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RESUMEN

Se evaluaron 50 sueros de pacientes con sintomatologia sugestiva a las infecciones por
virus dengue o virus chikungunya, referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, municipio Sucre, estado
Sucre, durante el periodo diciembre 2019 hasta marzo 2020; se determinaron
anticuerpos IgM especificos y su relacion con factores hematoldgicos, epidemiolégicos
y clinicos. Se utilizd la técnica de ultramicro ELISA (UMELISA), para determinar la
presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus dengue y la técnica ELISA para
determinar la presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus chikungunya,
encontrdndose un total de 15 pacientes positivos para la infeccién por virus dengue,
siendo todos diagnosticados con dengue sin signos de alarma y 9 pacientes positivos
para la infeccion por virus chikungunya. En cuanto a los parametros hematolégicos, solo
se encontrd diferencia significativa en la determinacion de plaquetas (p=0,008),
observandose trombocitopenia en los pacientes seropositivos para dengue, lo cual indica
que este pardmetro puede contribuir al diagndstico diferencial entre ambas arbovirosis.
En las variables epidemioldgicas, se evidencid diferencia estadisticamente significativa
en la presencia de aguas estancadas (p=0,049), mientras que para el sexo, la edad y el
grado de instruccion no hubo significancia, lo que indica que estas enfermedades no
discriminan ninguno de estos factores. De las manifestaciones clinicas evaluadas, el
exantema (p=0,003) fue el Unico que presentd diferencia significativa para la infeccion
por virus dengue, lo que indica que este pardmetro puede orientar en el diagndstico
diferencial entre ambas infecciones virales. Mientras que las manifestaciones clinicas,
como fiebre, mialgia, artralgia y cefalea, no presentaron diferencia estadisticamente
significativa. El porcentaje de seroprevalencia de anticuerpos IgM obtenido en esta
investigacion fue de 30,00% para virus dengue y de 18,00% para virus chikungunya. La
evaluacion de factores hematoldgicos, clinicos y epidemiol6gicos contribuyen en cierta
medida a la identificacion de infecciones producidas por los virus dengue vy
chikungunya, siendo la evaluacion seroldgica la que permite establecer un diagnostico
certero.



INTRODUCCION

A nivel mundial las enfermedades causadas por arbovirus representan uno de los
principales problemas de salud publica, siendo mas comunes en las regiones tropicales y
subtropicales. El virus del chikungunya (CHIKV) y del dengue (DENV) son los
arbovirus que tienen mayor impacto en la salud en el continente americano (Calvo et al.,
2016).

La emergencia o reemergencia de DENV y CHIKYV en las distintas regiones se debe a la
presencia de varios determinantes y a una combinacion de los mismos, que permiten la
presencia del vector transmisor de estas infecciones, el zancudo Aedes aegypti. Entre
estos determinantes deben considerarse: el cambio climatico, la escasa disponibilidad de
agua para consumo, el crecimiento poblacional sostenido, las intensas migraciones de
areas endémicas a areas no endémicas de estas enfermedades, la urbanizacion no
planificada, viviendas inapropiadas en centros urbanos, el inadecuado saneamiento

ambiental y otras (Cabezas et al., 2015).

A. aegypti es un importante vector transmisor de diversas enfermedades pero,
epidemioldgicamente, su mayor importancia radica en la capacidad de transmitir el virus
de la fiebre amarilla y, actualmente, los virus dengue y chikungunya, generando grandes
problematicas en la salud publica mundial. Este mosquito tiene la particularidad de ser
resistente a temperaturas extremas. Tiene dos etapas en su ciclo de vida: una fase
acuatica, que presenta tres formas evolutivas diferentes (huevo, larva y pupa) y una fase
aérea 0 adulto. Solo la hembra pica y ataca, mas frecuentemente, las zonas bajas del
cuerpo (Veraetal., 2019).

Gobmez-Dantes et al., 2011, sefialaron que la distribucién actual en las Américas del

vector responsable de la transmision de ambos virus, es la mayor en la historia. Segun la



Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estima que son entre 50 y 100 millones las
nuevas infecciones que se producen anualmente en méas de 100 paises endémicos.

En Venezuela se han retrasado los esfuerzos de control para estas infecciones por
arbovirus, puesto que existen fallas significativas en el control de los vectores, poca
financiacion, falta de acceso regular a suministros de agua limpia y segura, ausencia del
conocimiento sobre la enfermedad y el comportamiento inadecuado que va en contra de

los lineamientos sanitarios (Hotez et al., 2017).

El virus del dengue es un arbovirus («arbo», acronimo del inglés “arthropod-borne”,
transmitido por artrépodos) perteneciente a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. El
DENV esta representado por un grupo de cuatro virus que, si bien se encuentran
estrechamente relacionados, son antigénicamente distintos y denotados como serotipos
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Cabezas, 2015).

El virion de DENV tiene una morfologia icosaédrica, con un didmetro que oscila entre
los 40 y los 50 nm. La envoltura esta constituida por una bicapa lipidica que deriva de la
membrana de las células hospederas (Pérez, 2010). Su genoma es una cadena simple de
ARN positivo, de aproximadamente 11kb de longitud. Es trascrito como una sola
poliproteina que, subsecuentemente, es dividida en 10 proteinas donde se encuentran
incluidas tres proteinas estructurales: la proteina de la capside (proteina C), un precursor
de la proteina de membrana M (prM), y la proteina de la envoltura (proteina E); y 7
proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Higuera y
Ramirez, 2018).

El dengue es una enfermedad que se manifiesta de manera e intensidad variable en
relacion con los factores del hospedador y las caracteristicas de la cepa viral. La
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS, 2019, clasificaron esta
infeccion de acuerdo a la sintomatologia desarrollada en tres tipos: dengue sin signos de
alarma, que incluye grupo A y B1; dengue con signos de alarma, que corresponde al

grupo B2; y dengue grave, correspondiente al grupo C. Los signos de alarma y shock,



asi como los criterios para diferenciar los diferentes grupos se observan en los anexos 1
y 2, respectivamente.

Pasado el periodo de incubacion (4-10 dias) la enfermedad pasa por tres fases: febril,
critica y de recuperacion. En la fase febril, el pardmetro de laboratorio que se ve alterado
es la disminucion progresiva del recuento de globulos blancos, acompafiado
clinicamente de fiebre alta, eritema, dolor corporal y otros sintomas. La fase critica de la
infeccion se inicia con un incremento del hematocrito, la leucopenia se mantiene, y, en
el recuento diferencial de globulos blancos, suele presentarse linfocitosis y neutropenia,
seguido de una disminucion del recuento de plaquetas; en esta fase puede disminuir la
fiebre, sin embargo esto no siempre significa que la infeccién haya cedido, al contrario,
en algunos casos puede empezar a desarrollarse signos de alarma. La fase de
recuperacion incluye disminucién de la severidad de los signos y sintomas, el
hematocrito disminuye a valores normales asi como también se restablece el contaje de

leucocitos, el recuento diferencial de blancos y el recuento plaquetario (OPS, 2016).

La respuesta inmune juega un papel importante en la proteccion y patogénesis de la
enfermedad. Las proteinas E y M son el principal blanco de la respuesta inmune
humoral. Los anticuerpos contra la proteina E, son capaces de neutralizar infecciones

posteriores con el mismo serotipo (Palomares et al., 2018).

La infeccion primaria por dengue se presenta luego de la primera exposicion de un
individuo a cualquiera de los cuatro serotipos del DENV. Luego de entre 3 y 5 dias la
inmunoglobulina M (IgM) aparece elevada, mientras la inmunoglobulina G (IgG) se
eleva al cabo de unos 6 a 10 dias, luego del inicio de la infeccién. La presencia de IgM
desaparece luego de 2 o 3 meses; sin embargo, la IgG permanece durante toda la vida.
Una infeccion secundaria se produce con un serotipo DENV no encontrado previamente;
la presencia de bajas cantidades de anticuerpos heterotipicos (que forman complejos con
DENV) promueve el acceso del virus a los monocitos, lo que lleva a un aumento de la

carga viral y la gravedad de la enfermedad (Khetarpal y Khanna, 2016).



Puesto que las infecciones con un serotipo dado de DENV confieren inmunidad
prolongada solo contra ese serotipo, un individuo puede contraer hasta 4 infecciones por
virus del dengue a lo largo de su vida y una inmunidad cruzada de corto plazo contra los
demas serotipos, posterior a ese plazo el individuo no estd protegido contra una
infeccion subsecuente con un serotipo diferente, al contrario, incrementa el riesgo de

presentarse la forma clinica de la infeccion de forma mas severa (OPS, 2016).

La OMS, 2014, sefiala que la vacuna tetravalente CYD-TVD (ChimeriVax-Dengue/
Dengvaxia®) desarrollada por Sanofi Pasteur, ha sido la primera en ser autorizada para
ser utilizada en personas de 9 a 45 afios que vivian en zonas endémicas y actualmente se
encuentra autorizada en 19 paises. Es una vacuna de virus vivos, con una administracion

de 3 dosis, con intervalo de 6 meses entre ellas.

La palabra chikungunya aparecio por primera vez en Tanzania en el siglo XX, la cual en
el lenguaje Makonde significa “caminar inclinado” o “doblarse por el dolor” y se refiere
a la postura encorvada de los pacientes que experimentan esta infeccion (Yactayo et al.,
2016). El virus fue aislado por primera vez en Tanzania en 1952 (Camacho y Picos,
2014).

En América, la aparicion del virus chikungunya ocurrié en diciembre de 2013 en la isla
caribefia de Saint Martin y el virus se propagd a 17 paises de América del Sur hasta
diciembre de 2014. Desde entonces, la transmision autoctona de CHIKV se ha
identificado en 45 paises, en el Caribe, Norte, Sur y Centroamérica (Wahid et al., 2017).
En Venezuela, el primer caso de CHIKV reportado por el Ministerio del Poder Popular
para la Salud (MPPS) fue confirmado en junio de 2014 (Camacho y Picos, 2014).

Restrepo, 2014, e Higuera y Ramirez, 2018, indican que se trata de un arbovirus re-
emergente perteneciente al género Alfavirus, familia Togaviridae. EI virion presenta una
capside de morfologia icosaédrica de aproximadamente 40 nm de diametro, y al igual

que el DENV, presenta un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva de



entre 11 y 12 kb, que codifica para tres proteinas estructurales que componen la particula
viral madura (C, E1, E2) y ademaés, codifica para cuatro proteinas no estructurales

(nsP1-4) implicadas en la replicacion viral.

