda.
2.Desechar el contenido de la microplaca y se afiade 200 pl de tampo6n de bloqueo en
cada pozo. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos y luego lavar los pocillos 5
veces con tampoén de lavado.
3.Afadir 75 pl en los pocillos correspondientes, los antigenos de Guanarito y células
normales a la dilucion 6ptima en tampdn de dilucién, se incuba a 37° C por 1 hora en
camara himeda. y luego se lavan los pocillos 5 veces con tamp6n de lavado.
4.Se afiaden por duplicado 50 pl de cada suero problema y de los controles internos
diluidos en tampon de dilucion 1:400 en los pozos correspondientes de la placa. Incubar
toda la noche a 4° C en una camara humeda luego se procede al lavado de los pozos 5
veces con tampoén de lavado.
5.Adadir 50 pl. de anti IgG humana conjugada con fosfatasa alcalina por pozo, la
reaccion se incubar 1 hora a 37° C en cAmara humeda.
6.Realizar el proceso de lavado secar y agregar 75 pl por pozo de sustrato de la enzima.
Inmediatamente cubrir la placa de la luz. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
7.Un color amarillo se desarrolla en presencia de anticuerpos. Al finalizar la incubacion
agregar 35 pl por pozo de solucion stop para detener la reaccion Dejar la placa a
temperatura ambiente por 1 minuto.

8.Leer la placa con lector de ELISA utilizando filtro de 450 nm.

CALCULOS
1. Determine el promedio de los valores de absorbancia del antigeno normal y los
sueros control negativo
2. Célculo de valores P-N
a. Calcule el promedio de absorbancia en los pozos conteniendo antigeno
Guanarito (P) para cada suero
b. Calcule el promedio de absorbancia en los pozos conteniendo antigeno de
células normales (N) para cada suero
C. Determine la diferencia entre P-N
3. Caélculo del valor de corte (Cutoff)
a. Determine el promedio P-N usando los controles positivos y negativos
b. Determine la Desviacion Standard (DS)
C. Multiplique la DS por 3 y sumelo al promedio. Este valor corresponde al valor
alto de corte.
d. Multiplique la DS por 2 y sumelo al promedio. Este valor corresponde al valor

bajo de corte.
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10.8 INTERPRETACION
1.Compare cada valor P-N de cada suero problema con el valor de corte.
2.Valores mayores o iguales del valor de corte alto se consideran positivos.
3.Los valores entre los valores de corte bajo y alto son considerados indeterminados

4.Los valores por debajo del valor de corte bajo se consideran negativos.

ERSA Y REACCION EN CADENA DE L A POLIMERASA (RT-PCR)
ENOMICA PARCIAL DEL VIRUS GUANAR ITO.

PRINCIPIO

La RT-PCR genera multiples copias de un segmento de nucleétidos de una secuencia blanco
en el genoma del virus en estudio usando minimas cantidades de material genético viral para
confirmar la presencia del virus en la muestra del paciente o el cultivo celular de laboratorio
infectado.

REACTIVOS Y MEDIOS

QIAGEN RNA extraction kit part N° 5204

Titan One tube RT-PCR kit Cat. #1939823 (Roche Diagnostics Corporation)

H20 DEPC (Diethyl pyrocarbonate)

Primer 1 Primer 2

Positive RNA control (ARN de Guanarito)

Negative RNA control (sobrenadante de cultivo celular)

Negative PCR control

Agarosa

NuSieve agarosa

Buffer 25X TAE

Distilled water

Bromuro de Ethidium

Marcador de peso molecular 100 bps
PROCEDIMIENTO

1. EXTRACCION DEL RNA VIRAL
Extraer el RNA del virus Guanarito a partir de 140 ul del suero agudo del paciente usando el
estuche comercial para extraccién de RNA (QIAGEN part # 52904). Siguiendo exactamente el

protocolo del fabricante. Incluir los controles respectivos al mismo tiempo que las muestras.

