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RESUMEN

El presente estudio estuvo orientado a resolver el siguiente problema
de investigacion: ¢ Cual es la prevalencia del Dengue utilizando pruebas
rapidas en pacientes que acuden al laboratorio de Emergencia del

Hospital lll lquitos Essalud de Enero a Diciembre del 20207

El objetivo de Investigacion fue: Determinar la prevalencia del
Dengue utilizando pruebas rapidas en pacientes que acuden al laboratorio
de Emergencia del Hospital Il Iquitos Essalud de Enero a Diciembre del
2020.

Material y métodos: La presente investigacion es de tipo
cuantitativo y retrospectivo, con disefio no experimental, descriptivo. Se
trabajo con una muestra de 344 pacientes que se hicieron la prueba de
deteccion del Dengue DuUo en el laboratorio de emergencia en el Hospital
Il lquitos EsSalud desde Enero a Diciembre del 2020.

Resultados: Dengue DuUo que acudieron al Hospital Il Iquitos
EsSalud 2020, 153 (44.48%) fueron pacientes Dengue positivos, La
mayor frecuencia por sexo fueron hombres con 89 (58.17%) y con menor
frecuencia fueron mujeres 64 (41.83%), segun edad fue de 21 a 31 afios

con 54 (35.29%) y segun la procedencia con 81 (52.94%) en zona rural.

Conclusiones: Las pruebas rapidas son utiles en el diagnéstico de
Dengue, en los establecimientos del primer nivel de atencion, se debe
implementar el uso regular de las pruebas rapidas para ayudar al
diagnostico presuntivo y que el médico tratante tome acciones para su
tratamiento y asi ayudar a cortar transmision y controlar brotes en forma

oportuna.

Palabras Claves: Dengue y inmunocromatografia.

10



ABSTRACT

This study was aimed at solving the following research problem:
What is the prevalence of Dengue using rapid tests in patients who attend
the Emergency laboratory of Hospital 1l Iquitos Essalud from January to
December 20207

The research objective was: To determine the prevalence of
Dengue using rapid tests in patients who attend the Emergency

Laboratory of Hospital lll Iquitos Essalud from January to December 2020.

Material and methods: This research is quantitative and
retrospective, with a non-experimental, descriptive design. We worked with

a sample of 344 patients who were tested for Dengue Duo in the

emergency laboratory at Hospital Il Iquitos EsSalud from January to
December 2020.
Results: Dengue Duo patients who attended Hospital Il Iquitos

EsSalud 2020, 153 (44.48%) were Dengue positive patients, the highest
frequency by sex were men with 89 (58.17%) and less frequently were
women 64 (41.83%), according to age was 21 to 31 years with 54
(35.29%) and according to the origin with 81 (52.94%) in rural areas.

Conclusions: Rapid tests are useful in the diagnosis of Dengue, in
the establishments of the first level of care, the regular use of rapid tests
should be implemented to help the presumptive diagnosis and that the
treating physician take actions for its treatment and thus help to cut

transmission and control outbreaks in a timely manner.

Key Words: Dengue and immunochromatography.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes del estudio

1.1.1 A nivel internacional

Keila Corpordn en Taiwan en el 2017, en su tesis
“Incidencia de pacientes diagnosticados con dengue en el Hospital
Taiwan 19 de Marzo, durante enero- diciembre 2017” concluye: Se
realiz6 un estudio, descriptivo, retrospectivo de corte transversal
sobre la incidencia de pacientes diagnosticados con dengue en el
Hospital Regional Universitario Taiwan 19 de marzo, Azua en el
Periodo, Enero- Diciembre 2017. El universo estuvo constituido por
todas las pacientes con sintomas y diagnéstico del dengue. La
muestra estuvo constituida por todos los pacientes internos y
externos que se les diagnostico dengue en el departamento de
epidemiologia. La edad mas afectada correspondié a los nifios de
9-12 afos con 34.4 por ciento. El sexo mas predominante de los
pacientes fue el masculino con un 51.2 por ciento. La mayoria de
los pacientes procedian la zona rural del pais con un 72.7 por
ciento, lo que debe llamar la atencién de las autoridades ya se ha
visto fuertemente afectada por esta enfermedad la cual puede ser
prevenible con las medidas necesarias y la orientacién la
ciudadania. Todos los pacientes del estudio presentaron fiebre con
un 100.0 por ciento, en lo referente a las manifestaciones clinicas
al momento del ingreso al Hospital. De los pacientes con incidencia
de dengue el 71.1 por ciento fue ingresado con diagnéstico de
probable dengue sin signos de alarma. El 99.6 por ciento de los
pacientes ingresado al Hospital Taiwan 19 marzo, Azua no
presento complicaciones. Sobre el tratamiento en lo relativo al
manejo instaurado en cada paciente consisti6 en hidratacion
endovenosa (E.V) y acetaminofén con un 100.0 por ciento.
Basandonos a la estancia hospitalaria los pacientes con mayor
estada fueron de 0-2 dias con un 48.2 por ciento. La condicion al

egreso fue el alta con un 100.0 por ciento. (1)
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Anney Veladsquez en Meéxico en el 2017, en su tesis
“Identificacion del antigeno NS1 y anticuerpo IgM para virus del
dengue en estudiantes de Nivel Superior de la UAEMéx”. En el
andlisis de detecciéon del Antigeno NS1 las 60 muestras
procesadas mediante ELISA fueron negativas; el 35.3% de las 68
muestras analizadas para la deteccion de IgM resultaron positivas.
Las cifras muestran que del grupo de personas positivas a la IgM,
al menos el 83.3% presenta rash/erupcién, el 8.3% ademas de
sentir rash/erupciéon también presenta petequias y finalmente el
8.4% restante presenta cefalea, fiebre y rash/erupcién, el 58.4% se

traslada al sur de la Republica Mexicana. (3)

Daniela Gil y Col. en Guatemala en el 2020, en su tesis
“Diagnostico de Dengue, Zika y Chikungunya, en pacientes del
departamento de Santa Rosa”. Mediante el analisis serologico se
detect6 la presencia de anticuerpos de tipo IgG 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 usé el
cultivo viral, que es el estandar de oro, no se pudo establecer el
diagnéstico definitivo. Por aparte se realiz6 una comparaciéon de la
inmunocromatografia con la IFI en la deteccion de IgG que resultd
en 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. De forma similar la comparacion de los
mismos métodos, en este caso para la deteccién de IgM, resulté en

una sensibilidad del 18% para dengue, 31% para zika y 15% para
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Chikungunya. Y wuna 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 IgG 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 IgG 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 clasificd

como despreciable. (4)

1.1.2 A nivel nacional

Dora Valencia en Lambayeque en el 2015 en su
investigacion “Sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de
dengue de la prueba rapida SD Bioline Dengue Duo en
comparacion con el Test de Elisa. Lambayeque. Agosto 2012-
agosto 2013” concluye se realizd un estudio descriptivo vy
transversal con el objetivo de determinar la sensibilidad y
especificidad para el diagnéstico de dengue de la prueba rapida SD
Bioline Dengue DuUo en comparacion con el Test de Elisa.
Lambayeque. Agosto 2012-Agosto 2013. Se examinaron vy
seleccionaron 260 sueros de pacientes sospechosos de dengue,
estos fueron recibidos en el Area de Metaxenicas de la Gerencia
Regional de Salud (GERESA), En el estudio serolégico se observo
una diferencia de 10 sueros positivos de la prueba rapida SD
Bioline en comparacion con Test de Elisa, se obtuvo un porcentaje
de 88,5 % en cuanto a la sensibilidad y un 94,5 % para la

especificidad de la prueba rapida SD Bioline. (5)

Alexis Rodriguez en Piura en el 2017, en su tesis
“Validacion comparada de la prueba rapida SD bioline dengue duo
con el método Gold Standar (PCR-tiempo real), para el diagnéstico

de dengue en fase febril en muestras procedentes de la Region La
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Libertad 2017” concluye: Los resultados obtenidos de pruebas
rapidas SD Bioline Dengue Duo con el método Gold Standar (PCR-
Tiempo Real), para el diagndstico de Dengue en fase febril en
muestras procedentes de la Regién La Libertad 2017. Es necesario
contar en los establecimientos de primer nivel de atencién, con un
método de diagnéstico que brinde confiabilidad en los resultados y
permita tomar decisiones de manera oportuna de control vectorial y
clinico. Para medir el nivel de confiabilidad se usaron 187 muestras
en fase febril (1 a 5 dias de inicio de enfermedad), a las cuales se
les proces6 PCR tiempo real, y prueba rapida SD Bioline Dengue
DlUo obteniéndose el siguiente resultado: 44% positivo (82
muestras) y 56% negativos (105 muestras) para diagnéstico
molecular; y 40.6% positivo (76 muestras) y 59.4% negativas (111
muestras) para diagnostico inmunocromatografico. La sensibilidad
de las pruebas rapidas es de 85.4%(VPP: 92.1%), demostrando
que del total de resultados positivos en la prueba rapida, la
probabilidad que sea verdaderamente positivo es 92.1%, la
especificidad es de 94.3%(VPN: 89.2%) demuestra que del total de
resultados negativos en la prueba rapida, la probabilidad de ser

verdaderamente negativo es 89.2%. (6)