Un articulo realizado por la OPS, 2011, explica que luego de la picadura del mosquito
infectado por el virus del chikungunya, empieza un periodo de incubacion
(aproximadamente de 1 a 12 dias). Algunos estudios indican que entre el 3% Yy el 28%
de las personas presentan infecciones asintomaticas, sin embargo el CHIKV puede
causar una enfermedad aguda, con una duracion de 3 a 10 dias, caracterizada por fiebre
con temperaturas superiores a los 39 °C, acompafiada de dolor articular, artralgias,

mialgias, cefaleas, rash, entre otras manifestaciones.

Después de los 10 dias de iniciados los sintomas, la mayoria de los pacientes infectados,
presentan mejoria en su estado general de salud, sin embargo, posteriormente, puede
presentarse una reaparicion de los mismos con manifestaciones reumaticas comdnmente
observadas 2 0 3 meses después del inicio de la enfermedad, lo que se conoce como la
enfermedad subaguda por CHIKV. Si la presencia de sintomas se extiende por més de
tres meses, se considera una infeccidon crdnica, siendo el sintoma persistente mas

frecuente la artralgia inflamatoria (OPS, 2011).

Dentro de los hallazgos hematoldgicos con los que cursan los pacientes infectados por el
CHIKYV resalta la presencia de leucopenia con linfocitosis relativa, aunado a una rara
trombocitopenia. Otros pardmetros de laboratorio que se alteran son la proteina C
reactiva (PCR) y la velocidad de sedimentacion globular (VSG), encontrandose
elevados, ademas de presentarse en ciertos casos el factor reumatoideo positivo (OPS,
2014).

Desde el punto de vista inmunoldgico, se presenta como primera barrera contra el virus
chikungunya la respuesta inmune innata, siendo la produccién de mediadores

proinflamatorios el primer mecanismo que se desencadena. En primer lugar, el



interferén alfa (INF-alfa), junto con otros mediadores inmunoldgicos como interleucina
(IL), 1L-4, 1L-10 e INF-gama producidos por los linfocitos T CD8+ y T CD4+, también
se ven involucrados en la fase aguda y tardia de la infeccion respectivamente, mostrando

la participacion de la inmunidad adaptativa en esta infeccion (Restrepo, 2014).

Al cabo de entre 2 y 7 dias despues de la picadura del mosquito infectado por el virus
chikungunya, los anticuerpos de tipo IgM se hacen positivos y a partir del dia 7 pueden
ser detectados los anticuerpos de tipo IgG. Titulos mas altos de anticuerpos de tipo IgM
se detectan entre 3 y 5 semanas después de la aparicion de los sintomas y persisten unos
dos meses. No obstante, el virus del chikungunya puede ser detectado en sangre durante
los primeros dias de la infeccion (Martinez y Torrado, 2015; OMS, 2020).

Aungue aun ninguna vacuna contra la infeccion por el virus chikungunya ha sido
autorizada ni comercializada, en la actualidad se estan estudiando varias vacunas que se
encuentran en distintas etapas de ensayos clinicos. Por lo tanto, la mejor prevencion es

evitar la reproduccidn y picadura del mosquito transmisor del virus (OMS, 2020).

La circulaciéon del DENV y del CHIKV entre humanos y mosquitos se presenta cuando
el mosquito se alimenta con la sangre de un individuo virémico. Asi, el mosquito, al
ingerir sangre humana infectada, favorece la infeccion de las células epiteliales de su
intestino; luego, las particulas virales producidas en estas células, son liberadas a
algunos organos del mosquito, como las glandulas salivares, las cuales se convierten en
Organos reservorios para estos virus. La infeccion en el humano se presenta cuando este
mosquito infectado pica nuevamente para alimentarse, liberando saliva, y con ella,

particulas virales (Velandia y Castellanos, 2011).

En el humano, la replicacion del DENV y CHIKYV inicialmente se lleva a cabo en el sitio
de inoculacion en las células del sistema reticulo-endotelial y/o en fibroblastos para
posteriormente continuar su replicacion en los ganglios linfaticos locales; a partir de esta

etapa el virus se disemina, de tal manera que puede detectarse en la sangre, viremia



(Carballal y Oubifia, 2014). De aqui, las particulas virales son drenadas a la circulacion
sanguinea hasta alcanzar los érganos diana: higado, muasculos, articulaciones y cerebro
(Martinez y Torrado, 2015).

Los sintomas tipicos causados por estos dos arbovirus, DENV y CHIKYV, incluyen
fiebre, erupciones cuténeas, dolor muscular y articular, nduseas, dolor de cabeza y
vomito, por este motivo, en ocasiones las infecciones son clinicamente indistinguibles
(Caglioti et al., 2013).

Sin embargo, el desenlace de cada enfermedad es diferente: la fiebre del chikungunya,
como ya se menciond, normalmente no conlleva a episodios fatales, aunque el dolor
articular asociado con esta infeccion puede permanecer unos pocos dias o extenderse por
afios, resultando en una enfermedad aguda, subaguda o cronica (Corrales-Aguilar et al.,
2014). El dengue, por su parte, puede ser fatal; los casos que evolucionan a dengue
grave, se caracterizan por un rapido inicio de fuga capilar, acompafadas de

trombocitopenia y lesidn hepatica y, en algunos casos, muerte (Paixdo et al., 2018).

Dado que las infecciones por estos arbovirus en los dltimos afios han incrementado
considerablemente su frecuencia en Venezuela, resultd de interés evaluar, a través de la
identificacion serologica, los anticuerpos IgM contra ambos virus, factores que
aumentan la probabilidad de adquirir estas infecciones en la poblacién del estado Sucre,
asi como el comportamiento y variaciones de los parametros hematologicos en estos
pacientes. En tal sentido se planted el estudio en pacientes referidos al laboratorio de
salud publica del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala” con sintomas sugestivos a estas infecciones, durante el periodo diciembre 2019

hasta marzo 2020.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paix%26%23x000e3%3Bo%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29435366

METODOLOGIA

Poblacion

Se evaluaron 50 pacientes con sintomatologia sugestiva a las infecciones por virus
dengue y virus chikungunya referidos al laboratorio de Salud Publica del Servicio
Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo

diciembre 2019 — marzo 2020.

En este estudio se siguieron los lineamientos sefialados en la Declaracién de Helsinki,
1964 (el presente trabajo de investigacion estara a cargo de personas con la debida
preparacion cientifica y bajo vigilancia de profesionales de la salud; por otra parte, se
respetara el derecho de cada individuo participante en la investigacion a salvaguardar su
integridad personal. Se tomaran las precauciones necesarias para respetar la intimidad,
integridad fisica y mental del sujeto. A cada uno de los participantes se le explicara
cuales son los objetivos que se pretenden alcanzar con esta investigacion y la
confidencialidad de su informacion personal. De acuerdo con lo antes expuesto, se
procederd a formalizar su autorizacion por escrito para su participacion en la
investigacion), apéndice 1, (CIOMS, 1993).

Aquellos pacientes que dieron su consentimiento para la participacion en este estudio, se
les efectudé una encuesta clinico-epidemiologica, disefiada para obtener informacion
acerca de la probable fuente de infeccion y de su estado de salud, en la que se

incluyeron datos personales, antecedentes patologicos y familiares (Apéndice 2).

Muestra
Se extrajo una muestra sanguinea de cada uno de los pacientes evaluados a partir del
quinto dia del comienzo de los sintomas. Se procedio a la obtencion de las mismas con

una aguja de calibre 21. Las muestras fueron recolectadas en dos tubos de ensayo



estériles de 13x100 mm, un tubo seco y otro tubo con anticoagulante de é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), para cada paciente, previamente rotulados, luego de
30 minutos, las muestras sin anticoagulante se centrifugaron a 2 000 rpm durante 10
minutos para la separacion del suero del paquete globular. Las muestras anticoaguladas

se utilizaron para la determinacion de los parametros hematoldgicos.

Técnica de ultramicro ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (UMELISA)
para la deteccion de anticuerpos IgM contra el virus del dengue

En la deteccion de anticuerpos IgM anti-DENV se utiliz6 un inmuno ensayo tipo captura
para la deteccién de anticuerpos dirigidos contra los cuatro serotipos del DENV en
muestras de suero humano. En este ensayo los pocillos se encontraban revestidos con
anticuerpos anti-lgM humana. A dichos pocillos se le afiadieron las muestras de suero de
los pacientes previamente diluidas con el reactivo R2 y se sometieron a incubacion; en
las muestras donde estaban presentes los anticuerpos IgM, estos fueron capturados por
los anticuerpos que revestian los pocillos (anti-lgM humana). Los anticuerpos que no se
unieron fueron eliminados con cuatro lavados y luego, se afiadieron los antigenos DENV
(mezcla de los cuatro serotipos del virus) que se unieron a la IgM especifica capturada
anteriormente (SUMA, 2011).

Una vez eliminado el antigeno en exceso, se afiadieron anticuerpos monoclonales
biotinilados especificos al DENV, que se unieron al complejo formado en los pocillos.
Luego de otra incubacion y lavado se aplicd el conjugado estreptavidina/fosfatasa
alcalina (FA), que se unié al complejo formado anteriormente en caso de reaccion
positiva. Se realizd un dltimo lavado y se afiadid el sustrato fluorogénico (4-
metilumbeliferil fosfato) que fue hidrolizado y la intensidad de la fluorescencia
emitida permitio detectar la presencia de anticuerpos IgM especificos contra el DENV
(SUMA, 2011).
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Procedimiento

Se llevaron los reactivos y las muestras a analizar a temperatura ambiente y se
selecciond el namero de tiras a utilizar en el estudio, reservando 6 pocillos para los
controles (listos para usar). Se transfirieron 10 pl de cada control en los pocillos
correspondientes (3 pocillos para el control positivo y 3 pocillos para el control
negativo). Luego, se adicionaron 10 pl de cada una de las muestras (diluidas 1:21) en
los pocillos restantes previamente rotulados. Se incubaron las tiras durante 30 minutos a
37°C en camara humeda; transcurrido este tiempo, se lavaron con 25 pl (para cada
pocillo) con una solucién tampon, la cual fue previamente diluida (1 ml de solucién
hasta un volumen de 25 ml con agua destilada para cada tira), este procedimiento se
realizd cuatro veces en un lavador de placas automatico de la misma casa comercial,
permaneciendo la solucion en los pocillos como minimo 30 segundos en cada lavado.