2. REACCION RT-PCR

Utilizando el estuche comercial TITAN RT-PCR (Roche Molecular Biochemicals # 1 939 823),
producir el ADNc. Utilizar 5ul de RNA viral y 50 pmoles de cada par de primers en un volumen
total de la reaccion de 50pl.
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Hacer una “mezcla maestra” de acuerdo al nimero de reacciones, usando las proporciones de

los componentes que se indican a continuacion:

REACTIVOS VOLUMEN POR REACCION

Agua libre de RNasas 29.4 ul

5X RT-PCR buffer (TITAN Kit) 10.0 ul

dNTP stock [10 mM] 1.0 ul

0.1 M Dithiothreitol (TITAN Kit) 2.5ul

Primer 1 [50 pmoles] 0.5 ul

Primer 2 [50 pmoles] 0.5 ul

RNasin (40U/ul) 0.1ul

RT/TAQ mix (TITAN Kit) 1.0ul

De ser necesario, cubrir la reaccion con 50 ul de aceite mineral, luego pasar los tubos al

termociclador.
Condiciones de amplificacion en el termociclador:

1 ciclo: 45°C por 1 hora, 94°C 2 minutos
40 ciclos: 94 °C 30 segundos, 45 °C 1 minuto, 68 °C 2 minutos, 68°C 7 minutos, 4°C «

Secuencia de los primers de esta prueba:

Primer Tamarfio Secuencia5- 3’
Primer 1 (1010C) 17 tciggigaiggitggcc
Primer 2 (1696R) 25 aiatgatgcagtccaiiagigcaca

N GEL DE AGAROSA DE LOS PRODUC TOS DE LA REACCION

12.1 PRINCIPIO

La electroforesis es el método estandar que se usa para separar, identificar y purificar macro
moléculas de acidos nucleicos basandose en el tamafio, carga eléctrica y otras propiedades
fisico-quimicas. Este principio parte del hecho de que las particulas de la muestra que estan

cargadas, migran en un campo eléctrico.

12.2 PROCEDIMIENTO
Después de 40 ciclos de amplificacion, una porciéon de 5 pl del producto es analizado por
electroforesis en gel de agarosa al 3.5%.
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1.Preparar una mezcla NuSieve: gel de agarosa 3:1

2.Calentar en microondas la solucién de agarosa por 2 minutos, luego enfriar la solucion
a 50°C.

3.Agregar bromuro de ethidium hasta alcanzar una concentracién final de 0.5 pg/ml
4.Mezclar y colocar la solucién de agarosa dentro de la camara de electroforesis para
formar el gel. Dejar al aire libre hasta que la agarosa polimerice.

5.Correr 5 pl del producto de PCR vy dejar que la electroforesis continle hasta que se
alcance la resolucion requerida.

6.Verifique la corrida electroforética con un transiluminador de luz UV.

12.3 INTERPRETACION

La presencia de una banda de 686 bps tanto en el control positivo como en la muestra en
estudio, evidencia la deteccién del producto amplificado para el virus Guanarito.

Si existiera presencia de bandas en los respectivos controles negativos, la prueba quedara

invalidada.

\%
NORMAS GENERALES Y ESPECIALES
DE SEGURIDAD BIOLOGICA

1. NORMAS GENERALES Y ESPECIALES DE SEGURIDAD BIOLO GICA

De acuerdo a la clasificacién internacional de los agentes patdgenos por el nivel de riesgo
biologico, el virus Guanarito se agrupa dentro del nivel N° 4 que corresponde a patdégenos
responsables de enfermedades de alta letalidad en el humano (39). Por lo tanto se recomienda
la aplicacion de normas generales y especiales para la proteccion biolégica de los operadores y

del medio ambiente.