Carlos Palomares y col. En Huanuco en el 2019 en su
investigacion “Diagnéstico de dengue en una zona endémica del
Per(: caracteristicas clinicas y frecuencias positivas por RT-PCR y
serologia para NS1, IgM e IgG”. Métodos: Un total de 268 muestras
de suero de pacientes en Huanuco, Peru con una enfermedad febril
aguda fueron evaluadas para la presencia del virus del dengue
(DENV) a través de RT-PCR y ELISA NS1, IgM e IgG durante
diciembre de 2015 y marzo de 2016. Resultados: Se detecté DENV
en el 25% de las muestras mediante RT-PCR, el 19% de las
muestras mediante ELISA de antigeno NS1 y el 10,5% de las
muestras mediante ELISA de IgM. Se detectd6 DENV IgG en el

15,7% de las muestras mediante ELISA.
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Los sintomas mas frecuentes asociados con la fiebre en
todos los grupos fueron dolor de cabeza, mialgia y artralgia, sin
diferencias significativas entre los cuatro meétodos de prueba.
Conclusiones: En este estudio, se identifico DENV en hasta el 25%
de las muestras utilizando el método estandar de laboratorio.
Ademas, se estableci6 una correlacion entre la frecuencia de
resultados positivos y las pruebas serologicas que determinan NS1,
IgM e IgG. Existe una creciente necesidad de pruebas en el lugar

de atencidn para fortalecer la vigilancia epidemiologica en Peru. (7)

1.1.3 A nivel local

No hay estudios relacionados al uso de pruebas rapidas de
dengue.

1.2. Bases tedricas

1.2.1 Dengue:

Es una enfermedad viral aguda, endémo-epidémica, Se
transmite por la picadura de zancudos hembras del género Aedes y
principalmente el Aedes aegypti. Actualmente constituye Ila
arbovirosis mas importante a nivel mundial en términos de
morbilidad, mortalidad e impacto econémico. Su habitad es el clima
tropical, esta enfermedad tiene un amplio espectro de
manifestaciones desde procesos asintomaticos hasta graves; de
esta manera se definen diversas formas clinicas: dengue sin signos

de alarma, con signos de alarma y dengue grave.(8)

1.2.1.1 Etiologia:

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae y
género Flavivirus, mide aprox. 40 — 50 mm, posee una simple
cadena de RNA, se pueden distinguir cuatro serotipos: DEN-1,
DEN-2, DEN-3y DEN-4.(8)

16



El mosquito conocido como Aedes aegypti (Linneus 1762) es
el causante de transmitir el dengue y en menor medida el Aedes
albopictus. El mosquito vector (Aedes aegypti) es un artropodo que
transfiere un agente de una fuente de infeccion a un huésped

susceptible. (8)

A una temperatura inferior a 4°C o superior a los 40°C
generalmente no sobreviven. El Aedes aegypti en condiciones
naturales sobrevive un promedio de entre 15 y 30 dias, su ciclo

para poner huevecillos es de aproximadamente cada tres dias.

El Bidlogo Enrique Mamani, refiere que, en la ciudad de
Tailandia, se present6 el primer caso del virus del dengue serotipo
5 (DENV-5). El afio 1990 se introdujo el virus dengue serotipo 1
(DENV-1) a partir de la ciudad de Iquitos, en 1995 se introdujo la
cepa americana serotipo 2 (DENV-2), en el afio 2001 el virus
dengue serotipo 3 (DENV-3) y en el afio 2008 el virus dengue
serotipo 4 (DENV-4) (8)
1.2.1.2 Epidemiologia:

El serotipo del virus del dengue tipo 3 (DEN 3) se aislé en
los afios 1963 y 1964 en una epidemia que ocurrié en la region del
Caribe y Venezuela. Seguidamente otra epidemia afectdé a pocas
islas del Caribe en donde se aislaron los serotipos del virus del
dengue tipo 2 y 3 (DEN 2 y DEN 3). Afios mas tarde el serotipo del
virus del dengue tipo 1 (DENL1) fue introducido a las Américas a
través de Jamaica el que se disemind en la mayoria de las islas del
Caribe, también en algunos paises de Centro América como
Guatemala, Meéxico, El Salvador y Honduras, sumandose los
paises de Sudamérica como Colombia y Venezuela, incluso llego6 a

Texas de Norteamérica.(7)
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En los afios de 1982, los serotipos del virus del dengue tipo
1y 4 (DEN 1y DEN 4) llegaron al norte de Brasil, llegando afectar
Ri6 de Janeiro con la presencia y aislamiento del DEN 1, luego
hubo brotes por el mismo DEN 1 en Bolivia (1987), Paraguay
(1988), Ecuador (1988) y a nuestro pais en el afio de 1990. (9)

Por eso de los afios de 1990 en Iquitos y otras ciudades de
la Amazonia hubo registro que el DEN 1 quien circulaba por estas
regiones, desde entonces los serotipos virales del dengue tipo 1,2 y
4 (DEN 1, DEN 2 y DEN 4) se han transmitido simultdneamente en
diversos paises de las Ameéricas donde el mosquito Aedes aegypti
estuvo presente. En 1994 el DEN 3 reaparece y con una asociacion

mayor e importante con la forma hemorragica de la enfermedad.

Si hablamos sobre el ingreso del dengue en nuestro pais, los
primeros descritos datan de los afios 1700, 1818, 1850 y 1876, con
primeros reportes de brotes de un sindrome febril que era
compatible con el dengue clasico, aunque no fueron confirmados
laboratorialmente El ingreso de la enfermedad del dengue al Peru
estd asociado a la reintroduccion del vector Aedes aegypti. En
1956 se habia eliminado al mosquito, para posteriormente ingresar
nuevamente en 1984 y en 1990 producir una explosiva epidemia de
dengue clasico por el DEN 1, siendo los afectados las ciudades de
nuestra Amazonia y posteriormente se extendié a ciudades de la

costa norte de nuestro pais. (8)
1.2.1.3 Transmision

1.2.1.3.1 Agente etiologico

La particula madura del virus del dengue es esférica con un
diametro de 50 nm que contiene mdultiples copias de las tres
proteinas estructurales, la membrana derivada del huésped y una
sola copia del genoma de ARN de cadena sencilla y sentido

positivo.
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El genoma del virus consta de 10,703 nucleoétidos, los cuales
se traducen para generar una poliproteina precursora la cual es co-
y pos-traduccionalmente procesada por proteasas virales vy
celulares para producir las proteinas virales que son tres proteinas
estructurales (capside C, el precursor de membrana prM que dara
origena la proteina M, la proteina de envoltura (E) y siete proteinas

no estructurales (NS) (2)

El Virus del dengue se clasifica en cuatro serotipos (DENV-
1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) los cuales difieren en
aproximadamente el 30% de los nucleétidos a través de su
genoma. Debido a lo anterior, distintos genotipos o linajes (virus
altamente relacionados en su secuencia nucleotidica) se han
identificado dentro de cada serotipo, lo que resalta la extensa
variabilidad genética de los serotipos del dengue. Sin embargo, los
virus transmitidos por artropodos (Arbovirus) han mostrado
menores tasas de mutacion comparados con virus que infectan
directamente a humanos como la Influenza, H\V o Coronavirus,
probablemente debido al efecto de compensacion que se produce
debido a que el virus esta obligado a adaptarse alternativamente en

el vector invertebrado y el hospedero vertebrado. (2)
1.2.1.3.2 El vector

El principal vector del virus del dengue es el mosquito Aedes
aegypti, el cual es una especie antropofilica de distribucién
cosmotropical que se presenta en todo el mundo dentro de los
isotermas de 20 °C, la cual esté bien adaptada al ambiente urbano,
pudiéndose encontrar afuera en la proximidad o adentro de las
viviendas humanas. Su eficiencia como vector radica en que este
deposita sus huevos en contenedores artificiales de agua limpia
como neumaticos, latas, frascos, macetas entre otros, y que se
alimenta por picadura de la sangre de humanos las cuales son por

lo general durante la mafana o al atardecer.(1)
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En cuanto a su descripcién morfologica, Aedes aegypti es un
mosquito de color negro con anillos blancos en las patas y una
figura de color blanco plateado en forma de lira en la parte superior
de su térax, también posee bandas blancas en los tarsos

posteriores y el abdomen. (2)

Por otra parte, el mosquito Aedes albopictus es el vector
secundario del virus del dengue en el sureste de Asia, el pacifico
occidental y crecientemente en Centroamérica y Sudamérica. Tiene
una apariencia muy similar a la de Aedes aegypti con un cuerpo
negro y marcas blancas en las patas, la diferencia principal entre
los dos es que A. albopictus tiene una sola linea blanca-plateada

en el centro del dorso del térax.

