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I. RESUMEN

Infecciones prevalentes como dengue y emergentes como zika y chikungunya tienen un alto
impacto en salud puablica a nivel mundial, principalmente en paises tropicales y
subtropicales como Guatemala. El diagndstico clinico de estas infecciones es complejo
debido a que presentan un cuadro clinico muy similar, lo que hace necesario el uso de
pruebas de laboratorio con alta sensibilidad y especificidad para establecer un diagndstico

definitivo.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue realizar el diagnéstico de dengue, zika y
chikungunya en pacientes del departamento de Santa Rosa. La poblacion se eligio en base a
los datos reportados por el Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social (MSPAS) en el
afio 2015 y 2016, siendo Santa Rosa uno de los departamentos del pais que presenté mayor

ndmero de casos.

Mediante el andlisis seroldgico se detectd la presencia de anticuerpos de tipo 1gG e IgM,
utilizando las pruebas de inmunocromatografia (Standard Q ZIKV/DENV/CHIKV Fast
Quad®) e inmunofluorescencia indirecta (EUROINMMUN®). Se evaluaron 87 pacientes,
presentando anticuerpos IgM para dengue 11 pacientes (12.6%) y 13 pacientes para zika y
chikungunya (15%). La presencia de anticuerpos tipo IgG fue mayor (90.8%, 79.3% y

70.1% respectivamente).

De acuerdo a los resultados de los pacientes con infeccion activa no se pudo determinar un
signo o un sintoma que permitiera diferenciar las enfermedades por clinica. Igualmente,
debido a que no se uso el cultivo viral, que es el estandar de oro, no se pudo establecer el

diagnostico definitivo.

Por aparte se realiz6 una comparacion de la inmunocromatografia con la IFI en la deteccion
de 1gG que resulto en una sesnibilidad del 87% para dengue, 83% para zika y 88% para
chikungunya. Y una especificidad del 88%, 78% y 100% para los virus en el mismo orden.

De forma similar la comparacion de los mismos métodos, en este caso para la deteccién de



IgM, resultd en una sensibilidad del 18% para dengue, 31% para zika y 15% para
chikungunya. Y una especificidad del 97%, 95% y 96% respectivamente.

Posteriormente se evalud la concordancia entre la inmunocromatografia y la IFI por medio
del indice Kappa de Cohen. Los indices Kappa para los anticuerpos IgM fueron 0.21, 0.30,
y 0.15 para dengue, zika y chikungunya; mientras los indices de los anticuerpos 1gG fueron
0.50, 0.52 y 0.82 en el mismo orden. Lo que indica que los resultados de la
inmunocromatografia tienen una concordancia casi perfecta para la 1gG de chikungunya.
Mientras que la concordancia de la IgG para dengue y zika, similar a la concordancia de la
IgM de las tres arbovirosis se clasificé como despreciable.



II. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Las enfermedades causadas por los virus de dengue, chikungunya y zika tienden a tener
manifestaciones clinicas muy similares y poco especificas incluyendo sintomas como
fiebre, artralgias y exantema. Igualmente, son transmitidas por los mismos vectores, los
cuales se distribuyen en las mismas zonas geograficas, siendo considerada Guatemala como

un &rea endémica (Gosink, s.f).

Guatemala, es un pais que presenta factores socioculturales como la mala urbanizacion,
pobreza, hacinamiento, falta de educacién e inaccesibilidad a recursos basicos los que
colaboran sinérgicamente con condiciones ambientales tales como el calentamiento global,
lluvias, humedad y animales que en conjunto comprenden practicamente un lugar idéneo
para el desarrollo de enfermedades viricas. En el afio 2016 el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social -MSPAS- reportd que uno de los departamentos considerados endémicos
y con mayor riesgo de transmision es el de Santa Rosa, presentando gran cantidad de
reportes de infecciones de los tres virus anteriormente mencionados. Por lo que se
consider6 a esta region conveniente para efectuar el diagnostico de dengue, zika y

chikungunya.

Los pacientes se seleccionaron con base en su historia clinica, tomando en cuenta los
sintomas y signos sugerentes de estas infecciones. Estos pacientes fueron evaluados por
serologia (anticuerpos IgM e 1gG) por medio de una prueba de inmunocromatografia, la

cual fue confirmada por inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Este estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacion en Inmunologia y Hematologia —
(UDIHEMA)- del Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala y el Area de inmunologia, del
laboratorio clinico del Hospital General San Juan de Dios (HGSJDD); en donde se han
iniciado actividades de investigacion sobre el mejor método para el diagnostico de
arbovirosis, permitiendo mejorar el diagnostico de las enfermedades virales y el tratamiento
dirigido hacia las complicaciones clinicas que presenta cada uno de las tres infecciones

virales.



1. ANTECEDENTES
A. Generalidades

1. Dengue, zika y chikungunya

Los primeros brotes de dengue, zika y chikungunya fueron reportados en la region
tropical de Africa, el sudeste asiatico y las islas del pacifico. Estos virus pertenecen al
conjunto de los arbovirus, los cuales son transmitidos por vectores artropodos. Los
virus de dengue y chikungunya pertenecen a la familia Flaviviridae, mientras que el
virus del zika pertenece a la familia Togaviridae. Otro aspecto que comparten estos tres
virus es su genoma ARN de cadena simple y polaridad positiva, una envoltura lipidica
y una capside icosaédrica. Con respecto a la transmision, no ocurre de persona a
persona por via oral, respiratoria o sexual; excluyendo de la Gltima al virus del zika ya

que puede ser transmitido por via sexual (Gioria, Micheloud, Berrén y Claus, s.f).

El incremento de la urbanizacion y los viajes internacionales facilitan la propagacion
de los mosquitos y las enfermedades que transportan. Las infecciones causadas por
estos virus son dificiles de diferenciar, ya que presentan sintomas clinicos similares
como fiebre, exantema y artralgias. Por lo tanto, los examenes de laboratorio
representan un papel importante en el diagndstico correcto. Las pruebas seroldgicas,
son Utiles en la deteccion indirecta, siendo adecuadas para diagnosticar y en la

vigilancia de estas enfermedades (Gosink, s.f.)

2. Los vectores

Los mosquitos del género Aedes, especificamente las hembras de A. aegypti y A.
albopictus, son los responsables de la trasmision de los arbovirus como dengue,
chikungunya y zika, en todo el mundo (Patterson, Sammon y Garg, 2016). EI mosquito

presenta un dorso de color oscuro con bandas plateadas o amarillo blanquecino, las



patas contienen bandas del color antes mencionado y el final de las patas posteriores es
blanco. A diferencia del macho, el abdomen de la hembra generalmente es puntiagudo
(Hoyos y Pérez, 2010).

En regiones donde primates no estdn disponibles para actuar como el reservorio
primario de infeccion, los humanos se han convertido en el hospedero y amplificador
principal de las enfermedades; A. aegypti esta siendo reemplazada por A. albopictus en
muchas areas urbanas por su mejor adaptacion y poseer una vida mas larga de hasta
ocho semanas. Sin embargo, es mas importante que la adaptacion a la segunda especie
mencionada lleva a emerger cepas del virus del zika con una patogenicidad mayor al
humano, como se ha observado con el virus del chikungunya donde el cambio de un
simple aminoacido en la glicoproteina E de la envoltura aumenta el crecimiento dentro
de A. albopictus (Howard, 2016).

3. Transmision

Estas enfermedades virales se logran transmitir cuando el mosquito se alimenta con
sangre de un humano virémico, lo cual favorece la infeccion de las células epiteliales
del intestino del mosquito, seguido de esto las particulas virales producidas en estas
células son liberadas hacia algunos 6rganos del mosquito, dentro de ellos el hemocele y
glandulas salivares; la infeccion en el humano se presenta cuando el mosquito
infectado por el virus pica a otro humano sano para alimentarse liberando saliva que

contiene al virus (Velandia y Castellanos, 2011).

El tiempo de transmisibilidad del virus corresponde al de la viremia que presenta la
persona infectada, este tiempo inicia un dia antes del inicio de la fiebre y termina hasta
el sexto u octavo dia de la enfermedad. EI mosquito durante toda su vida permanece
infectado y asintomatico pudiendo infectar al humano luego de un tiempo de
incubacion de 7 a 14 dias. Los sintomas de la persona infectada pueden presentarse

luego de cinco a siete dias de la infeccion, ademas, puede llevarse a cabo la



transmision mecénica cuando el mosquito interfiere en la alimentacion de una persona
infectada y seguido de esto pica inmediatamente a un huésped susceptible, para que
ocurra esta forma de transmision no es necesaria la incubacion del virus (Hoyos y

Pérez, 2010; Organizacién Panamericana de la Salud, 2017).

Con respecto al virus del zika, la transmision puede ocurrir también de forma no
vectorial en donde, el tropismo celular estd relacionado a la amplia distribucion en
varios dérganos de los posibles receptores virales, incluyendo AXL, TYRO3 y DC-
SIGN. Las manifestaciones congénitas y neuronales son exclusivas del virus, como
comparativamente este es el Unico virus que presenta replicacion eficiente en la
placenta y los genitales. Su transmision vertical al feto hace critica su adquisicion,
especialmente durante el primer trimestre de embarazo pudiendo ocasionar
microcefalia, malformaciones del sistema nervioso central, mielitis y post infeccion
con el sindrome de Guillain-Barré en adultos. En la mayoria de veces también es el
responsable de desarrollar artrogriposis y complicaciones oftalmoldgicas como atrofia

coriorretinal y maculopatia pigmentada (Fuk-Woo, et al., 2016).

Se han detectado cargas virales altas en orina en pacientes infectados con zika. La
susceptibilidad de células renales a contribuir a la replicacion explica dicho fenémeno,
y sugiere especial cuidado en trasplantes renales en zonas endémicas de la enfermedad

realizando pruebas antes de la donacion (Fuk-Woo, et al., 2016).

En cuanto a la susceptibilidad intestinal, pulmonar y de glandulas salivales se han
detectado cargas virales altas en heces, hisopados nasofaringeos y saliva de pacientes
infectados, cuya transmision en dichos fluidos no ha sido estudiada a profundidad, a
diferencia del semen donde el &cido ribonucleico (ARN) viral persiste mucho mas
tiempo, obteniendo resultados positivos hasta 6 meses despues del comienzo de la
enfermedad, e incluso persistiendo en el tracto genital femenino dando lugar a posibles
casos de transmision hombre-mujer (siendo la mayoria) y mujer-hombre (casos

aislados) respectivamente (Wang, Thurmond, Islas, Hui & Hai, 2016).



B. Dengue

1. Descripcion de la enfermedad

Actualmente el dengue representa una de las arbovirosis que més afecta al hombre,
siendo un severo problema de salud puablica, principalmente en los paises tropicales
donde las condiciones ambientales contribuyen al desarrollo y proliferacion del vector.
El dengue fue descrito por primera vez en 1780 por Benjamin Rush, en Filadelfia,
Pensilvania y Estados Unidos de América. ElI dengue hemorragico fue descrito en el
sudeste asiatico en 1960 luego de epidemias presentadas en Manila, Filipinas y
Bangkok (Kouri, 2006; Regueira, de JesUs y Pefia, 2016).

Se trata de una infeccion viral sistémica transmitida por mosquitos y es una
enfermedad emergente que se encuentra aumentando en las regiones endémicas y
expandiéndose a nuevas regiones. Se encuentra dentro de las enfermedades con mayor
aumento en las tasas de incidencia estandarizada por edad. Los viajeros participan en la
epidemiologia de esta enfermedad, debido a que aquellos con viremia pueden trasladar

de un lugar a otro los serotipos y cepas del dengue hacia otras areas (Pavlicich, 2016).

2. Agente Causal

El virus del dengue es un arbovirus (genoma compuesto por ARN) que se encuentra
formado por los genes estructurales PrM, gen E y gen C, dicho virus pertenece al
género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Abarca cuatro serotipos diferentes (DEN-1
a DEN-4) de los cuales solamente aquellos con capacidad para infectar seres humanos
y animales son los que prevalecen, entre ellos los genotipos DEN-2 y DEN-3 se
encuentran asociados a infecciones concomitantes graves (OMS y TDR, 2010). Se ha
encontrado una homologia en la secuencia gendmica de un 70 % aproximadamente
entre los cuatro distintos serotipos del virus, siendo dicha homologia mayor en los

serotipos 1, 2, y 3 (Duran, Lanza y Plata, 2010; Hoyos y Pérez, 2010).



Se trata de un virus icosaedro de aproximadamente 50 nm, formado por una
membrana lipidica la cual obtiene de las células del huésped, dentro de esta se
encuentran proteinas de membrana y de envoltura; en su interior contiene un complejo
riboproteico que se encuentra conformado por la proteina de la capside y el genoma
viral, el cual, es una Unica hebra de ARN de sentido positivo que codifica para un
unico polipéptido, este contiene las proteinas estructurales que forman parte de la
particula viral y las proteinas no estructurales que participan en los procesos de
replicacion y ensamblaje del ARN gendmico (Anexo 1) (Velandia y Castellanos,
2011).

3. Ciclo de replicacion

Se lleva a cabo mediante la transferencia del ARN gendémico del virus al citoplasma
celular del huésped, seguido de la formacion de cadenas positivas y negativas de ARN
para el posterior ensamblaje y liberacion de particulas virales maduras (Hoyos y Pérez,
2010).

La entrada del virus a la célula blanco inicia con el reconocimiento de heparan sulfato
gue actua como receptor primario facilitando la interaccion de la proteina de superficie
viral E con proteinas y proteoglicanos de la superficie celular para favorecer la
endocitosis del virus. Seguido de esto se forma una vesicula endositica la cual se
transforma en un endosoma tardio, este se fusiona con un lisosoma que acidifica el pH
de la vesicula provocando cambios en la conformacion del dominio Il de la proteina E,
lo cual facilita la exposicion y el anclaje del péptido de fusion a la membrana de la
vesicula, lo que conlleva a la liberacién de la nucleocapside al citoplasma dando inicio
a los procesos de replicacion y traduccion del Acido Desoxirribonucleico (ADN) de la

particula viral (Velandia y Castellanos, 2011).



El ARN genomico viral es procesado por proteasas celulares en el reticulo
endoplasmico y la actividad de NS3pro libera tres proteinas estructurales (C, PrM y E)
siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B. NS3, NS4A, NS4B, NS5) las
cuales se encargan de la replicacion del genoma y del ensamblaje viral. Al llevarse a
cabo la traduccidn, las proteinas chaperonas Bip, callnexina y calreticulina acompafian
al polipéptido recién sintetizado, luego, las proteinas virales se colocan en la membrana
del reticulo endoplasmico y cada una es procesada por proteasas como la NS3Pro,
furina o signalas para que puedan finalmente ser modificadas después del proceso de

traduccioén (Velandia y Castellanos, 2011).

En el proceso de replicacion del virus participan tres especies de ARN: el gendmico de
polaridad positiva, el antisentido de polaridad negativa y un ARN de doble cadena, las
dos ultimas especies estan presentes solamente cuando el virus se esta replicando. El
ARN de cadena negativa se sintetiza a partir del ARN de cadena positiva, este ARN de
cadena negativa sirve de molde para la sintesis de varias cadenas positivas (Padilla,
2012).

El proceso de ensamblaje y adquisicion de la envoltura se llevan a cabo
intracelularmente, vesiculas de transporte que salen de la membrana del reticulo
endoplasmico llevan a las particulas virales hacia el pre-Golgi donde son translocadas
por un mecanismo especifico, seguidamente son trasladadas al aparato de Golgi. En las
vesiculas acidas del post-Golgi se lleva a cabo la ruptura de las proteinas PrM, M, E y
NS1 (Montes, 2001).

La formacion de la estructura del virion se ve favorecida por la ruptura de la proteina
PrM. En las vacuolas presentes en el pre y post-Golgi funciona un transporte exocitico
de glicoproteinas de membrana a la superficie de la célula que va a favorecer la
liberacion del nuevo virus, dicha liberacion puede llevarse a cabo por fusién de las
membranas de la vesicula exocitica o por efecto citopatico mediante rupturas puntuales

producidas en la membrana celular (Montes, 2001).



La presencia de varias poblaciones de virus en un mismo huésped puede provocar la
recombinacion de cepas desencadenada probablemente por la replicacion simultanea

de genotipos diferentes de un serotipo en el mismo hospedero (Hoyos y Pérez, 2010).

4. Fisiopatologia

El virus presenta una alta afinidad por las células del sistema fagocitico mononuclear;
luego de la picadura por el vector, el primer foco de infeccion es la piel del huésped en
donde el virus tiene la capacidad de replicarse en los macréfagos y en las células de
Langerhans. Seguidamente se disemina a ganglios linfaticos regionales ocurriendo asi
la viremia primaria, luego de esto, el virus se propaga por la sangre a nivel sistémico
(Fajardo, et al., 2012).

El proceso de presentacion de antigenos toma lugar mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo | y Il lo cual provoca que las células asesinas naturales
(natural killer) ataquen a las células infectadas y liberen, junto con la participacion de
los linfocitos T, el interferon de tipo II (y). Este proceso es el encargado del control de
la infeccion, ya que se consigue un estado antiviral mediado por interferon que le
impide al virus replicarse en las células infectadas o que infecte otras células (Velandia
y Castellanos, 2011).