DE SEGURIDAD BIOLOGICA PARA E L PERSONAL DE

El personal de salud debe aplicar las normas de seguridad biolégica establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud y por la institucién de salud donde presta servicio que en

forma general son:
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1) Debe despojarse de reloj, anillos u otro tipo de prendas, usar uniforme, guantes y
mascarilla desechables para la atencién del paciente, manejo de sus excreciones y de
las muestras tomadas para los respectivos estudios de laboratorio.
2) Debe lavarse las manos con agua y jab6n abundantes inmediatamente después de
haber tenido contacto con sangre, saliva, liquido cefalorraquideo, excreciones, etc. del
paciente.
3) Utilizar las medidas preventivas para evitar infecciones nosocomiales. Se
recomiendan cuartos privados y restriccion de las visitas. Individualizar para el enfermo:
termdmetro, rifionera y desinfectarlo diariamente.
4) Utilizar jeringas y agujas desechables para la administracién de medicamentos por
via parenteral.
5) Depositar en recipientes rigidos los materiales de desecho punzo penetrantes o
cortantes; estos recipientes deberan ser debidamente identificados y rotulados como
“Material Contaminado”
6) Depositar el instrumental quirdrgico contaminado con sangre, secreciones o tejidos
etc. en recipientes que contengan solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante una
hora antes de ser lavado con agua abundante y esterilizacion al seco.
7) Depositar los residuos liquidos como sangre entera, liquidos de succion, excreciones
y secreciones en recipientes conteniendo solucién de hipoclorito de sodio al 1% antes de
ser eliminados en sumidero.
8) Depositar los desechos solidos tales como apositos residuos anatomopatolégicos y
de laboratorio en bolsas de plastico de alta resistencia y debidamente identificadas como
“Material Contaminado” para su incineracién o desinfeccion en autoclave.
9) Colocar en bolsas impermeables la ropa del enfermo y rotularla como “Material
Contaminado”
10) Desinfectar las paredes, pisos, techos, puertas, sillas, mesas etc. contaminadas u
otros liquidos provenientes del enfermo, inmediatamente con solucién de hipoclorito de
sodio al 1% luego se lavaran con abundante agua y jabon.
11) Cubrir el colchon y apoyabrazos con funda plastica impermeable.
12) Incinerar todo el material desechable.
13) Colocar las muestras de sangre, orina, heces etc. en un recipiente con tapa de
seguridad para evitar derrames accidentales durante el transporte.
14) Recomendar a los familiares del paciente las medidas higiénicas o sanitarias
correspondientes.
15) Cuidados post-morten:
a.El camillero debe usar bata y mascarilla al trasladar el cadaver a la morgue.
b.EIl personal de enfermeria debe usar bata, gorro, mascarilla y guantes para practicar
los cuidados post-morten.
c.Retirar la colchoneta de la camilla que transporta el cadaver y desinfectarla con
hipoclorito de sodio al 1%
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d.El ascensor donde se traslada el cadaver no debe detenerse en ningln
piso intermedio y debe trasladar solamente el cadaver y al camillero.
16) Cuidados durante la autopsia.

a.El personal debe usar uniformes desechables, doble guantes, y respirador-purificador
con filtros HEPA

b. Utilizar material quirGrgico desechable y depositar en recipientes rigidos los
materiales de desecho punzo penetrantes o cortantes; estos recipientes deberan ser
debidamente identificados y rotulados como “Material Contaminado”

c.Depositar los desechos sélidos tales como apositos residuos anatomopatol6gicos y
de laboratorio en bolsas de plastico de alta resistencia y debidamente identificadas

como “Material Contaminado” para su incineracién o desinfeccién en autoclave.

RIDAD BIOLOGICA DURANTE LA MANI PULACION DE ROEDORES

Los trabajadores que realizan actividades de control de roedores, captura, clasificacion,
recoleccion de muestras de sangre, orina, tejidos o desecacion etc. estan expuestos a un alto
riesgo de infeccion por virus Guanarito, Hantavirus y otros patégenos. Por lo tanto debe seguir
las siguientes precauciones generales:

1) La zona de trabajo en el campo debe estar alejada de las viviendas rurales, en
espacios abiertos y sombreados.