1.2.1.3.3 El hospedero

Los humanos son los principales hospederos amplificadores
del virus. El virus circulante en la sangre de humanos virémicos es
ingerido por mosquitos hembras durante su alimentacion. El virus
infecta el intestino medio del mosquito y subsecuentemente se
distribuye sistematicamente durante un periodo de 8-12 dias.
Después de este periodo de incubacion extrinseca, el virus puede
ser transmitido a otros humanos durante las siguientes
alimentaciones. El periodo de incubacién extrinseco esta
influenciado en parte por condiciones ambientales, especialmente
la temperatura ambiente. A partir de entonces el mosquito

permanece infectivo por el resto de su vida. (2)

1.2.1.3.4 Clasificacion y estructura del dengue

Se trata de un arbovirus con cuatro serotipos agrupados con
base en criterios biolégicos, inmunoldgicos y moleculares en Denv-

1, Denv-2, Denv-3 y Denv-4.
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Las propiedades inmunoldgicas y antigénicas del virus estan
dadas por los antigenos estructurales (P, M, E) y no estructurales
(NS1 a NS5).3 Los virus Denv-2 y Denv-3 son los mas asociados
con los casos graves, seguidos por Denv-1 y Denv-4.
Recientemente, la deteccidn de la proteina viral no estructural NS1
en el suero de los pacientes ha sido descrita como un método
alternativo para el diagnéstico precoz de la infeccion. El antigeno
NS1 se encuentra en la circulacién desde el primero hasta el
noveno dia siguiente a la aparicion de la fiebre, y los indices
observados son comparables en las formas primarias vy

secundarias de infeccion. (3)

Presenta 50 nm de didmetro y su ARN de simple cadena y
polaridad positiva se encuentra recubierto por la proteina C y las
proteinas E y M, las mismas que se encuentran asociadas
formando la bicapa lipidica que da lugar a las proyecciones que

salen de la superficie de los viriones. (2)

1.2.1.3.4.1 Proteinas estructurales

Al igual que todos los flavivirus, el genoma del virus dengue,
tiene por caracteristica la presencia de una cap (capside) en su
extremo 5' y la carencia de un tracto poliadenilado en su extremo
3". Presenta de igual forma un marco de lectura abierto (ORF: del
inglés Open Reading Frame) que varia en tamafio de acuerdo con
cada serotipo del virus, incluso entre un mismo serotipo. El genoma
se compone por genes que codifican para siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) y tres

estructurales: de Capside (C), de Membrana (M), y de Envoltura
(E).(3)

1.2.1.3.4.2 Proteinas No estructurales

La proteina NS1 es una glicoproteina en el ensamblaje,

maduracion y transporte de los viriones maduros, forma dimeros o
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hexameros asociados a balsas lipidicas (rafts) de la membrana
plasmatica, se puede hallar soluble en el citoplasma y en el espacio
extracelular; por esta razon, la NS1 puede estimular al sistema
inmunitario, contiene 2 sefiales del tipo Asn -X-Ser/Thr, usada para
la adicidon de carbohidratos, estos sitios parecen estar conservados
en todos los flavivirus. La proteina NS2A puede actuar en el
reclutamiento de las copias de RNA por la replicasa unida a la
membrana. La proteina NS2B esta asociada a la membrana, es un

cofactor requerido para la funcion serina proteasa de la NS3.

En su dominio central existe una region conservada
constituida por 40 aminoacidos que es requerida para la actividad
de la proteasa NS2B-NS3. La NS3 es una proteina trifuncional, con
actividad proteasa, helicasa y RNA trifosfatasa. Las proteinas
NS4A y NS4B, NS4A participan en la replicacion del RNA anclando
componentes de la replicasa a la membrana celular. NS4B aparece

dispersa en la membrana citoplasmatica y en el nicleo. (2)

1.2.2 Pruebas rapidas
1.2.2.1 Fundamento

Los inmunoensayos de flujo lateral, o inmunocromatogréficos,
consisten en una membrana de nitrocelulosa en la que se
inmoviliza un biorreactivo de interés. Posteriormente, la muestra y
otros reactivos se mueven por capilaridad a unas zonas preparadas
como “zona de prueba o test” y “zona de control”’. La aparicién de
una mancha coloreada o dos se atribuye a un test negativo o
positivo. El sistema mas conocido es el test del embarazo, que
constituye un ejemplo claro de la cercania a la comercializacion de
estos dispositivos y su rapida aceptacion. Los inmunoensayos
“Flow through”implican el fluo de la muestra a través de la

membrana porosa, colocada sobre un papel (o almohadilla)
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absorbente colocado debajo. El antigeno es retenido en la
membrana donde se ha inmovilizado previamente un anticuerpo de
captura, y la deteccion se lleva a cabo igual que en el caso anterior,
por formacion de un ensayo tipo “sandwich” con otro anticuerpo
marcado. Estos test rapidos y sencillos son utiles para deteccion de
patdgenos, drogas, metabolitos, proteinas o acidos nucleicos. En
estos tipos de tests, la prioridad es conseguir una sensibilidad y
selectividad adecuadas para tomar decisiones inmediatas sobre el

problema analitico a resolver. (2)

1.2.2.2 Requisitos del test

Este tipo de test cumple los requisitos propuestos en 2004 por la
Organizacion Mundial de la Salud para desarrollar el dispositivo
POC “ideal’. Estas se pueden resumir con el acrénimo inglés

ASSURED que corresponde a:

e Asequible (Affordable). De facil acceso para la poblacién en
riesgo.

e Sensible (Sensitive). De alta capacidad para detectar
muestras positivas.

e Especifico (Specific). De alta capacidad para detectar
muestras negativas.

e De facil uso (User friendly). Sin necesidad de formacion
previa.

e Rapido (Rapid) Para permitir tomar decisiones inmediatas, y
Robusto (Robust). Para transportarlo y distribuirlo sin que se
altere su funcionamiento.

e Sininstrumentacion (equipment-free).

e Distribuible a los que lo necesitan, incluso paises en vias de

desarrollo. (Delivered to end-users). (8)
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Los inmunoensayos de flujo lateral pueden ser considerados una
extension de los ensayos de aglutinacién y de inmunofiltracion de
proteinas, con las siguientes caracteristicas: estdn mas adaptados a
usuarios no especializados, y a la comercializacién o distribucion de
test de analisis. Desde el punto de vista analitico, son también mas
sensibles. Todo esto ha motivado el interés por desarrollar este tipo de
test para determinacion de otras proteinas y acidos nucleicos de

interés clinico y alimentario. (2)

1.2.2.3 Seleccion de los Materiales y Optimizacion del flujo

La tira de ensayo a la que acoplaremos el inmunoensayo consta de
cuatro partes principales: zona de aplicacion de la muestra, zona de
inmovilizacion del anticuerpo conjugado, membrana Yy zona
absorbente. Cada una de ellas se disefia utilizando un material
laminado, de naturaleza diferente segun la aplicacion. Exceptuando la
zona de membrana, donde se desarrolla un color cuando se inmoviliza
alguna especie (sandwich o anticuerpo) marcada con alguna particula
coloreada, las demas zonas tienen la mision de absorber liquidos. Por
ello, en la bibliografia inglesa se designan con la palabra “pad”, que en

espariol se puede traducir como almohadilla o cojinete.
1.2.2.3.1 Seleccién de la membrana

