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RESUMEN

El dengue constituye una de las enfermedades transmitidas por mosquitos mas
importante a nivel mundial. La enfermedad puede cursar con un cuadro asintomatico,
presentarse con un amplio rango de manifestaciones clinicas inespecificas o cierto
porcentaje puede derivar en casos graves. Este estudio observacional descriptivo de corte
transverso tuvo como objetivo determinar las caracteristicas clinicas, parametros
hematoldgicos y presencia de IgM en 92 pacientes que acudieron al IICS-UNA con sospecha
clinica de dengue en el periodo 2009 al 2013. Se utilizé el MAC-ELISA desarrollado en el
IICS-UNA, se registraron los datos clinicos-epidemioldgicos a través de una encuesta y se
determinaron los parametros hematoldgicos. Se obtuvieron resultados positivos para IgM en
51/92 (55%) pacientes y resultados negativos en 41/92 (45%). Las caracteristicas clinicas
mas frecuentes fueron: fiebre, cefalea, mialgias y artralgias. Entre los pacientes con IgM
positiva, 14/51 (27%) manifestaron dolores abdominales, 19/51 (37%) reportaron letargo o
postracion y 20/51 (39%) declararon tener nauseas y/o vomitos, 4/51 (8%) presentaron
leucopenia, 10/51 (20%) valores de hematocrito disminuido y 6/51 (12%) plaquetopenia.
Sélo 13/92 (14%) pacientes declararon haber cursado con la enfermedad anteriormente.
Del total de pacientes, 4/92 (4%) manifestaron haber presentado alguin tipo de hemorragia.
Los resultados obtenidos en el estudio refuerzan la importancia de integrar todos los
parametros posibles: deteccion de IgM, perfil hematoldgico y la clinica del paciente con
sospecha de dengue para brindar un mejor diagndstico. Asi también, es necesario resaltar
en cuanto a los signos de alarma para una intervencion rapida a fin de evitar
complicaciones.
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Clinical, hematological and serological profile in suspected
dengue patients at IICS-UNA, 2009-2013

ABSTRACT

Dengue is one of the most important mosquito-borne diseases worldwide. The disease
may present as asymptomatic, with a wide range of non-specific clinical manifestations or a
certain percentage can result in severe cases. This observational, descriptive, cross-
sectional study aimed to determine the clinical features, hematological parameters and the
presence of IgM in 92 patients who attended to IICS-UNA with clinical suspicion of dengue
from 2009 to 2013. The MAC-ELISA developed at IICS-UNA was used, clinical and
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epidemiological data were recorded through a survey and hematological parameters were
determined. Positive results for IgM in 51/92 (55%) patients were obtained and negative
results in 41/92 (45%). The most frequent clinical features were fever, headache, muscle
and joint pains. Among patients with positive IgM, 14/51 (27%) reported abdominal pain,
19/51 (37%) reported lethargy or prostration and 20/51 (39%) reported having nausea
and/or vomiting, 4/51(8%) had leucopenia, 10/51 (20%) decreased hematocrit values and
6/51 (12%) presented thrombocytopenia. Only 13/92 (14%) patients reported a previous
DENYV infection. Of the total, 4/92 (4%) presented some type of bleeding. The results of the
study reinforce the importance of integrating all possible parameters: IgM detection,
hematological and clinical profile of patients with suspected dengue to provide better
diagnosis. It is also necessary to emphasize warning signs for a quick intervention to avoid
complications.

Keywords: Dengue, symptoms, IgM, hematological profile.

INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad febril aguda considerada como la principal enfermedad viral
transmitida por artropodos en el mundo, estimandose 390 millones de casos por afio (1). Es
causada por el virus del dengue (DENV), el cual se divide en 4 tipos (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4) (2).