2) La ubicacién de las mesas de trabajo y los operadores debe hacerse en el sentido
de la direccién del viento.

3) Utilizar equipo de proteccion personal: respirador-purificador con filtros HEPA,
uniformes desechables y guantes. Lavarse las manos después de cada faena. No
llevarse a la boca fragmentos de maleza. No ingerir alimentos en las areas de trabajo.

4) Anestesiar en forma apropiada a los animales antes de manipularlos.

5) Minimizar la creacion de aerosoles.

6) Utilizar material quirdrgico desechable o en su defecto desinfectar el material
sumergiéndolo en solucion de hipoclorito de sodio al 5% antes de ser lavado con agua
abundante.

7) Desinfectar cuidadosamente todos los espacios de trabajo, equipos o ropas
contaminadas.

8) Eliminar los cadaveres de animales y desechos de material contaminado mediante

incineracion en un area preseleccionada dentro del espacio de trabajo.

El personal que realiza las actividades de control o manipulacion de roedores debe conocer
los riesgos de adquirir infecciones transmitidas por estos vectores y requiere el entrenamiento
continuo para minimizar los riesgos de accidente por exposicion.
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URIDAD BIOLOGICA PARA EL TRANSPOR TE DE MATERIAL

De acuerdo a las regulaciones de la Organizacién Mundial de la Salud, se define como material
infeccioso la sustancia que contiene un microorganismo viable tal como: bacterias, virus,

parasitos u hongos etc. que se sabe o0 se cree que causa enfermedad en animales o humanos.

Para el transporte seguro de material infeccioso deben observarse las siguientes indicaciones:
1.Los recipientes que contienen las muestras deben ser herméticos y a prueba de fugas
de liquido.
2.Si el recipiente es un vial debe ser cerrado herméticamente con tapa de rosca.
3.Empacar en papel absorbente y colocarse en un recipiente secundario de metal o
plastico a prueba de fugas.
4.El recipiente secundario se coloca en el recipiente externo (cava) para su envio
5.Etiquetar el paquete con la siguiente informacion:

a.Nombre, direcciéon y numero telefénico del consignatario.
b.Nombre direccion y numero telefénico del remitente.

c.La frase “Material Clinico para Diagnostico”

ES DE SEGURIDAD BIOLOGICA EN EL L ABORATORIO

1.El acceso al laboratorio debe ser restringido y limitado al personal que trabaja en el
area.

2.No esta permitido: comer, beber, fumar, almacenar alimentos o aplicarse cosméticos en
las areas de trabajo.

3.Es prohibido pipetear con la boca.

4.Todos los procedimientos deben realizarse en gabinetes de seguridad bioldgica,
minimizando la creacion y dispersién de aerosoles.

5.Usar bata y guantes de laboratorio, retirarlos y lavarse las manos después de
manipular material infeccioso y/o al salir del laboratorio.

6.Los recipientes que contengan material infeccioso deben abrirse y cerrarse utilizando
una torunda impregnada con solucion desinfectante.

7.Desinfectar las superficies de trabajo después de manejar o derrame accidental de
material infeccioso.

8.Autoclavar o incinerar todo recipiente que contenga o haya estado en contacto con
material infeccioso. Los liquidos infecciosos deben ser desechados en recipientes que

contengan hipoclorito de sodio al 5%.
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9.Reemplazar en lo posible el material de vidrio por material desechable y restringir el
uso de material punzante o cortante.
10. El personal debe estar informado y recibir entrenamiento periédico sobre las

precauciones para prevenir exposicion.

PARA LA MANIPULACION DE PATO GENOS DE NIVEL BIOLOGICO

Las normas generales junto con las siguientes normas especiales deben ser aplicadas al

manejar muestras clinicas provenientes de humanos o roedores y cultivos virales que

potencialmente contengan virus Guanarito u otros agentes altamente patégenos.