Los linfocitos T toman participacion al establecer un control de la respuesta inmune
frente al virus, los linfocitos cooperadores (CD4+) y los citotoxicos (CD8+)
estimulados por distintas citosinas, como lo son el interferon de tipo 1y 11 y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), son activados y secretan citosinas que pueden tener un
caracter proinflamatorio o antiinflamatorio. De esta manera se logra resolver la
infeccion en pacientes infectados por primera vez con el virus (Velandia y Castellanos,
2011).
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En el caso del dengue hemorrégico, este ocurre por consecuencia de una infeccion
secundaria en donde se lleva a cabo un fendmeno denominado amplificacion
dependiente de anticuerpos; cuando una persona se infecta con un serotipo del virus,
genera anticuerpos especificos que pueden protegerlo dos o tres meses contra los otros
serotipos. Una infeccion posterior causada por un virus heterélogo desencadena la
formacion de complejos virus-anticuerpos que ingresan a las células del sistema
fagocitico mononuclear y a los receptores tipo gamma gracias a la union del fragmento
constante de la inmunoglobulina G, como resultado un mayor nimero de células son

infectadas provocando la diseminacidn viral (Fajardo, 2011).

Aunado a esto, la replicacion viral provoca que las células infectadas liberen
mediadores vasoactivos que aumentan la permeabilidad vascular y producen
manifestaciones hemorragicas. Ademéas de esto, la presencia de anticuerpos anti-
dengue incrementa la lisis mediada por células natural killers mediante un mecanismo
conocido como citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Afiadiéndose a la respuesta
inmune celular, la liberacion de citocinas y la activacion del sistema del complemento
con aumento de proteinas C3 y Clqg, lo cual explica que los complejos virus-
anticuerpos circulantes activan la reaccion en cascada del complemento (Fajardo,
2011).

Durante el dengue hemorragico se produce un desequilibrio de mediadores
inflamatorios como lo son las citoquinas y quimiocinas, lo cual provoca la disfuncion
de las celulas endoteliales vasculares y a un trastorno del sistema de coagulacion, lo
cual favorece la pérdida de plasma, shock y hemorragias. Existe la posibilidad de que
ocurra una reaccion anormal en la inmunidad lo cual conlleva a una respuesta alterada
de los anticuerpos ante los niveles elevados de viremia y antigenos circulantes y junto a
esto la exacerbacion en la produccion de citocinas, activacion de linfocitos y alteracion
en la eliminacion de cuerpos apoptoticos. Un aspecto importante en el desarrollo de la
coagulopatia es la pérdida de proteinas esenciales de la coagulaciéon lo cual se

manifiesta con el aumento en el tiempo parcial de tromboplastina y una disminucion de
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los niveles de fibrindgeno con poca evidencia de activacion procoagulante (Durén, et
al., 2010; Pavlicich, 2016).

5. Cuadro Clinico

Las manifestaciones del virus pueden ser clinicamente inaparentes 0 pueden ser de
intensidad variada. Durante el periodo de incubacion que abarca de 5 a 7 dias
(pudiendo llegar hasta 14 dias) pueden evidenciarse ciertas manifestaciones clinicas,
aunque, un elevado numero de personas infectadas cursan la enfermedad de manera
asintomatica. La infeccidn sintomatica puede presentarse de una forma leve, en la cual
solo se manifiesta un cuadro febril agudo con una duracion de 2 a 7 dias, malestar
general, dolor muscular, dolores articulares, cefalea y exantema no patognomaonico en
no mas del 50% de los pacientes con la infeccion (Fernandez, Manzur, Diosque,
Kosacoff y Echenique, 2013).

Puede existir la presencia de epistaxis que no necesariamente se refiere a una diatesis
hemorragica. La enfermedad presenta un espectro el cual puede ir desde formas

subclinicas hasta las causantes de incapacidad transitoria (Durén, et. al., 2010).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden dividirse en tres etapas:

a. Etapa Febril. Tiene una duracion que va de dos a cuatro dias, las manifestaciones
clinicas incluyen eritema, enrojecimiento facial, artralgias, dolor retroocular,
mialgias, fiebre alta y dolor corporal generalizado. Pueden existir casos en los que
se presente hiperemia en faringe y conjuntivas. Se observan petequias y equimosis
en la piel, en esta fase el higado suele aumentar de tamafio y se presenta una
disminucion progresiva en el recuento total de leucocitos (Organizacién
Panamericana de la Salud y OMS, 2013).
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b. Etapa Critica. Ocurre extravasacion del plasma, siendo su manifestacion mas grave
el choque, el cual es evidenciado por la presencia de frialdad en la piel, pulso
filiforme, hipotension y taquicardia; pueden presentarse grandes hemorragias
digestivas y alteraciones de otros drganos. Existe elevacion del hematocrito y

disminucion de las plaquetas hasta valores muy bajos (Rojas, et. al., 2010).

c. Etapa de Recuperacion. Presenta una duracion de 2 o 3 dias terminada la fase
critica; existe una rapida recuperacion en el valor de las plaguetas y la alteracion de
la permeabilidad es corta. Es caracteristico un segundo erupcién maculopapular y
pruriginoso, el paciente suele mejorar con rapidez (Pavlicich, 2016).

El dengue grave se encuentra asociado a una infeccion secundaria causada por el virus
y en ocasiones puede ser provocado a partir de una infeccion primaria; presenta un
sindrome febril agudo continuo, en el cual, existe la presencia de fiebres altas que van
de los 38 a los 40°C con una duracion de 2 a 7 dias, se presentan manifestaciones
hemorragicas de magnitud variable donde se incluyen lesiones purpuricas, prueba de
lazo o torniquete positiva, equimosis, gingivorragia, epistaxis, sangrado digestivo alto
y bajo, menorragia, metrorragia, hematuria, plaquetopenia y hemoconcentracion

marcada debido a la elevacion del hematocrito en > 20% (Hoyos y Pérez, 2010).

6. Diagnostico

En la fase aguda, cuando el paciente presenta cuadros febriles en los primeros cinco
dias aproximadamente, es posible detectar al virus mediante la prueba de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) o de la proteina NS1 con la metodologia del Inmuno
Ensayo Ligado a Enzimas (ELISA) o prueba rapida. La sensibilidad diagnostica para
deteccién de NS1 en pacientes no infectados previamente es mayor del 90%,
porcentaje que disminuye a un 60 a 80% durante la infeccion secundaria (Pavlicich,

2016). Sin embargo, la Licda. Leticia Castillo afirm6 que “En el departamento de
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Santa Rosa la mayoria poblacién cursa por infecciones terciarias y cuaternarias (L.
Castillo, comunicacién personal, 10 de julio de 2019).

El analisis de anticuerpos inmunoglobulina M (IgM) debe realizarse durante la fase de
convalecencia, ya que la misma se detecta cuando la fiebre desaparece,
aproximadamente entre los dias cuatro y siete de la enfermedad y permanece durante
tres meses aproximadamente. Se puede detectar Inmunoglobulina G (IgG) en suero al
noveno dia de enfermedad en la infeccion primaria, sin embargo esta no es atil como
test diagndstico del dengue ya que solo nos indica que hubo una infeccion pasada
(Pavlicich, 2016).

El diagnostico molecular se lleva a cabo mediante la utilizacion de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT), dicho método se encuentra
disponible en laboratorios de referencia y es indicado Unicamente en casos graves,

fallecidos y en vigilancia epidemiolégica (Del Castillo, et al., 2015).

La técnica de inhibicion de la hemaglutinacion, la cual utiliza la capacidad que
presenta el virus del dengue para aglutinar eritrocitos de ganso lo que indica que se
trata de una infeccion reciente, asi mismo puede estimarse si es primoinfeccion o
infeccion secundaria y estimar el riesgo de presentacién de formas graves. Esta
metodologia determina y cuantifica la existencia de anticuerpos totales mediante titulos
seriados, en donde, titulos de inhibicion de la hemaglutinacion mayores o iguales a
1:1280 son un criterio aceptado para clasificar un caso como una infeccion secundaria

(Casapia y Valencia, 2000).

Otro método serologico es el ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA), esta
metodologia presenta un alto grado de sensibilidad y especificidad. Utiliza
inmunoglobulinas anti IgM fijadas en una placa, luego de adicionar inmunoglobulinas

marcadas con la enzima peroxidasa se da la formacién de un complejo antigeno-
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anticuerpo, la cuantificacion de la actividad enzimética se realiza mediante la adicién

de un sustrato produciendo asi coloracion (Casapia y Valencia, 2000).

El diagndstico diferencial abarca analisis como hemocultivo, gota gruesa, estudio de
liquido cefalorraquideo, evaluacion de pardmetros hematol6gicos (hemoglobina,
hematocrito, recuento de globulos blancos y recuento de plaquetas) y pruebas de
aglutinacion especificas para otras infecciones virales de sintomas similares como
rubéola, influenza, zika y chikungunya. En el dengue hemorragico resultan utiles los
estudios radiolégicos de torax y ultrasonografia abdominal. Los estudios radioldgicos
de torax permiten determinar la presencia de derrame pleural, cardiomegalia u otra
afeccion toracica. La utilizacion de estudios sonograficos ha permitido el diagnostico
temprano de derrame pleural, pericardico y de ascitis, los cuales indican extravasacion

de liquidos asociado al choque por dengue (Martinez, 2008).

La inmunocromatografia representa una ayuda diagndstica, el principio esta basado en
un sistema visual en tira reactiva, en el cual se detectan los anticuerpos IgM e IgG,
diferenciando de forma presuntiva una infeccion primaria de una secundaria. El suero
migra a lo largo de una membrana de nitrocelulosa incorporada en el casete, los
anticuerpos anti-IgG o anti-lgM atrapan los anticuerpos IgG e IgM presentes en el
suero del paciente y seguidamente se adhiere un antigeno viral unido a un anticuerpo
monoclonal anti-virus dengue que se encuentra marcado con oro coloidal. Afiadido a
esto, la prueba contiene una linea control que siempre debe ser positiva, garantizando
la calidad de los reactivos del casete e indicando que el volumen de muestra agregado

fue suficiente (Gutiérrez, Quintero y Martinez, 2012).

En Colombia se han realizado distintos estudios para evaluar la eficacia de la
inmunocromatografia y estos resaltan la importancia de su uso en areas rurales que
presentan limitantes para el adecuado almacenamiento y transporte de las muestras.
Los resultados obtenidos en dichos estudios muestran que tanto la sensibilidad como la

especificidad de una de las pruebas para deteccion de IgM (casa comercial Panbio) son
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mayores al 70%, mientras que pruebas para deteccion de NS1/IgM/1gG (SD BIOLINE)
presenta una sensibilidad superior al 80% cuando se compara con otras casas
comerciales. Pero cabe mencionar que las pruebas rapidas son utiles solamente como
pruebas presuntivas, por lo que requieren una confirmacion a través de un meétodo de

referencia para poder efectuar el diagnostico (Gutiérrez, Quintero y Martinez, 2012).

En costa Rica se realizo un estudio de comparacion entre la prueba rapida PanBio y la
técnica MAC ELISA. Los resultados, al obtener intervalos de confianza al 95% en
diferente orden de magnitud, mostraron una diferencia significativa con respecto al
indice de Kappa y el porcentaje de concordancia de los resultados positivos al utilizar
la prueba réapida. En donde se evidencié que esta no detectd un 25% de las muestras
positivas para IgM dengue que si detecté el MAC-ELISA, no identificando ademas un
7% de las muestras IgM dengue positivas por MAC-ELISA. Por lo cual concluyeron
que los resultados de las pruebas rapidas deben interpretarse cuidadosamente y siempre

aunado a los hallazgos clinico epidemiologicos (Saenz, Lara, Sequeira y Alfaro, 2008).

Ademas de esto, en la determinacion de los anticuerpos para dengue se ha
documentado reaccion cruzada con otros flavivirus como fiebre amarilla, virus Nilo del
oeste y encefalitis de San Luis. Por lo que debe tenerse en cuenta que la sintomatologia
puede indicar otra patologia con presentacion similar a la del dengue, mas no debe
descartarse ya que pacientes desatendidos pueden desarrollar un cuadro de fiebre

hemorréagica (Saenz, Lara, Sequeira y Alfaro, 2008).

7. Epidemiologia

Durante el siglo XV I1II ocurrid la primera epidemia de dengue conocida en el territorio
americano, a partir de esto, el dengue ha afectado a la mayoria de los paises de dicha

region siendo América Latina y el Caribe las areas donde se encuentra el mayor
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namero de casos. En Cuba ocurrié la primera gran epidemia de dengue hemorragico

donde hubo miles de enfermos y 158 fallecidos (Kouri, 2006).

En el periodo de 1981 a 1997 se reportaron casos confirmados de dengue grave
incluido el sindrome de shock por dengue en 24 paises de América. En los afios 2000 a
2006 se reportaron en 44 paises un promedio de 545,000 casos. En el afio de 1977
comenzO a reportarse en Honduras dengue sin signos de alarma, reportandose 30
sospechosos con 3 casos confirmados; a partir de eso se presentaron casos esporadicos

en los afos siguientes (Reyes, Zambrano y Sierra, 2014).

Los casos de dengue mostraron un patrén ascendente con una tendencia de incremento
lineal con presencia de brotes epidémicos cada tres a cuatro afios durante el periodo de
1991 a 2010, siendo estos, 3,045 casos en 1991; 18,1152 casos en 1995; 21,359 casos
en 1998; 32,269 casos en 2002; 29,328 casos en 2007 y 66,814 casos en 2010,
reportandose en este Gltimo afio 83 muertes, por lo cual Honduras ha sido catalogado
como uno de los paises con mayor incidencia de dengue en las Américas (Reyes, et.al.,
2014).

Areas tropicales y subtropicales se encuentran en riesgo de sufrir de esta infeccion, asi
como aquellos viajeros de Europa y Norteamérica que visitan estas areas. En los
ultimos afios la prevalencia de dengue se ha incrementado a nivel mundial de manera
dréastica. Se calcula un aproximado de 50 millones de infecciones por afio, medio
millon de pacientes hospitalizados y mas de 25,000 muertes. La organizacion mundial
de la salud considera esta enfermedad como uno de los principales problemas de salud,
pues, aproximadamente 100 paises han reportado casos de dengue y mas de 60 paises

lo hacen con regularidad todos los afios (Martinez, 2008).

Alrededor de dos quintas partes de la poblacion mundial se encuentran en riesgo y mas
de 100 paises han presentado brotes de dengue. Anualmente se alcanza una incidencia

de hasta 50 millones de casos por afio, de estos, 500,000 son hospitalizados y 20,000
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mueren. El dengue se encuentra catalogado como la décima causa de muerte por
enfermedades infecciosas y el riesgo para contraer la enfermedad supera los dos

millones de personas a nivel mundial (Regueira, et.al, 2016).

En América, esta enfermedad ha tenido un incesante aumento en los ultimos 25 afios,
presentando brotes epidémicos que se repiten de forma ciclica con una tendencia
ascendente en los ultimos afios. EI dengue ha incrementado alrededor de seis veces y el
dengue grave aproximadamente 12 veces. En el afio 2010 fueron reportados 1, 663,276
casos, de los cuales 48,954 fueron casos de dengue grave y 1,194 fallecieron
(Regueira, et.al, 2016).

Paises como Brasil, Colombia, Cuba, Ecuador, Perl, Venezuela y Paraguay han
registrado el méas drastico incremento en la actividad del dengue durante las ultimas
décadas. Los paises que presentan tasas de incidencia mas elevadas por cada 100,000
habitantes son Guyana francesa con 1,731.76; Guadalupe con 898.84; Costa Rica con
585.17 y Honduras con 360.61. En el periodo de 2001-2006 se reportaron en el caribe
137,164 casos de dengue, 1,674 casos de dengue hemorragico y 220 fallecidos. El
Caribe informo en el afio de 2007 un total de 17,918 casos, siendo esto el 2.84% de
todos los casos en la region. Se han reportado 143 casos de dengue hemorragico y 26
fallecidos, de estos, el 96% ocurrieron en Republica Dominicana. La tasa de letalidad

en el Caribe alcanza el 18.8% (Hoyos y Pérez, 2010).

8. Epidemiologia en Guatemala

Los primeros casos de dengue reportados en Guatemala fueron en el afio de 1978 y
hasta 1983 se registraron casos esporadicos; luego de esto hubo un periodo silencioso y
hasta 1987 fueron detectados nuevos casos en el departamento de Izabal. Para el afio
2004, se reportaron hasta la semana epidemioldgica nimero 31 un total de 2,297 casos
de dengue clinico y 185 casos confirmados, de los cuales 10 fueron casos de dengue

hemorragico siendo dos de ellos mortales. Se presentd una letalidad de 20 defunciones
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por cada 100 casos de dengue hemorrégico (OPS, OMS y Ministerio de Salud Publica
de la Republica de Guatemala, 2004).

El dengue se ha hecho presente en todos los departamentos de Guatemala, siendo
Izabal, Zacapa, Petén y Chiquimula los departamentos mas afectados para el afio 20009,
en donde las zonas urbanas fueron y siguen siendo las méas afectadas; para ese afio, el
ministerio de Salud de Guatemala reportd hasta la semana epidemioldgica 42 un
acumulado de 8,400 casos de dengue clasico, 238 casos de dengue hemorragico con 28
casos mortales y una tasa de letalidad del 11.76% (OPS, 2009).