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae, esta familia es muy diversa e
incluye a virus que infectan tanto a artropodos como vertebrados. Miembros de esta familia
pueden infectar humanos y causar morbilidad severa y mortalidad, por lo que las epidemias
atribuidas a flavivirus contindian siendo un gran problema a nivel de salud publica alrededor
del mundo (3).

Las manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes infectados por cualquiera de
los cuatro tipos del virus del dengue, comprenden desde fiebre aguda indiferenciada hasta
condiciones mas severas como fiebre hemorragica y sindrome de shock, que pueden
ocasionar la muerte (4). La fiebre hemorragica se refiere a una vasculopatia caracterizada
por extravasacion a nivel capilar y desregulacion hematoldgica, que en casos severos puede
resultar en un shock hipovolémico que pone en riesgo la vida del paciente (5).

Los sintomas de la enfermedad no son suficientemente especificos para diferenciar el
dengue de otras enfermedades febriles agudas, especialmente en areas endémicas para
multiples enfermedades tropicales como chikungunya, malaria, fiebre amarilla, encefalitis
por el virus del Oeste del Nilo o por el virus de San Luis. Por ello, la identificacion de casos
ha tomado gran importancia en cuanto al diagndstico diferencial en infecciones causadas
por flavivirus durante la fase temprana sintomatica (6).

Las infecciones humanas por flavivirus provocan respuestas inmunitarias humorales que
resultan en la produccion de anticuerpos anti-virus especie especificos asi como anticuerpos
que reaccionan de manera cruzada con otros flavivirus (7,8). Esto dificulta el
serodiagndstico de las infecciones secundarias por flavivirus en areas donde co-circulan
multiples flavivirus, debido a la incapacidad para diferenciar los anticuerpos que causan
reaccidén cruzada (9).

En cuanto al diagnostico del dengue, los casos se confirman mediante la identificacion del
virus o por un aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos en muestras pareadas en
fase aguda y convaleciente. Diversos métodos han sido desarrollados para el diagndstico
laboratorial del dengue, incluyendo: aislamiento del virus mediante cultivo celular,
deteccion viral por inmunofluorescencia, deteccion de antigenos virales mediante pruebas
de ELISA, deteccion de anticuerpos anti-dengue a través de métodos de inhibicion de la
hemaglutinacion, prueba de fijacion de complemento, neutralizacidén o ELISA y la deteccion
de acidos nucleicos virales por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa previa
retrotranscripcion (RT-PCR) o esta reaccion en formato de tiempo real (10).

El diagnéstico del dengue a nivel global se basa principalmente en la detecciéon de
anticuerpos del tipo IgM anti-DENV y del antigeno viral NS1. A pesar de que la deteccién de
anticuerpos IgM por ELISA tiene ciertas limitaciones como las reacciones cruzadas, este
método es muy sdlido y sigue siendo ampliamente utilizado. Ademds, no precisa
equipamientos de alta complejidad por lo que puede ser llevado a cabo en la mayoria de los
laboratorios (11). De todas maneras, es ideal aplicar una combinacién de métodos para la
confirmacion de un caso, estableciéndose que para realizar favorablemente un diagndstico
de dengue se deben realizar varias pruebas o detectar varios parametros (12).
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Se considera que nuestro pais es endémico para esta enfermedad, registrandose
epidemias causadas frecuentemente por mas de un tipo de DENV de manera simultanea.
Segun los reportes de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) hasta la semana
epidemioldgica N°21 del 2016 se notificaron 115.255 casos probables de dengue en
Paraguay, de los cuales 2.491 se confirmaron por laboratorio, detectandose la circulacién de
DENV-1, DENV-3 y DENV-4 y se reportaron 16 muertes (13) .

El diagndstico oportuno y preciso del dengue es muy importante en primer lugar porque
es necesario para el correcto manejo del paciente al dirigir la atencién clinica hacia la
aparicion de sefales de alerta que indiquen un cuadro grave o la complicacién de un caso
gue amenaza la vida del paciente. Asi también, l|a deteccion de casos indices contribuye a
la intensificacion del control vectorial a fin de reducir la transmisién de la enfermedad. Por
altimo, un diagndstico correcto aporta con la provision de datos sobre la epidemiologia de la
enfermedad y la carga que ésta representa (5).