Luego de los lavados se secaron las tiras con papel absorbente (SUMA, 2011).

Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo 10 ul del antigeno, y luego de incubar
durante 30 minutos a 37°C en cadmara himeda, se realizd un nuevo lavado (igual al
anterior) e inmediatamente se procedi6 a afiadir, con una nueva punta, 10 ul de
anticuerpos biotinilados en cada pocillo; se incub6 nuevamente durante 30 minutos a
37°C en camara humeda. Se realiz6 el mismo procedimiento de lavado descrito y se
procedio a agregar a cada pocillo 10 ul del conjugado, luego se incubd por 30 minutos a
37°C en camara humeda antes de realizar un nuevo ciclo de lavado. Seguidamente, se
colocd en cada pocillo 10 pl del sustrato (previamente diluido 1:10 con tampdn
sustrato), para luego ser incubado por 10 minutos a 20-25°C en camara himeda y se
procedio a leer la intensidad de la fluorescencia emitida en cada pocillo utilizando un
lector de la serie SUMA.

Validacion e interpretacion de los resultados por el programa UMELISA
DENGUE IgM PLUS.
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Los resultados se interpretaron de la siguiente manera: valores mayores o iguales que el
punto de corte se consideraron reactivos o positivos. Valores entre el nivel de corte y un
15% por debajo del mismo se consideraron en la zona gris o borden line. Valores
menores al limite inferior de la “zona gris” se consideraron no reactivos 0 negativos.

Estos calculos fueron realizados automaticamente por el lector.

Técnica de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas para la deteccion de
anticuerpos IgM contra el virus chikungunya

La prueba de anticuerpos IgM humana (casa comercial Abcam) se basa en un ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) de tipo indirecto, mediante la cual se realiza
la deteccion cualitativa de los anticuerpos de tipo IgM presentes en el suero o plasma de
los pacientes, utilizando una placa de 96 pocillos cubierta con anticuerpos anti-IgM. A
dichos pocillos se le afiadieron los controles y las respectivas muestras (diluidas), y se
procedié a la incubacién de la placa. En las muestras donde estaban presentes los
anticuerpos IgM, estos fueron capturados por los anticuerpos que revestian los pocillos
(anti-lgM humana). Los anticuerpos no ligados se eliminaron mediante un proceso de
lavado. Posteriormente, se afiadieron a los pocillos antigenos del CHIK-V, y se procedid
a otra incubacion. A continuacion, los pocillos se lavaron nuevamente para eliminar los
antigenos en exceso Yy se afiadieron anticuerpos anti-CHIKYV biotinilados que se unieron

con el complejo presente en la placa.

Tras otra incubacion y lavado, se afiadio el conjugado estreptavidinaperoxidasa (SP), el
cual se unio a los anticuerpos biotinilados para el virus CHIKV, seguido de una
incubacion. A continuacion se lavaron la placa y se afadid el sustrato
tetrametilbenzidina (TMB), el cual fue catalizado por la enzima SP para generar un
producto de coloracion azul. Se realizo una ultima incubacion de la placa a temperatura

ambiente. Por ultimo, se afiadid la solucion &cida de parada (stop solution) a cada
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pocillo, los cuales viraron a amarillo su coloracién, siendo ésta directamente

proporcional a la cantidad de IgM presente en la muestra (Abcam, 2016).

Procedimiento

Se llevaron los reactivos y las muestras a analizar a temperatura ambiente y se
selecciond el numero de tiras a utilizar en el estudio, las restantes se guardaron en su
envoltorio. Los primeros pocillos de la placa fueron reservados para el blanco de
sustrato, los controles CHIKV IgM positivo, IgM negativo e IgM cut-off. Una vez
preparados los reactivos y las muestras, se procedié a adicionar a la placa 50 pl de las
muestras diluidas 1:100 (10 pl de la muestra en 1 ml de diluyente de muestra). Se llevo
la placa a incubacion durante una hora a 37 °C, cubriendo la misma con adhesivo y
colocandola en camara himeda. Posteriormente, se retiré el adhesivo y se procedio a
lavar la placa 3 veces (5 segundos cada ciclo) evitando salpicar los otros pocillos, para
ello se utilizé solucion de lavado 1X, la cual fue previamente diluida (5 ml de solucion
de lavado 20X con 95 ml de agua destilada). Después del ultimo lavado, se retirara la
solucion de lavado 1X, para luego invertir la placa sobre papel limpio y eliminar asi el

exceso de liquido (Abcam, 2016).

La eliminacion total del liquido de la placa en cada lavado, aseguré un buen resultado en
el ensayo. A continuacion se afiadieron a los pocillos, exceptuando el pocillo del blanco,
50 pl de solucion de virus chikungunya 1 previamente preparada (afiadiendo un mililitro
de solucion de lavado a cada vial de solucion de virus chikungunya 1, y sometiéndose a
incubacion por 15 minutos a temperatura ambiente) y se cubrid con adhesivo para ser
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedid a incubar

la placa en camara himeda de 4°C a 8°C durante toda la noche.

Al siguiente dia, se realizd un nuevo lavado (igual al anterior), se afiadieron 50 ul de
solucion de anticuerpos biotinilados (1X Solucién de virus chikungunya 2), a todos los
pocillos, igualmente, exceptuando el blanco. Una vez realizado este paso, se coloco el

adhesivo sobre los pocillos y se repitio el proceso de incubacidn a temperatura ambiente,
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protegida de la luz, por 30 minutos. Continuando con un nuevo lavado, se afiadieron 50
pl de conjugado de SP a todos los pocillos, a excepcion del blanco, para nuevamente
cubrir con el adhesivo y pasar al proceso de incubacion (igual al anterior); éste siempre

sin exposicion a luz directa (Abcam, 2016).

Previo a un ultimo lavado, se afiadieron 100 ul de solucion de sustrato TMB a todos los
pocillos para luego incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad.
Por altimo, se adiciono a cada pocillo 100 ul de solucion de parada, respetando el orden
y la velocidad utilizada para afiadir la solucion de sustrato TMB. Esto generd un cambio
de color en los pocillos, de azul a amarillo, exceptuando aquellos donde la reaccion tiene
una sefial positiva muy fuerte, donde se produjo una precipitacion oscura que
corresponde al cromdgeno, esto puede interferir en la densidad dptica y se recomienda
diluir la muestra con Tampén Fosfato Salino (PBS) 1:1. Seguidamente, se midié la
absorbancia en el lector de ELISA (SUMA, PRB21) a 450 nm con un filtro de
referencia de 620 nm (Abcam, 2016).

Los resultados se interpretaron de la siguiente manera:

Se considera que una muestra es positiva si el valor de la absorbancia es mayor al 10%
con respecto al valor de corte, siendo éste el promedio de la absorbancia del control cut-
off. Cuando el valor de absorbancia se encuentra 10,00% por encima o por debajo con
respecto al valor de corte, las muestras son consideradas zona gris (no concluyentes). Se
recomienda en estos casos repetir el ensayo con una nueva muestra. Una muestra se

considera negativa si el valor de absorbancia es menor que el 10,00% del valor de corte.

Valoracion de los parametros hematolégicos
Para la determinacion de hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), contaje leucocitario,

recuento diferencial blanco y contaje plaquetario se realiz6 por métodos manuales.
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Determinacion de hemoglobina

La hemoglobina se determin6 por el método de cianometahemoglobina. Este método se
fundamenta en la conversion de la hemoglobina a cianometahemoglobina por la accion
del cianuro de potasio y del ferrocianuro de potasio y el color desarrollado es comparado

colorimétricamente con una solucién patrén de cianometahemoglobina.

Procedimiento

Se transferieron 2,5 ml de la solucion de Drabkin a un tubo de ensayo y se agregaron 10
pl de la muestra de sangre venosa, limpiando previamente la sangre del exterior de la
punta de la pipeta. Se esperaron 10 minutos para la formacion de la
cianometahemoglobina. Posteriormente se determiné la absorbancia, a 540 nm ajustando
a cero empleando un blanco de solucién de Drabkin. Para determinar la concentracion
de hemoglobina se utilizé una solucion estandar y los céalculos se realizaron con la

siguiente formula:

_ Concentracion del estandar
Absorbancia del estandar

Donde:
Fc: Factor de calibracion
Hb(g/dl)= Fc x Absorbancia de la muestra

Determinacion de hematocrito

La determinacion del hematocrito se realizé por el método del microhematocrito. Esta
técnica se fundamenta en la separacion de la porcidon corpuscular sanguinea de la
porcion plasmatica, mediante métodos de centrifugacion a velocidad y tiempo

determinado en tubos capilares.

Procedimiento
Se llenaron los tubos capilares hasta los dos tercios de su volumen con sangre
anticoagulada para posteriormente ser sellado uno de sus extremos con plastilina. Los
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capilares fueron centrifugados en microcentrifuga durante 5 minutos. La lectura se
realiz6 a través de la determinacién de la altura del paquete globular rojo en una tabla

semilogaritmica.

Contaje leucocitario

Se realiz6 mediante el método visual directo, el cual implica la dilucién de la muestra
con el reactivo de Tirk, una solucién acuosa al 3% de acido acético. Este liquido, al ser
una solucion acidulada, destruye los eritrocitos (hemdlisis), dejando en la dilucién solo

las células de la serie blanca.