Los casos para esta enfermedad han presentado una tendencia al ascenso. Para el afio
2010 se reportaron 17,045 casos de dengue con y sin signos de alarma; 203 casos de
dengue grave, de los cuales 41 casos fueron mortales con una letalidad del 29%. La
tasa general para ese afio fue de 118.7 por cada 100,000 habitantes, en donde se
presentaron los cuatro serotipos principalmente el D-2. Los departamentos mas

afectados fueron Escuintla, Jutiapa, Zacapa y Santa Rosa (OPS y OMS, 2017).

Para el afio 2016, se reportaron un total de 8,844 casos acumulados de dengue con una
tasa acumulada de 53.42 por cada 100,000 habitantes. EI grupo de edad maés afectado
fue de 15 a 59 afios siendo el sexo femenino el mas afectado con un 60% de los casos.
Los departamentos méas afectados en ese afio fueron Santa Rosa, Escuintla, Guatemala
Noroccidente, Guatemala Central y Sacatepéquez (Centro Nacional de Epidemiologia,
2016).

Para el afio 2017, se reportaron 1,115 casos de dengue clasico con una tasa de 6.6. Los
grupos de edad de 25 a 39 afios presentan mas numero de casos siendo el sexo
femenino el mas afectado. Se han reportado nueve casos de dengue grave con una tasa
de 0.15. Los casos reportados han sido causados por los serotipos 1 y 2, siendo el
serotipo 2 el causante del mayor porcentaje de casos (Centro Nacional de
Epidemiologia, 2017).

19



9. Tratamiento

Este debe enfocarse en el control de los sintomas y signos que presente el paciente y
evitar el estado de choque secundario a la extravasacion de liquidos. Actualmente la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece cuatro grupos clasificados de A
hasta D, en donde, A corresponde a la fiebre indeterminada y D al sindrome de choque.
Por lo cual, aquellos casos de dengue del grupo A deberan de manejarse con
tratamiento ambulatorio, logrando un buen estado de hidratacion del paciente, control

de la fiebre junto con monitorizacién clinica y del hemograma (Durén, et. al., 2010).

Aquellos casos de dengue que presenten manifestaciones hemorragicas y de choque,
ademas de intolerancia a liquidos por via oral, debera utilizarse hidratacion intravenosa
con cristaloides. Para poder utilizar coloides debe existir sangrado activo en piel,
mucosas Yy trombocitopenia por debajo de 100,000 plaquetas/mm? y choque refractario
que no responda con cristaloides. En aquellos casos con presencia de sangrado activo y
trombocitopenia, esta indicado el uso de concentrados plaquetarios (Duran, et. al.,
2010).

EL uso de aspirina esta contraindicado debido a su efecto plaquetario antiagregante, el
acetaminofén puede utilizarse pues no tiene efecto hemorragico sin embargo, presenta
efectos secundarios a nivel hepéatico. Debe utilizarse plasma en casos de choque
persistentes, no utilizar esteroides ni sustancias coloidales porque incrementan la
presion oncdtica intersticial aumentando la extravasacion vascular, en los casos de
choque siempre es mas importante mantener la diuresis mas que la tensién arterial
(Thirién, 2010).
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10. Prevencion

Es necesaria la educacion de la poblacion con respecto a temas de salud. Las medidas
de prevencion incluyen el control del vector, como lo es evitar los criaderos al no
mantener recipientes llenos de agua inservible (latas, botellas, neumaticos, entre otros),
cubrir con alguna tapa u otro material los recipientes de agua que seran utilizados para
consumo, evitar aguas estancadas. Los larvicidas quimicos o bioldgicos pueden ser
utilizados, la utilizacion de los insecticidas se justifica solamente durante epidemias o
para frenar la transmision cuando se presentan altos niveles de infestacion (Martinez,
2008).

El sector de la salud debe representar un papel principal en la direccion de las
campanas de lucha antivectorial, vigilancia epidemioldgica para la deteccion de brotes
de manera temprana y la capacitacion del personal de salud para conseguir un
diagnostico fidedigno y certero que evite muertes. La participacion del sector de salud
es importante para disminuir los focos de cria del vector. El gobierno, las
Organizaciones No Gubernamentales (ONG) y las instancias de la sociedad deben
participar en los programas de prevencion del dengue y de esa manera ayudar en la

reduccion de la transmision de la enfermedad (Kouri, 2006).

C. Fiebre de chikungunya

1. Descripcion de la enfermedad

La fiebre de chikungunya, es una enfermedad causada por el virus de chikungunya
(CHIKV) vy transmitida por mosquitos. Esta enfermedad fue reconocida como
epidémica en el afio 1952-1953 en el Africa oriental. Se reconoce a esta enfermedad
como ‘“chikungunya”, debido a la palabra Makonde que significa “lo que se inclina
hacia arriba” refiriéndose a la postura inclinada que adoptan los pacientes infectados

que manifiestan un dolor articular severo (Schwarts & Albert, 2010).
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El chikungunya cobr6 importancia debido a los brotes y epidemias esporadicas en el
continente africano desde 1952 hasta el afio 2005, en el continente Europeo en el afio
2005 se introdujo a la Isla Reunion ubicada en Francia y en el afio 2007 se origin6 un
brote en las &reas mediterraneas de Italia. Con respecto a América empez6 la
transmision del virus en el afio 2013 en varias islas del Caribe (Corrales, Troyo y
Calderdn, 2015).

2. Agente causal

El virus de chikungunya es un arbovirus, perteneciente al género Alfavirus de la
Familia togaviridae, su genoma esta compuesto por una sola cadena de ARN, una
capside de 60-70 mm de diametro y una envoltura de fosfolipidos. La envoltura posee
240 copias de heterodimeros de glicoproteinas de transmembrana tipo I, E2 y E1, las
cuales son las encargadas del reconocimiento del receptor del virus en la célula diana.

Estas proteinas presentan gran actividad antigénica (Ortega, Arellano y Barron, 2017).

En la porcion central se localiza la capside viral de de simetria icosaédrica y formada
por alrededor de 240 copias de la proteina C. La estructura genomica posee dos
cuadros de lectura abierta. EI primero es el encargado de codificar las proteinas no
estructurales ubicadas, hacia el extremo 5°, el cual posee 7,425 pares de bases; el
segundo cuadro de lectura codifica una poliproteina de 1244 aminoacidos, siendo esta
poliproteina, proteasas virales y celulares las encargadas de las proteinas estructurales

(Anexo 2) (Pialoux, Galzére, Jauréguiberry & Strobel, 2007).

3. Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacién del virus es citoplasmatico e inicia con la adsorcion de las

glicoproteinas E1 y E2, estas proteinas permiten la entrada del virus por endocitosis,
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mediante el mecanismo dependiente de clatrina. Una vez que el ARN viral llega al
citoplasma, inicia la traduccion del primer marco de lectura abierto, esto tiene como
resultado una poliproteina, que mediante la proteina viral NSP2 se procesa
proteoliticamente, dando lugar a las proteinas estructurales. Las proteinas NS123 y
NSP4, forman un complejo que sintetizan algunas moléculas de ARN de cadena
negativa, el cual sirve como molde para la sintesis del ARN genémico (Ortega, et.al.,
2017).

El segundo marco de lectura se expresa con la produccion de un &cido ribonucleico
mensajero (ARNm) subgendmico, el cual es promovido por un promotor intermediario
del ARN de carga negativa, dando lugar asi a las proteinas estructurales; una vez
formadas las proteinas estructurales y el genoma viral, el ensamblaje de los mismos se
lleva el el reticulo endoplasmaético y la progenie viral sale por la célula por medio de la
via secretora (Ortega, et.al., 2017).

4. Fisiopatologia

Tras la inoculacion del virus del chikungunya, por medio del mosquito, este inicia la
replicacion en los macrofagos, fibroblastos y células endoteliales de la dermis,
posteriormente pasa a los ganglios linfaticos y al sistema circulatorio, en donde se
disemina hacia el higado, musculo, articulaciones y al cerebro. Estos érganos presentan
una caracterizacion marcada de filtracion de células mononucleares acompafiado de

macrofagos (Pialoux, et.al., 2007).

Durante el periodo de incubacion, existe la intervencion del sistema inmune innato y
dias después la respuesta inmune especifica, que la mayoria de los casos logra la
primera eliminacion del virus. En la respuesta inflamatoria inicial, participa el
interferon 1a, el cual, al unirse a su receptor de superficie celular, activa la

tirosinquinasa, esta conduce a la produccion de enzimas inhibidoras de la replicacion

23



viral en aquellas células infectadas que han evadido su eliminacion por las células

natural killer (Chopra, Saluja & Venugopalan, 2014).

La secrecion del interferon B, esta mediado por el acido nucleico viral, este induce la
produccion de enzimas que bloguean la sintesis proteica, inhibiendo asi la transduccion
del ARN viral y degrada el ARNm viral. Los linfocitos T activados median la
produccién de interferon y que actia sobre los macrofagos, linfocitos T, B y NK
teniendo una produccion de anticuerpos. El desarrollo de la respuesta inmune
especifica se da posteriormente, con la liberacion de citoquinas, atrayendo asi a los
leucocitos al sitio de la replicacion viral (Hawman, et al., 2013).

La inmunidad celular esta mediada por las linfocitos T CD8+, cuya funcién es
neutralizar y destruir las células afectadas, tras su union con el receptor de membrana T
CD8+, con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad | (HLA 1), que esta en la
superficie de las células infectadas; los linfocitos CD4+ median la respuesta inmune
por medio de la liberacidn de Interleucinas (IL) especificas, las células Thl tienden a
producir interleucinas con caracteristicas proinflamatorias como lo son: IL2, interfer6n
gamma (INF-y), factor de necrosis tumoral (TNF o), mientras que la Th2, promueve la
produccion de anticuerpos mediada por linfocitos B, tras la liberacion de IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10 (Ribéra, Degasne, Jaffar & Gasque, 2012).

En la fase aguda de la infeccion por el virus del chikungunya, se observan altos niveles
de INFa; que entre sus efectos antivirales esta la inhibicion de la replicacion viral y la
activacion de macrofagos y linfocitos asesinos naturales, los sintomas como el dolor
articular, dolor muscular y fiebre esta asociado a con la produccion de interferones
(Raad, et. al., 2012).
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5. Cuadro clinico

El periodo de incubacion del virus del chikungunya dura de alrededor de tres a siete
dias, sin embargo un 28% de los pacientes pueden permanecer asintomaticos. Las
manifestaciones clinicas de este virus pueden presentarse en tres fases: aguda,
subaguda y crénica; la fase aguda se caracteriza por un inicio clinico abrupto, con
fiebre mayor a 39° C, dolor de cabeza, dolor generalizado, mialgias y artralgias, las
artralgias pueden ser intensas y generalmente suelen ser asimétricas; solamente un 40-
50% de los pacientes presenta un exantema maculo-papular, principalmente en el area
del torso. Entre los sintomas atipicos que se pueden encontrar en la fase aguda estan:
nauseas, vomitos, edema y tumefaccidon. En nifios se puede observar petequias y

gingivorragia (Cardenas y Arias, 2015).

Se pueden observar manifestaciones neuroldgicas debido al proceso febril,
presentandose en convulsiones, meningitis y encefalitis; cabe mencionar que no se
observan hallazgos hematoldgicos patognémonicos significativos por este virus, sin
embargo, se puede observar una trombocitopenia ligera, leucopenia y las pruebas
hepaticas, suelen estar elevada. La fase subaguda de la enfermedad se presenta 10 dias
después del inicio de la fase aguda, en donde la mayoria de los pacientes, presentan
mejoria general, pero algunos pacientes pueden presentar artralgias repetitivas en
articulaciones menores incapacitando a los mismos, esta fase suele durar de 2 a 3

meses postinicio de la enfermedad (Chopra, et.al., 2008; Corrales, et. al. 2015).

La fase cronica se caracteriza por presentar los dolores articulares por méas de tres
meses, Unicamente el 12% de los pacientes infectados, cursan esta fase; existen
factores de riesgo que permiten la persistencia de los sintomas, los cuales son: una
edad mayor a 65 afios, presentar trastornos artriticos previos a la infeccion, y la

severidad del cuadro clinico durante la fase aguda (Corrales, et. al., 2015).
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6. Diagndstico

El diagnostico va correlacionado fundamentalmente con criterios clinicos y
epidemioldgicos. Entre los criterios clinicos podemos encontrar el inicio abrupto de
fiebre > 39°C que dura entre tres y cinco dias, la cual puede ser continua e intermitente,
ademas acompafada de artralgias de intensidad variable con mayor frecuencia en
manos y pies, la artralgia incapacitante es la caracteristica clinica que establece un
diagnostico de chikungunya y puede persistir por varios meses. Adicionalmente se
considera un caso probable cuando el paciente reside o ha visitado una zona endémica,
sin embargo, la confirmacién por medio de pruebas de laboratorio es fundamental para
diferenciar de otras enfermedades febriles con manifestaciones clinicas similares
(Corrales, et. al., 2015).

A pesar de que no existen datos hematoldgicos significativos, otros examenes de
laboratorio influyen en el diagndstico del virus. Generalmente, se observa leucopenia
con predominio de linfopenia. La trombocitopenia es rara en este caso. La velocidad de
sedimentacion globular se eleva y la proteina C reactiva aumenta durante la fase aguda
y puede permanecer elevada durante algunas semanas (Placeres, Martinez, Chavez,
Rodriguez y de Ledn, 2014).

El diagnostico de la infeccion por el virus del chikungunya, se puede realizar por
medio de métodos serolégicos, como el inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA).
Estos métodos pueden confirmar la presencia de anticuerpos de tipo IgG e IgM contra
el virus de chikungunya. Los titulos de mayor concentracion de IgM se detectan entre
tres y cinco semanas después de la aparicion del cuadro clinico y pueden persistir hasta
dos meses (OMS, 2017). La presencia de IgM aparece de forma precoz en la primera
semana luego de iniciados los sintomas y es bastante especifica; a diferencia de las

reacciones cruzadas presentes en los flavivirus (Ochoa, 2018).
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Otra prueba seroldgica para deteccion de anticuerpos es la técnica de neutralizacién por
reduccion de placas (PRNT), en esta se lleva a cabo la titulacion tanto de la cepa viral
como de los anticuerpos neutralizantes. Esta prueba contribuye en la confirmacion de
los resultados de la prueba ELISA, ademas es utilizada para confirmar o para evaluar
un aumento y/o disminucion de anticuerpos en muestras agudas y convalecientes. En
cualquiera de los dos casos, al momento de realizar la prueba, se tiene que incluir
siempre otros virus del mismo género (como el virus Mayaro) para validar la

especificidad de la reaccion (Ubillus, 2016).

Dentro de las técnicas moleculares, puede mencionarse la PCR. Cabe mencionar que si
la muestra fue tomada entre la primera semana tras el inicio de sintomas (fase aguda),
esta puede ser procesada mediante la deteccién del virus por el ARN viral con la
técnica de PCR. Las infecciones por chikungunya causan altos niveles de viremia que
duran generalmente de 4 a 6 dias tras el inicio de sintomas. Por lo tanto, esta técnica
deberd utilizarse dentro de los primeros 7 dias en una muestra de fase aguda para

confirmar el diagndstico de chikungunya (MSPAS, 2016).

Otras pruebas de laboratorio que se pueden utilizar son la inmunofluorescencia
indirecta que presenta alta sensibilidad y especificidad sin embargo, solo es una prueba
cualitativa ya que no cuantifica los anticuerpos, esta técnica requiere equipo y
entrenamiento especial (MSPAS, 2016).

El estandar de oro para la deteccidn del virus es el cultivo viral, sin embargo, este
presenta baja sensibilidad y el tiempo necesario para detectar la presencia del virus y la
carga viral es de 10 dias aproximadamente, ademas de esto, la deteccion del ARN a
partir de suero se puede detectar solamente en los primeros 5 dias del cuadro clinico.
Cabe mencionar que el virus también puede aislarse en muestras de orina durante la

fase virémica (Ochoa, 2018).

La inmunocromatografia representa para la deteccion de este virus una ayuda

diagnostica, el principio se basa en dos lineas impregnadas, las cuales, en la ventana de
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resultados no son visibles antes de aplicar la muestra. El anti-humano IgG monoclonal
es conjugado con oro coloidal, el cual reaccionara con anticuerpos IgM de
Chikungunya en suero humano, plasma o sangre completa. Una linea control se
mostrara siempre indicando que la prueba se ha realizado adecuadamente y los
reactivos de la prueba funcionan correctamente. Presenta una sensibilidad y
especificidad relativa del 97.1% y 98.9% cada una (Biotech, Inc., 2013).