Debido a la importancia del dengue como un gran problema de salud publica y a la
necesidad de contar con diferentes parametros que apoyen al diagnéstico de la enfermedad,
se desarrolld este estudio con el objetivo de determinar las caracteristicas clinicas,
hematoldgicas y seroldgicas en pacientes con sospecha de dengue que acudieron al IICS-
UNA.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio observacional descriptivo de corte transverso con muestreo de casos
consecutivos, se incluyeron 92 pacientes que acudieron al IICS-UNA con sospecha clinica de
dengue en el periodo 2009 al 2013, con 5 dias o mas de iniciados los sintomas. Los
pacientes fueron derivados al laboratorio del IICS-UNA por profesionales médicos indicando
la realizacion de la prueba de IgM anti-virus del dengue. Se tomd una muestra de sangre de
la que se obtuvo el suero, que luego fue utilizado para las pruebas laboratoriales.

Ficha clinica epidemioldgica

Los pacientes fueron entrevistados y sus datos clinicos-epidemiolégicos fueron registrados
en la encuesta provista por el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social. Los datos
recolectados fueron: edad, sexo, procedencia, ademas, si presentaban o no algun signo o
sintoma y el tiempo de duracion de los mismos: fiebre, cefalea, dolor retro-ocular, mialgia,
artralgia, postracion, exantema, petequias, dolor abdominal, hemorragias diversas,
sudoracion, si fueron hospitalizados, si padecieron de dengue anteriormente y si contaban
con la vacuna contra la fiebre amarilla.

Prueba ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA)

Las muestras de suero de los pacientes fueron analizadas mediante el MAC-ELISA (de las
siglas en inglés, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas para captura de anticuerpos
IgM) desarrollado en el IICS-UNA. Las placas de poliestireno (Thermo Fisher Scientific,
EEUU) fueron sensibilizadas con anticuerpos de cabra anti-IgM humana (Sigma-Aldrich,
EEUU) diluidos en tampon fosfato pH 9,5, mediante incubacién a 4°C durante toda la noche.
Posteriormente fueron sometidas a un proceso de saturacion (tampdn carbonato pH 9,5 4%
de leche descremada) y post-saturacion (tampon fosfato pH 7,4 0,1% de leche
descremada). Las muestras de pacientes diluidas (1:50 en tampodn fosfato pH 7,4) fueron
incubadas en las placas sensibilizadas por una hora a 37°C en camara humeda. Sueros
controles de IgM positivos y negativos para dengue fueron incubados en las mismas
condiciones que las muestras. Luego de cinco lavados con PBS-Tween 20, se afiadio el
antigeno de dengue (pool/ de los cuatro tipos de DENV, Instituto Pedro Kouri, Cuba) y se
incubd por 18 horas a 4°C en camara humeda. Fueron realizados cinco lavados con tampoén
PBS-Tween 20 y fue agregado el anticuerpo anti-DENV conjugado con peroxidasa
(producido en el Dpto. de Produccion del IICS), se incubd una hora a 37°C en camara
himeda y se lavé nuevamente siete veces con tampdén PBS-Tween 20. Para el revelado de
la reaccion se adiciond el sustrato: ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic)
diammonium salt. Sigma-Aldrich, EEUU) se incubé a 37°C por 15 minutos en cdmara
himeda. La lectura a 405nm de las densidades opticas se realizd mediante un lector de
ELISA (BioRad 550, Japon).

Parametros hematolégicos
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Mediante el analizador automatico para hematologia (Mindray BC-3600, China) se
determinaron los siguientes parametros hematoldgicos: hematocrito, hemoglobina,
recuento de globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas, volumen corpuscular medio,
hemoglobina corpuscular media, concentracién de hemoglobina corpuscular media. La
férmula leucocitaria fue analizada mediante microscopia por un profesional calificado y la
velocidad de sedimentacién globular o eritrosedimentacion fue determinada por el método
de Wintrobe.