Procedimiento
En un tubo de ensayo se colocaron 380 pl de liquido de Turk, al cual se le afiadieron 20
pl de la muestra de sangre (dilucion 1:20), esta solucién se mezcl6 y se dejo reposar
durante 3 a 5 minutos. Luego se llend cuidadosamente la cdAmara de Neubauer con esta
dilucion y se dejé reposar en camara hiumeda durante un minuto, pasado este tiempo se
procedié a contar en ambos reticulos de la cdmara los globulos blancos presentes en los
cuatro cuadrados grandes de las esquinas y el cuadrado central de cada reticulo. El
namero obtenido represento el contaje parcial. Los calculos se realizaron utilizando las
férmulas:

CT=CP x FT FT=FD x FV
Donde:
CT: contaje total
CP: contaje parcial
FT: factor total
FD: factor dilucion

FV: factor volumen

_ Volumen total _ 400 _
FD= Volumen de sangre 20 =20

FV= lado x lado x altura de la camara= 1mm x 1mm x 0,1mm = 0,1 mm?®
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Se contaron 10 cuadrados grandes (5 en cada reticulo) FV= 0,1 mm*® x 10= 1 mm?®
Entonces:

FT=20x1=20

CT=CPx 20

Luego se realizd la conversion de milimetros ctbicos (mm?®) a litros (1), sabiendo que

1mm?® = 1uly 1 litro = 10%ul.

Recuento diferencial blanco

Se baso en la determinacion de la proporcion en que se encuentran los diferentes tipos de
células leucocitarias en un extendido de sangre tefiido a través de la técnica de

coloracion de Giemsa.

Procedimiento

Se realizd un frotis sanguineo agregando una gota de sangre sobre un portaobjeto a un
tercio del extremo del mismo y con un segundo portaobjeto (lamina extensora) apoyado
sobre el otro por delante de la gota de sangre en angulo de 45°, y se hizo retroceder hasta
que el borde coincidié con la gota, que se extendid espontadneamente por todo el borde.
Posteriormente se deslizé el portaobjeto hacia adelante con movimiento firme y recto
(hasta agotar la gota de sangre antes de llegar al final de la [amina).

La lamina se dejo6 secar al aire libre. Una vez seca se procedio a realizar la técnica de
Giemsa, que consistio en fijar el extendido con alcohol metilico durante 3 a 5 minutos,
luego se descarto el exceso del mismo y se dejo secar para luego colorear con solucion

de Giemsa diluida y se dejo6 actuar de 2 a 3 minutos.

Transcurrido este tiempo, se lavo la ldmina con agua corriente y se secaron los restos del
colorante del dorso de la lamina para luego dejarla secar al aire libre. Una vez seca la
lamina se observd al microscopio con objetivo de inmersion recorriendo

sistematicamente el frotis, al mismo tiempo que se fueron identificando los distintos
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tipos de leucocitos, de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y tintoriales,
anotandose cada tipo celular por separado a fin de expresar sus proporciones.

Se contaron entre 50 y 100 células en cada frotis, dependiendo de las caracteristicas de
la muestra (leucopenia o leucocitosis), estos contajes permitieron determinar los valores

relativos de los diferentes tipos leucocitarios de la siguiente manera:

N° total de células contadas 100%

N° contado de cada tipo leucocitario X

Contaje de plaquetas
Se baso en mezclar la sangre con oxalato de amonio al 1 % para producir lisis de los
glébulos rojos, lo que permitid contar las plaquetas al microscopio en camara de

Neubauer para determinar su concentracion.

Procedimiento

En un tubo de ensayo se afiadieron 1980ul de oxalato de amonio y 20ul de sangre con
una pipeta automatica, esta solucion fue mezclada y se dejo reposar durante 3 minutos,
luego se llenaron ambos reticulos de la cdmara de Neubauer y se dejé sedimentar por 15
minutos en camara humeda, para luego ser observada al microscopio en 40X, contando
en el cuadrado central de cada reticulo.

Los célculos se realizaron utilizando las formulas:

CT=CPxFT FT=FD x FV
_ Volumen total _ 2000 _
FD= Volumen desangre ~ 20 =100

FV= lado x lado x altura de la cdmara= 0,20 mm x 0,20 mm x 0,20mm = 0,004 mm?®
Se contaron 50 cuadrados (25 en cada reticulo) FV= 0,004 mm?®x 50= 0,20 mm?®

Este volumen se corrige a 1 mm® dividiendo 1 entre el volumen del cuadrado central:
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1/ 0,20 mm3=5 FV= 5,00 mm?®

Entonces:

FT= 100 x 5,00 mm°®= 500,00 mm?

CT= CP x 500,00 mm®

Luego se realizé la conversién de milimetros cubicos (mm?®) a litros (1), sabiendo que

1mm®=1ply 1 litro = 10°%ul.

Los valores de referencia que se utilizaran en este estudio para estos pardmetros son los

siguientes:

Hemoglobina: Hematocrito

Hombres: 14,00-18,00 g/dI Hombres: 39,00-49,00%
Mujeres: 12,00-16,00 g/dl Mujeres: 32,00-42,00%
Plaquetas: Leucocitos:
150,00-400,00x10°/I 4,50-12,00x10%/1

Recuento diferencial de blancos

Los valores de referencia que se utilizaron para el recuento diferencial fueron:

Relativos
Segmentados neutrofilos 54-62%
Linfocitos 25-33,%
Segmentados eosindéfilos 1-3%

Anélisis de datos
Para el calculo del porcentaje de seroprevalencia de DENV y CHIKV, se aplicé la

siguiente férmula, segun el criterio de Tapia, 1995.

n° de casos 00

Prevalencia = —
Total de la poblacion
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Se realizd un analisis de Chi cuadrado (x2) a un a=0,05 para evaluar las posibles
asociaciones entre la seropositividad de los anticuerpos IgM contra DENV y CHIKV y
las variables epidemioldgicas (sexo, edad, grado de instruccion, presencia de aguas
estancadas y sintomatologia de los pacientes en estudio). Se aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via para evaluar las diferencias entre los promedios de cada
parametro hematologico y la seropositividad de anticuerpos IgM contra DENV vy
CHIKV. Todas las pruebas se realizaron a un nivel de confiabilidad del 95% (Sokal y
Ronhlf, 1980).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron 50 muestras de suero provenientes de pacientes, de ambos sexos, con
sintomas sugestivos a la infeccidén por virus dengue y virus chikungunya referidos al
laboratorio de salud publica del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald” de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Para la evaluacion serologica
se aplicaron métodos inmunoenzimaticos UMELISA y ELISA con la finalidad de
determinar anticuerpos IgM contra el virus del dengue y el virus chikungunya,

respectivamente.

La tabla 1 muestra la seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue y el
virus chikungunya en los pacientes evaluados. Se encontr6 una prevalencia de 30,00%
para la infeccion por virus dengue y de 18,00% para la infeccion por virus chikungunya.

Tabla 1. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra virus dengue y virus chikungunya
en pacientes referidos al laboratorio de salud publica del Servicio Autonomo Hospital

Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre, durante el periodo
diciembre 2019 — marzo 2020.

Anticuerpos Positivos Negativos Total

IgM N % N % N %
Dengue 15 30,00 35 70,00 50 100
Chikugunya 9 18,00 41 82,00 50 100

N: nimero de pacientes, %: porcentaje.

Se observO una mayor seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue en
comparacion con los anticuerpos IgM contra el virus chikungunya, esto puede explicarse
debido a la endemicidad del virus dengue en la region, y a la antigliedad de su aparicion
en la misma, por su parte, se conoce que el virus chikungunya emergié en Venezuela a
mediados del afio 2014 (Lopez, 2014).
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Los resultados obtenidos en este estudio con respecto a la seroprevalencia del virus
dengue, presentan un aumento con respecto a los sefialados en la poblacion de San
Mateo, estado Anzoategui, Venezuela, donde encontraron una seroprevalencia de
20,40% al analizar sueros de pacientes con sintomas sugestivos a la infeccion por virus

dengue (Hoyos et al., 2011).

Un estudio reciente realizado por Molineros et al., 2020, mostrd en sus resultados una
disminucién en comparacion con el presente estudio. Estos determinaron la
seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue en Valle del Cauca,
Colombia. En este estudio el 21,42% de los pacientes resultaron positivos para la

presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus dengue.

Por otra parte, difieren de este estudio los resultados obtenidos por Rojas et al., 2016, en
San Lorenzo, Paraguay, quienes obtuvieron una seroprevalencia de 55,00% al
determinaron la presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus dengue en pacientes

con sospecha clinica de esta infeccién a través de la técnica de ELISA de captura.

Rodriguez et al., 2016, realizaron un estudio en Quindio, Colombia, en pacientes con
diagnéstico clinico de sindrome febril agudo y con sospecha de dengue en algunos
centros hospitalarios de esta region. La identificacion se realizé mediante la deteccion de
anticuerpos IgM especificos contra el virus, aislamiento viral y técnicas como la RT-
PCR, resultando que el 43,60% de los pacientes fueron positivos para dengue y el resto
de los pacientes fueron positivos para: leptospira (4,05%), rickettsia (6,80%), malaria
(0,67%) y hepatitis B (0,67%), y 44,21% de los pacientes resultaron negativos para las

pruebas diagndsticas utilizadas.

Segun datos proporcionados por la Direccion de Epidemiologia Regional del estado
Sucre, durante los meses enero-noviembre del afio epidemiol6gico 2019 se evidencia
que el mayor nimero de casos de dengue se observo en el mes de enero (figura 1), al

igual que los resultados obtenidos en el afio 2020 (figura 2) lo que demuestra un
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comportamiento epidemiolégico muy similar. La aparicion de un mayor numero de
casos durante el mes de enero puede deberse a una mayor exposicién de la poblacién a
ambientes externos, asi como también puede deberse a las condiciones climaticas de la
region. Cabe resaltar que a partir de la semana epidemioldgica 6 hasta la 14 del 2019 el

equipo no estuvo operativo.
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Figura 1. Distribucién de la infeccion por virus dengue, durante el afio epidemioldgico
2019 desde el mes de enero hasta el mes de noviembre reportados por la Direccién
Regional de Epidemiologia del estado Sucre.

La figura 2 muestra la distribucion de casos de la infeccidn por virus dengue durante los
meses muestreados en el presente estudio. En enero se reportd el mayor nimero de casos
para la infeccion, con un total de 40,00% de pacientes IgM positivos para dengue,
mientras que en los meses siguientes se observa una tendencia a la disminucion del

numero de pacientes infectados.

Estos resultados difieren de los datos sefialados por Pérez y Pérez, 2005, quienes

evaluaron la seroprevalencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus dengue en
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pacientes con impresion diagndstica para esta infeccion, provenientes del municipio
Sucre (estado Sucre), ya que para el primer periodo del afio, se report6é el menor nimero

de casos, presentandose solo un 2,29% de pacientes positivos en el mes de enero.
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Figura 2. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue en 50 pacientes con
sintomas sugestivos a la infeccion, referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”. Cumana, estado Sucre,
durante el periodo diciembre 2019 hasta marzo 2020.