El manejo debe realizarse en laboratorios de alta contencién bioldgica (BL3+/BL4).

Vi

Cohlamo
“ Bolivariano

1.El funcionamiento correcto del sistema de ventilacion, gabinetes biologicos y alarmas
deben ser evaluados antes de iniciar cada faena de trabajo.
2.El operador debe utilizar mascaras protectoras con sistema HEPA para la filtracion de
aire.
3.Cambiarse la ropa por uniformes desechables y utilizar dos pares de guantes.
4.Todo el material debe ser desechable, autoclavarse antes de salir del laboratorio para
ser luego incinerado.
5.No esta permitido interrumpir las actividades iniciadas y minimizar los movimientos en
el area de trabajo que produzca perturbacién del sistema de aire.
6.Los equipos y recipientes que contengan material de alto riesgo deben ser
debidamente identificados.
7.En caso de accidente por derrame de material potencialmente infeccioso debe
procederse de la siguiente manera:
a. Cubrir el material derramado con suficiente papel absorbente
b. Aplicar solucién de hipoclorito de sodio y dejar actuar el desinfectante durante
20-30 min.
c. Proceder ala recoleccién y limpieza en forma regular.

d. Reportar el accidente al jefe del laboratorio.
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MEDIDAS DE PREVENCION
PARA REDUCIR EL RIESGO DE
INFECCION POR VIRUS GUANARITO

ACCIONES PARA LA PREVENCION

Las medidas profilacticas recomendadas en la prevencion de las fiebres hemorragicas por
arenavirus tienen como puntos comunes lograr la interrupcién de la transmision del virus desde
los roedores a los humanos, de persona a persona, y del material de laboratorio infectado al
personal que realiza los estudios.
El control de roedores mediante la eliminacién de los mismos, fue una medida efectiva para la
disminucién de la FHB. Sin embargo esta medida de control con el Mastomis nataliensys ha
tenido resultados poco efectivos en la fiebre de Lassa, a pesar de que este roedor tiene habitos
domésticos. (El control ecolégico del Calomys musculinus en Argentina ha sido dificil siendo
una alternativa la substitucién de cultivos para controlar la poblacion de este roedor.
En la FHV los estudios realizados indican que el hombre esta a riesgo de infeccion tanto en la
casa como en los campos de siembra. El control de roedores silvestres en tan amplias
extensiones geograficas agricolas, no es factible y tampoco aconsejable porque conduciria a
un grave desequilibrio ecolégico, por lo tanto las recomendaciones van dirigidas especialmente
para reducir la probabilidad de que el Zygodontomys brevicauda (Zb) incursione en ambientes
domésticos y peridomésticos. Debido a que no existen normas especificas para la prevencién
de esta patologia y el control del roedor reservorio del virus Guanarito, las medidas generales
de prevencion y control pueden agruparse de la siguiente manera:

1.Manejo de habitats

2.Saneamiento de ambientes doméstico y peridoméstico.

3.Medidas de proteccién personal

4.Educacion y participacion comunitaria

MANEJO DE HABITATS

De acuerdo a la distribucién del Zb, el esfuerzo de control debe concentrarse en la reduccién
de su habitat, recomendandose las siguientes medidas:
1.Eliminacién sistemética de la vegetacién herbacea en los bordes de los cultivos
mecanizados.

2.Limpieza periddica de la vegetacion aledafia a cercas de potreros.
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3.Rotacion de los potreros utilizados en ganaderia, asi como el pastoreo intensivo de los
mismos.
4.Promover el control bioldgico mediante desarrollo de técnicas que favorezcan la

permanencia y reproduccion de especies depredadoras.

SANEAMIENTO DE AMBIENTES DOMESTICO Y PERIDOMESTI CO

Las medidas deben estar dirigidas a disminuir la densidad poblacional de roedores en el ambito
domiciliario y peri domiciliario. Las practicas generales para evitar la infestacion de las

viviendas por roedores son:

1. Utilizar malla de acero o cemento para sellar, aislar o cubrir todos los orificios, que
existan en la vivienda, con un diametro de 0,5 cm o mayor.

