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Resumen

El dengue es la enfermedad viral mas importante transmitida por mosquitos a humanos
por su alta morbimortalidad y el potencial de diseminacién de su vector Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762). Se estima que anualmente ocurren 96 millones de casos y mas de 2,5

billones de personas viven en zonas endémicas.

El objetivo de este trabajo fue describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de
los pacientes de la obra social del Instituto de Prevision Social de Misiones (IPSM),
afectados por el virus Dengue durante el brote ocurrido en la ciudad de Posadas en el afio

2016, y detectar los serotipos circulantes.

Entre febrero y abril se estudiaron 201 muestras de suero de pacientes con
sintomatologia de dengue que concurrieron al laboratorio del IPSM: 108 muestras pareadas,
tomadas en periodo agudo y convaleciente de la enfermedad, y 93 muestras Unicas tomadas
en periodo agudo para la identificacion de serotipo. El rango de edad de estos pacientes
estuvo comprendido entre los 6 y 92 afios, con una media de 44,43 afios (ds=19,9). El
62,7% (72/108) de los pacientes eran mujeres. En todos los casos se trataron de pacientes

ambulatorios.

El 74% de las muestras pareadas fueron positivas, ya sea para la deteccion del antigeno
NS1, o de los anticuerpos IgM e 1gG mediante ELISA. Al realizar el andlisis estadistico, no
se encontrd diferencia significativa entre la edad de los pacientes y la infeccion por dengue
(p = 0,34). La edad media de las muestras positivas fue de 43,14 afios (ds=18,55) y de
39,25 (ds=17,6) en las muestras negativas. Se hall6 una mayor proporciéon de hombres con

dengue, frente a mujeres que presentaron la infeccion (p = 0,04).

Se analizd la asociacion entre la infeccion por dengue y las siguientes variables:
exantema, dolor abdominal, fiebre, vomito, mialgia, artralgia, cefalea, dolor retroocular,
hematocrito>45, Plaquetas<140.000 y glébulos blancos<4.000. Se hallé diferencia
estadisticamente significativa con hematocrito>45 (p=0,013) y glébulos blancos<4.000
(p=0,010). Las manifestaciones clinicas mas comunes fueron: fiebre (98,8%), mialgia
(93,8%), cefalea (88,8%) y artralgia (80%).



Para la determinacion del serotipo se estudiaron 113 muestras con sospecha de Dengue
en periodo agudo. Todos los casos en que se logré detectar el genoma viral correspondieron
a DENV-1.

No existen trabajos publicados de esta indole en la region, por lo que estos resultados
aportan informacion sobre la epidemiologia en la ciudad de Posadas que contribuye al

conocimiento local de la enfermedad.

Palabras-clave: Dengue; serotipos; epidemiologia; georeferenciacion.
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Abstract

Dengue is the most important mosquito-borne viral disease due to its high morbidity
and mortality and the potential for dissemination of its vector, Aedes aegypti (Linnaeus,
1762). It is estimated that 96 million cases occur annually and more than 2.5 billion people

live in endemic areas.

The objective of this study was to describe the clinical-epidemiological characteristics
of the patients of the Social Security Institute of Misiones (IPSM) affected by the Dengue
virus during the outbreak in the city of Posadas in 2016, and detect the circulating

serotypes.

Between February and April, 201 serum samples from patients with dengue
symptoms who attended the IPSM laboratory were studied: 108 paired samples, taken in
acute and convalescent period of the disease, and 93 unique samples taken in acute period
for serotype identification. The age range of these patients were between 6 and 92 years,
with a mean of 44.43 years (ds = 19.9). 62.7% (72/108) of the patients were women. In all

cases they are outpatients.

74% of the paired samples were positive either for the detection of the antigen, or for
the IgM or IgG antibodies by ELISA. When performing the statistical analysis, no
significant differences were found between the age of the patients and dengue infection (p
= 0.34). The average age of the positive samples was 43.14 years (ds = 18.55) and 39.25
(ds = 17.6) in the negative samples. A greater proportion of men with dengue were found,

compared to women who had the infection (p = 0.04).

It was analyzed the association between dengue infection and the following variables:
rash, abdominal pain, fever, vomiting, myalgia, arthralgia, headache, retroocular pain,
hematocrit> 45, Platelets <140,000 and white blood cells <4,000. A statistically significant
difference was found with hematocrit> 45 (p = 0.013) and white blood cells <4,000 (p =
0.010). The most common clinical manifestations were: fever (98.8%), myalgia (93.8%),
headache (88.8%) and arthralgia (80%).

Vil



To determinate the serotype, 113 samples with suspected Dengue in the acute period

were studied. All cases, in which the viral genome was detected, corresponded to a DENV-
1.

There are no published studies of this kind in the region, so these results provide
information on the epidemiology in the city of Posadas that contribute to the local

knowledge of the disease.

Keywords: Dengue, serotypes, epidemiology, georeferencing.
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CAPITULO 1




1.1 INTRODUCCION

El dengue es una de las enfermedades vectoriales de mayor importancia a nivel
mundial debido a su alta prevalencia y amplia distribucion. Es causado por un virus del
género Flavivirus (Familia Flaviviridae) que se transmite a través de la picadura de un
mosquito perteneciente al género Aedes, principalmente el Aedes aegypti (Linnaeus, 1762),

vector de la enfermedad (1,2).