En la figura 3, se muestra la distribucién de casos de la infeccidn por virus chikungunya
durante los meses muestreados, donde se observa que el mayor nimero de casos estuvo
distribuido entre el mes de diciembre de 2019, y enero del 2020, con 33,00% Yy 44,44%
de pacientes positivos, respectivamente. Segun informacion obtenida en la Direccion
Regional de Epidemiologia para el afio 2019 solamente se registraron 3 casos de

chikungunya.

Camacho et al., 2014, realizaron un estudio en varios centros de salud del estado
Aragua, Venezuela, en el cual analizaron muestras de suero provenientes de pacientes
con sospecha clinica de la infeccion por el virus dengue y virus chikungunya. Las
muestras fueron sometidas a pruebas de diagnostico para la deteccién del virus dengue,

41,96% de ellas resultaron negativas en este procedimiento, por lo que fueron sometidas
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al andlisis para el diagnostico del virus chikungunya. Los resultados indicaron
positividad en el 19,20% de las muestras analizadas.
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Figura 3. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus chikungunya en 50
pacientes con sintomas sugestivos a la infeccién, referidos al laboratorio de salud
pablica del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.
Cumana, estado Sucre, durante el periodo diciembre 2019 hasta marzo 2020.

La dispersion de estas arbovirosis se ve favorecida por las condiciones meteoroldgicas y
los cambios climaticos, al igual que la aparicion del mosquito transmisor en lugares
donde no era frecuente. Entre los fendmenos climéticos de mayor influencia se reportan
la elevacion de la temperatura, humedad y precipitaciones, que favorecen la
disponibilidad de criaderos del mosquito contribuyendo a la diseminacién de epidemias
y pequerios brotes durante las temporadas Iluviosas y los meses siguientes (Betancourt et
al., 2017).

El mosquito A. aegypti posee una répida tasa de desarrollo y alta supervivencia, las

cuales pueden variar en respuesta a muchos factores ambientales. Sin embargo, se ha
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demostrado que la temperatura puede ser la variable mas relevante, pues afecta
diferentes aspectos, desde factores asociados al ciclo de vida del mosquito, hasta la

relacién directa del virus con el vector (Marquez et al., 2019).

En la tabla 2 se observa la asociacion entre la infeccion por virus dengue y virus
chikungunya y las concentraciones de la hemoglobina y el hematocrito. Se determinaron
los valores de hemoglobina, obteniendo un promedio de 13,50 g/dl en pacientes con
dengue y de 12,48 g/dl en pacientes con chikungunya. Ademas, se determinaron los
valores de hematocrito, donde se obtuvo un mayor promedio en pacientes con dengue
con respecto a los pacientes positivos para chikungunya. Sin embargo, al aplicar la

prueba estadistica, no se encontré diferencia significativa (p>0,05).

Tabla 2. Andlisis de varianza para hemoglobina y hematocrito en pacientes seropositivos
para dengue, chikungunya y pacientes negativos referidos al laboratorio de salud publica
del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana,
estado Sucre. Diciembre 2019 — marzo 2020.

Hemoglobina (g/dl) N X S Minimo  Méaximo Fs p
Dengue 15 1350 2,04 9,00 16,40 1,576 0,217
Chikungunya 9 1248 2,06 9,00 15,50

Negativos 27 12,46 1,74 5,70 14,50

Hematocrito (%)

Dengue 15 41,00 6,30 27,00 51,00 1,354 0,267
Chikungunya 9 3833 6,59 27,00 49,00

Negativos 27 37,92 548 17,00 45,00

N: nimero de pacientes; X: media; S: desviacion estandar; Fs: valor experimental de Fisher; valor de p: no
significativo (p>0,05).

La permeabilidad vascular caracteriza las formas severas de la infeccion por DENV, esto
ocurre como resultado de una excesiva produccion de citogquinas por parte del sistema
inmunoldgico del huésped. Este proceso genera extravasacion plasmatica y ésta, a su
vez, hemoconcentracion (Martinez, 2008). Esto explica la presencia de una mayor

hemoconcentracion en los pacientes con dengue en comparacion a los pacientes con
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chikungunya y pacientes negativos. Sin embargo, ninguno de los valores de hematocrito
obtenidos en el presente estudio representan una hemoconcentracion alarmante, pues

este hallazgo suele estar asociado con manifestaciones hemorragicas (Diaz, 2009).

Los resultados obtenidos coinciden con el estudio realizado por Rojas et al., 2016, donde
evaluaron los parametros hematoldgicos en pacientes con sospecha clinica de dengue,
encontrando valores anormales de los mismos, en muy pocos de los pacientes
estudiados, sefialando que esto podria deberse a que la mayoria de los pacientes se

encontraban en la fase febril de la enfermedad.

La tabla 3 presenta el anélisis de varianza para leucocitos en pacientes infectados por el
virus dengue y el virus chikungunya. Se observé un valor minimo de leucocitos de
2,60x10%/1, valor que destaca entre los pacientes positivos para dengue, sin embargo, se
obtuvo un promedio de 6,19x10%I en este grupo y, por otro lado, se obtuvo un promedio
de 6,49x10%1 en pacientes seropositivos para chikungunya. Los pacientes negativos
resultaron con un promedio de 8,47x10%1. Al aplicar la prueba estadistica no se encontré

diferencia significativa (p=0,356).

Tabla 3. Andlisis de varianza para leucocitos en pacientes seropositivos para dengue,
chikungunya y pacientes negativos referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre.
Diciembre 2019 — marzo 2020.

Leucocitos (x10%1.) N X S Minimo  Mé&ximo Fs p
Dengue 15 6,19 321 2,6 16,5 1,053 0,356
Chikungunya 9 6,49 2,58 3,2 12,3

Negativos 27 8,47 6,72 2,3 23,5

N: nimero de pacientes; X: media; S: desviacion estandar; Fs: valor experimental de Fisher; valor de p: no
significativo (p>0,05).

Rey et al., 2012, realizaron un estudio donde evaluaron pacientes con diagnostico
confirmado de dengue, encontrando que entre 52,00% y 70,00% de los pacientes en la

fase aguda de la enfermedad presentaron leucopenia, presencia de linfocitos atipicos,
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trombocitopenia y hemoconcentracion.

Moré et al., 2013, sostienen que los valores del contaje leucocitario, tienden a la
disminucion (leucopenia) ligera durante los primeros tres dias de la infeccion, luego de
los cinco dias, la leucopenia se encuentra presente en la mayoria de los pacientes, sin
embargo, en el presente estudio se incluyeron pacientes con presencia de sintomas por
mas de 7 dias, y se conoce que en etapas tardias, los valores de leucocitos se restablecen,
por tal motivo podria no reflejarse la leucopenia que caracteriza al dengue.

Tabla 4. Andlisis de varianza para neutréfilos, linfocitos y eosinéfilos en pacientes
seropositivos para dengue, chikungunya y pacientes negativos referidos al laboratorio de
salud publica del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”. Cumana, estado Sucre. Diciembre 2019 — marzo 2020.

Recuento diferencial N X S Minimo  Maximo Fs p
Neutréfilos (%)

Dengue 15 61,13 18,20 33 88 0,232 0,793
Chikungunya 9 66,22 19,92 33 88

Negativos 27 63,24 16,73 30 95

Linfocitos (%)

Dengue 15 37,93 18,18 10 66 0,139 0,870
Chikungunya 9 3266 19,77 12 66

Negativos 27 3455 1641 5 67

Eosinofilos (%)

Dengue 15 093 2,37 0 9 0,59 0,604
Chikungunya 9 0,88 1,44 0 5

Negativos 27 1,63 2,93 0 12

N: nimero de pacientes: X: media; S: desviacion estandar; Fs: valor experimental de Fisher; valor de p: no
significativo (p>0,05).

La tabla 4 muestra el anélisis de varianza para neutréfilos, linfocitos y eosindfilos,
evidenciando un aumento en el promedio de segmentados neutrofilos en los pacientes

positivos para chikungunya con 66,22%, este ligero aumento puede ser causado por el



28

proceso inflamatorio en las articulaciones, caracteristico de esta infeccion. El analisis
estadistico reflejo que en el presente estudio no se observo diferencia significativa en
dichos parametros (p>0,05).

En los tres grupos estudiados se evidencia, en promedio, una ligera linfocitosis, hallazgo
que caracteriza la mayoria de las infecciones virales. Moré et al., 2013, sostienen que en
la infeccion por DENV, el recuento diferencial de blancos, en ocasiones, se ve alterado,
mostrando la presencia de neutropenia, linfocitosis, monocitosis y presencia de células
atipicas. En el caso del dengue grave la linfocitosis se intensifica y generalmente aparece
en la mayoria de los pacientes.

Ochoa et al., 2017, ejecutaron un estudio con el objetivo de evaluar la relacién entre los
datos clinicos y de laboratorio en pacientes sospechosos de fiebre chikungunya, donde
aseguraron que los andlisis de laboratorio son importantes para establecer diagndsticos
diferenciales con otras enfermedades que presentan la misma sintomatologia, haciendo
énfasis en la leucopenia, linfopenia y neutropenia encontradas en dichos pacientes, este

ultimo hallazgo difiere del obtenido en el presente estudio.

El analisis de varianza para plaquetas en pacientes seropositivos para dengue,
chikungunya y pacientes negativos se presenta en la tabla 5. EI menor promedio de
plaquetas fue de 161,66x10%/1, encontrado en pacientes positivos para dengue. Al aplicar

la prueba estadistica se encontrd una diferencia significativa (p=0,008).

Tabla 5. Analisis de varianza para plaquetas en pacientes seropositivos para dengue,
chikungunya y pacientes negativos referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumand, estado Sucre.
Diciembre 2019 — marzo 2020.