En un metanalisis de estudios sobre datos de validez diagnostica, se tomaron en cuenta
19 estudios, uno con ELISA para anticuerpos IgG, dos con ELISA para antigenos,
cinco con ELISA de anticuerpos IgM, ocho con PCR y tres con inmunocromatografia.
Los resultados mostraron datos favorables para ELISA IgM y PCR. Otros estudios con
ELISA 1gM muestran diferencias cercanas al 20% en la sensibilidad hallada en
diferentes poblaciones. Se presentaron limitaciones como la poca cantidad de articulos
en el caso de la inmunocromatografia, cuyos valores de sensibilidad mostraron alta
variabilidad y un bajo poder estadistico para las comparaciones con las demas pruebas
lo cual impidio concluir sobre la validez de esta prueba, por lo cual pudo evidenciarse
la necesidad de estudios posteriores que respalden su uso en programas de tamizacion
(Flores y Cardona, 2017).

7. Epidemiologia

Inicialmente existieron posibles epidemias atribuidas erréneamente al virus del dengue,
ya que el cuadro clinico de los afectados comprendia dolor intenso persistente en las
articulaciones de las manos y piernas. Estas primeras aproximaciones al virus del
chikungunya fueron documentadas en 1779 en hoy Yakarta, Indonesia; en 1820 en
Africa e India, y en 1853-1871 en Calcuta, todas acompafiadas del compromiso
articular crénico que afectaba cerca del 75% de la poblacién. Sin embargo, fue hasta

1952 en Tanganyika cuando se realizé el primer reporte de un brote reconocido y
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confirmado por el virus del chikungunya; descrito como una enfermedad clinicamente

similar al dengue (Acosta, Navarro y Martinez, 2015).

El siguiente brote importante fue documentado en 1960 en Bangkok, seguido de
incremento de casos en Brasil, India; de 1963 hasta 1973. Brotes periodicos
continuaron en los proximos 30 afios; hasta el 2004 cuando una epidemia mayor dio
inicio en la costa de Kenia. Este Gltimo acontecimiento comenzé un periodo de 4 afios
en el que el virus se diseminé a través de la propia India, partes del sureste de Asia y
numerosas islas del océano Indico en los afios 2005-2006, afectando mayormente a las
ultimas, donde las islas Comoros y La Reunién (con un ndmero considerable de
muertes); alcanzaron un 63% y 35% de su poblacion infectada respectivamente.
Adicionalmente, al menos 18 paises de Europa y Norte América documentaron casos
importados; con algunos de ellos desarrollando casos autoctonos de la enfermedad
(Staples, Breiman y Powers, 2009).

Estos brotes en 2005 marcaron un resurgimiento de la enfermedad con epidemias que
se han asociado a mutaciones del genoma viral, facilitando la replicacion en A.
albopictus. En 2007 Europa document6 su primer brote al norte de Italia, sefialando
como el caso indice a un hombre de nacionalidad hindu, que habia sido visitado por
parientes que residian en zonas afectadas por la epidemia, siento el primer caso no
importado en el area geogréafica en cuestién. Un factor determinante con la epidemia
fue el cambio climético en el que se favorecio la densidad de A. albopictus en la region
(Acosta, et. al., 2015).

Durante el 2010, el virus continio causando enfermedad en la India, Indonesia,
Myanmar, Tailandia, las Maldivas y resurgid en la isla La Reunion. Por dicha razon, se
continuaron reportando casos importados en Taiwan, Francia y Estados Unidos por
viajeros viremicos pertenecientes las regiones en cuestion. Es de notar que el nimero

de casos importados fue en aumento desde 2013 a causa de turismo; mayormente
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responsable de residentes de Asia donde se registran los brotes a gran escala (OPS y
CDC, 2011).

Por otro lado, la emergencia del virus en América fue anunciada en diciembre del 2013
cuando el Centro de Referencia Nacional Francés para Arbovirus diagnosticara los
primeros casos locales de chikungunya en la isla San Martin. Desde entonces se ha
extendido a lo largo del continente; observado altas tasas de ataque al introducirse en
La Republica Dominicana (41%) o Surinam (90.4%), siendo comparables a las
observadas en India (37.5%) y Malasia (55.6%), pero mayores a las de La Reunién
(16.5%); pudiendo ser explicadas por las practicas de vigilancia, estacion climatica en
la que se introdujo el virus relacionado con la densidad del vector y su actividad,
medidas de control del vector y diferencias en el modo de vida (Yactayo, Staples,
Millot, Cibrelus y Pardo, 2016).

En la semana epidemioldgica nimero 50 la Organizacion Mundial de la Salud ha
reportado casos autoctonos en la mayoria del conteniente a lo largo del 2017 en
Norteamérica, las islas del Caribe, Centroamérica y Suramérica (Unicamente Canada,
Cuba, Uruguay y Chile no reportan casos autdctonos o importados) (Ningun pais fuera

de las exclusiones presenta casos importados Unicamente) (OPS, 2017).

8. Epidemiologia en Guatemala de 2014 al 2016

La transmision del virus inicia en América Central en Junio del 2014, siendo el primer
caso en la republica de El Salvador. Posteriormente la introduccion del virus del
chikungunya al pais fue en septiembre del 2014 con un aumento abrupto de casos
traduciéndose en brotes en diferentes departamentos de la republica, confirmando un
total de 2027 casos por el Laboratorio Nacional de Salud. Debido a la naturaleza de la
enfermedad el numero de casos descendio en el Gltimo mes del afio en donde las
condiciones climaticas no favorecen el desarrollo de los vectores; iniciando el afio

2015 de manera similar. Fue hasta la semana nimero 18 donde se observo el doble de
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casos (alcanzando cerca de 1500 correspondientes a la mitad de los obtenidos en la
introduccion del virus en 2014), descendiendo nuevamente en la semana
epidemioldgica 37, lo que disminuy6 aun mas al pasar las semanas hasta finales del
tercer trimestre del afio (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, MSPAS,
2016).

En el 2014 se report6 una tasa de incidencia de 171.9 por cada 100,000 habitantes;
mientras que el 2015 se obtuvo una tasa de incidencia de 191.2 por la misma cantidad
de poblacion, lo que representdé un 11.2% mas riesgo de adquirir la enfermedad en
2015 al haberse manifestado durante todo el afio (MSPAS, 2016).

Respecto a la tasa nacional del 2015, se establecieron los departamentos con mayor
riesgo de contagio de la enfermedad; clasificando a Zacapa y Santa Rosa de muy alto
riesgo (1081.7 y 977.1 por 100,000 habitantes respectivamente), Chiquimula, El
Progreso y Peten de mediano riesgo (581.9, 386.3 y 306.4 por 100,000 habitantes
respectivamente), mientras que los restantes se ubicaron el estrado de riesgo moderado
0 bajo. Al tratarse del mismo vector que el dengue, comparten la distribucion por -edad
y género, siendo los mas afectados grupos de edad entre 20 a 49 afios, siendo en su
mayoria mujeres. Después de la presentacion de las 52 semanas epidemioldgicas del
2016; se determin6 que las areas a riesgo que presentan las incidencias mas altas
durante dicho periodo y coinciden con las del afio anterior son Santa Rosa, Chiquimula
y Peten sur Oriente (MSPAS, 2016).

9. Tratamiento

No existe vacuna o un farmaco antiviral especifico para resolver la enfermedad. El
tratamiento en la actualidad se limita al caracter paliativo con antipiréticos, analgésicos
e hidratacion (para reponer perdidas insensibles de liquidos, vomitos y sudoracion). Se
recomienda reposo y el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) para aliviar

las molestias articulares. No se recomienda el uso de aspirina debido al riesgo de
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sangrado y la posibilidad de desarrollar sindrome de Reye en nifios menores de 12
afos, por lo que se prefieren los inhibidores de la cicloxigenasa Il por su seguridad y
eficacia comparable con los AINES convencionales. También se puede recurrir a
inyecciones intra-articulares de corticosteroides o terapia topica con los mismos

antiinflamatorios (Arredondo, Méndez y Medina, 2016).

Si el dolor es demasiado intenso durante la fase aguda y los métodos anteriores no
resuelven el cuadro se pueden emplear analgésicos narcéticos y corticosterioides
sistémicos a corto plazo; estos ultimos principalmente usados en dosis altas en
manifestaciones neuroldgicas; aunque no hay estudios bien disefiados que evallen su
uso a dichas concentraciones por lo que debe sopesarse su costo/beneficio (Arredondo,
et.al, 2016).

Se recomienda vigilancia de los afectados durante 3 meses para estimar la necesidad de
posible tratamiento inmunodepresor con metotrexato y sulfasalazina solos o en
combinacion para el alivio de artritis crénica. Ademas de la farmacoterapia, las
artralgias y rigidez pueden beneficiarse con un programa progresivo de fisioterapia; sin
embargo, los movimientos y el ejercicio deben de ser moderados ya que la actividad
intensa puede exacerbar los sintomas (Arredondo, et.al., 2016).

Por otro lado, se demostr6 in vitro en células Vero que la cloroquina tiene efectos
antivirales contra el virus del chikungunya sin embargo, estudios clinicos no
demostraron una diferencia significativa en la mejoria de la artralgia tanto aguda como
cronica ni de los niveles de viremia entre el grupo experimental comparado con un
grupo placebo. Por lo tanto, son necesarios mas estudios para valorar el beneficio real
de esta droga (Rossi, Itati y Weil, 2015).

La administracion de inmunoglobulinas contra el virus del chikungunya puede
constituir una alternativa segura y eficaz como prevencién y tratamiento para
individuos de alto riesgo de adquirir la enfermedad y sufrir complicaciones; tales como
recién nacidos provenientes de madres infectadas y adultos en condiciones

subyacentes/inmunocomprometidos. Estudios muestran que la purificacion de
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inmunoglobulinas humanas a partir de muestras de plasma de pacientes en fase de
convalecencia puede actuar como una vacunacién pasiva y atenuar la viremia en los
pacientes; evitando cuadros delicados como la diseminacion al sistema nervioso central
(Couderc, et al., 2009).

10. Prevencion

Se basa en gran medida en la reduccién del nimero de depdsitos de agua que
contribuyan al desarrollo o criadero de mosquitos; especialmente aquellas hembras
infectadas puesto que se ha verificado la transmisién vertical a las larvas del vector. El
uso de insecticidas por vaporizacién para insectos en vuelo o en el agua de los
depdsitos a fin de matar estadios inmaduros posiblemente infectados, es recomendado
en brotes o epidemias. Los repelentes deben contener N,N-dietil-3-metilbenzamida
(DEET), etiléster de &cido 3-[N-acetil-N-butil]-aminopropioénico (IR3535) o icaridina.
En dichas zonas afectadas utilizar ropa que reduzca al minimo la exposicién de la piel
a los vectores para minimizar el contacto y posibilidad de picaduras en ambiente
interiores. Igualmente, el uso de mosquiteros y mallas en puertas y ventanas. La ropa y
demas articulos pueden tratarse con permetrina (Placeres, Martinez, Chavez, Rodriguez
y de Ledn, 2014).

D. Zika

1. Descripcion de la enfermedad

La enfermedad conocida como zika es causada por el virus del zika, el cual es
transmitido por el mosquito urbano A. aegypti siendo el vector primordial para la
transmision entre personas. El virus puede ser transmitido por A. albopictus, ademas

gue las hembras de ambas especies se alimentan de manera silenciosa pero agresiva,

33



picando repetidas veces durante el dia y la noche aumentando la probabilidad de ser
alcanzado por un insecto portador (Howard, 2016).

Estudios genéticos y moleculares han demostrado la existencia de dos linajes del virus,
siendo estos el africano y el asiatico; dicho virus pertenece a la misma familia de los
virus dengue, Fiebre amarilla, Encefalitis Japonesa y Nilo Occidental (Torres y Puerto,
2016).

El virus fue aislado por primera vez en monos del bosque Zika en Uganda en el afio de
1947 derivandose de alli su nombre, luego de su descubrimiento, fue reportado el
primer caso en humanos en Nigeria en el afio de 1954. A partir de este acontecimiento
comenzaron a surgir casos en Malasia, Indonesia, Pakistan, Camboya, Tailandia,
Polinesia, Islas del Pacifico, entro otros y recientemente ha surgido una amplia

circulacion en America (Valero, 2015).

2. Agente Causal

El virus del zika es un arbovirus perteneciente a la familia Flaviviridae del género
flavivirus. En su estructura presenta una envoltura, su genoma esta compuesto por un
ARN de cadena sencilla de orientacién positiva con un tamafio de aproximadamente
11,000 nucledtidos, se encuentra conformado por tres proteinas estructurales, siendo
estas, proteinas de la cépside (C), proteinas de membrana (M) y proteinas de
membrana envolvente (E), y contiene siete proteinas no estructurales, siendo estas,
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Gomez, Montoya, Rivera y Hernandez,
2017). El genoma del virus funciona también como mARN Yy esta flanqueado por dos
regiones no traducidas, contiene un Unico ORF el cual se organiza de la siguiente
manera: 5’-C-prM-E-NS1-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3” (Anexo 3) (Carvajal, Pefia y
Oletta, 2015; Ortega, et. al., 2017).
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Las proteinas NS2B y NS3 representan un papel importante en la sintesis proteica y en
la replicacion del material genético, la proteina NS5 actia como ARN polimerasa
dependiente de ARN Yy la proteina de envoltura (E) facilita la union y penetracion del

virus a la célula (Coronell, et.al., 2016).

3. Ciclo de Replicacion

Se considera que la patogénesis del virus inicia con la infeccion de las células
dendriticas que se encuentran cercanas al sitio de la inoculacion, continuando con la

diseminacion a los nédulos linfaticos y el torrente sanguineo (Zoghbi y Lopez, 2016).

El ciclo de replicacion del virus del zika ain no se ha estudiado a fondo, pero se cree
que es similar a otros flavivirus como lo es el dengue. La replicacion del virus del zika
es citoplasmatica, sin embargo, se considera que en células de insecto ocurre en el
nacleo. El inicio de la replicacion se lleva a cabo con la adsorcion del virus a la célula
mediada por la glicoproteina E, siendo los posibles receptores celulares DC-SING,
AXL, Tyro-3y TIM-1, el virus ingresa por endocitosis fusionando su membrana con la

de la célula blanco a pH acido (Ortega, et.al, 2017).

Al realizarse la endocitosis, el virus se internaliza al interior de la célula huésped y las
membranas del virus se fusionan a la membrana del endosoma hospedero, de esta
manera el ARN del virus es liberado hacia el citoplasma. La transcripcién y posterior
replicacion del Acido Desoxirribonucleico de Doble Cadena (ADNds) deriva en la
formacion del ARNm y de nuevos genomas de Acido Ribonucleico de Cadena Simple
(ARNSss) de sentido positivo (Pimienta y Fando, 2016).

El ARNSss es traducido en los ribosomas localizados en la superficie del reticulo
endoplasmatico, la poliproteina resultante del proceso de traduccion es segmentada en
varias proteinas estructurales y no estructurales (C, prM, E y proteinas NS). Luego del

ensamblaje viral llevado a cabo en el reticulo endoplasmatico, los viriones adquieren

35



una membrana a partir del hospedero, la cual se encuentra formada por proteinas
virales resultando util para la formacion de su envoltura externa. Los viriones son
transportados al aparato de Golgi mediante la maquinaria ESCRT del hospedero
(Endosomal sorting complexes required for transport). La proteina prM es escindida en
el aparato de Golgi y el viriébn madura saliendo finalmente de la célula por exocitosis
(Pimienta y Fando, 2016).

4. Fisiopatologia

Luego de darse la inoculacion del virus, se da inicio a una fase de replicacion en los
histiocitos de la dermis para dar lugar a la invasion de los ganglios linféaticos regionales
y finalmente el torrente sanguineo abarcando un periodo variable entre 3 a 12 dias

(Valerio, Roure y Fernandez, 2016).

La entrada del virus y la posterior replicacion de este disipan la respuesta inmune del
huésped, estas respuestas inmunes funcionan como antivirales y proinflamatorias. La
respuesta antiviral incluye primordialmente complejos de proteinas que son: receptores
celulares de la superficie, la respuesta inmune innata y proteinas del plasma asociadas
con respuestas de inflamacion aguda. La respuesta proinflamatoria incluye factores de
inflamacién, de respuesta inmune adaptativa, inmunidad mediada por células B, la
regulacion de la inmunidad mediada por células T, inmunidad relacionada a fagocitos
(NADPH oxidasa), presentacion de antigeno y la regulacion de la produccion de
citoguinas. Ademas de esto, el virus también activa modulos asociados con la apoptosis

y regulacion de células de la glia (Wang, et.al., 2016).

La infeccion desarrollada en el sistema nervioso central del feto en desarrollo sugiere
un efecto neuropético directo relacionado con la induccion de la muerte neuronal de
células progenitoras indiferenciadas con capacidad de autorrenovacion. A pesar de que
la deteccion del virus se logre solamente en menos del 50% de los pacientes, el

hallazgo de anticuerpos 1gG anti-glucolipidos, datos epidemioldgicos, experimentales y
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clinicos, sugieren un neurotropismo y una neurotoxicidad viral directa del virus en el
sistema nervioso periférico. No obstante, aun se desconocen los mecanismos celulares
y moleculares del neurotropismo y la patogenia del virus con respecto a las

alteraciones del sistema nervioso (Gomez, Montoya, Rivera y Hernandez, 2017).