Consideraciones éticas

Se respeté la confidencialidad de los pacientes por medio de la codificacion de las
muestras. Se solicitd el consentimiento de los pacientes para ser incluidos en el estudio y
que sus muestras de suero formen parte de la seroteca del Departamento de Produccién.

Analisis estadisticos

Los datos recolectados en la encuesta, los resultados de los parametros hematoldgicos y
de la prueba de deteccion de IgM anti-dengue fueron registrados en una planilla del
programa Microsoft® Excel® versiéon 14. Luego los datos fueron analizados mediante el
programa Epi Info™ versién 7.

RESULTADOS

Del total de 92 pacientes incluidos en el estudio, 52 (57%) correspondieron a personas
del sexo femenino. La media de la edad fue de 39 afios con un rango de 10 meses a 83
afos.

En cuanto a los dias de evolucién de la enfermedad de los pacientes, se observé un rango
de 5 a 19 dias entre el inicio de los sintomas y la toma de muestra, con un promedio de 8
dias.

Se obtuvieron resultados positivos para IgM anti-dengue en 51/92 (55%) pacientes y
resultados negativos en 41/92 (45%) pacientes.

Entre los pacientes con resultados positivos para IgM, 20/51 (39%) se encontraban
pacientes con 8 a 10 dias de evolucion de la enfermedad, 16/51 (31%) con 5 a 7 dias de
evolucion y 14/51 (27%) con 11 o mas dias de iniciados los sintomas de la enfermedad.

Las caracteristicas clinicas presentadas por los pacientes se describen en la tabla 1. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes observadas en pacientes con serologia positiva
fueron: fiebre (86%), cefalea (80%), mialgia (67%) y artralgia (55%). Ningun signo o
sintoma se repitid en la totalidad de los pacientes con serologia positiva para dengue.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes segln resultados de |la deteccidon de IgM
mediante el método de ELISA de captura.

IgM anti-DENV (MAC ELISA)

Caracteristicas

clinicas Positivo N=51 (%) Negativo N=41 (%).
Fiebre 44 (86) 36 (88)
Cefalea 41 (80) 29 (71)
Mialgias 34 (67) 22 (54)
Artralgias 28 (55) 19 (46)
Dolor retro-ocular 27 (53) 14 (34)
Nauseas/Voémitos 25 (49) 13 (32)
Petequias 24 (47) 12 (29)
Postracién 22 (43) 9 (22)
Dolor abdominal 18 (35) 5(12)
Sudoracion 10 (20) 9 (22)
Exantema 5 (10) 3(7)
Hospitalizacidon 5(10) 2 (5)
Hemorragias 24 2 (5
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Del total de pacientes, 4/92 (4%) manifestaron haber presentado algun tipo de
hemorragia, se obtuvieron resultados positivos para IgM anti dengue para dos de estos
pacientes. Entre los pacientes con serologia positiva, 18/51 (35%) manifestaron dolores
abdominales, 22/51 (43%) reportaron letargo o postracién y 22/51 (49%) declararon tener
nauseas y/o vomitos. Cabe destacar que ninguno de estos pacientes habia sido
hospitalizado hasta el momento de la toma de muestra para el presente estudio.

Entre los pacientes con resultados positivos de IgM, 5/51(10%) requirieron
hospitalizacién. Estos pacientes manifestaron artralgias, nduseas y/o vomitos. Cuatro de
ellos presentaron dolor abdominal, fiebre y mialgias. Ninguno manifesté haber cursado con
la enfermedad anteriormente.