Plaquetas (x10%1) N X S Minimo Méaximo  Fs p
Dengue 15 161,66 74,22 45 290 5,270 0,008
Chikungunya 9 21811 76,59 63 310

Negativos 27 236,59 69,28 145 400

N: nimero de pacientes; X: media; S: desviacion estandar; Fs: valor experimental de Fisher; p:
significativo (p<0,05).
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Los pacientes con dengue mostraron, en promedio, una importante disminucion en los
valores de plaquetas con respecto a los pacientes positivos para chikungunya y los
pacientes negativos para ambas infecciones, esto se puede explicar gracias a algunos
estudios que detectaron que la infeccion por virus dengue conduce a la produccién de
anticuerpos de tipo IgM que generan una reaccion cruzada entre los antigenos virales y
moléculas plaquetarias, induciendo la lisis e inhibicion en la agregacion de éstas. Esto,
en conjunto con la activacion del sistema del complemento, explican la trombocitopenia

de la fase critica de la enfermedad (Duréan et al., 2010).

Estos resultados son similares a los observados por Rashmi y Hamsaveena (2015),
donde determinaron marcadores hematoldgicos y bioquimicos en pacientes confirmados
con la infeccion por virus dengue, hallando como resultado que el 80,00% de los
mismos tenfan un recuento de plaquetas <150,00x10%1 de los cuales 29,00% tenian entre
40,00x10%/1 y 80,00x10%/1.

Melendez y Palma (2010), realizaron un estudio donde evaluaron los marcadores
hematoldgicos asociados con la severidad del dengue en pacientes diagnosticados con
dengue grave, hallando que un 62,00% de los pacientes presentaron trombocitopenia, de
los cuales 39,00% arrojaron niveles de plaquetas <100,00x10%/1. Esto permite establecer
una comparacion entre los niveles de plaquetas en pacientes con dengue grave y
pacientes con dengue sin signos de alarma, siendo el dengue grave donde se observa una

trombocitopenia mas significativa.

Lee et al., 2012, realizaron un estudio en pacientes con chikungunya y pacientes con
dengue, entre los cuales se incluian pacientes que presentaban signos de alarma,
buscando comparar su presentacion clinica y hallazgos de laboratorio y poder asi
elaborar un sistema simple de clasificacion segun los datos obtenidos. Como resultado,
92,00% de los pacientes con dengue grave, 77,00% de los pacientes con dengue sin
signos de alarma y 2,00% de los pacientes infectados por el virus chikungunya

presentaron trombocitopenia con valores <100,00x10%/1.
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Las infecciones por virus dengue y virus chikungunya se han convertido en
enfermedades de importancia en el area de salud publica debido a que estan dadas por la
interaccion de diferentes determinantes geograficos, ambientales, politicos, culturales y
socioecondémicos. Los factores determinantes de la transmision son los relacionados con
el hospedador, el agente y el vector. En cuanto al hospedador, en este estudio se

evaluaron factores como el sexo, edad y grado de instruccion.

La tabla 6 muestra la seroprevalencia de anticuerpos IgM contra virus dengue y virus
chikungunya segun el sexo, donde se puede observar que el 46,67% de los casos de
infeccion por virus dengue estuvieron constituidos por pacientes femeninos y 53,33% de
los casos fueron masculinos. Por otro lado, para la infeccion por virus chikungunya,
44,44% de los casos estuvieron constituidos por pacientes femeninos y 55,56% de los
casos fueron masculinos, lo que indica que no existe asociacion significativa entre estas
variables (p=0,981).

Tabla 6. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra virus dengue y virus chikungunya
segun sexo en pacientes referidos al laboratorio de salud pablica del Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”. Cumand, estado Sucre. Diciembre
2019 — Marzo 2020.

Dengue Chikungunya Negativos %2 p
Sexo N % N % N %
Femenino 7 4667 4 4444 13 4815 0038 0981
Masculino 8 5333 ° 9556 14 5185

N: nimero de pacientes; %: porcentaje; y2 chi-cuadrado; valor de p no significativo (p>0,05). Con

correccion de Yates.

Hoyos et al., 2011, sostienen que en algunos casos, en contraposicion con el presente
estudio, existe predominio de la infeccidén por dengue en el sexo femenino, lo cual se
explica debido a que las mujeres permanecen mas tiempo dentro de sus viviendas
ocupadas en labores domésticas y es en ellas donde el vector transmisor tiene su habitat.

Sin embargo, esta afirmacion puede ser cuestionada puesto que hoy en dia las mujeres
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han adquirido mas roles en la sociedad.

Miranda (2019), realizé una investigacion para determinar factores de riesgo y sintomas
de la infeccion por dengue, donde observo el predominio de pacientes femeninos con
66,67% de casos, mientras que el sexo masculino representd un 33,33% de los casos,
resultados que pueden deberse a que es m&s comun que las mujeres acudan a centros de
salud ante la presencia de sintomas febriles. Este resultado no concuerda con los

establecidos en la presente investigacion.

En la localidad de Churuguara, estado Falcén, estudios similares en relacion a esta
enfermedad viral, mostraron como resultado que 58,00% de los casos correspondieron al
sexo femenino y 42,00% de los casos al sexo masculino, mostrando, que el dengue no
tiene predileccion por el sexo, por lo que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el sexo y la infeccion por el virus, lo que concuerda con los resultados

obtenidos en el presente estudio (Morillo, 2006).

En la tabla 7 se presenta la asociacion entre la infeccidon por el virus dengue y virus
chikungunya y los grupos de edades. Se puede observar un aumento del nimero casos a
medida que aumenta la edad en los grupos estudiados, por lo que al aplicar la prueba

estadistica, no se encontro asociacion estadisticamente significativa (p=0,997).

Tabla 7. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra virus dengue y virus chikungunya
segun grupo de edades en pacientes referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre.
Diciembre 2019 — marzo 2020.

Dengue Chikungunya Negativos x? p
Grupo de edades N % N % N %
Hasta 15 3 20,00 2 22,22 6 22,22 0,156 0,997
De 16 a 30 5 33,33 3 3333 10 37,04
Mayores de 30 7 46,67 4 4444 11 40,74

N: nimero de pacientes; % porcentaje; x2: chi- cuadrado; valor de p no significativo (p>0,05). Con
correccion de Yates.

Se observa que la poblacion méas afectada en este estudio fue la que agrupa a los
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individuos mayores de 30 afios de edad, tanto para la infeccion por virus dengue como
para la infeccion por virus chikungunya, este resultado difiere de la mayoria de los
estudios encontrados, donde el grupo de edades que suele verse afectado con mayor
frecuencia es la poblacion infantil y adolescente, por ser los mas expuesto a la picadura
del mosquito transmisor de dichas infecciones. Sin embargo, es importante agregar que
el comportamiento de la infeccion por estos arbovirus ha cambiado progresivamente con
respecto a los grupos de edades en los que suele presentarse, afectando no solo a nifios
sino también a jovenes y adultos. Los resultados obtenidos en este estudio,
probablemente se hayan visto influenciados por el reducido nimero de muestras con las

que se trabajo.

En similitud, un estudio realizado por Masson et al., 2014, que tuvo como objetivo
describir algunas variables clinicas y epidemioldgicas relacionadas a la infeccion por
virus dengue, muestra predominio en el grupo de 30-39 afios con 20,30% de los casos,
siendo para ese estudio el grupo con edades comprendidas entre los 50 y 59 afios, el que

mostré un menor porcentaje de seroprevalencia con 10,80% de los casos.

Resultados diferentes fueron obtenidos por Ontiveros et al., 2017, quienes analizaron los
factores de riesgo para la infeccion por virus dengue en el estado Lara. En esta
investigacion, se encontré que el 27,11% de los casos pertenecian al grupo de edad
mayor a 29 afos, mientras que el 72,88% de los casos pertenecian al grupo de edad

comprendido de 1 a 29 afios.

Camacho et al., 2014, realizaron un estudio en el cual evaluaron la circulacion del virus
chikungunya en el estado Aragua, encontrando que los pacientes positivos para la
infeccion por el virus, tenian edades entre 6 y 66 afios de edad, con predominio en el
grupo de pacientes menores de 15 afios con un 38,90% de los casos, seguido del grupo
de edad comprendido entre 46 y 60 afios con un 27,80% de los casos y por ultimo el
comprendido entre 16 y 30 afios con un 22,20% de los casos; haciendo énfasis en que

los grupos menos susceptibles al virus corresponden a aquellos con edades
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comprendidas entre 31 y 45 afios con un 5,50% de los caso y mayores de 60 afios,
también con un 5,50% de los casos. Estos resultados difieren de los expuestos en el

presente estudio.

La tabla 8 muestra la asociacion entre la seroprevalencia del virus dengue y el virus
chikungunya y el grado de instruccion, encontrandose como resultado que la mayor
seroprevalencia de anticuerpos IgM para ambos virus pertenece al grupo con un grado
de instruccion secundaria. Al aplicar la prueba estadistica, no se encontrd asociacion

estadisticamente significativa (p=0,513).

Tabla 8. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue y virus chikungunya
segun el grado de instruccién en pacientes referidos al laboratorio de salud publica del
Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana,
estado Sucre. Diciembre 2019 — marzo 2020.

Grado de Dengue Chikungunya  Negativos x2 p
instruccion N % N % N %
Hasta primaria 4 26,27 2 2222 10 37,04 3,274 0,513
Secundaria 9 60,00 5 5556 16 59,26
Superior 2 13,33 2 22,22 1 3,70

N: nimero de pacientes; % porcentaje; y2: chi- cuadrado; valor de p no significativo (p>0,05). Con
correccion de Yates.

A pesar de no haber sido un factor significante en este estudio, otras investigaciones han
demostrado que el grado de instruccion podria representar un factor de riesgo debido a
que las arbovirosis predominan en poblaciones donde existe menor acceso a la
educacion e informacion sobre la enfermedad, su mecanismo de transmision y su
prevencion. Como consecuencia, existe una mayor probabilidad de que se presenten las

condiciones ideales para la proliferacion del vector transmisor de estas infecciones.

Los resultados de este estudio difieren con los obtenidos por Pereira et al., 2015, quienes
determinaron la seroprevalencia de la infeccion por virus dengue en pacientes con
manifestaciones clinicas sugestivas de la infeccion, ademas evaluaron las caracteristicas

demogréficas de los pacientes en estudio, obteniendo como resultado que el 49,00% de
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los pacientes tenian un nivel escolar primario, el 34,00% tenian un nivel secundario

completo, un 13,00% tenian un nivel superior y solo un 4,00% no tenia escolaridad.