Estudios realizados basados en la secuencia completa del genoma del virus muestran la
existencia de un posible cambio en la secuencia de los codones para la sintesis de la
proteina NS1, cuya funcion es modular la interaccion entre el virus y el sistema
inmunoldgico humano, lo cual podria brindarle al virus un proceso de adaptacion al
organismo humano, potenciando asi su proceso de replicacion y produciendo una

mayor carga viral en el humano infectado (Zoghbi y Lopez, 2016).

5. Cuadro clinico

La sintomatologia se presenta posterior al periodo de incubacidn, generalmente se
desarrollan sintomas y signos como artralgia, edema en extremidades, fiebre, cefalea,
dolor retro orbital, hiperemia conjuntival, exantema, prurito, veértigo, mialgia y

desérdenes alimenticios (Torres y Puerto, 2016).

Las manifestaciones clinicas resuelven usualmente de forma autolimitada luego de
cuatro a siete dias y se considera que en la mayoria de los casos la infeccion es
asintomatica o subclinica. Actualmente se ha considerado una posible asociacion entre
la infeccion por el virus y sintomas neuroldgicos los cuales incluyen casos de
encefalitis. En general, se trata de una enfermedad auto-limitada y benigna donde las
complicaciones son extremadamente raras y no estd asociada a mortalidad (Valerio,
Rouré y Fernandez, 2016; Valero, 2015).

Actualmente ciertos casos de anormalidades congeénitas han sido relacionados con la
infeccion por el virus durante la gestacion e inclusive al momento del parto. EI primer

caso reportado de transmision intrauterina fue de una mujer europea que trabajo en
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Natal, Brasil; luego de presentar un cuadro febril que fue diagnosticado como zika, se
encontraron calcificaciones en el cerebro del feto, microcefalia marcada y presencia del
virus en el tejido cerebral del mismo. El virus, ademas, ha sido detectado en el liquido
amnidtico de mujeres embarazadas luego de la manifestacion clinica de la infeccién
(Ortega, et.al., 2017).

En neonatos con presencia de microcefalia y cuyas madres habian desarrollado la
infeccion durante el embarazo, presentaron anomalias oftalmoldgicas como
alteraciones de la macula, manchas de pigmento macular, perdida del reflejo foveal y

atrofia neurorretiniana (Carod, 2016).

6. Diagnostico

El diagnostico por sospecha de enfermedad por el virus se lleva a cabo en todo
paciente que resida o proceda de zonas endémicas y que presente un sindrome febril,

dolores articulares, exantema y conjuntivitis (Carod, 2016).

El virus se detecta mediante examenes de laboratorio llega a ser inespecifico y lo Unico
que pueden revelar son leucocitos normales o leucopenia, trombocitopenia, alteracion
de enzimas hepdticas y un aumento de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) y

proteina C reactiva (Pacheco, Norambuena, Olivares, Luppi y Gaete, 2016).

La prueba de inmunocromatografia para la deteccién del virus de Zika detecta
anticuerpos de tipo IgM que podria indicar una infeccion reciente, estos anticuerpos
son los primeros en aparecer y pueden permanecer durante dos o tres meses.
Adicionalmente las pruebas rapidas pueden detectar anticuerpos de tipo IgG, dichos
anticuerpos tardan en aparecer tras la infeccion sin embargo permanecen en niveles
detectables durante periodos de tiempos mas largos, siendo un buen indicador de

infecciones pasadas. Sin embargo las pruebas de inmunocromatografia presentan una
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sensibilidad y especificidad inferior con respecto a otras pruebas seroldgicas (Granger,
et. al., 2016).

Actualmente el diagnostico serologico mediante prueba rapida resulta dificil debido a
la reaccidon cruzada con otros flavivirus por sus caracteristicas genéticas similares,
estudios demuestran que personas con antecedentes de infeccion por flavivirus tienden
a reaccionar de forma cruzada con la prueba de anticuerpos contra el virus de Zika
(OPS, 2014).

Sin embargo la OMS enlista una serie de pruebas a utilizar en paises subdesarrollados
gue no cuentan con recursos para utilizar el estandar de oro, en la que hace mencion a
una prueba rapida de deteccion directa del virus de zika en sangre completa, Tanaka
kikinzoku Kogyo® ha desarrollado el nuevo kit utilizando anticuerpos contra la
proteina no estructural (NS1), lo que permite detectar el virus de zika, siendo una
prueba de alta sensibilidad y de deteccion rapida. (Tanaka, 2016).

Por dichas complicaciones se requiere un método que se base en la deteccion de ARN
del virus, cuyo diagnostico certero se basa principalmente en la deteccion de material
genético mediante RT-PCR en aquellas muestras que son tomadas durante los primeros
cinco a siete dias de la enfermedad. Ya que la desaparicion de la viremia se lleva a
cabo de forma répida, un resultado negativo de la RT-PCR en sangre no excluye
totalmente la infeccidn por el virus, sobre todo si la muestra de sangre ha sido tomada
mas alla de los cinco a siete dias de la aparicion de los primeros sintomas. En orina el
diagnostico por PCR-TR se considera una prueba de buen rendimiento debido a que la
positividad del virus puede persistir hasta los 10-14 dias, sin embargo, igual que la
practica en sangre, su negatividad no excluye la infeccion y ademéas de esto, el
diagnostico en orina debe ser sometido a mas estudios para poder ser validado
(Valerio, et. al., 2016).

39



El virus puede ser detectado mediante anticuerpos IgM contra el virus mediante la
técnica de ELISA, sin embargo, el diagndstico seroldgico se vuelve engorroso y dificil
debido a la alta reactividad cruzada con otros flavivirus como es el caso del dengue.
Sumado a esto, la presencia de inmunoglobulina M contra el virus parece no ser un fiel
indicativo de infeccidn activa, ya que puede persistir circulante durante 12 semanas,
complicando establecer el tiempo en que fue contraida la enfermedad y los cuidados
necesarios para mujeres embarazadas con pruebas positivas. Por lo tanto, se
recomienda introducir las pruebas de acidos nucleicos; que aunque desvanezcan su
positividad a medida que disminuyan los niveles de ARN y tampoco descarten una
infeccion reciente, apoyan el diagnostico proporcionando mayor informaciéon del
tiempo de infeccidn (Kelly, 2017; Valero, 2015).

El diagndstico diferencial abarca aquellas enfermedades que cursan con fiebre,
exantema, artralgias, conjuntivitis no purulenta, dengue, chikungunya, rubéola,
parvovirus B19, malaria, influenza, sarampidn, otros arbovirus y enterovirus (Carvajal,
et.al., 2015).

7. Epidemiologia

En el afio de 1952 fue descrito el perfil neurotrdpico del virus zika en donde el sistema
nervioso central de ratones fue inoculado con el virus, con esto fue posible observar en
hallazgos histopatologicos la presencia de infiltracion, degeneracion, reblandecimiento,
fragilidad cerebral y en médula espinal, cambios inflamatorios minimos en las
meninges y el epéndimo. Dicke y Macnamara en los afios de 1952 a 1954 describieron
el cuadro clinico del zika como una enfermedad con sintomas muy leves o ausencia de
los mismos en ratones y monos, lo cual coincide con los reportes actuales en donde del

75% al 80% de los pacientes infectados son asintomaticos (Coronell, et. al. 2016).

La primera infeccién reportada por el virus en un ser humano fue en Nigeria en el afio

de 1954. Antes del afio 2007 los reportes de casos eran esporadicos, luego de este afio
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han ocurrido dos brotes de importancia en el afio 2012 en Yap, Micronesia y en los
afios 2013, 2014 y 2015 en la Isla de Pascua, Polinesia francesa, las Islas Cook y

Nueva Caledonia (Carvajal, et. al., 2015).

En mayo del afio 2015 se presentaron los primeros casos de transmision autoctona de
zika en Brasil, seguido de esto fueron detectados diversos casos en Colombia, El
Salvador, Guatemala, Paraguay, Surinam y Venezuela. En México fue reportado el
primer caso de zika en noviembre del afio 2015 en un paciente con residencia en
Nuevo Leon, quien no habia realizado ningln viaje a lugares donde circula el vector ni

contacto con casos confirmados de zika (Ortega, et. al., 2017).

En Colombia una epidemia que inicio en septiembre de 2015 y termino el 23 de enero
de 2016 produjo 20,297 casos de los cuales 1,050 fueron confirmados por laboratorio,
17,115 fueron confirmados por clinica y 2,132 casos fueron solamente sospechosos
(Rodriguez y Willamil, 2016).

Se considera que la transmision del virus al continente americano fue originada en las
islas del Pacifico. Analisis filogenéticos realizados en la region codificante de la
proteina NS5, la proteina de la céapside y la region codificante completa han
confirmado que las cepas americanas pertenecen a un genotipo asiatico. En el afio de
2015 se reportaron casos autéctonos de infeccion por el virus del zika en Samoa, Islas
Salomén, Nueva Caledonia, Fiyi y Vanuatu (Carod, 2016).

8. Epidemiologia en Guatemala

El primer caso documentado se registro en el afio 2015 en la semana epidemiologica
No0.46 comprendida del 15 al 21 de noviembre, este caso corresponde a un paciente de
sexo masculino de 26 afos de edad, originario y residente del departamento de Zacapa;
el diagnostico se realizo mediante PCR-TR en el Laboratorio Nacional de Salud, dando

un resultado positivo para virus del zika, dicho resultado fue confirmado por los
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Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos.
Finalizando el afio 2015 se reportd un acumulado de 223 casos sospechosos que
cumplian con los criterios clinicos epidemioldgicos segun lo establecido por el
Protocolo elaborado para el Sistema Institucional de Vigilancia Epidemioldgica, siendo

68 casos confirmados por laboratorio (MSPAS, s.f.).

Los casos presentados durante el afio 2015 fueron caracterizados de la siguiente
manera: el sexo masculino fue menos afectado, siendo 87 pacientes (39%) y 136
pacientes correspondian al sexo femenino (61%) siendo el mas afectado por el virus. El
virus en la poblacion guatemalteca ha afectado en mayor proporcion a personas en
edad reproductiva. Doce Areas de Salud notificaron casos, siendo Zacapa la de mayor
notificacion (MSPAS, s.f.).

Debido al alto nimero de casos reportados durante el afio 2015, a través del acuerdo
ministerial nUmero 152-2015 fue declarado “Estado de emergencia sanitaria”, en donde
se priorizaron temas como la vigilancia, atencion, movilizacion de recursos y
monitoreo para el combate del mosquito transmisor del virus en los departamentos de
Guatemala, Santa Rosa, Retalhuleu, Quetzaltenango, Petén, Escuintla y Zacapa (OPS y
OMS, 2017).

Datos reportados en la semana epidemiolégica numerol8 del afio 2016 indicaron un
total de 1,192 casos acumulados con una tasa no acumulada de 7.4 por cada 100,000
habitantes, siendo los departamentos méas afectados: Santa Rosa, Quetzaltenango,
Retalhuleu, Zacapa, Chiquimula y Suchitepéquez, afectando mas al género femenino
en edades comprendidas entre los 15 a 59 afios, poniendo en riesgo a mujeres en edad
fértil (Centro Nacional de Epidemiologia, 2016).

Para la semana epidemioldgica numero 52 que abarca del 25 al 31 de diciembre del
afo 2016, fueron reportados un total de 3,149 casos acumulados con una tasa
acumulada de 19.02 por cada 100,000 habitantes, siendo tres areas de salud las que

presentaron una tasa de incidencia més alta: Santa Rosa, Zacapa y Chiquimula. Para
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esta fecha continuaba siendo mayor afectado el sexo femenino (67%) de 20 a 59 afos
(Centro Nacional de Epidemiologia, 2016).

La semana epidemioldgica numero 22 del afio 2017 reporta 259 casos sospechosos
acumulados con una tasa de 1.5 por cada 100,000 habitantes, indicando un descenso de
1,257 casos con respecto al mismo periodo presentado en el afio 2016. Esta semana
reporta al género femenino como el més afectado en edades entre 20 a 39 afios y a los
menores de 1 afio de ambos sexos (Centro Nacional de Epidemiologia, 2017).

9. Tratamiento

Hoy en dia no se ha desarrolla un tratamiento farmacoldgico antiviral especifico o
vacuna, por lo cual, el tratamiento es dirigido hacia el alivio de los sintomas. Este se
basa en el uso de acetaminofén o paracetamol para disminuir la fiebre y calmar el
dolor; para la erupcion pruriginosa pueden administrarse antihistaminicos en moderada
cantidad, ademas de esto, se recomienda reposo e ingesta abundante de liquidos para
una recuperacion pronta. No debe administrarse aspirina ni otros medicamentos
antiinflamatorios (AINES) debido al aumento de riesgo con respecto a complicaciones

hemorrégicas (Zoghbi y Lépez, 2016).

10. Prevencion

Para evitar infectarse con el virus, se recomienda utilizar medidas de proteccion contra
el mosquito como lo son el uso de mosquiteros en puertas y ventanas, sistemas de aire
acondicionado, usar ropa de manga larga y pantalones, uso de repelentes, eliminar
criaderos, programar fumigaciones y evitar viajar a zonas endémicas. Ademas de esto,

los servicios publicos como suministro de agua potable, electricidad, drenajes

43



adecuados de agua servida y la recoleccion y depdsitos de desechos deberian de ser
mejorados (Zoghbi y Lépez, 2016).

El CDC cuenta con unas guias provisionales sobre la prevencion de la transmision del
virus por via sexual, en las cuales se recomienda a los hombres habitantes de zonas
endémicas 0 que hayan viajado a las mismas y cuya pareja se encuentre embarazada,
que utilicen métodos de barrera (condones) o que se abstengan de la actividad sexual
durante el embarazo. La OMS recomienda que la lactancia materna se mantenga
debido a que los beneficios de esta durante los primeros seis meses de vida superan los

riesgos de la transmisién materna del virus por la lactancia (Carod, 2016).

Departamento, Santa Rosa

1. Caracteristicas geograficas y demograficas

El departamento de Santa Rosa pertenece a la Regiéon IV Sur Oriente. Limita con el
departamento de Guatemala y Jalapa hacia el norte, con el departamento de Jutiapa al
este, con el océano Pacifico al sur y con el departamento de Escuintla al oeste. Se
divide en 14 municipios; Santa Rosa de Lima, Nueva Santa Rosa, San Rafael las
Flores, Casillas, Santa Cruz Naranjo, Barberena, Pueblo Nuevo Vifias, Taxisco,
Guazacapan, Chiquimulilla, San Juan Tacuaco, Santa Maria Ixhuatan, Oratorio y
Cuilapa, este ultimo identificado como su cabecera. Su extension es de 2,995
Kilémetros Cuadrados (Km?) y se encuentra a una distancia de 63 Km de la cuidad
capital. (Ministerio de Economia de Guatemala, 2015).

Para el 30 de junio de 2012, el nimero de habitantes en Santa Rosa fue de 353,261
(2.3% de la poblacidn nacional), donde el 59.3% habita en el area rural. La mediana de
edad corresponde a 16 afos, colocando a la mitad de la poblacion por debajo de la edad
citada. En cuanto a género, se compone de un 51.7% de mujeres, con diferencias mas
marcadas en la proporcion al comprar edades avanzadas; especialmente por encima de

los 65 afios (Instituto Nacional de Estadistica, 2013).
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Cuenta con territorio entre los 214 y 1,330 metros sobre el nivel del mar (msnm), por
lo que posee temperaturas frias en la region montafiosa y temperaturas célidas en la
region proximas a la costa del Pacifico. Dentro de sus formaciones vegetales se
encuentran en la zona sur bosques secos subtropicales templados con temperaturas que
oscilan los 19 y 24 grados centigrados (°C); y bosques muy himedos subtropicales
calidos que alcanzan y sobrepasan los 30°C. Los patrones de lluvia de cada uno son de
500-1000 milimetros (mm) y 2,100-4,300 mm anuales respectivamente. En la zona
Central y Norte, se hayan bosques humedos subtropicales templados de 20 a 26°C; con
una precipitacion anual entre 1,100 a 1,349 mm; y bosques himedos subtropicales
calidos con promedios 27°C y de 1,600 mm de precipitacion anual (Secretaria de

Planificacion y Programacion de la Presidencia, 2011).
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IV. JUSTIFICACION

Las enfermedades reemergentes del virus del dengue, chikungunya y zika en la actualidad
se catalogan como un problema de salud puablica, incrementando su nimero de casos en los

ultimos 20 afios, alcanzando la categorizacién de pandemia en el continente americano.

Guatemala es un pais en el cual muchas arbovirosis pueden prevalecer, no solo por sus
caracteristicas geograficas sino también por contar con factores importantes como el
hacinamiento, la pobreza, la falta de educacién e inaccesibilidad a recursos bésicos. Esto
facilita la transmision viral debida a la proximidad de personas sanas con los infectados, la
poca accesibilidad a insecticidas u otras barreras para la prevencion; ademas de propiciar la

replicacion de mosquitos en remansos de agua sin tratamiento. (OMS, 2016).

En el afio 2016, en Guatemala se presentd una incidencia de 44 casos de dengue, 27.25
casos de chikungunya y 18.7 de zika por cada 100,000 habitantes. En donde alrededor del
80% de los casos proviene de Petén, Sacatepéquez, Santa Rosa, Chiquimula y Zacapa;
departamentos en los que se sobrepasan las tasas nacionales anteriormente descritas y

presentan un riesgo mayor de adquirir las enfermedades virales.