2. Instalar protectores metalicos como barrera contra roedores, alrededor de la base de
habitaciones de madera, arcilla 0 adobe, hasta una altura de 30 cm y una profundidad de
15cm.

3. Colocar 10 cm de grava debajo de la base de las viviendas u otras casas rodantes,
para evitar que los roedores hagan taneles.

4. Disminuir las posibilidades de que los roedores hagan madrigueras Yy cuenten con
alimentos, en un radio de 30 metros de la vivienda.

5. Cortar hierbas, arbustos y malezas densas en un radio de 30 metros de la vivienda.

6. Utilizar cimientos altos de cementos en la construccion de cobertizos, establos, anexos
o depésitos de lefas.

7. Enla medida de lo posible, situar los depdsitos de lefia a una distancia de 30 metros o
mas de las casas, y procurar que los lefios estén separados unos 30 cm del suelo

8. Almacenar los granos y alimentos para animales en recipientes a prueba de roedores.
9. Cerca de las casas, eliminar los elementos que pudieran atraer a los roedores o
almacenar los alimentos y el agua en recipientes a prueba de roedores.

10. No dejar alimento para mascotas en sus platos o bandejas.

11. Colocar la basura y los desperdicios en recipientes a prueba de roedores que estén
como minimo a 30 cm de altura del suelo.

12. Disponer en sitios lejanos la basura, vehiculos abandonados, neumaticos desechados
u otros articulos que pudieran servir de nido a los roedores.

13. Eliminar la maleza y sitios que posiblemente sirvan de madriguera a los roedores en un

radio de 30 metros de la vivienda.
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4. MEDIDAS DE PROTECCION PERSONAL PARA TRABAJADORES
DEL MEDIO RURAL

La educacion sanitaria del trabajador del medio rural en areas endémicas de FHV debe estar
orientada a reconocer el riesgo de infeccion de patdgenos transmitidos por roedores 0 sus
excretas, reducir el contacto durante las faenas en el campo y el hogar, asegurar la blsqueda

de atencién medica temprana ante la presencia de manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Para reducir el riesgo de exposicion y contacto con roedores se recomienda tomar las
siguientes precauciones:
1.Uso de calzado cerrado, guantes y ropa que cubran la piel.
2.Lavar bien con vinagre los vegetales o hervir las verduras antes de consumirlas.
3.Realizar higiene cuidadosa de las manos y cambiar de ropa cuando se frecuenta
lugares infectados con roedores.
4.Evitar llevarse malezas a la boca, acostarse directamente en el suelo o el pasto.
5.Ventilar las habitaciones y galpones que hayan estado cerrados largo tiempo por lo
menos una hora antes de entrar.
6.Reducir la formacion de aerosoles durante las labores de limpieza.

EDUCACION Y PARTICIPACION COMUNITARIA

En las localidades declaradas como endémicas o de riesgo de FHV realizar programas
educativos recurriéndose a charlas en comunidades, programas radiales, afiches etc. a fin de
que las comunidades conozcan los signos y sintomas de la enfermedad, medidas para reducir
el riesgo de adquirirla, acciones en caso epidemias, conducta a seguir ante la presencia de un
caso sospechoso en funcién de acudir al establecimiento de salud mas cercano para atencion

medica apropiada.
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6. Dra. Ana Maria Brigiler. Instituto Julio Maiztegui. Pergamino. Argentina.