En la tabla 9 se presenta la asociacion entre la infeccion por virus dengue y virus
chikungunya y la presencia de agua estancada en la residencia de los pacientes en
estudio. Se obtuvo como resultado que el 86,67% de los pacientes positivos para dengue
tenian aguas estancadas dentro de sus viviendas o en lugares cercanos a la misma, lo
cual incluye desde recipientes con agua almacenada por mas de 5 dias hasta aguas
residuales en el entorno de la vivienda, mientras que solo 13,33% manifestaron no tener

ningun tipo de agua acumulada dentro o alrededor de su vivienda.

Por otra parte, de los pacientes positivos para chikungunya 77,78% manifestaron tener
acumulacion de agua en el interior de sus viviendas como forma de almacenamiento del
vital liquido, o alrededor de las mismas como consecuencia de las precipitaciones y las
deficiencias en los sistemas de drenaje, mientras que solo 22,22% manifestaron no tener
acumulacién de agua en o alrededor de sus viviendas. Al aplicar el analisis estadistico se

encontro asociacion significativa (p=0,049).

Tabla 9. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue y virus
chikungunya segun presencia de aguas estancadas en pacientes referidos al laboratorio
de salud publica del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala”. Cumand, estado Sucre. Diciembre 2019 — marzo 2020.

Presencia de Dengue Chikungunya Negativos 2 p
aguas est. N % N % N %
Si 13 867 7 77,78 14 51,85 5877 0,049
No 2 13,33 2 22,22 13 48,15

N: nimero de pacientes; %: porcentaje; y2: chi- cuadrado; valor de p: significativo (p<0,05). Con
correccion de Yates.

Estos resultados pueden ser explicados gracias a un estudio realizado por Reves et al.,
2020, quienes aseguran que el aumento de las precipitaciones en ciertas épocas del afio
favorece el incremento del nimero de casos de las infecciones por dengue, chikungunya

y otras arbovirosis, no solo durante esta época sino también en los meses posteriores a la
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misma, como consecuencia de la acumulacién de aguas y falta de limpieza por parte de

la poblacion, lo que representa un importante criadero del mosquito.

Por otra parte los problemas estructurales y de drenaje que presenta la ciudad de
Cumana en general, asi como también las deficiencias en el suministro de agua potable
en algunas zonas de la misma, han contribuido considerablemente a la acumulacion de
agua, ya sea en los hogares (almacenamiento), como en zonas aledafas a las viviendas,

que representan importantes criaderos del vector transmisor de estas arbovirosis.

Resultados similares a los obtenidos en el presentes estudio fueron los reportados por
Cuero (2019), quien realizdé un estudio en el cual analiz6 los factores de riesgo que
predisponen para la aparicion del dengue en una comunidad ecuatoriana, reportando que
el 82,00% de las viviendas presentaban reservorios de agua debido a la inestabilidad en

la provision del vital liquido.

En la tabla 10 se muestra la asociacion entre la infeccion por virus dengue y virus
chikungunya y la presencia y duracion de fiebre, presencia de mialgia y artralgia, cefalea
y exantema. Todos los pacientes positivos para dengue y para chikungunya presentaron
fiebre, cefalea, mialgia y artralgia, resultados que muestran que estos sintomas son
comunes para ambas infecciones y no constituyen un hallazgo caracteristico para
ninguna de las dos infecciones estudiadas, por tal motivo, no contribuyen en el

diagnostico clinico de las mismas.

A pesar de no constituir una manifestacion sintomatoldgica exclusiva de la infeccion por
dengue, se observa la presencia de exantema en un 53,33% de los pacientes positivos
para esta infeccion, por lo que al aplicar el andlisis estadistico se encontrd asociacién
estadisticamente significativa (p=0,003), lo cual indica que este hallazgo clinico puede
contribuir en el diagndstico diferencial de la infeccion por virus dengue. En el caso de

los pacientes positivos para chikungunya, solo un 22,22% presentaron dicho sintoma.
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Tabla 10. Seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue y virus
chikungunya segun signos y sintomas en pacientes referidos al laboratorio de salud
publica del Servicio Autébnomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.
Cuman, estado Sucre. Diciembre 2019 — marzo 2020.

Signos vy Dengue Chikungunya  Negativos x2 p
sintomas N % N % N %
Dias de <7 8 53,33 8 88,80 16 5926 3,340 0,188
fiebre >7 7 46,47 1 11,11 11 40,74

Mialgia/ Si 15 100,00 9 100,00 24 88,89
Avrtralgia No 0 0,00 0 0,00 3 11,11

Cefalea Si 15 100,00 9 100,00 22 81,48
No 0 0,00 0 0,00 5 18,52

Si 8 53,33 2 22,22 2 741 11,31 0,003
no 7 46,67 7 77,78 25 92,59

N: nimero de pacientes; %: porcentaje; x2 Chi- cuadrado; valor de p: significativo (p<0,05). Con
correccion de Yates.

Exantema

Burgos et al., 2019, sostienen que los sintomas anteriormente mencionados, suelen
presentarse con frecuencia en los pacientes positivos para la infeccion por virus dengue
y virus chikungunya, sin embargo, el dengue, en su clasificacion como dengue con
signos de alarma y dengue grave, puede cursar con extravasacion de plasma,
acumulacion de liquidos, dificultad respiratoria, hemorragias graves o falla organica. No
obstante, en el presente estudio, ninguno de los pacientes presentd ningun hallazgo que

corresponda con los signos de alarma o gravedad.

Al igual que en esta investigacion, Masson et al., 2014, en un estudio realizado a
pacientes previamente diagnosticados con la infeccion por virus dengue, aseguran que el
principal hallazgo clinico encontrado fue la fiebre, la cual se presento en un 100% de los
casos. Otras manifestaciones clinicas que también se observaron en esta investigacién
fueron la cefalea, presentada en un 67,90% de los pacientes, artralgia en un 59,90% de
los pacientes, mialgia en 43,60% y exantema en un 12,30% de los pacientes. Se puede
evidenciar que el aumento de la temperatura corporal es un signo clasico de esta

infeccion.
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La etapa febril es desencadenada por un aumento de la replicacion viral y la posterior
activacion del sistema inmunolégico, lo cual incluye la sintesis descontrolada de ciertas
citoguinas como las interleucinas del tipo 6, 8, factor de necrosis tumoral tipo alfa y
gamma que producen el aumento de la temperatura corporal. La evolucion hacia la
curacion pasa por la caida de la fiebre. Sin embargo, otras veces, la disminucion de la
temperatura se ha encontrado asociada al momento en que el paciente pasa a etapas mas
graves, y la defervescencia anuncia, por tanto, el inicio de la etapa critica de la
enfermedad (Collazos et al., 2017; Martinez, 2008).

Cazes et al., 2019, realizaron un estudio en la ciudad de Buenos Aires, Argentina, con la
finalidad de describir las caracteristicas clinicas y hematoldgicas en una poblacién
pediatrica, reportando que el 100% presentaron fiebre y un 67,00% presentaron

exantema. Porcentajes que coinciden con los obtenidos en el presente estudio.

Rojas et al., 2016, evaluaron el perfil clinico de pacientes positivos para la infeccion por
dengue en Paraguay. Se observé que 86,00% de los pacientes positivos para dengue,
presentaron fiebre, 80,00% manifestaron cefalea, en el caso de las mialgias y artralgias,
67,00% y 55,00% de los pacientes afirmaron presentar estos sintomas respectivamente
y s6lo un 10,00% manifestd la presencia de exantema. En comparacion con el presente
estudio, se aprecia similitud en ciertos hallazgos clinicos, como el alto porcentaje de
presencia de fiebre y cefalea, sin embargo ambos estudios difieren en cuanto al
porcentaje de pacientes que presentaron exantema, presentando una gran disminucién

con respecto al presente estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan que son pocos los factores clinicos,
hematoldgicos y epidemioldgicos que permiten establecer un diagnostico diferencial
entre la infeccion por virus dengue y la infeccidn por virus chikungunya, y, aunque estos
representan una orientacion, el diagndstico mas confiable es realizado mediante técnicas

serologicas y moleculares. El reducido numero de muestras estudiadas, no permite
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asegurar que estos resultados sean generalizables, sin embargo, en este trabajo se

muestra la  concordancia que existe con otros estudios realizados.
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CONCLUSIONES

Se observé mayor seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue en relacién

a la seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus chikungunya.

Las plaquetas fue el Unico parametro hematoldgico asociado a los anticuerpos IgM

contra el virus dengue, en las muestras estudiadas.

De las variables sintomatoldgicas estudiadas, la presencia de exantema mostrd

asociacion con la seroprevalencia de anticuerpos IgM contra el virus dengue.

Las aguas estancadas fue el factor epidemioldgico asociado a la presencia de
anticuerpos IgM contra los virus dengue y chikungunya.
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RECOMENDACIONES

Es necesaria la implementacion de pruebas confirmatorias, en el diagnostico de estas
infecciones, como el aislamiento del virus en cultivos celulares, pruebas moleculares
como la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) y otros andlisis seroldgicos, ya que
muchos casos solo se diagnostican clinicamente y son asi confundidos con otras

enfermedades febriles.

Continuar con las investigaciones con un mayor nimero de muestras y por un tiempo
mas prolongado para buscar nuevas herramientas y estrategias que contribuyan a las
iniciativas mundiales para interrumpir la transmision del dengue, chikungunya Yy otras

enfermedades transmitidas por mosquitos.

Alentar a los organismos encargados para control de los mosquitos vectores, integrando
los diferentes métodos de gestion con el fin de lograr intervenciones sostenibles, eficaces

y adaptadas al contexto local en el control o prevencién de estos virus.

Si sabe que tiene alguna de estas enfermedades, evite que le piquen mas mosquitos
durante la primera semana de enfermedad. Posiblemente el virus circule en la sangre
durante este periodo y, por tanto, usted podria trasmitir el virus a otros mosquitos no
infectados, que a su vez podrian infectar a otras personas.
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APENDICES

APENDICE 1

(Consentimiento valido)

Se esta realizando el proyecto de investigacion “FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS A LA INFECCION POR VIRUS DENGUE Y CHIKUNGUNYA EN
PACIENTES REFERIDOS AL LABORATORIO DE SALUD PUBLICA. SERVICIO
AUTONOMO HOSPITAL UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”.
CUMANA, ESTADO SUCRE”. Coordinado por la Profa. Yoleida Rodriguez.