Debido a que el diagndstico clinico es por si solo inespecifico al compartir los sintomas de
fiebre aguda o prolongada, caracteristicas de influenza, exantema o rash y diarrea es
necesario establecer un diagnostico diferencial a través de pruebas de laboratorio
especificas para cada uno de los virus por separado. Lo que ayudaria al abordaje de los
pacientes no solo proporcionando tratamiento de soporte a sintomas generalizados; sino
evitando la progresion de las enfermedades a trastornos de coagulacion/hemorragias en el
caso de dengue, dolor y rigidez articular en chikungunya y cuadros neuroldgicos de tipo

Guillain Barre, microcefalia en neonatos o transmision sexual para zika.

En la presente investigacion se realizd un diagnostico de dengue, zika y chikungunya a

pacientes del departamento de Santa Rosa con sintomatologia sugestiva, contribuyendo a
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proporcionar un tratamiento eficiente a los pacientes y a la eleccion de las terapias y
precauciones pertinentes en su manejo. Siendo un complemento de las pruebas de

laboratorio (hematologia completa) y exdmenes paraclinicos (rayos x, ultrasonidos).
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V. OBJETIVOS

. Objetivo general

Establecer el diagndstico de dengue, zika y chikungunya en pacientes del
departamento de Santa Rosa.

. Objetivos Especificos

Detectar la presencia de anticuerpos 1gG e IgM contra dengue, zika y chikungunya
mediante inmunocromatografia en pacientes con sintomatologia sugestiva de las

infecciones virales.
Confirmar mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) la presencia de anticuerpos

IgG e IgM especificos contra los virus del dengue, zika y chikungunya en los

pacientes con resultado positivo en la prueba de tamizaje.

Comparar la frecuencia de los signos y sintomas encontrados en pacientes con

resultado positivo en pruebas utilizadas.

Comparar la sensibilidad y especificidad de la inmunocromatografia para dengue,
zika y chikungunya con el método de IFI.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Poblacion residente o que refirio actividad reciente en el departamento de Santa Rosa.

B. Muestra
Se incluydé 87 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, residentes en el

departamento de Santa Rosa.

1. Criterios de inclusion
a. Inicio de cuadro febril de 1 a 10 dias de evolucion desde el inicio de los sintomas
y la captacion del paciente por los estudiantes.
b. Presencia de dos o mas de los siguientes sintomas: escalofrios, sudoracion,
cefalea, dolor ocular, dolor de cuerpo, artralgias, nausea, vémitos, diarrea,
erupciones cutaneas, hematemesis, epistaxis, tos, petequias o equimosis y dolor

abdominal.

2. Criterios de exclusion
a. Personas sin antecedentes de viajes y/o residencia en Santa Rosa.
b. Sintomatologia resuelta o0 mayor a 10 dias de evolucidn desde el inicio del cuadro
febril.

c. Pacientes con diagndstico confirmado actual de dengue, zika y chikungunya.
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C. Recursos

1. Recursos humanos

a. Seminaristas
Geordy Javier Gonzélez Samayoa
Daniela Abigail Gil Charo

Jocelyn Pamela Ortega Lopez

b. Asesoria
M.A. Isabel Cristina Gaitan Fernandez

Lic. Eliseo Josué Albanés GOmez

c. Coasesor

Licda. Carmen Maria Ozaeta Gordillo

2. Recursos institucionales
a. Unidad de Investigacion en Inmunologia y Hematologia —(UDIHEMA)—, del

Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad de San Carlos de Guatemala.

b. Area de inmunologia, del laboratorio clinico del Hospital General San Juan de
Dios (HGSJDD).

3. Recursos fisicos
1. Equipos

e Computadora
e Centrifuga
e Refrigeradora 2-8°C

e Microscopio de fluorescencia
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2. Materiales de Laboratorio

Beaker de 250 mL y 500 mL

Etanol al 70%

Gradilla

Marcador permanente

Papel Mayodormo

Pipetas pasteur plasticas no estériles.

Pipetas volumétricas (10 uL — 100 pL y 100 pL — 1000 pL)
Puntas descartables para pipetas de 10 uL. — 100 pL
Puntas descartables para pipetas de 100 pL — 1000 puL
Tubos eppendorf de 1.5mL

Tubos morados con EDTA

Tubos rojos sin anticoagulante

3. Reactivos

Zika/Dengue/Chikungunya Quad Test®, para la deteccion de anticuerpos
IgG e IgM para Dengue, Zika y Chikungunya y el antigeno NS1 para dengue

STANDARD Q®.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI): Mosaico 2 de fiebre por arbovirus, para

la deteccion de anticuerpos 1gG e IgM EUROIMMUN®.

D. Procedimiento

1. Preparacion para la toma de muestra

e Se realiz6 una convocatoria para una jornada de salud a las personas que residen

en el departamento de Santa Rosa, con la ayuda del Hospital Regional de

Cuilapa, Santa Rosa.

e Previo a la toma de muestra se dio una charla informativa para dar a conocer los

objetivos del estudio a los pacientes que se incluyeron.
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Se proporciono por escrito el consentimiento informado a los pacientes y en el
caso de las personas que no sabian leer ni escribir se les explicé de forma verbal.

La aceptacion por los participantes se documentd por medio de la firma o
impregnacion de su huella dactilar. En caso de menores de edad, los padres de
familia o responsable firmaron (Anexo7).

Se lleno una ficha epidemioldgica para obtener datos de los signos, sintomas y

factores de riesgo a los que los pacientes fueron expuestos (Anexo 8).

2. Extraccion sanguinea

Material y equipo listo para venopuncion.

Se coloco torniquete con liga en la parte superior del brazo.

Se selecciono el sitio de la puncion.

Se pidi6 al paciente que empufiara la mano

Se limpi6 el sitio de puncion con Alcohol al 70%

Se coloco la punta de la aguja en un angulo de 15-30° sobre la superficie de la
vena escogida con el bisel hacia arriba y atravesé la piel hasta el lumen de la
vena.

Se aspir6 la sangre tirando del émbolo.

Se tir6 la aguja de la jeringa y vertio la muestra lentamente por las paredes del
tubo.

Se agit6 el tubo.

Se descart6 las agujas/jeringuillas en el contenedor apropiado.

Se retird el torniquete.

Se coloco adhesivo sanitario.

Se separo el suero o plasma a través de centrifugacion a 3,500 rpm.

El suero y plasma se conservaron a 4°C hasta el momento de su analisis.
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3. Procesamiento de muestras

a. Inmunocromatografia Zika/Dengue/Chikungunya Quad Test®, para la

deteccion de anticuerpos 1gG e IgM para Dengue, Zika y Chikungunya y el

antigeno NS1 para Dengue; casa comercial STANDARD Q®

e Se abrid la bolsa de aluminio y se comprobo la carencia de humedad en el

paquete con una coloracion amarilla de la silica gel.

e Se coloco los casetes en una superficie plana y nivelada.

i. Deteccion de 1gG e IgM para Dengue, Zika y Chikungunya

Se agregd 10 pL de suero o plasma en el apartado de muestra de cada
casete.

Se adiciond 90 uL de diluyente de ensayo en el pozo del diluyente de
cada casete.

Se dejo eluir la muestra de 15 a 30 minutos.

Se interpretdé como positivo la formacion de bandas de coloracion
violeta préximas a la zona marcada en cada casete para 1gG y/o IgM.

Se interpreté como negativo la ausencia completa de bandas violeta
préximas a la zona marcada en cada casete para IgG y/o IgM.

Se valido los resultados obtenidos con la formacion de una banda violeta

préxima a la zona marcada en cada casete para el control.

ii. Deteccion de antigeno NS1 para Dengue

Se agregd 100 pL de suero o plasma o en unico pozo del casete.

Se dejé eluir la muestra de 15 a 30 minutos.

Se interpretdé como positivo la formacion de bandas de coloracion
violeta proximas a la zona marcada en cada casete para NS1.

Se interpretd como negativo la ausencia completa de bandas violeta

proximas a la zona marcada en cada casete para NS1.
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e Se valido los resultados obtenidos con la formacion de una banda violeta

préxima a la zona marcada en cada casete para el control.

b. Ensayo de Inmunofluroscencia Indirecta (IFI) Mosaico 2 de fiebre por

arbovirus, para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM contra los virus del
Dengue, Zika y Chikungunya; casa comercial EUROIMMUN®.

i. Dilucion de las muestras

Se realizd la dilucién de las muestras para IgG con tampon de muestras en una
proporcion 1:10.

Se realizd dilucion de las muestras para IgM en proporcion 1:10 con
EUROSORB/Tween 20 al 2% (Agregar 20 uL de Tween 20 en 4,5 mL de
EUROSORB y mezclar).

ii. Incubacion

Se agreg6 30 uL de muestra diluida en cada pocillo de reaccion del soporte de
reactivos.

Se insertd el portaobjetos en el alojamiento del soporte de reactivos.

Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente (18°C a 25°C).

Se lavo el portaobjeto con un chorro de PBS-Tween e inmediatamente
después introducirlo en una cubeta con PBS-Tween por un tiempo de 5
minutos.

Se agreg6 25 pL de antisuero marcado en cada pocillo del soporte de reactivos
de lavado.

Se extrajo los portaobjetos de la cubeta uno a uno.

Se seco con una hoja de papel la parte posterior y el borde inferior.

Se introdujo el portaobjetos en los alojamientos del soporte de reactivos.

Se comprobo el contacto de las gotas.

Se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente (18°C a 25°C).
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e Se lavd el portaobjeto con un chorro de PBS-Tween e inmediatamente
después introducirlo inmediatamente en una cubeta con PBS-Tween por un
tiempo de 5 minutos.

e Se virtié un méaximo de 10 uL de medio de montaje sobre el cubreobjetos.

e Se retird el portaobjetos de la cubeta y secar la parte posterior y los cuatro
bordes con una hoja de papel.

e Se evaluo la fluorescencia mediante el microscopio en objetivo 20X a un filtro
de excitacion de 450 a 490 nm.

iii. Interpretacion de resultados

e Patron de fluorescencia (Reaccion positiva): Se observo tincién en el ndcleo
celular o el citoplasma de todas las células, indicando la presencia de
anticuerpos contra los componentes del nicleo celular, mitocondrias u otros
antigenos celulares.

e Virus del zika: Present6 una fluorescencia granular fina o gruesa de las células
infectadas, predominante en el citoplasma; algunas células presentaron un
patron de fluorescencia reticulado con una reactividad perinuclear densa.

e Virus del dengue: Presentd una florescencia granular fina o gruesa y cuerpos
de inclusion que contienen material virico, predominante en el citoplasma.

e Virus de chikungunya: Presentd un patron de homogéneo a granular en el
citoplasma y una fluorescencia acentuada en la membrana de las células

infectadas.

E. Recoleccion de datos

1. Obtencion de datos de la poblacion de interes
En conjunto con los miembros del Hospital regional de Cuilapa, Santa Rosa, se
realizd una convocatoria a la poblacion del departamento de Santa Rosa para
obtener datos epidemiol6gicos y obtener una muestra de sangre para realizar las

pruebas anteriormente mencionadas.
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2. Ficha epidemiologica
Los datos clinicos y antecedentes epidemiolédgicos se obtuvieron mediante un
cuestionario escrito que se le realiz6 a cada paciente incluido en el estudio. Del
cuestionario se obtuvo informacién de los signos, sintomas, estado de las
viviendas, antecedentes de la enfermedad y movilizacién a lugares endémicos

relacionados con las enfermedades en estudio.

F. Analisis estadistico

1. Seleccion de muestra
a. Tipo de estudio: Descriptivo transversal
b. Célculo de muestra: se calculé con un nivel de confianza del 95% con limite
de error del 3% por medio del programa Epi Dat 3.1.

c. Disefio de muestreo: Probabilistico.

2. Andlisis de datos
a. Metodo estadistico
Estadistica descriptiva, se utilizd6 la medida de frecuencia para observar la
presencia de anticuerpos de tipo IgG o IgM de los virus de dengue, zika y
chikungunya en pacientes de la poblacion en estudio, asi mismo se
determind la frecuencia de las variables socioecondémicas y sintomatologia

de los pacientes.

G. Aspectos éticos

1. Consentimiento informado
Se proporcioné a los pacientes un consentimiento informado en el que se indico
el propdsito de la investigacion, los beneficios que tendria al participar en la

investigacion, el procedimiento a realizar y los derechos que tiene como
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participante. La participacion en la investigacion fue voluntaria y los pacientes
pudieron retirarse en cualquier momento de la investigacion. La informacion
obtenida fue confidencial sin divulgar los datos personales y los resultados

obtenidos.
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VIl. RESULTADOS

En la presente investigacion se incluyeron 87 pacientes que residen en el Departamento de
Santa Rosa y presentaron un cuadro clinico sugestivo de dengue, zika o chikungunya, con
el objetivo de realizar el diagndstico de las tres infecciones virales.

En la Tabla 1 se resumen los datos demograficos de la poblacion del estudio, encontrandose
un predominio del sexo femenino (51.7%) sobre el masculino y una baja participacion de

pacientes menores de 15 afios (3.5%).

Tabla 1. Caracteristicas generales de pacientes del departamento de Santa Rosa con

sintomatologia sugestiva de infeccion viral (N=87).

Caracteristicas Frecuencia Porcentaje (%)

Sexo

Femenino 45 51.7

Masculino 42 48.3
Edad
0-15 3 35
16-25 15 17.2
26-35 20 22.9
36-45 18 20.7
46-60 19 21.8
61-90 12 13.8

Fuente: Datos experimentales

Los factores de riesgo relacionados a las tres enfermedades se describen en la Tabla 2. Un
total de 59 personas (67.8%) indico la presencia de agua estancada cerca de su domicilio.
De las 23 personas que viajaron fuera del departamento de Santa Rosa 13 (14.9%) se
movilizaron hacia la cuidad capital; 7 (8.1%) frecuentaron la region oriente del pais en los
departamentos de Chiquimula, Jalapa, Jutiapa y El Progreso. Dos personas (2.3%) viajaron
hacia Escuintla y una (1.2%) viajo a Petén. Cincuenta y dos personas (59.8%) mencionaron
el uso de barreras para evitar la picadura de zancudos, registrando el uso de pabell6n e

insecticida en iguales cantidades por 26 personas cada uno (29.9%).
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Veinticuatro pacientes (27.6%) mencionaron haber recibido un diagndstico clinico en el
pasado (hace meses o afios) para dengue, zika o chikungunya, de los cuales Unicamente 14

pacientes (16.1%) fueron diagnosticados mediante pruebas de laboratorio.

Tabla 2. Factores de riesgo asociados a dengue, zika y chikungunya presentes en la

poblacién analizada (N=87).

Factores Frecuencia Porcentaje (%)
Agua estancada
Si 59 67.8
No 28 32.2
Viajes fuera de Santa Rosa
Si 23 26.4
No 64 73.6
Picadura de zancudos
Si 71 81.6
No 16 18.4
Uso de barreras de proteccion
Si 52 59.8
No 35 40.2
Diagnostico clinico
Si 24 27.6
No 63 724

Fuente: Datos experimentales

Los resultados de deteccion de anticuerpos IgG contra dengue, zika y chikungunya por
inmunocromatografia indican que 70 pacientes (80.5%) fueron positivos para dengue, 61
para zika (70.1%) y 54 para chikungunya (62.1%), mientras que para IgM fue de cuatro
(4.6%), ocho (9.2%) y cinco (5.7%) respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Deteccién de anticuerpos por inmunocromatografia contra dengue, zika y
chikungunya en pacientes del departamento de Santa Rosa con sintomatologia sugestiva.

Prueba _ _IgGa (N=87) _ _ _IgMb (N=87) _
Positivo Negativo Positivo Negativo
Dengue 70 17 4 83
Zika 61 26 8 79
Chikungunya 54 33 5 82

2 Inmunoglobulina G; *: Inmunoglobulina M;
Fuente: Datos experimentales

Se considerd importante analizar las 87 muestras tanto por inmunocromatografia como por
IFI para lograr comparar la sensibilidad y especificidad de ambos métodos para detectar los
anticuerpos IgG e IgM (Tabla 4.). Se obtuvo un mayor namero de casos para IgG

detectados por IFI para las tres arbovirosis.

Tabla 4. Deteccion de anticuerpos contra dengue, zika y chikungunya por
inmunocromatografia e IFI en pacientes del departamento de Santa Rosa con

sintomatologia sugestiva.

Prueba - .IgGa (N=87) . - .IgMb (N=87) .
Positivo Negativo Positivo Negativo
Dengue
Inmunocromatografia 70 17 4 83
IFI° 79 8 11 76
Zika
Inmunocromatografia 61 26 8 79
IFI 69 18 13 74
Chikungunya
Inmunocromatografia 54 33 5 82
IFI 61 26 13 74

2 Inmunoglobulina G; ®: Inmunoglobulina M;

Fuente: Datos experimentales

La distribucion de casos por grupo etario para las tres enfermedades se muestra en la tabla

5. Ningun paciente presentd resultados positivos para las tres enfermedades en edades de
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los 0 a 15 afios. El grupo etario de 46 a 60 afios presenté mayor cantidad de casos en las
tres enfermedades, siendo 2 casos (2.30%) para dengue, 4 casos (4.60%) para zika y 4
casos (4.60%) para chikungunya. Los pacientes comprendidos en edades de 16 a 25
presentaron el menor nimero de casos para las tres enfermedades, siendo 3 casos (3.45%)

para dengue, ningln caso para zika y 2 casos (2.30%) para chikungunya.