La membrana ocupa probablemente el papel mas importante dentro
del inmunoensayo. Los factores mas importantes a la hora de

seleccionar la membrana son los siguientes:

e Tipo de membrana
e Velocidad de flujo capilary tiempo de flujo capilar.

e Tamafio de poro

Tipo de membrana. El nivel de union de las proteinas puede variar

considerablemente entre diferentes tipos de membranas. Su
capacidad de captura depende de su area superficial, que es

funcion del tamafio de poro, la porosidad, el grosor, etc.
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Normalmente las membranas que se usan para inmovilizar y
retener anticuerpos son de materiales hidrofébicos, como
nitrocelulosa. En todo caso, la membrana debe proporcionar
suficiente unién irreversible de las proteinas para permitir visualizar
una mancha colorada de con la suficiente intensidad y de forma
clara y aguda en las zonas test y de control, pero al mismo tiempo,
el nivel de interaccion no especifica debe ser bajo para poder

interpretar mejor los resultados. (5)
En funcion de su naturaleza los materiales mas usados son:

— Nitrocelulosa (alta capacidad de unién de proteina).
— Acetato de celulosa (baja capacidad de union de proteina)

— Fibra de vidrio (no permite union de proteina)

Otros polimeros que se estan introduciendo en el mercado son
fluoruro de polivinilideno y polietersulfona para union hidrofébica de
proteinas, o nylon modificado para uniones electrostaticas ionicas.
Aungue en algun caso se ha usado también una modificacion de
membranas de polietileno, que muestran propiedades hidrofilicas y
alta capacidad de union de proteina bajo ciertas condiciones

experimentales. (5)

Velocidad de Flujo capilar: Es la velocidad a la que se mueve el
frente de flujo cuando se aplica liquido en un extremo. Es dificil de
medir porque disminuye exponencialmente a medida que el liquido
avanza. En la mayoria de los casos no se puede usar la mayor
velocidad de flujo capilar porque implica una pérdida de
sensibilidad, que a veces puede ser recuperada aumentando el
reactivo de deteccion y el reactivo de captura, pero implica un

mayor coste, mayores sefiales de fondo y pérdida de especificidad.

(7)
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La mayor parte de los fabricantes no facilitan este dato, pero se
puede estimar a partir del tiempo de flujo capilar. Este es el tiempo
que se requiere para que el liqguido recorra una determinada
longitud de membrana. Se mide en s/cm y es inversamente

proporcional a velocidad de flujo capilar.

Tamafio de poro. Se define como el diametro del poro de mayor
tamafio en la direccion de filtracion, es decir, a través del plano de
la membrana. En controles de calidad rutinarios, se mide como el
punto de burbuja: la presion requerida para forzar el paso de aire a

través de una membrana himeda.

Por tanto, a medida que aumenta el tamafio, disminuye el punto de
burbuja, pero no se puede establecer una relacion lineal. En este
razonamiento hay que tener en cuenta también que el dato
proporcionado por el fabricante correspondiente al tamafio de poro
no da una idea de la distribucion de tamafos, y estd mas

relacionado con la proporcién de poros de mayor tamafio. (8)

Con estos criterios, y segun informacién del fabricante, las
membranas con tamafios de poro seleccionadas (5, 8, 10 y 15 um)
permiten abarcar el rango mas corriente de velocidades de flujo
utilizados en el desarrollo de estos inmunoensayos, por lo que no

se probaron otros materiales.
Los tiempos de flujo capilar correspondientes son:
Tamarfo de poro de la membranay tiempo de flujo capilar

Por tanto, la menor velocidad de flujo corresponde a la membrana
de 5 um, y la mayor a la de 15. Por lo tanto, la porosidad servira
para controlar la velocidad de flujo, que a su vez es critica para

disefiar con éxito el dispositivo de diagndstico. (6)

Empiricamente se ha determinado que la cantidad de analito
efectiva en la muestra es inversamente proporcional al cuadrado de

la velocidad de flujo.
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En un inmunoensayo de flujo lateral, sélo hay fluo en una
direccion. Por tanto, si el antigeno pasa de largo la zona donde se
encuentra inmovilizado el anticuerpo de captura, ya no se podra
enlazar. Como consecuencia, la concentracion efectiva de Ag
disminuye cuando aumenta el cuadrado de la velocidad de flujo,
porque se disminuye el tiempo de contacto entre las dos especies

gue deben reaccionar en la zona de captura. (6)

La cantidad de complejo formado, R se puede expresar como: R=k
[Ac] [Ad]

Siendo k una constante relacionada con la afinidad del anticuerpo
por el antigeno. Esta expresion indica que R (y por tanto la
sensibilidad) serda mayor cuanto mayor sea k, y las concentraciones

de anticuerpo de captura y antigeno. (7)

Por otro lado, la velocidad de flujo capilar se puede controlar
mediante la distancia en la que se aplica la linea test, ya que
disminuye cuando aumenta la distancia del frente de la muestra
desde el punto de aplicacién. Cuanto mas alejada esté, menor sera
la velocidad de flujo, y la concentracion efectiva de analito mayor,
con lo que habra mas sensibilidad, pero el analisis requerird mas
tiempo. Se debe buscar un compromiso entre esta distancia y el
tiempo requerido para el analisis. En este trabajo se decidio aplicar
el anticuerpo de captura siempre a la misma distancia (0,7 mm
desde la zona del conjugado), y estudiar el efecto de la velocidad

de fluo mediante la porosidad. (7)

Otro aspecto a tener en cuenta respecto a como afecta la que la
velocidad de flujo a la detectabilidad est4 relacionada con la
facilidad con la que se extiende el liquido por la membrana. Por
tanto, cuando se usan membranas de velocidad de flujo alta, la
sefal se expande sobre un area mas ancha, lo que hace que la

sefial se visualice peor.
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Las membranas seleccionadas son suministradas con una pelicula
polimérica de soporte en uno de los lados (trasero), lo que le da
rigidez mecanica y evita la contaminacion con otros reactivos con

los que pudiera entrar en contacto durante su uso o preparacion.

1.2.2.3.2 Aimohadilla conjugada o “Conjugate Pad”

La almohadilla conjugada puede realizar multiples tareas, la mas
importante, es la transferencia uniforme del reactivo de deteccion y de

la muestra sobre la membrana.

En general se debe buscar un material que permita que el anticuerpo
conjugado se seque sin que se dafie, y que se libere rapidamente

cuando la muestra se ponga en contacto con él (naturaleza hidrofilica).
(8)

Para que una almohadilla conjugada sea ideal, debe poseer los

siguientes puntos:

Baja interaccion inespecifica. Ya que, si el reactivo de deteccion o
analito se une a la almohadilla conjugada, no estara disponible para
formar el complejo inmunolégico en la linea test, por lo tanto, se

produciria una reduccion de la sefial y de la sensibilidad.

Flujo constante. EI material se debe depositar en la membrana
uniformemente para que no aparezcan roturas en las lineas de test y
control al producirse una alteracion en el flujo que pueda provocar una

canalizacion del mismo. (8)

Volumen muerto constante. La cantidad de reactivo de deteccidon que
se afiade a la almohadilla conjugada, depende del volumen muerto de
esta. Si este varia puede variar la intensidad de la sefal, aunque el

resto de reactivos este en la misma cantidad.

Baja cantidad de contaminacion o componentes que puedan pasar a la

membrana a través del fluido. (9)
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Buenamanejabilidad y capacidad de compresion.

A la hora de calcular la cantidad de reactivo de deteccion que debe
poseer la almohadilla conjugada debemos tener en cuenta 3

consideraciones importantes:

1. La cantidad de reactivo debe ser la suficiente como para unirse a la

linea test y existir en exceso para unirse a la linea control.

2. Se debe tener en cuenta el tamafo de oro coloidal al cual se une el
reactivo de deteccion realizando antes previamente una optimizacién

de su conjugacion. (9)

3. La concentracion de reactivo de deteccion se calcula a partir de la

cantidad de reactivos de captura que se encuentran en la linea test

La almohadilla que vamos a utilizar durante el proyecto es de poliéster,
y al igual que hicimos con la almohadilla de muestra, con la
almohadilla conjugada también podemos calcular la cantidad de
reactivo de deteccién que es capaz de soportar, para ademas cumplir

con las consideraciones anteriormente citadas.