7. Dra. Silvana Levis. Instituto Julio Maiztegui.Pergamino. Argentina.

8. Dra. Gladys Calderdn. Instituto Julio Maiztegui.Pergamino. Argentina

9. Lic. Clovis Vasquez. Instituto Nacional de Higiene “RR”

MESA DE TRABAJO VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA Y LABORATORIO

Listado de participantes en las diferentes mesas de trabajo de revision de las diferentes areas
de actividades del Programa de Fiebre Hemorragica Venezolana.
Dr. Douglas Moran
Epidemidlogo Hospital de Guanarito Edo. Portuguesa
Dra. Maryorie Chavez
Jefe De Distrito Sanitario Guanare Edo. Portuguesa
Dra. Maritza Vielma
Vigilancia Epidemiolégica. Edo. Portuguesa
Dra. Carlota Pereira
Universidad de los Andes Edo. Mérida
Lic. Tomas Rebolledo
Distrito Sanitario Guanarito. Edo. Portuguesa
Dr. Jorge Figueredo
Salud Poblacional. Edo. Portuguesa
Dra. Alba Carrillo
Médico Epidemidlogo Estado Barinas
Dr. Clovis Vasquez
Virélogo. Instituto Nacional de Higiene
Dra. Nuris de Manzione

Médico Epidemibloga programa Fiebre Hemorragica.
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Lic. Victor Alarcon
Virélogo. Instito Nacional de Higiene
Dr. Héctor Paredes
Programa Fiebre Hemorragica Venezolana
Dra. Mariela Angulo
Epidemiéloga Hospital Dr. Miguel Oraa.
Dr. Manuel Garcia
Director General de Epidemioldgica. Ministerio de Salud
Dra. Mildred Saez

Directora de Vigilancia Epidemiolégica. Ministerio Salud.

MESA DE TRABAJO CLINICO

Dr. Lorenzo Basile

Médico Infectologo. Hospital Miguel Oraa. Guanare Edo. Portuguesa

Dr. Fabian Rangel

Médico Intensivista. Hospital Miguel Oraa. Guanare.Edo. Portuguesa

Dra. Milena Vergara

Médico Internista Hospital Dr. Miguel Oraa. Guanare Edo. Portuguesa

Dr. William Apostol

Médico Internista Hospital Dr. Arnoldo Gabaldon. Guanarito Edo.

MESA DE TRABAJO CONTROL DE ROEDORES

Ing. Neida Rodriguez

Salud Ambiental y Contraloria Sanitaria. Ministerio de Salud

Ing. Cinda Martinez

Salud Ambiental y Contraloria Sanitaria. Ministerio de Salud

Dr. Jorge Plaz

Salud Ambiental y Contraloria Sanitaria. Ministerio de Salud

Dra. Giomar de Valenzuela
Salud Ambiental Edo Portuguesa
Técnico Medio. Lisandro Carrasco

Programa Fiebre Hemorragica.
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MESA DE TRABAJO PROTOCOLO DE RIBAVIRINA

Dr. Harum Kasem
Médico Internista del Hospital Dr. Miguel Oraa.Guanare Edo. Portuguesa
Dr. Zaldivar Zufiga:
Médico Pediatra de Salud Publica, FONACIT. Hospital Dr. Miguel Oraa. Edo. Portuguesa
Dra. Mireya Pifiate de Acero
Médico Pediatra Farmacoélogo Salud Puablica - Instituto Nacional de Higiene
Dr. Leopoldo Landaeta
Médico Farmacélogo. Ministerio de Salud.
Dra. Nuris de Manzione
Médico Epidemiologo Directora del CIVIHET Guanare Edo, Portuguesa.
Dr. Lorenzo Basile
Infectélogo del Hospital Dr. Miguel Oraa Guanare Edo. Portuguesa.
Dra. Alba Dinorah Méndez
Médico Pediatra Hematdlogo. Hospital Dr. Miguel Oraa.Guanare Edo. Portug.

Financiamiento de Consultorias, Reuniones de Trabajo y Elaboracién de Documento

Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), Venezuela
Direccién Regional de Salud Portuguesa
Centro de Investigaciones de Virosis Hemorragicas y Enfermedades Transmisibles (CIVIHET),

Guanare Edo. Portuguesalnstituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
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