Tabla 5. Distribucion de casos por grupo etario

Diagnoéstico de 1IgM? por IFIP

Edad Dengue Por(t(:)/eorg;caje Zika PorE:;(r:)taJe Chike Porg;:)taje
0-15 0 0 0 0 0 0
16-25 3 3.45 0 0 2 2.30
26-35 3 3.45 4 4.60 2 2.30
36-45 2 2.30 2 2.30 2 2.30
46-60 2 2.30 4 4.60 4 4.60
61-90 1 1.45 3 3.45 2 2.30

2 Inmunoglobulina M, : Inmunofluorescencia indirecta; ¢ Porcentaje; ¢: Chikungunya
Fuente: Datos experimentales

Con relacion a los sintomas y signos manifestados por pacientes del departamento de Santa
Rosa diagnosticados con infeccion activa de dengue, zika o chikungunya, se detect6 una

mayor frecuencia de dolor articular, dolor de cuerpo, dolor de cabeza, fiebre y escalofrios.

En las infecciones por dengue sintomas como nauseas, vomitos, diarrea, petequias o
equimosis, piel fria, tos y dolor abdominal tienen frecuencia baja, pero mas elevada que en
los dos virus restantes. En las infecciones por zika el dolor de cabeza y el dolor articular
fueron los sintomas presentados en el 100% de los casos. En cuanto a chikungunya los
dolores de cuerpo y de articulaciones mostraron la mayor frecuencia en un 92% de los
afectados seguido de los escalofrios en el 85%. Por aparte, algunos sintomas como fiebre,
sudoracion y dolor retro orbitario parecen ser compartidos en frecuencias similares entre los
tres virus; mientras que la erupcién cutanea, dolor de cuerpo, dolor articular y congestion

nasal tienen la misma frecuencia en dengue y chikungunya (Tabla 5).
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Por aparte algunos sintomas y signos propios de dengue grave como vomitos con sangre y

epistaxis y otros propios de zika como conjuntivitis, no se presentaron en ningun paciente

con resultado positivo para IgM de los tres virus.

Tabla 6. Frecuencia de sintomas/signos encontrados en pacientes con serologia positiva

IgM por IFI para dengue, zika y chikungunya.

Diagnostico IgM2 por IFIP

Sintomas/Signo  Dengue Porcentaje  Zika  Porcentaje  Chik® Porcentaje
(n=11) (%) (n=13) (%) (n=13)* (%)
Dolor articular 10 91 13 100 12 92
Dolor de cuerpo 10 91 10 77 12 92
Dolor de cabeza 10 91 13 100 10 77
Fiebre 9 82 11 85 10 77
Escalofrios 8 73 8 62 11 85
Sudoracion 8 73 9 69 9 69
Dolor retro orbitario 8 73 8 62 9 69
Dolor abdominal 9 82 4 31 9 69
Diarrea 7 64 5 38 7 54
Nausea 7 64 5 38 6 46
Congestion nasal 4 36 3 23 5 38
Piel fria 5 45 3 23 4 31
Erupcion cutanea 4 36 2 15 5 38
Tos 5 45 2 15 4 31
Petequias/Equimosis 5 45 0 0 2 15
Vémitos 4 36 2 15 1 8

2 Inmunoglobulina M; *: Inmunofluorescencia Indirecta; ¢ chikungunya.

Fuente: Datos experimentales

La prueba rapida (inmunocromatografia) mostré ser especifica para ambos anticuerpos

clasificando pacientes negativos con una certeza superior al 75% para anticuerpos tipo 1gG

y superior al 95% para anticuerpos de infeccion activa tipo IgM. El resultado de mayor
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correlacion fue un 100% de especificidad para 1gG en chikungunya, por aparte valores
similares fueron encontrados en la especificidad para IgM en dengue, zika y chikungunya.

La concordancia de los resultados entre los métodos, evaluada por el indice Kappa de
Cohen, fue moderada en dengue y zika y muy buena para chikungunya en el caso de la 19G;
sin embargo, se clasificO como mediana para dengue y zika e insignificante para

chikungunya en la IgM. (Anexo 9-15).

Tabla 7. Sensibilidad y especificidad del método de Inmunocromatrografia para dengue,

zika y chikungunya respecto al método de IFI.

Prueba Sensibilidad (%o) Especificidad (%0) Indice Kappa
Dengue
lgG? 87 88 0.50
IgMP 18 97 0.21
Zika
19G 83 78 0.52
IgM 31 95 0.30
Chikungunya
19G 88 100 0.82
IgM 15 96 0.15

2 Inmunoglobulina G; ®: Inmunoglobulina M.

Fuente: Datos experimentales

63



VIII. DISCUSION

El objetivo general del estudio fue establecer el diagnostico de dengue, zika y chikungunya
en pacientes del departamento de Santa Rosa. Se eligid esta poblacion debido al aumento
de nuevos casos de los tres virus en el oriente de la Republica reportados por el MSPAS en
el 2016.

En el reporte de la semana epidemioldgica nimero 48 del afio 2018, el MSPAS indica que
el virus del dengue es mas frecuente en edades de 1 a 14 afos, afectando en igual
proporcion a ambos sexos. El virus del zika se presenta en la mayoria de los casos en nifios
menores de un afio y en mujeres entre 15 y 39 afios. Por ultimo, los casos de chikungunya
son encontrados con mayor frecuencia entre edades de 15 y 49, teniendo las mujeres de 25

a 39 aflos mayor riesgo de contraer la infeccion (MSPAS, 2018).

En el presente estudio se seleccionaron 87 pacientes con sintomatologia sugestiva de estas
enfermedades y se les realizO una prueba de tamizaje por el método de
inmunocromatografia y la confirmacion de los resultados por el método de
inmunofluorescencia indirecta (IFI). La poblacion muestreada es equitativa en cuanto a
género y edad, a excepcidn del grupo etario de 0 a 15 afios, que corresponde al 3.5% de la
poblacion (Tabla 1).

Un estudio realizado por Fuller y colaboradores en 2017, menciona que la incidencia de
estas arbovirosis es mayor en comunidades con poco acceso a un suministro de agua
municipal. De igual forma mencionan que la cantidad de casos aumenta un mes después del
inicio de las lluvias caracteristicas de la época de invierno; lo que refleja la ecologia del
vector desarrollandose a través de larvas depositadas en remansos de agua. Estos datos
concuerdan con los hallazgos de este estudio, en donde el 67.8% de los afectados indico

que existen depodsitos de agua proximos a su vivienda por diversas causas, que van desde
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mala urbanizacion hasta la necesidad de recolectar el agua dentro de recipientes por un mal

abastecimiento (Tabla 2).

Ademas de la presencia de lluvia, se sugiere que la transmision de estos virus esta
relacionada a la cantidad de ingresos econémicos en la region, donde menores cantidades
de producto interno bruto per cépita predisponen a un mayor riesgo de contagio. Aunque
los ingresos devengados por cada habitante no influyan directamente en la transmision,
contribuyen en las interacciones entre los mosquitos, huésped y las actividades de
prevencion, por lo que personas con escasos recursos careceran de insecticidas, pabellones,
ventanas con doble marco, entre otras barreras protectoras, que podrian prevenir su

transmision (Gardner, 2018).

Los municipios del departamento de Santa Rosa cuentan con una poblacion
econdmicamente activa del 40%, sin embargo, los ingresos generados no cubren las
necesidades basicas de salud y educacion; ya que cuentan Unicamente con nivel primario,
debido posiblemente a la carencia de centros estudiantiles de nivel medio, diversificado,
centros de formacion técnica o a la interrupcion de los estudios que obedece a la necesidad
de empezar a trabajar a temprana edad (De Guate, 2018). La baja escolaridad y el nivel
socioeconémico de esta poblacion dificulta conocer y establecer las medidas eficaces de

control y prevencion necesarias para evitar la transmision de estas enfermedades.

Las encuestas indican que el 59.8% de los pacientes afirmé sobre el uso de barreras
protectoras, lo que indica que se dispone de implementos contra el contagio gracias a los
programas de prevencion. Sin embargo, la picadura por mosquitos continGa siendo

frecuente (81.6%), por lo que se hace necesario mejorar estas medidas (Tabla 2).

Los cuadros clinicos inespecificos presentados en las infecciones por dengue, zika y
chikungunya complican el diagnostico certero y es probable que por esta razén se encontrd
discrepancia entre la evaluacién médica y las pruebas seroldgicas realizadas. Ademas, los

sintomas y signos en las tres enfermedades son similares entre si no pudiendo diferenciar
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unicamente con el examen clinico. En los casos de zika solo el 25% presenta sintomas y

signos, haciendo ain mas dificil su deteccion (Ali, Wahid, Rafique & Idrees, 2017).

Es importante destacar que uUnicamente el 27.6% de los casos positivos en serologia
acudieron al médico para ser diagnosticados clinicamente (Tabla 2), por lo que se
recomienda relacionar la sintomatologia con pruebas de laboratorio para brindar un

diagnostico oportuno y preciso.

En la Tabla 3 se describen los resultados de anticuerpos IgG e IgM contra los tres virus por
el método de inmunocromatografia. Siendo el orden de seropositividad para IgM (sugestivo
de infeccion activa) zika, chikungunya y por ultimo dengue. Es importante notar el alto
numero de seropositividad para 1gG, que indica que un alto porcentaje de la poblacion ha
estado en algin momento en contacto con cualquiera de los tres virus, lo que refleja la

vulnerabilidad de la poblacion a estas infecciones.

Las muestras del estudio también se procesaron con la técnica de IFI, método utilizado en
salud publica para el diagnostico de estas enfermedades y recomendado por la OMS
(comunicacion personal Carmen Ozaeta, HGSJDD; OMS, 2016). Esta técnica no es el
estandar de oro para el diagnéstico (cultivo viral), pero tiene una alta sensibilidad y un
costo que permite utilizarla en paises en vias de desarrollo. EI método IFI demostrd la
presencia de mayor nimero de casos positivos para IgM e IgG en los tres virus, lo que

indica una mayor sensibilidad de deteccion.

La disminucién del nimero de casos IgM positivos (Tabla 3 y 4) comparado con los brotes
del 2016 se debe probablemente a los esfuerzos del MSPAS vy al area de Salud de Santa
Rosa que a traves del programa de vectores han buscado la eliminacion de criaderos,
nebulizaciones de viviendas y espacios silvestres, ademas de facilitar mosquiteros a los
habitantes (MSPAS, 2018).
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Cabe mencionar que de los 11 pacientes que dieron positivo IgM para dengue ninguno fue
positivo para la proteina estructural NS1; esto debido probablemente a que la sensibilidad
en la deteccion de esta proteina se ve afectada cuando la muestra es recolectada después de
cinco dias de iniciados los sintomas. Valdéz y colaboradores en 2012 indicaron que en los
primeros dias de sintomas los niveles de NS1 son altos y conforme transcurre el tiempo la
presencia de anticuerpos afectard la deteccion debido a la formacion de inmunocomplejos.

Resultados similares se encontraron en este estudio.

Como se describié en la Tabla 1, la menor proporcion de la poblacién del estudio esta
situada por debajo de los 15 afios (Unicamente 3 pacientes). La distribucion de los casos por
edad para los tres virus (Tabla 5) evidencian la seropositividad en cada grupo. Lo anterior
explica probablemente la nula cantidad de casos de dengue detectados, lo que no concuerda

con los datos reportados a nivel nacional.

Por aparte el reporte de un mayor nimero de casos de chikungunya en edades de 16 a 60
afios puede considerarse producto de subestimar el diagnostico en grupos vulnerables (en
este caso nifios y ancianos), que tienden a presentar sintomas atipicos como

manifestaciones dérmicas, miocarditis, afecciones oculares, etc. (Silva & Dermody, 2017).

La frecuencia con que aparecen los diferentes sintomas y signos en cada una de las
enfermedades se describe en la Tabla 6, siendo muy similares independientemente del virus
que cause la infeccién. Un estudio llevado a cabo en Per( por Sdnchez en 2018, menciona
que los sintomas y signos méas frecuentes son cefalea, mialgia, artralgia, dolor retro
orbitario, fiebre, acompafiado en algunos casos de voOmitos, naduseas y exantema

maculopapular.
La ausencia de dolor retro orbitario en los pacientes de nuestro estudio puede deberse a la

dificultad de expresar las molestias en el segmento posterior del globo ocular; siendo

confundido con cefalea.
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Los sintomas caracteristicos del dengue como petequias, equimosis y sangrado de encias
y/o nariz fueron infrecuentes, por lo que se sugiere evaluar en estudios posteriores su valor
predictivo positivo o en estudios con un mayor numero de casos de infeccion activa (Vega,
et. al., 2012).

Ya que la sintomatologia se asemeja en las tres arbovirosis, Ho y colaboradores en 2017
evalué la combinacion de sintomas y signos con resultados de laboratorio en individuos
sanos y enfermos para establecer los hallazgos mas caracteristicos en personas cursando
una de las infecciones virales en cuestion. Obteniendo que la combinacion de erupcién
cutanea y conjuntivitis presentd la mayor probabilidad para identificar una infeccion por el
virus del zika, mientras que la presencia combinada de fiebre, leucopenia y trombocitopenia
resultdé un buen factor predictivo para dengue. En el caso de chikungunya parece no haber
una combinacidn efectiva para su diagnostico, siendo caracteristica inicamente la presencia

de dolor articular intenso y muy debilitante.

Ademas, en los casos particulares en que existe sospecha de evolucion a dengue grave, el
hematocrito y el recuento de plaquetas son andlisis indispensables para obtener un
diagnéstico oportuno como postulan Ali y colaboradores en 2017. Esto debido a que la
espera de aparicién de los sintomas tiende a complicar el prondstico del paciente ya que la
evolucion del cuadro es repentina y deriva en poco tiempo en manifestaciones graves
propias de la extravasacion capilar del plasma, que se expresan en aumento significativo del
hematocrito y en coleccion de liquidos en cavidades serosas ocasionando derrame pleural,
ascitis y derrame pericardico que bajo desatencion pueden causar el sindrome de disfuncion
multiorganica y la muerte (MSPAS, 2014).

Es de notar que la alta frecuencia de sintomas articulares en la poblacion analizada puede
deberse a la infeccion cronica por chikungunya, ya que se encontr6 un alto porcentaje con
anticuerpos de memoria (IgG) circulantes para el virus (Tabla 3 y 4). Investigaciones

avalan que la inflamacién y rigidez articular, la tendinitis y/o tendosinovitis y la artralgia
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causada por la forma crénica de la enfermedad puede durar de meses a afios; siendo

recurrente y apareciendo de manera fluctuante (Hawman, 2013).

Al comparar Inmunocromatografia con IFI, se obtuvo para este primer método una buena
sensibilidad y especificidad para anticuerpos IgG con los tres virus, mientras que para
anticuerpos IgM se obtuvo Unicamente buena especificidad (Tabla 7). Burrido, Calleri,
Caramello y Ghisetti, 2016 realizaron una comparacion de la deteccion de anticuerpos IgM
contra chikungunya por inmunocromatografia utilizando IFI como método confirmatorio,
obteniendo una sensibilidad del 37.5% al no detectar satisfactoriamente los pacientes
positivos y una especificidad del 100% al distinguir pacientes sin la infeccion. Lo que
sugiere que la prueba de IFI logra detectar concentraciones reducidas de anticuerpos que la

inmunocromatografia no detecta.

Por aparte, Martinez, Quijano, Ruiz, Gomez y Centeno en 2009 realizaron un estudio
similar evaluando IgM contra dengue, comparando inmunocromatografia con IFI
obteniendo 76.1% Yy 75.8% de sensibilidad y especificidad respectivamente. Probablemente
el buen desempefio de la prueba répida pudo deberse a la reducida cantidad de casos de zika
en los afios en que se llevo a cabo el estudio por el equipo de Martinez, ya que la
propagacioén del virus en el continente americano fue hasta 2014 (Cucunuba, 2016). Existe
una discrepancia entre los estudios anteriores con base en los resultados, inclindndose

nuestros hallazgos hacia los presentados por Burrido y colaboradores.

Lo anterior muestra un rendimiento variable de las pruebas de diagnéstico rapido, donde
varios factores se ven involucrados. Aunque la reactividad de las pruebas generalmente se
incremente en pacientes con una infecciébn con mas de una semana de duracién por
aumento de los titulos de anticuerpos, las diferencias entre resultados dependeran mucho de
la epidemiologia, la severidad de la enfermedad, la edad de los pacientes, el estado
inmunoldgico y la variabilidad genética de los subtipos de virus circulantes que puede

complicar la deteccién de anticuerpos (Burrido, Calleri, Caramello & Ghisetti, 2016).
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Ademaés, una de las dificultades para el diagnostico de estas tres arbovirosis son los
reactivos utilizados en la fabricacion de las pruebas de inmunocromatografia que también
pueden influir en los resultados, por ejemplo el uso de anticuerpos policlonales podria
reducir la especificidad por su afinidad a multiepitopos, o el uso de anticuerpos
monoclonales reducen la sensibilidad al unirse exclusivamente a un epitopo del antigeno
(Labclinics, 2018).