En cuanto al perfil hematoldgico de los pacientes con serologia positiva para dengue, 4/51
(8%) presentaron leucopenia y un paciente presentod leucocitosis; se observaron valores de
hematocrito disminuidos en 10/51 (20%) casos y en 6/51 (12%) pacientes se registrd
plaquetopenia. Entre los pacientes con serologia negativa para IgM anti-dengue, 5/41
(12%) presentaron valores de hematocrito disminuido y 2/41 (5%) pacientes presentaron
leucopenia.

Sélo 13/92 (14%) pacientes declararon haber cursado con la enfermedad anteriormente.
Entre los pacientes con resultados negativos para IgM, 5/41(12%) manifestaron haber
adquirido la infeccion en otra oportunidad.

DISCUSION

La presentacion clinica de la infeccidn por el virus del dengue es inespecifica, tipicamente
los cuadros de dengue se caracterizan por fiebre alta, fuerte dolor de cabeza, mialgia,
artralgia, dolor retro-orbital y erupcion maculopapular. Algunos pacientes presentan
petequias, hematomas o trombocitopenia (2). En este estudio se observé una amplia gama
de signos y sintomas presentados por los pacientes con sospecha de dengue. No se reporto
ninguna manifestacion clinica que se repita en todos los pacientes con resultados positivos
para IgM.

Ademas de la fiebre, las manifestaciones clinicas mas frecuentes presentadas por los
pacientes con IgM positiva para dengue fueron cefalea, mialgia y artralgia, estos resultados
concuerdan con los reportados en un estudio descriptivo de la epidemia ocurrida 2011 en
Amazonas, Brasil, llevado a cabo por Martins VACA y colaboradores (col.) en 260 pacientes
(14). Un estudio realizado por Anand y col. en 94 pacientes con serologia positiva para
dengue provenientes de India, sefiald otros signos y sintomas mas frecuentes como
vomitos, dolor de cabeza y exantema (15). Por otro lado Gianella y col. reportaron que los
signos y sintomas mas frecuentes en una poblacién boliviana con resultados positivos para
IgM anti-dengue (N=66) fueron exantema, hemorragias y cefalea (16).

La presencia de signos de alarma tales como vomitos persistentes, dolor abdominal,
letargo, inquietud o irritabilidad y oliguria son importantes para una adecuada intervencion
clinica, a fin de evitar el estado de shock (17). En este estudio se registraron varios casos
con signos de alarma sin embargo, no fueron hospitalizados. Se ha descripto en la literatura
que las infecciones subsecuentes con diferentes tipos del virus pueden aumentar el riesgo
de desarrollar casos graves, con sindromes hemorragicos o shock (18-21). Debido a las
constantes epidemias y a la circulacion de varios tipos de DENV en nuestro pais, esta
situacion debe tenerse en cuenta a fin de concientizar a la poblacion para estar atentos ante
la aparicion de sefiales de alerta y asi acudir a los centros de atencion médica para un
correcto manejo del caso.

Se tuvo en cuenta como criterio de inclusién que los pacientes debian tener por lo menos
con 5 dias de iniciados los sintomas de la enfermedad a fin de evitar probables resultados
falsos negativos, debido a que se ha descripto que en infecciones primarias la IgM se
detecta con frecuencia a partir del quinto dia, sin embargo, el momento de la aparicion de
anticuerpos IgM varia considerablemente entre individuos (17,22). En el presente trabajo se
obtuvieron resultados positivos para IgM anti-dengue en 51/92 (55%) pacientes,
mostrandose una leve diferencia con un estudio similar en India realizado por Anand y col.
en el cual observaron resultados positivos en 45/94 (48%) (15). Si bien son poblaciones
distintas, la pequefia diferencia podria deberse a que en el mencionado estudio incluyeron
ademas pacientes con menos de 5 dias de iniciados los sintomas, por lo que en estos
pacientes los niveles de IgM pudieron haber sido muy bajos y por ello indetectables.