Para ello necesitamos de nuevo, el volumen muerto de la almohadilla
utilizada (en nuestro caso es de 21,2 pl/cm2) y las dimensiones que

vamos a utilizar (0.5x0.5cm). (9)

Volumen de anticuerpo conjugado a aplicar sobre la almohadilla

conjugado

Con todo esto, podemos realizar la aproximacion a un volumen
afiadido de muestra de 5 pl. Para mejorar el rendimiento de la carga, la
almohadilla conjugada debe secarse tan rapidamente como sea
posible, sin dafar el anticuerpo inmovilizado sobre ella. El secado
debe hacerse rapido para minimizar la migracion de las particulas en
la matriz, ya que al no estar adsorbidas a la superficie de la
almohadilla no hay fuerzas que las mantengan en su sitio, de modo

que, si el liqguido se mueve, las particulas también tenderan a moverse.
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Ademas, el material utilizado debe ser hidrofilico, con una estructura
abierta que permita la rapida penetracion de la muestra a su través.
(10)

Las opciones de secado pueden ser:

Secado al aire: solo debe ser utilizado con fines de I+D, no de
producciébn a no ser que se realice en una sala con humedad
controlada <15%. El secado al aire no debe considerarse completo ya
que no logra evaporar el agua complejada con los azUcares y

biomoléculas, pudiendo alterar la estabilidad a largo plazo.

37°C 1 hora: al aplicar calor durante el proceso de secado se ayuda a
eliminar el agua complejada. Esta opcion es valida para la mayoria de
las aplicaciones, aunque ciertas biomoléculas pueden ser termolabiles

y no resistir esta incubacion. (9)

Liofilizacion: aumenta la velocidad de evaporacion, pero la congelacion
puede dafar la estructura de las particulas.

Secado a vacio: aumenta la velocidad de evaporacion sin los efectos
perjudiciales del liofilizado. Solo se requiere una bomba de vacio y una

camara de vacio

Una vez seco, debe almacenarse entre 4-20°C y con una humedad
relativa < 15% para evitar que se adsorba humedad, lo que puede
retrasar la resolubilizacion de las particulas. En este trabajo hemos
elegido el secado en estufa (37°C, 1h), y el material seco se conservo
siempre en placas Petri con gel de silice para controlar el grado de
humedad. (10)

Almohadilla Absorbente o “Absorbent Pad”

Las almohadillas absorbentes se colocan en el extremo distal de la tira

de ensayo.

Para esta almohadilla, se elige un material hidrofilico como la fibra de

vidrio, al igual que el empleado en la almohadilla de muestra.
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Su funcién es la de aumentar la cantidad de muestra que entra en la
tira, dando lugar a un efecto de desagle. Este aumento de volumen
puede ser utilizado para lavar las particulas de reactivo de deteccion
gue no se ha unido a las lineas de control y test, con lo que reduce la
sefal visual de fondo. Por otro lado, evita el retroceso del liquido hacia
la membrana, por lo que su capacidad de absorcién debe ser mayor

gue el volumen de muestra empleado durante el ensayo. (10)

Para poder elegir la disolucion de arrastre mas adecuada a la hora de
trabajar, debemos tener en cuenta varios puntos, ya que dependiendo
de la aplicacion que se le vaya a dar, algunos medios pueden ser

mejores que otros. Se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:

pH: Usar un buffer de pH 7 — 7.5 puede servir en la mayor parte de los
casos, debido a que la mayoria de los anticuerpos tiene un ph entre
55y 7.5. EI hecho de utilizar un pH proximo a 7, hace que la
solubilidad del reactivo disminuya, consiguiendo que se adsorba mejor
sobre la membrana (ya que la membrana es hidrofébica y la adsorcién

se realiza por fuerzas electrostaticas). (11)

Alcohol: Por otro lado, las ventajas de afadir una pequefia cantidad
(1% - 10% v/v) de alcohol (IPA, EtOH, MeOH) como aditivo,
proporciona una mejora de la consistencia disminuyendo la viscosidad
y la tension superficial y favoreciendo la entrada del liquido en la
membrana. Ademas, disminuye la repulsion electrostatica y la
solubilidad de las proteinas sin desnaturalizarlas o precipitarlas
mejorando la adsorcion en la membrana, al mismo tiempo que mejora

el secado y fija la proteina.

Fuerza I6nica: La solubilidad de una proteina tipica aumenta en
proporcion directa con el contenido de sal del tampdn de aplicacion.
Debido a que es deseable minimizar la estabilidad molecular de una
proteina de captura en solucion, la fuerza iénica de la solucién debera
mantenerse tan bajo como sea posible. (8)
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Basandonos en la bibliografia y las caracteristicas se ha seleccionado
como disolucion de arrastre durante todo el procedimiento, una
reguladora de fosfatos, la cual se ira modificando de acuerdo a lo

observado experimentalmente.

Por un lado, inicialmente usamos una reguladora de fosfatos (PBS)
10mM de pH= 7 4.

Con el fin de obtener mejores resultados, probamos a utilizar una
reguladora de fosfatos (PBS) 10mM de pH= 7,2 + 3% MeOH. (8)

1.2.2.3.3 Seleccion de la marca para la sefial visual

A la hora de seleccionar la marca ideal utilizada para los
inmunoensayos de flujo lateral se deben tener en cuenta las siguientes

caracteristicas:
1. La capacidad de deteccion en mdltiples métodos o tecnologias

2. El proceso quimico empleado para la conjugacion debe ser simple,
para que los productos biolégicos y quimicos pueden conjugarse sin
pérdida en su actividad.

3. De baja 0 ninguna unién no especifica.
4. Estable en diversas condiciones quimicas y de temperatura.

Las particulas de latex, son las primeras marcas que se utilizan en el
inmunoensayo de flujo lateral, y se siguen manteniendo actualmente,

debido a su versatilidad y bajo coste. (10)

A estas particulas se les puede incorporar tintes de color y
fluorescentes a través de una conjugacion simple la cual consiste en
una adsorcion simple y acoplamiento covalente a través de los grupos

amino, carboxilo, y grupos tiol.
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Una gran ventaja que presentan las particulas de latex es que pueden
ser fabricadas para incorporar varias caracteristicas, haciéndolas
susceptibles de deteccion por madltiples métodos (por ejemplo,
particulas paramagnéticas que son fluorescentes y también de color).
(10)

El uso de particulas coloidales de carbono se considera uno de los
métodos de marcaje mas usados en inmunoensayos de flujo lateral ya
que posee ventajas como, una buena estabilidad y alto contraste de
color en una membrana, es bastante facil de conjugar y econémico (un
bote de particulas de carbono tiene una duraciéon de millones de

ensayos).

En la actualidad, existen s6lo unos pocos vendedores de particulas de
carbono ya que el uso de carbono coloidal para ensayos de flujo lateral
requiere un acuerdo de uso lo que lo hace menos atractivo que otras
formas de marcaje. Ademas, la conjugacion de las proteinas sobre el

carbono coloidal puede llevar un tiempo largo, de una o varias horas.

Las marcas enzimaticas, de uso tradicional, se han descartado porque
implican afadir etapas de incubacion con un sustrato para desarrollar

un producto coloreado, lo que afiadiria complejidad al ensayo. (9)

El Oro coloidal es quizas la marca mas utilizada hoy en dia en los
inmunoensayos de flujo lateral comerciales por muchas razones. Es
bastante facil de utilizar y de bajo coste, incluso se puede preparar en
el laboratorio. El color es intenso, y nho es necesario ningun proceso de

desarrollo para la visualizacién.

Existen una gran variedad de protocolos en la bibliografia para su

conjugacion y aplicaciones.

Como marcador es muy estable, tanto en forma liquida o sélida y
mantiene su color una vez que se ha tefiido la membrana. Ademas, el
oro coloidal en forma no conjugada y conjugada, se encuentran

disponibles facilmente para su comercializacion. (9)
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A la vista de las grandes ventajas que aporta el oro coloidal, se decido

trabajar con estas particulas como marcador durante todo el proyecto.