El objetivo principal de este proyecto de investigacion es: Evaluar la seroprevalencia de
anticuerpos IgM e IgG contra virus dengue y virus chikungunya y factores de riesgo
asociados a la infeccion en pacientes con sintomas sugestivos atendidos en la
emergencia de Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalad”
de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante un periodo de seis meses. En caso de
pacientes menores de edad el consentimiento lo dar el representante del menor.

Yo:

Cl: Nacionalidad:

Estado Civil: Domiciliado en:

Por voluntad propia, en pleno uso de mis facultades mentales y sin que medie coaccion,
ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion,
propdsito, inconveniente y riesgo relacionados con el estudio indicado, declaro mediante

el presente:

1.-Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigacion de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto de
investigacion titulado. “FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA INFECCION
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POR VIRUS DENGUE Y CHIKUNGUNYA EN PACIENTES REFERIDOS AL
LABORATORIO DE SALUD PUBLICA. SERVICIO AUTONOMO HOSF..AL
UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”. CUMANA, ESTADO
SUCRE”.

2.- Tener conocimiento claro que el objetivo del trabajo es: Evaluar la seroprevalencia
de anticuerpos IgM e IgG contra virus dengue y virus chikungunya y factores de riesgo
asociados a la infeccion en pacientes con sintomas sugestivos atendidos en la
emergencia de Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

de la ciudad de Cuman4, estado Sucre, durante un periodo de seis meses.

3.- Conocer bien el protocolo experimental expuestos por el investigador, en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera voluntaria una
muestra sanguinea, que serd tomada mediante puncién venosa por una persona

debidamente capacitada y autorizada.

4.- Que la muestra sanguinea que acepto donar serd utilizada Unica y exclusivamente
para determinar los virus DENV y CHIKV, cuyo resultado serd tomado como dato
estadistico en el proyecto titulado: “FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
INFECCION POR VIRUS DENGUE Y CHIKUNGUNYA EN PACIENTES
REFERIDOS AL LABORATORIO DE SALUD PUBLICA. SERVICIO AUTONOMO
HOSPITAL UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”. CUMANA,
ESTADO SUCRE”.

5.- Que el equipo de personas que realiza la investigacion, me han garantizado
confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como a cualquier otra informacion
relativa a mi persona a la que tenga acceso por concepto a mi participacion en el

proyecto antes mencionado.
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6.- Que bajo ningin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

7.- Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo e inconveniente alguno

para mi salud.

8.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio de
tipo econdmico producto de hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de

investigacion.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO
Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a este
formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion es totalmente voluntaria, de

acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar dicho estudio en la muestra de sangre venosa que acepto donar

para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho a revocar esta autorizacion y donacion de cualquier momento

sin que ello conlleve a algun tipo de consecuencias negativas para mi persona.

Nombre de representante: Firma:
Nombre del voluntario: Firma:
Lugar:
Fecha:

DECLARACION DEL INVESTIGADOR
Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo

mencionado, certifico mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
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formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y
beneficios de la participacion en este estudio. Ningun problema de indole médica, de
idioma o de instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su

compromiso con este estudio.

Por el proyecto: “FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA INFECCION POR
VIRUS DENGUE Y CHIKUNGUNYA EN PACIENTES REFERIDOS AL
LABORATORIO DE SALUD PUBLICA. SERVICIO AUTONOMO HOSPITAL
UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”. CUMANA, ESTADO
SUCRE”.

Firma del investigador:
Nombre:
Lugar:

Fecha:



APENDICE 2
Encuesta clinica y epidemiolégica
IDENTIFICACION

N° de muestra;

Sexo:F:  M: _ Edad: Estado civil:
Procedencia: Ocupacion:
Grado de instruccion: Primaria: Secundaria: Profesional:

EXPOSICION Y CONDICIONES DE RIESGO

¢Habita cerca de algin espacio con agua estancada? SI ( ) NO: ()

Reservas de agua destapada: SI ( ) NO: (). Casos en la familia: SI ( ) NO: ()
Cosos en la comunidad: SI ( ) NO: ()

DATOS CLINICOS

Fiebre: Dias de fiebre: Malestar general: Exantema:

Dolor articular: Nauseas: Vomitos: Dolor de cabeza:
Hemorragia:__ ¢(Embarazada?:

¢Presenta alguna enfermedad base? _ ;Cual?:

¢Ha tenido dengue anteriormente?

DATOS HEMATOLOGICOS

Hemoglobina:____ g/dI

VR: Hombres 14,00-18,00 g/dI
Mujeres: 12,00-16,00 g/dI

Hematocrito: %
VR: Hombres: 39,00-49,00%
Mujeres: 32,00- 42,00%

. L Plaquetas: x10%1

Indices Hematimétricos - o

VCM: fl. VR: 76-96 fl. VR: 150,00-400,00x10°/1
Leucocitos: x10%/1

HCM: pg. VR: 27-32 pg.

VR: 4,50-12,00x10%1
CHCM: g/dl VR: 32-36 g/dI

50
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Anexo 1. Signos de alarma y signos de shock

Signos de alarma Signos de shock
Dolor abdominal intenso y continuo Presion arterial diferencial <20 mmHg.
Vomitos persistentes Pulso débil o indetectable
Acumulacion clinica de liquidos Taquicardia
Sangrado activo de mucosas Hipotension en fase tardia
Somnolencia o irritabilidad Llenado capilar >2 seg.
Hepatomegalia Extremidades frias
Hipotension postural Dificultad respiratoria

Laboratorio: aumento progresivo del Sangrado masivo

hematocrito en dos muestras consecutivas Alteracion del estado mental

Tomado de: Organizacion Panamericana de la Salud, 2019. Dengue. Guia para la
atencion de enfermos en la region de Las Américas. Venezuela. Afiche informativo.
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FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA INFECCION POR
VIRUS DENGUE Y CHIKUNGUNYA EN PACIENTES REFERIDOS
Titulo AL LABORATORIO DE SALUD PUBLICA. SERVICIO AUTONOMO
HOSPITAL UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”.

CUMANA, ESTADO SUCRE

Subtitulo
Autor(es)
Apellidos y Nombres Cddigo CVLAC / e-malil
COSTE ORTEGA ANYELIS CVLA_\C 26109788 -
LOURDES e-mail anyelco0710@gmail.com
e-mail
\ CVLAC 25900491
REYES SANTAMARIA e-mail morareyes13@gmail.com
MORAIMA DEL VALLE o-mail

Palabras o frases claves:

Seroprevalencia, Factores de Riesgo, Parametros hematologicos, Dengue, Chikungunya.
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Sub area

Ciencias Bioanalisis

Resumen (abstract):

Se evaluaron 50 sueros de pacientes con sintomatologia sugestiva a las infecciones por
virus dengue o virus chikungunya, referidos al laboratorio de salud publica del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, municipio Sucre, estado
Sucre, durante el periodo diciembre 2019 hasta marzo 2020; se determinaron
anticuerpos IgM especificos y su relacion con factores hematoldgicos, epidemiolégicos
y clinicos. Se utiliz6 la técnica de ultramicro ELISA (UMELISA), para determinar la
presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus dengue y la técnica ELISA para
determinar la presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el virus chikungunya,
encontrdndose un total de 15 pacientes positivos para la infeccion por virus dengue,
siendo todos diagnosticados con dengue sin signos de alarma y 9 pacientes positivos
para la infeccion por virus chikungunya. En cuanto a los parametros hematoldgicos,
solo se encontré diferencia significativa en la determinacion de plaquetas (p=0,008),
observandose trombocitopenia en los pacientes seropositivos para dengue, lo cual indica
que este parametro puede contribuir al diagnostico diferencial entre ambas arbovirosis.
En las variables epidemioldgicas, se evidencid diferencia estadisticamente significativa
en la presencia de aguas estancadas (p=0,049), mientras que para el sexo, la edad y el
grado de instruccién no hubo significancia, lo que indica que estas enfermedades no
discriminan ninguno de estos factores. De las manifestaciones clinicas evaluadas, el
exantema (p=0,003) fue el Unico que present6 diferencia significativa para la infeccion
por virus dengue, lo que indica que este parametro puede orientar en el diagnostico
diferencial entre ambas infecciones virales. Mientras que las manifestaciones clinicas,
como fiebre, mialgia, artralgia y cefalea, no presentaron diferencia estadisticamente
significativa. El porcentaje de seroprevalencia de anticuerpos IgM obtenido en esta
investigacion fue de 30,00% para virus dengue y de 18,00% para virus chikungunya. La
evaluacion de factores hematolégicos, clinicos y epidemiolégicos contribuyen en cierta
medida a la identificacion de infecciones producidas por los virus dengue y
chikungunya, siendo la evaluacion seroldgica la que permite establecer un diagndéstico
certero.
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Contribuidores:

Apellidos y Nombres ROL / Codigo CVLAC / e-mail
C A T
ROL A s | X |u JU

YOLEIDA RODRIGUEZ

CVLAC | 5699860

e-mail rodriguezlyoleidarj@gmail.com
e-mail
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KRYSBETH GUTIERREZ

CVLAC | 15111453

e-mail gutierrezkrisbeth@gmail.com
e-mail
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CARMEN FLORES

CVLAC | 8651607

e-mail carflor2106@gmail.com
e-mail
C A T
ROL A S U Ju

DAXI CARABALLO

CVLAC | 5859659

e-mail daxicaraballo@gmail.com

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:
Afio Mes Dia
| 2021 | 07 | 22 |

Lenguaje: SPA
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°09S
Cumand, (4 AGD 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestidn.

'—uvaERSWuRWE%LEe a usted a los fines consiguientes.

SISTEMA DE B\BL\%TEC_A
RECIBIDO POR 8

4
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t €RCHA HOR.A ~

C.C:

& Direccién de Computacién, Coordinacioén de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.
JABC/ YGC/maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumané - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir del
Il Semestre 2009, segun comunicacion CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado son de
la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

Anqclcb C,
Anyélis Coste
Autor

%m&mq q

Moraima Reyes
Autor

M. Sc. Yoleida Rodriguez
Asesora