La mayoria de los pacientes con resultados positivos para IgM, 20/51 (39%), se
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encontraba con 8 a 10 dias de evolucion de la enfermedad. En el estudio de Chen y col.
observaron que la sensibilidad de la IgM como marcador diagndstico era baja en los
primeros cuatro dias de evolucion de la enfermedad, pero aumentaba rapidamente de
65,4% (dia 5) hasta 88,9% (>7 dias) (23).

Los titulos de anticuerpos IgM en infecciones primarias son significativamente mayores
que en las secundarias; en las primarias, la IgM puede persistir por mas de 90 dias, aunque
en la mayoria de los pacientes disminuye y ya no se puede detectar alrededor de los 60 dias
de la infeccion (17). Por otro lado, en infecciones secundarias los titulos de IgM suelen ser
muy bajos, pudiendo incluso ser indetectables (4,11). Esta situacion se presenta como una
desventaja para el diagndstico en nuestro pais, debido a que la mayoria de la poblaciéon
estuvo expuesta a varias epidemias causadas por el virus, por lo que se esperaria una
mayor frecuencia de infecciones secundarias. Si bien sélo el 12% de los pacientes con
resultados negativos para IgM manifestd haber cursado con la enfermedad anteriormente,
muchas infecciones pueden pasar desapercibidas, esto podria explicar en parte la alta
proporcion de resultados negativos obtenidos en este estudio. En cuanto a las infecciones
inaparentes, estudios poblacionales sugieren que las infecciones asintomaticas son el
principal resultado de la exposicién al virus del dengue (24). Este hecho refuerza la idea de
un enfoque global para el diagnéstico definitivo apoyandose en todas las herramientas
posibles.

El seguimiento del paciente a nivel de parametros hematoldgicos es fundamental debido a
que la hemostasia anormal y la extravasacion de plasma constituyen las principales
caracteristicas fisiopatoldgicas de los casos graves con complicaciones hemorragicas. Asi
también la plaquetopenia y el aumento del hematocrito son hallazgos que podrian alertar
acerca del estado de shock del paciente (17). En el estudio se observaron valores
anormales de los parametros hematoldgicos en muy pocos pacientes, esto podria deberse a
que la mayoria ya se encontraban fuera de la fase aguda de la enfermedad.

La determinacién de los niveles de plaquetas es de suma importancia como posible
predictor de hemorragias (25). Gianella y col. destacaron que su hallazgo mas Illamativo fue
la observacion de trombocitopenia leve (p=0,01) registrada en pacientes con IgM positiva
que se encontraban en la fase aguda de la enfermedad, es decir en los primeros 5 dias de
iniciados los sintomas (16). Si bien en el presente estudio se registré plaquetopenia sélo en
el 12% de los pacientes con IgM positiva, varios estudios realizados en pacientes en fase
aguda de la enfermedad, describieron niveles disminuidos de plaquetas, como ser el estudio
de Butt y col. en el cual registraron plaquetopenia en el 100% (104/104) de la poblacion de
estudio, asi también Makroo y col. observaron niveles de plaquetas disminuidos en el 85%
(191/225) y Rashmi y col. en un 80% (80/100) (25-27).

Se observd que el 8% de los pacientes con serologia positiva para dengue presentd
leucopenia, una frecuencia mas baja que la publicada por Meena y col. que fue del 51%
(N=100) en pacientes con IgM positiva (28). La diferencia podria deberse a que en el
mencionado trabajo se incluyeron pacientes admitidos a un Hospital de atencidon terciaria,
en cambio el presente estudio abarcé una poblacion de pacientes ambulatorios.

Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan la importancia de integrar todos los
parametros posibles, combinando la deteccion de IgM especifica, el perfil hematoldgico y la
clinica del paciente con sospecha de dengue para poder brindar un mejor diagnostico. Asi
también se destaca la importancia de concienciar en cuanto a los signos de alarma para la
intervencion rapida y atencion adecuada al paciente a fin de evitar complicaciones.
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