1.2.2.3.4 Guia parala realizacion de pruebas

Los CDC recomiendan la prueba del virus del dengue en los siguientes

casos:

o Toda persona que viva en un area donde se transmita el virus del
dengue o haya viajado a ella y haya tenido recientemente sighos y
sintomas de enfermedad del dengue.

o Los signos y sintomas de dengue podrian incluir fiebre, dolor
de cabeza, sarpullido, dolores en el cuerpo y manifestaciones
hemorragicas. Los sintomas pueden ser leves o graves y
requerir hospitalizacion. En ocasiones el dengue puede
presentarse con signos y sintomas de meningitis aséptica o

encefalitis.
La prueba del virus del dengue no se recomienda en los siguientes casos:

o Pacientes asintomaticos

o Pruebas antes de la concepcion

A los pacientes con sintomas indicativos de dengue se les pueden hacer
las pruebas tanto moleculares como seroldgicas durante los primeros 7
dias de enfermedad. Después de los primeros 7 dias de enfermedad,

haga solo las pruebas serologicas. (11)

Para determinar con precision una infeccion por dengue en mas del 95 %
de los casos de dengue primario y secundario, realice el ensayo de
inmunoadsorcién enzimatica para la deteccion de anticuerpos (MAC-
ELISA) con una prueba de acido nucleico (NAT) en una muestra unica de

suero recolectada dentro de los primeros 10 dias de enfermedad. (10)
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Pruebas de diagndstico del dengue y muestras

<7 dias >7 dias
Pruebade después de después de Tipos de
diagnostico gue comienzan | que comienzan muestras
los sintomas los sintomas
Suero, plasma,
Pruebas y sangre entera,
moleculares liquido
cefalorraquideo*
Deteccion de
antigenos del
_ v — Suero
virus del
dengue (NS1)
Pruebas Suero, liquido
| Y Y .
seroldgicas cefalorraquideo*
Pruebas de L
) v v Tejido fijado
tejidos

Se recomienda hacer analisis de liquido cefalorraquideo en los pacientes
con infeccion presunta y con manifestaciones clinicas en el sistema
nervioso central, como encefalopatia y meningitis aséptica. (12)

1.2.2.3.5 Fase aguda: Primeros 7 dias después de que comienzan los
sintomas

e Los primeros 7 dias después de que comienzan los sintomas se
conocen como la fase aguda del dengue.

o« Durante este periodo el virus del dengue generalmente esta
presente en la sangre o en los liquidos derivados de la sangre,
como el suero o el plasma.

« EI ARN del virus del dengue se puede detectar con pruebas

moleculares.
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La proteina no estructural NS1 es una proteina del virus del
dengue que también puede detectarse mediante algunas pruebas
comerciales.

Un resultado negativo en una prueba molecular o NS1 no es
concluyente. En los pacientes sintomaticos, durante los primeros 7
dias de enfermedad, toda muestra de suero debe someterse a una
prueba de &cido nucleico (NAT) o una prueba de NS1, y una
prueba de deteccién de anticuerpos IgM. La realizacion de pruebas
moleculares, asi como de deteccion de anticuerpos IgM (o de NS1
y de deteccion de anticuerpos IgM), puede detectar mas casos que
la realizacion de solo una prueba durante este periodo, y
generalmente permite hacer un diagnostico con una sola muestra.
(10)

1.2.2.3.6 Fase de convalescencia: >7 dias después de que comienzan
los sintomas

Los 7 dias posteriores al comienzo de los sintomas se conocen
como la fase de convalecencia del dengue.

A los pacientes con resultado negativo en la NAT o la NS1 y
resultado negativo en las pruebas de deteccién de anticuerpos IgM
de los primeros 7 dias de enfermedad se les debe hacer la prueba
de deteccidon de anticuerpos IgM en una muestra tomada en la fase
de convalecencia.

Durante la fase de convalecencia, los anticuerpos IgM
generalmente estan presentes y se pueden detectar de manera
confiable con una prueba de anticuerpos IgM.

Los anticuerpos IgM contra el dengue pueden permanecer

detectables durante 3 meses o0 mas después de la infeccion.
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e Alos pacientes a quienes se les detecten anticuerpos IgM contra el
dengue en su muestra de suero mediante una prueba y 1) tengan
un resultado negativo en la NAT o en la NS1 en la muestra tomada
durante la fase aguda o 2) no tengan una muestra de la fase
aguda, se los clasificara como pacientes con infeccion reciente

presunta por el virus del dengue. (10)

1.3 Definiciéon de términos basicos

e Especificidad: Es el porcentaje de verdaderos negativos o la
probabilidad de que la prueba sea negativa si la enfermedad no
esta presente. (11)

e Sensibilidad: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un
individuo enfermo, es decir, la probabilidad de que para un
sujeto enfermo se obtenga en una prueba diagnodstica un
resultado positivo. (11)

e Grupo etario: Etario proviene en suetimologia del latin “aetas”
cuyo significado es “edad, se emplea para calificar a los individuos
gue tienen la misma edad o a aquello vinculado a la edad de un
sujeto. (12)

e Sexo: Es un conjunto de -caracteristicas bioldgicas, fisicas,
fisiologicas y anatomicas que definen a los seres humanos como
hombre y mujer, y a los animales como macho y hembra. (13).

e Procedencia: Se emplea para designar el origen, el comienzo que
ostenta algo, un objeto, una persona y del cual entonces procede.
(14)

e Negativo: La inexistencia o a la carencia de algun elemento o
sustancia. (15)

e Positivo: Que implica la existencia o presencia de algo. (16)
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e Prueba rapida: Las pruebas rapidas identifican la presencia de
anticuerpos o antigenos y muestran el resultado de manera
cualitativa, positivo o negativo. (17)

e Diagndstico: Discernir o reconocer una afeccion diferenciandola
de cualquier otra. Es el arte de distinguir o identificar una
enfermedad. (18)

e Dengue: El dengue es una infeccion virica transmitida por la
picadura de las hembras infectadas de mosquitos del género
Aedes. (19)

CAPITULO Il: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Descripcion del problema

En las ultimas décadas ha aumentado enormemente la incidencia
de dengue en el mundo, alrededor de la mitad de la poblacion del mundo
corre el riesgo de contraer esta enfermedad.

Perl es uno de los paises catalogados seguin la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) con alta prevalencia de dengue, debido
principalmente a que la altitud y el clima favorecen el desarrollo y
subsistencia del mosquito Aedes aegypti. Pero sobre todo en zonas
tropicales y subtropicales, lo que permite que la enfermedad del dengue
tenga cierta prevalencia, considerdndose como una enfermedad
reemergente muy importante, principalmente en la forma hemorragica.

El poco conocimiento y las practicas inadecuadas son un alto riesgo
de poder contraer la enfermedad del dengue y esto es lo que podemos
apreciar en el Departamento de Loreto, que estan expuestos a contraer la
enfermedad del dengue debido a que no cuentan en varios ase ntamientos
con servicios basicos de agua y desagle, se ven obligados a recolectar
agua en diferentes depdsitos los mismo que no son tapados
adecuadamente ademas conservan llantas viejas, botellas rotas etc.
Estos sirven de criaderos del vector. Por ello el presente estudio pretende

medir la prevalencia en la poblacion loretana. (17)
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2.2 Formulacién del problema

2.2.1 Problema general

¢, Cuél es la prevalencia del Dengue utilizando pruebas rapidas en
pacientes que acuden al laboratorio de Emergencia del Hospital lii
Iquitos Essalud de Enero a Diciembre del 20207

2.2.2 Problemas especificos

» ¢Cuél es la prevalencia del Dengue utilizando pruebas rapidas
en pacientes segun la edad en pacientes que acuden al
laboratorio de Emergencia del Hospital Il Iquitos Essalud de
Enero a Diciembre del 2020?

» ¢Cudl es la prevalencia del Dengue utilizando pruebas rapidas
en pacientes segun el sexo en pacientes que acuden al
laboratorio de Emergencia del Hospital 1l Iquitos Essalud de
Enero a Diciembre del 20207

> ¢Cudl es la prevalencia del Dengue utilizando pruebas rapidas
en pacientes segun la procedencia en pacientes que acuden al
laboratorio de Emergencia del Hospital Il Iquitos Essalud de

Enero a Diciembre del 2020?

2.30bjetivos

2.3.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia del Dengue utilizando pruebas rapidas en

pacientes que acuden al laboratorio de Emergencia del Hospital 1l

lquitos Essalud de Enero a Diciembre del 2020.

2.3.2 Objetivos especificos

» Determinar la prevalencia del Dengue utilizando pruebas

rapidas en pacientes segun edad en pacientes que acuden al
laboratorio de Emergencia del Hospital 1l Iquitos Essalud de
Enero a Diciembre del 2020.
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» Determinar la prevalencia del Dengue utilizando pruebas
rapidas en pacientes seguln sexo en pacientes que acuden al
laboratorio de Emergencia del Hospital 1l Iquitos Essalud de
Enero a Diciembre del 2020.