Si el diagnostico serologico se realiza de manera aislada debe incluir dos muestras
recolectadas en una o dos semanas diferentes con el objetivo de demostrar la
seroconversion o el incremento de hasta cuatro veces el titulo de anticuerpos IgM; segun se
indica en el “Informe Anual de la Situacion de Enfermedades Transmisibles y no
Transmisibles” publicado por el MSPAS en el afio 2016, lo que distingue una infeccion
activa de anticuerpos remanentes producto de infecciones anteriores. Sin embargo, la
interpretacion seroldgica se complica aln mas en dengue y zika debido a reactividad
cruzada (MSPAS, 2016).

Por dicha razén, se recomienda el uso de métodos seroldgicos confiables acompafiados de
métodos viroldgicos como el RT-PCR para un diagnéstico mas certero, que cubra las
diferentes etapas de la enfermedad con su respectiva deteccion de inmunoglobulinas o

particulas virales.

Faingezicht y Avila, 2009 hablan sobre el inicio de la produccién de IgM contra dengue al
quinto dia de inicio de los sintomas. Alrededor del 93% de los pacientes desarrollan
anticuerpos IgM detectables entre los 6 y 10 dias desde el inicio de la enfermedad; mientras
que el 99% lo hacen entre los 10 y 20 dias. Es importante resaltar que los titulos de
anticuerpos en infeccion primaria son significativamente mayores que en infecciones
secundarias, aunque es frecuente obtener titulos elevados de estos anticuerpos en
reinfecciones. Ademas, el diagndstico serolégico de la enfermedad se complica porque IgM

puede persistir por mas de 90 dias en pacientes sin infeccion previa. Es normal encontrar
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titulos bajos de IgM (por debajo del limite de deteccion de la prueba rapida) en pacientes
que cursan por una reinfeccion (Gardner, 2018).

La sensibilidad y especificidad determinan mediante proporciones la efectividad de una
prueba para captar personas enfermas y excluir personas sanas, tomando como referencia el
estandar de oro o una técnica diagnostica de mayor certeza. Sin embargo, estas medidas
deben verificarse estadisticamente a través del indice Kappa que elimina el error aleatorio
(producto del azar) al evaluar la concordancia entre los resultados de muestras individuales
(Alvarez y Pérez, 2009).

En la Tabla 7 los valores Kappa de dengue y zika muestran ser bajos tanto para IgG como
para IgM a pesar de que los anticuerpos de memoria presentaron sensibilidad y
especificidad elevada en cada caso. Chikungunya presentd un alto grado de correlacion
para 1gG con 0.82, mientras la IgM fue de los indices més bajos con 0.15.

Los valores Kappa entre métodos en los distintos anticuerpos fueron expresados de manera
semicualitativa en varios niveles, segun la escala propuesta por Landis y Koch en 1977
(Anexo 15). Sin embargo, dichos términos pueden resultar ambiguos si no se cuenta con un
nivel de confianza que permita realizar una inferencia estadistica, ademéas que valores en
los limites inferiores presentaran falsamente una mayor concordancia al incluirse en una
categoria superior. Cerda y Villarroel, 2008 consideraron que 0.60 era el valor minimo
aceptable para un acuerdo, por lo que GUnicamente la IgG de chikungunya parece no guardar
diferencias significativas entre métodos, seguida de los indices de IgG para dengue y zika;
y los indices de IgM para todas las arbovirosis estudiadas cuyos resultados tienen una

concordancia menor y por ende son despreciables.

El MSPAS en 2016 aun no recomendaba el uso de ninguna prueba rapida para el
diagnostico de dengue, zika o chikungunya, lo que se sustenta con nuestros resultados al no
obtener correlacion en la deteccidn de IgM entre las pruebas de inmunocromatografia y un

método confirmatorio mas sensible y especifico. Sin embargo, nuestros hallazgos sugieren
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que la correlacion de 1gG es mayor para los tres virus, presentando la IgG de chikungunya
resultados equiparables a IFI, lo que abre las puertas a la investigacion de pruebas rapidas

como buenos indicadores epidemiologicos en la deteccidn de anticuerpos de memoria.
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IX. CONCLUSIONES

Se detectaron 11 casos de dengue (12.6%), 13 casos de zika (14.9%) y 13 casos de
Chikungunya (14.9%).

La presencia de 1gG e IgM, respectivamente fue del 80.5% y 4.6% paras dengue,
70.1% y 9.2% para zika, 62.1% y 5.7% para chikungunya mediante el método de

inmunocromatografia.

La frecuencia de los sintomas y signos manifestados en infecciones por dengue, zika
y chikungunya no fue especifica, presentando las tres virosis artralgias, dolor de
cuerpo, cefalea y fiebre en méas del 75% de los casos.

La comparacion del método de Inmunocromatografia con IFI en la deteccion de IgG
mostré una sensibilidad del 87% para dengue, 83% para zika y 88% para
Chikungunya; y una especificidad del 88%, 78% y 100% para los virus en el mismo

orden.

La comparacion del método de Inmunocromatografia con IFI en la deteccion de
IgM mostré una sensibilidad del 18% para dengue, 31% para zika y 15% para
chikungunya. Y una especificidad del 97%, 95% y 96% para los virus en el mismo

orden.
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X.  RECOMENDACIONES

Educar a la poblacion acerca de los sintomas y signos clinicos y el riesgo de los
virus del dengue, zika y chikungunya con el fin de que acudan tempranamente a la

red de servicios de salud para ser diagnosticados de manera correcta y oportuna.

Continuar con las medidas de control del vector en la comunidad, abordando
aspectos como el control de depdsitos de agua y uso de barreras protectoras, con el
objetivo de reducir las picaduras por zancudos y con ello la incidencia de

arbovirosis.

Implementar en posteriores estudios el diagndstico de dengue, zika y chikungunya
con metodologias moleculares y asi abarcar el periodo de tiempo total en que puede

diagnosticarse la enfermedad terminado el periodo de incubacion.

Complementar los hallazgos clinicos con pruebas de laboratorio en pacientes con
sospecha de infeccion primaria o recurrente por cualquiera de las arbovirosis

estudiadas para lograr un diagnostico certero.

Realizar las pruebas de hematocrito y el recuento de plaquetas a los pacientes
diagnosticados con infeccion activa  del dengue, con el fin de detectar
tempranamente la hemoconcentracién y la trombocitopenia caracteristicas del

dengue grave.

Utilizar la prueba rapida para la deteccion de anticuerpos de memoria 1gG contra
chikungunya como método alternativo a la IFI al presentar resultados equiparables y
de esta forma poder reducir costos en el presupuesto de estudios

seroepidemioldgicos.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Estructura del virus Dengue
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El virus del dengue presenta una forma esférica, su genoma se encuentra conformado por una
cadena sencilla de ARN de polaridad positiva. La nucleocapside se encuentra cubierta por una

bicapa de lipidos, la cual interacciona con una proteina transmembranal glicosilada, lugar donde

se encuentran las principales actividades bioldgicas del virus.

Fuente: Urribaren, T. (2017). Dengue y otras infecciones no hemorragicas: Fiebre Chikungunya,

Zika, Fiebre del Nilo Occidental y otros arbovirus. [Mensaje en un blog].
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Anexo 2. Estructura del virus Chikungunya
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El virus Chikungunya presenta una forma icosaédrica siendo su genoma un ARN de cadena
sencilla con sentido positivo; es un virus envuelto el cual presenta en su membrana glicoproteinas

E1y E2 que forman trimeros en su superficie.

Fuente: Ortega, E., Arellano, Z. y Barron, B. (2017). Chikungunya y Zika en América y México.
Mediagraphic, 6(2), 57-68.
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Anexo 3. Estructura del Virus Zika

Proteinas estructurales y no estructurales
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El virus del Zika presenta una forma esférica con envoltura, su genoma estd compuesto por ARN
de cadena sencilla y sentido positivo, su marco de lectura codifica para una poliproteina que da

lugar a proteinas estructurales y no estructurales.

Fuente: Ortega, E., Arellano, Z. y Barron, B. (2017). Chikungunya y Zika en América y México.
Mediagraphic, 6(2), 57-68.
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Anexo 4. Patron de IFI para el diagnostico de virus del Dengue.

DENV 1-4

Presenta una florescencia granular fina o gruesa y cuerpos de inclusion que contienen material

virico, predominante en el citoplasma.

Fuente: EUROIMMUN. (2017). Diagnostico seroldgico de infecciones por Zika virus.

Recuperado de: http://www.zika-diagnostics.com/fileadmin/zika/es/
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Anexo 5. Patron de IFI para el diagnostico de virus del Chikungunya.

CHIKV

Virus del Chikungunya: Presenta un patron de homogéneo a granular en el citoplasma y una

fluorescencia acentuada en la membrana de las células infectadas.

Fuente: EUROIMMUN. (2017). Diagnostico seroldgico de infecciones por Zika virus.

Recuperado de: http://www.zika-diagnostics.com/fileadmin/zika/es/
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Anexo 6. Patron de IFI para el diagnostico de virus del Zika.

ZIKV

Virus del Zika: Presenta una fluorescencia granular fina o gruesa de las células infectadas,
predominante en el citoplasma; algunas células presentan un patron de fluorescencia reticulado
con una reactividad perinuclear densa. El IFI BIOCHIP mosaico incluye células infectadas con
virus del Dengue (serotipos 1, 2, 3y 4); virus del Chikungunya y virus del Zika. Proporcionando

perfiles especificos y regiones para su diferenciacion.

Fuente: EUROIMMUN. (2017). Diagnostico seroldgico de infecciones por Zika virus.

Recuperado de: http://www.zika-diagnostics.com/fileadmin/zika/es/
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Anexo 7. Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD SAN CARLOS DE
GUATEMALA FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS Y FARMACIA ESCUELA DE
QUIMICA BIOLOGICA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE DENGUE, ZIKA Y CHIKUNGUNYA EN
PACIENTES DEL DEPARTAMENTO DE SANTA ROSA.

Como estudiantes e investigadores de la Universidad San Carlos de Guatemala nos
preocupamos por la situacion que actualmente presenta nuestro pais con respecto a las
infecciones causadas por el virus de Dengue, Zika y Chikungunya, por lo cual, solicitamos
su consentimiento para la participacion voluntaria en el desarrollo de la siguiente
investigacién, la cual tiene como objetivo realizar el diagndstico diferencial de las
enfermedades de Dengue, Zika y Chikungunya en pacientes del Departamento de Santa

Rosa.

Durante dicha investigacion se realizaran las siguientes actividades:
1. Realizacion de una ficha epidemiolégica con los datos del paciente.

2. Extraccion de muestra sanguinea (5 mililitros) para los andlisis respectivos.

Si usted desea participar en el estudio, conocera si ha sido infectado por alguno de los tres
virus en estudio (Dengue, Zika o Chikungunya). La investigacion no representa ningun
riesgo y usted se encuentra en plena libertad de retirar su participacion si asi lo desea. Usted
no recibird ninguna clase de compensacion ya sea economica o de cualquier otra indole por
su participacion y los exdmenes que se le realizaran no tendran ningin costo. Todo el
desarrollo de la investigacion sera estrictamente confidencial, por lo que su nombre no sera
utilizado o mencionado en ningun informe cuando el estudio sea publicado, por otra parte,
las muestras de sangre extraidas seran almacenadas pudiendo llegar a ser utilizadas para
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investigaciones futuras. Los resultados de los anélisis realizados le seran entregados de

forma confidencial.

ACEPTACION

Por este medio hago constar que fui informa (a) sobre la investigacion “Diagnostico Diferencial
de Dengue, Zika y Chikungunya en pacientes del Departamento de Santa Rosa”. Se me indico
que mi participacién es voluntaria y durante el desarrollo de la investigacion me realizaran una
encuesta (ficha epidemioldgica) para recolectar mis datos y se me extraerd una muestra
sanguinea de 5 mililitros. Me comunicaron que los exdmenes no tendran ningdn costo y los
resultados me los entregaran personalmente, siendo confidenciales para el informe de la
investigacion, por lo que solamente los responsables de la investigacion los conoceran. Ademas
de esto, me informaron que la muestra de sangre extraida quedara almacenada pudiendo ser
utilizada en investigaciones futuras de forma confidencia. Estoy consciente que puedo retirarme

de la investigacion en cualquier momento, sin que esto implique repercusiones para mi persona.

Por lo tanto:
Yo , con documento
personal de identificacion (DPI) ndmero ; de

afios, acepto participar en la investigacion y que se me extraiga una muestra de

sangre.

Fecha:

Firma (participante):
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Anexo 8. Ficha epidemioldgica

Universidad de San Carlos de Guatemala y

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia £ -
- - 7 - '
Escuela de Quimica Bioldgica S NS

FICHA EPIDEMIOLOGICA

Cddigo

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE DENGUE, ZIKA Y CHIKUNGUNYA EN
PACIENTES DEL DEPARTAMENTO DE SANTA ROSA.

1. DATOS DE IDENTIFICACION
Nombre Completo:
Género: F ] M [ Edad:
Direccion:

Teléfono:

2. DATOS CLINICOS

Signos y sintomas Sl NO

Fiebre

Escalofrios

Sudoracion

Dolor de cabeza

Dolor retro orbitario
Dolor de cuerpo

Dolor de articulaciones
Nausea

Vémitos

Diarrea

Piel fria

Erupciones cutaneas (Rash)
VVomito con sangre
Hemorragia nasal

Tos

Petequias 0 equimosis
Congestion nasal
Dolor abdominal

A. Paciente embarazada: si 0 Nold Noaplica [
Semanas de embarazo:

B. Dias desde la aparicion de los primeros sintomas:
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3. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

A. Presencia de remansos de agua 0 agua estancada en vivienda

Si[] No[]

B. ¢Durante los Gltimos 10 dias antes de su enfermedad viajé a otro lugar? Si (] No []

¢A Donde?
C. Hasido frecuentemente picado por zancudos Si[] Nol]
D. Utiliza algan tipo de barrera para evitar la picadura de zancudos sild Nold
¢Cual?:
4. Diagnésticos previos
A. Ha recibido diagndstico clinico de alguna de las enfermedades Si [] No []
B. Ha recibido diagndstico de laboratorio de alguna de las enfermedades  Si (1 No [

Resultado:
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Anexo 9. Tablas de contingencia de la deteccidn de anticuerpos tipo 1gG para dengue.

El céalculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (69) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (79). El céalculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el nUmero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (7) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (8).

IFI2
Inmunocromatografia

Positivos Negativos Total

Positivos 69 1 70
Negativos 10 7 17
Total 79 8 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales

Anexo 10. Tablas de contingencia de la deteccion anticuerpos tipo IgM para dengue.

El calculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (2) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (11). El céalculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el numero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (74) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (76).

IFI2

Inmunocromatografia __ :
Positivos Negativos Total

Positivos 2 2 4
Negativos 9 74 83
Total 11 76 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales
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Anexo 11. Tablas de contingencia de la deteccion anticuerpos tipo IgG para chikungunya.

El céalculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (54) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (61). El céalculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el numero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (26) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (26).

IFI2
Inmunocromatografia

Positivos Negativos Total

Positivos 54 0 54
Negativos 7 26 33
Total 61 26 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales

Anexo 12. Tablas de contingencia de la deteccion anticuerpos tipo IgM para chikungunya.

El célculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (2) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (13). El calculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el numero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (71) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (74).

IFI2

Inmunocromatografia _ :
Positivos Negativos Total

Positivos 2 3 5
Negativos 11 71 82
Total 13 74 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales.
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Anexo 13. Tablas de contingencia de la deteccion anticuerpos tipo IgG para zika.

El céalculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (57) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (69). El céalculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el numero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (14) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (18).

IFI2
Inmunocromatografia

Positivos Negativos Total

Positivos 57 4 61
Negativos 12 12 26
Total 69 18 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales

Anexo 14. Tablas de contingencia de la deteccion anticuerpos tipo IgM para zika.

El célculo de la sensibilidad corresponde al cociente entre el nimero de muestras con
concordancia positiva para ambos métodos (4) y el total de resultados positivos entre la
Inmunocromatrografia y la IFI (13). El calculo de la especificidad corresponde al cociente
entre el numero de muestras con concordancia negativa para ambos métodos (70) y el total

de resultados negativos entre la Inmunocromatrografia y la IFI (74).

IFI2

Inmunocromatografia _ :
Positivos Negativos Total

Positivos 4 4 8
Negativos 9 70 79
Total 13 74 87

& Inmunofluorescencia Indirecta

Fuente: Datos experimentales
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Anexo 15. Escala cualitativa de Landis y Koch para la clasificacion del indice Kappa

Valor de Kappa Fuerza de Concordancia
<0.00 Pobre/Sin acuerdo
0.00a0.20 Leve/Baja
0.21a0.40 Mediana/Aceptable
0.41a0.60 Moderada
0.61a0.80 Sustancial/Buena
0.81a1.00 Casi perfecta/Muy buena

Fuente: Landis, J. & Koch, G. (1977). The measurement of observer agreement for
categorical data. Biometrics (38) 1, 159-174.
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