» Determinar la prevalencia del Dengue utilizando pruebas
rapidas en pacientes segun procedencia en pacientes que
acuden al laboratorio de Emergencia del Hospital Il Iquitos

Essalud de Enero a Diciembre del 2020.

2.3 Justificacion e importancia

Algunos virus requieren de transmisores como es el caso del virus
del dengue, el cual requiere del mosquito Aedes aegypti, que, mediante
una picadura a los humanos pasa al organismo, dominando la maquinaria
celular, y provocando asi, no solo la activacién del sistema inmune para
atacarlo, sino también la muerte de muchas células y respuesta del

organismo que pueden ser muy dafiinos.

La enfermedad del dengue cursa por tres fases, fase febril, fase
critica y fase de recuperacion. Segun la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) esta enfermedad se clasifica en tres tipos: dengue sin signos
de alarma, dengue con signos de alarma y dengue grave, siendo este

altimo el mas peligroso.

En la ciudad de Iquitos, gran porcentaje de la poblacién debido a un
deficiente abastecimiento de agua potable por parte de la empresa
prestadora (SEDALORETO), obliga a la poblacién a almacenar el agua,
muchos lo realizan de manera inadecuada, lo cual contribuye al

incremento de enfermedades como el dengue.

El comportamiento endémico de la fiebre por dengue, asi como el
incremento en el nimero de casos de dengue hemorragico en Per
durante los Ultimos afios han generado gran preocupacion en todos los

sectores relacionados con la salud.
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Los esfuerzos para interrumpir la transmisién se han concentrado en
el control vectorial; por lo que resulta importante establecer con claridad
cuales son los elementos determinantes de la transmision del dengue

para establecer medidas de control y vigilancia eficaces.

Dado que entre los factores de riesgo para el desarrollo de las
formas graves de la enfermedad por el virus del Dengue se encuentran el
factor inmunoldgico el cual estd representado por la inmunidad pre-
existente dada por una infeccion previa con el virus, asi como el genotipo

viral infectante es de suma importancia la evaluacion de estos factores.

En cuanto a los determinantes moleculares de la transmision, el
andlisis filogenético de las variantes genéticas del DENV ofreceria una
visibn mas clara de la relacion entre las variantes existentes y la

severidad de la enfermedad en nuestra poblacion.

2.5 Hipotesis
Esta investigacién es de tipo descriptivo, porlo que no se plantea
hipétesis.
2.6 Variables
2.6.1 Identificacion de las variables
Variables independientes: Dengue
Variable dependiente: Prueba rapida
2.6.2 Definicion de las variables

Pruebas rapidas: Las pruebas rapidas identifican la presencia de
anticuerpos o antigenos y muestran el resultado de manera
cualitativa, positivo o negativo. (17)

Dengue: El dengue es una infeccidén virica transmitida por la
picadura de las hembras infectadas de mosquitos del género
Aedes. Hay cuatro serotipos de virus del dengue (DEN 1, DEN 2,
DEN 3 y DEN 4). (19)
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2.6.3 Operacionalizacion de las variables

. o . o , Escalade . ,
Variable Definicion conceptual Indicador | Definicion operacional medicién ltems/instrumento
Edad NUmero de afios ¢ Cuantos afos tiene?
El dengue es una infeccion gglme@[ﬂcc)iisoen el momenta | Razon ]
Denaue virica transmitida por la picadura '
9 de las hembras infectadas de | Procedencia | Origen de algo o] ¢Cudl es su lugar de
mosquitos del género Aedes. el principio de donde nace procedencia?
Hay cuatro serotipos de virus o deriva una persona Nominal
del dengue (DEN 1, DEN 2, .
DEN 3y DEN 4) lquitos
Punchana
San Juan B.
Belen
Sexo Es la caracteristicas | Nominal Sexo
biologicas y fisiologicas Masculino
que definen a varones y Femenino

mujeres.
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Pruebas
rapidas

Las pruebas rapidas identifican
la presencia de anticuerpos o
antigenos 'y muestran el
resultado de manera cualitativa,
positivo 0 negativo.

Positivo

Negativo

Concentracion de un
Anticuerpos (dengue IG
M, Dengue 1Ilg G) o
Antigeno (AgNsl) en el
suero del paciente

Intervalo

¢, Reaccion
rapida?

de

la prueba

g M

lg G

Ag Nsl
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacion
El tipo de investigacion fue aplicativo descriptivo; porque no solo se
encarga de describir la poblacion, situacion o fenémeno alrededor del cual se
centra su estudio. Procura brindar informacién acerca del problema de

investigacion.

El disefio de investigacibn se considera retrospectivos aquellos
cuyo disefio fue posterior a los hechos estudiados y los datos que se obtienen
de los archivos o entrevistas o de lo que los sujetos 0 los profesionales
referidos. El estudio se inicié después de que se haya producido el efecto y la

exposicion.

3.2 Poblaciéon y Muestra
El universo estuvo constituido por 3266 pacientes que se hicieron la
prueba de deteccién del Dengue en el laboratorio de emergencia en el
Hospital lll lquitos EsSalud desde Enero a Diciembre del 2020.
3.2.1 Poblacion: Estuvo conformado por 3266 pacientes que se hicieron
la prueba de deteccién del Dengue en el laboratorio de emergencia en el
Hospital lll lquitos EsSalud desde Enero a Diciembre del 2020.
3.2.2 Muestra: La muestra utilizada fue 344 personas con un nivel de
confianza del 95% y margen de error al 5%.
El tamafio de la muestra fue calculado a través de la férmula para
poblaciones finitas:
Cédlculo del tamarfio de la muestra =n/ (1 + (n/N))
n = (2% (p)(a) /e
Z =1.96, valor de Z al 95% de confianza
p=05
g=1-p=05

e = error estandar, que su valor es de 0.05

44



N = 3266 de pacientes que se hicieron la prueba de deteccion del
Dengue en el laboratorio de emergencia en el Hospital Il Iquitos
EsSalud desde Enero a Diciembre del 2020.
n = (1.96)%(0.5) (0.5) =384.16
(0.05)?
Tamafio muestral= 384.16 / (1 + (384.16/3266)) = 344

3.2.2.1 Criterios de Inclusion: Fueron incluidos las muestras de
pacientes que se hicieron la prueba deteccion del Dengue en el
laboratorio de emergencia en el Hospital Il Iquitos EsSalud desde
Enero a Diciembre del 2020.

3.2.2.2 Criterios de Exclusién: Fueron excluidos las muestras de
pacientes que se no hicieron la prueba de deteccion del Dengue en el
laboratorio de emergencia en el Hospital Il Iquitos EsSalud desde
Enero a Diciembre del 2020.

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
El presente trabajo se caracterizard la incidencia del Dengue en la
poblaciéon atendida, se utlizara la deteccion por el método de
inmunocromatografia para la deteccién de Anti Dengue Ig M e Ig G y AgNs1,
gue tiene una buena sensibilidad. Se estudiaran 344 pacientes, todos los
parametros fueron evaluados en sangre. De las fichas clinicas de las
pacientes se tomaron datos de edad y estado civil y procedencia, asi como
otros indicadores de interés.
Cuaderno de registro de pacientes que acudieron al area de laboratorio
de emergencia del Hospital Ill Iquitos EsSalud desde Enero a Diciembre del
2020.
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3.4 Procesamientos y analisis de datos

En la fase de elaboracion todos los instrumentos fueron verificados con el
asesor de la tesis, para comprobar si eran factibles y comprensibles antes de

ser aplicados.

La recoleccidon de los datos se realizara del cuaderno de registro de
pacientes que acudieron al area de laboratorio de emergencia del Hospital Ill

Iquitos EsSalud.

Se elaborara base de datos correspondiente de la recoleccion y seran
procesados utilizando el paquete estadistico SPSS V.24, los que luego se
presentaran en cuadros de entrada simple y doble, asi como en graficos de

relevancia.(11)
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CAPITULO IV: RESULTADOS

TABLA N° 1. Frecuencia de los pacientes considerados para las muestras de
estudios que se le solicitaron pruebas rapidas de Dengue DuUo, segun resultado
gue acudieron ala Unidad prestadora de servicio del laboratorio de emergencia

del Hospital lll Iquitos EsSalud de Enero a Diciembre del 2020.

Dengue Pacientes Frecuencia

Negativo 191 55.52

Positivo 153 44.48
Total 344 100.00

Fuente: Registro de resultados de Dengue - Hospital lll lquitos EsSalud
Elaboracién: Ely Lavi Prada

Interpretacion: Durante los meses de Enero a Diciembre del 2020 las muestras
considerados para este estudio fueron 344 solicitudes de Dengue de ellos salieron
positivos 153 (44.48%).
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TABLA N° 2. Frecuencia de las muestras de los pacientes considerados para
este estudio con resultados positivos a Dengue duo segln sexo y edad que
acudieron a la Unidad prestadora de servicio del laboratorio de emergencia del

Hospital Ill Iquitos EsSalud de Enero a Diciembre del 2020.

Rango de Edad Hombre Frecuencia Mujer Frecuencia Total Porcentaje
0- 10 afios 14 9.15 11 7.19 25 16.34
11 - 20 afios 21 13.73 13 8.50 34 22.22
21 - 30 afios 31 20.26 23 15.03 54 35.29
31 - 40 afios 16 10.46 14 9.15 30 19.61
41 - 50 afios 4 2.61 2 1.31 3.92
51 - 60 afios 2 1.31 1 0.65 1.96
61 - 70 afios 1 0.65 0 0.00 0.65
71 - 80 afnos 0 0.00 0 0.00 0.00

Total 89 58.17 64 41.83 153 100.00

Fuente: Registro de resultados de Dengue - Hospital lll Iquitos EsSalud
Elaboracién: Ely Lavi Prada

Interpretacion: Durante los meses de Enero a Diciembre del 2020, de las muestras
considerados para este estudio, 153 pacientes salieron Dengue duo positivos, el
rango de edad con mayor frecuencia fue de 21 a 30 afios de edad con 54 (35.29%) y

la frecuencia por sexo 89 (58.17%) fueron hombres y 64 (41.83%) fueron mujeres.
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TABLA N° 3. Frecuencia de pacientes considerados para este estudio con
resultados positivos a Dengue duo segun tipo de reaccidon que acudieron a la
Unidad prestadora de servicio del laboratorio de emergencia del Hospital i

Iquitos EsSalud de Enero a Diciembre del 2020.

Positivo Hombre Frecuencia Mujer Frecuencia Total Porcentaje
Ag NS1 21 13.73 7 4.58 28 18.30
Dengue IgM 27 17.65 26 16.99 53 34.64
Dengue Ig G 41 26.80 31 20.26 72 47.06
Total 89 58.17 64 41.83 153 100.00

Fuente: Registro de resultados de Dengue - Hospital lll Iquitos EsSalud
Elaboracién: Ely Lavi Prada

Interpretacion: Durante los meses de Enero a Diciembre del 2020, de los 153
pacientes que salieron Dengue duo positivos, el marcador serolégico con mayor
frecuencia fue el Dengue IgG con 72 (47.06%) y la menor frecuencia fue del Ag NS1

con 28 (18.30%) la cual es el marcador serolégico agudo de la infeccién.
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TABLA N° 4. Frecuencia de pacientes considerados para este estudio con
resultados positivos a Dengue dio segun procedencia que acudieron a la
Unidad prestadora de servicio del laboratorio de emergencia del Hospital i

Iquitos EsSalud de Enero a Diciembre del 2020.

Procedencia Hombre Frecuencia Mujer Frecuencia | Total Porcentaje
Urbana 15 9.80 11 7.19 26 16.99
Urbana 27 17.65 19 12.42 46 30.07

marginal
Rural 47 30.72 34 22.22 81 52.94
Total 89 58.17 64 41.83 153 100.00

Fuente: Registro de resultados de Dengue - Hospital lll Iquitos EsSalud

Elaboracién: Ely Lavi Prada
Interpretacion: Después de la cuantificacion del Dengue duo de los 153 pacientes

que salieron positivos de la muestra considerados para este estudio durante los
meses de Enero a Diciembre del 2020, se observd mayor frecuencia con 81 casos
positivos que representa el 52.94% de procedencia zona rural y con menor

frecuencia en zona urbana con 26 casos positivos que representa el 16.99%.
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CAPITULO V: Discusion, conclusiones y recomendaciones

5.1 Discusion

Después de la cuantificacion de la muestra de las 344 solicitudes de Dengue
DuUo que acudieron al Hospital Il Iquitos EsSalud 2020, 153 (44.48%) fueron
pacientes Dengue positivos, que son concordante con los estudios de Alexis
Rodriguez en Piura en el 2017, en su tesis “Validacion comparada de la prueba
rapida SD bioline dengue duo con el método Gold Standar (PCR-tiempo real), para el
diagnéstico de dengue en fase febril en muestras procedentes de la Region La
Libertad 2017”. Obteniéndose el 44% positivo a Dengue. (6)

Durante los meses de Enero a Diciembre del 2020, de los 153 pacientes que
salieron Dengue duo positivos, el rango de edad con mayor frecuencia fue de 21 a 30
afios de edad con 54 (35.29%), que son concordante con los estudios de Javier

Hidalgo en Piura en el 2017, donde el promedio de edad de los casos es de 32 afios.

La mayor frecuencia por sexo fueron hombres con 89 (58.17%) y con menor
frecuencia fueron mujeres 64 (41.83%), lo cual hay poca concordancia con los
estudios de Javier Hidalgo en Piura en el 2017 la cual indica que sexo el femenino

con 50.4% fue el mas frecuente y con menor el masculino con 49.6%. (20)

Se observd mayor frecuencia con 81 casos positivos que representa el
52.94% de procedencia zona rural y con menor frecuencia en zona urbana con 26

casos positivos que representa el 16.99%.
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5.2 Conclusiones

El universo estuvo constituido por 3266 pacientes que se hicieron la prueba de
deteccion del Dengue en el laboratorio de emergencia en el Hospital Il Iquitos
EsSalud desde Enero a Diciembre del 2020. A través de la férmula para poblaciones
finitas la muestra calculada con un nivel de confianza del 95% y margen de error al
5% fue 344 pacientes de Dengue DUo de las cuales 153 (44.48%) fueron pacientes
Dengue positivos lo cual nos indica una alta prevalencia y que es necesario contar
con mas establecimientos de primer nivel de atencién con un método de diagndstico
que brinde resultados rapido y permita tomar decisiones de manera oportuna de

control vectorial y clinico.

La mayor frecuencia por sexo fueron hombres con 89 (58.17%) y con menor
frecuencia fueron mujeres 64 (41.83%).

La poblacion afectada por el dengue es mayoritariamente poblacion adulta
joven con edades comprendidas entre 21 a 30 afios con 54 (35.29%) los cuales son

los individuos en edad productiva, lo que ocasiona pérdidas econdémicas y sociales.

En relacidn a la procedencia se observdé mayor frecuencia con 81(52.94%) de
procedencia zona rural y con menor frecuencia en zona urbana con 26 (16.99%). Hay
una relacion entre la prevalencia de la enfermedad y las condiciones de vida de las
personas, siendo mas vulnerables los individuos correspondientes a estratos bajos y
esto estaria en relacion con saneamiento basico deficiente.

Las pruebas rapidas son Uutiles en el diagnostico de diferencial del Dengue con
otras enfermedades que tienen sintomas parecidos, en las regiones donde hay casos
de dengue el Ag NS1, es una prueba de primera linea para infeccion aguda por el
virus del dengue y la mas popular para el diagnéstico precoz del dengue en los
altimos afos.
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5.3 Recomendaciones

Como propuesta del trabajo se dan las siguientes recomendaciones:

> A la Direccion Regional de Salud, al area de saneamiento ambiental
gue realicen la vigilancia continua de fumigacién en los diferentes
hogares y sobre todo en zonas donde existen incremento de dengue.

» Las pruebas rapidas son Utiles en el diagnéstico de Dengue, en las
regiones donde hay casos de dengue, a los establecimientos del primer
nivel de atencién se debe implementar el uso regular de las pruebas
rapidas para ayudar al diagndstico presuntivo y que el médico tratante
tome acciones para su tratamiento y asi ayudar a cortar transmision y
controlar brotes en forma oportuna.

> Llenar de manera correcta la ficha epidemiolégica ya que es muy
importante la procedencia de los pacientes sospechosos de dengue.

> Fortalecer los programas de prevencion y control del dengue en nuestra
region.

» Capacitar al personal de salud en el diagnéstico clinico y de laboratorio
de la enfermedad del dengue.

> Reportar, a las direcciones locales de salud, en forma oportuna los
casos con la respectiva direccion del sitio de residencia, para que se

realicen las acciones de control de vectores.
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Instrumentos de recoleccién

Instrumentos de recoleccién

Fichas de recoleccidn de datos para los pacientes
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