Es una enfermedad infecciosa viral reemergente de gran potencial epidémico y curso
autolimitado, endémica en regiones tropicales y subtropicales. Su endemicidad se extiende
a méas de 100 paises en el sureste de Asia, América, el Pacifico occidental, Africa y las
regiones del Mediterraneo oriental (Figura 1). En los Gltimos 50 afios, su incidencia ha
aumentado 30 veces con la creciente expansion geografica hacia nuevos paises y, en la

actual década, de areas urbanas a rurales (1,3).
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Figura 1. Carga global del Dengue, 2019 (4).



Su répido surgimiento global estd relacionado con los cambios demograficos y
sociales de los ultimos 50 a 60 afios, que incluyen un crecimiento de la poblacion sin
precedentes, aumento que ha llevado a la formacion de grandes conglomerados humanos
que se conforman en areas densamente pobladas, un aumento en el movimiento de personas
(y, en consecuencia, del virus) debido a las mayores facilidades de transporte y
caracteristicas propias de la evolucion del patégeno, como cambios en el medio ambiente
que promueven su supervivencia y la susceptibilidad a la infeccion del hospedador (3).

En Argentina, el comportamiento del dengue es epidémico, y la ocurrencia de casos
se restringe a los meses de mayor temperatura (noviembre a mayo), en estrecha relacion

con la ocurrencia de brotes en los paises limitrofes (Brasil, Paraguay y Bolivia) (5).

La transmision del dengue es el resultado de las interacciones entre personas,
mosquitos, virus y factores ambientales. EI movimiento humano local es un impulsor
espaciotemporal importante de la dindmica de transmision para la amplificacion y

propagacion del virus del dengue (1,3).
1.1.1 Arbovirus

El 61% de las enfermedades emergentes y reemergentes, como el dengue, son
enfermedades zoondticas, que requieren la participacion de un vector en su ciclo de
transmision que hace de intermediario entre los huéspedes vertebrados. Los virus que son
transmitidos con estas caracteristicas son Ilamados con el acrdstico arbovirus (del inglés
arthropod borne viruses). Estos no conforman una categoria taxonémica sino que agrupan
a un variado grupo de virus transmitidos por artrépodos como mosquitos, garrapatas y
tabanos. Este modo de transmision requiere de tres participantes: el vector, el virus y el
vertebrado (6).

Los arbovirus pueden presentar dos ciclos de transmision, uno selvatico que permite
mantener al virus en la naturaleza y ocurre entre el vector y el huésped no humano; y otro
urbano, donde el hospedador es el hombre. Por algin evento se produce un cambio que le
permite a los virus con ciclos selvaticos presentar también ciclos urbanos (Figura 2).
Algunos arbovirus pueden perder o prescindir de su caracteristica zoonética para

amplificarse, convirtiéndose asi en arbovirus que presentan su ciclo principalmente en



humanos (ciclos urbanos), quien actta ahora como huésped amplificador. Este es el caso de
virus como el dengue, que presenta ciclos humano-vector-humano que resultan en alta
viremia por lo que adquieren la capacidad de transmitirse eficazmente y causar grandes

epidemias (7).

Ciclo selvatico | Ciclo urbano |
o 8 m i
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Figura 2. Ciclo urbano y selvatico del virus Dengue (8).

1.1.2 El vector

La transmision del virus Dengue se produce por la picadura de las hembras de
mosquitos del género Aedes (familia Culicidae), principalmente el A. aegypti. Siendo este
uno de los vectores mas eficientes para los arbovirus debido a que es muy antropofilico,
frecuentemente pica varias veces antes de completar la oogénesis y prolifera en estrecha

proximidad a los seres humanos (1).

Este mosquito tiene habitos tipicamente domiciliarios y diurnos (presenta su mayor
actividad a primeras y ultimas horas del dia), por lo que la transmisién es

predominantemente domeéstica y afecta principalmente a las poblaciones urbanas (9).

Cuando las condiciones son propicias, el mosquito no suele desplazarse a mas de 100
metros de los sitios de oviposicion, pero, eventualmente bajo condiciones artificiosas puede
reconocerse un rango de dispersion activa de hasta 1 o 2 kildbmetros. La dispersion pasiva a
través de medios de transporte es uno de los factores mas importantes de diseminacion de

estos mosquitos y del virus dengue de una region a otra (5,9).



Los sitios de cria del vector son fundamentalmente artificiales: urbanos (en baldios,
cementerios, desarmaderos, basurales) o domésticos (neumaticos, floreros, botellas,
bebederos de animales, latas abiertas o contenedores de cualquier tipo, depdsito de agua de
bebida, cisternas, vasijas, y todo tipo de recipientes en desuso que pueda contener agua);

aunque también existen criaderos naturales como los huecos y axilas de plantas (10).

La hembra, ademas de fitofaga como el macho, es hematofaga ya que necesita la
proteina hemoglobina para la oviposicion. Pone entre 50 y 150 huevos repartidos en
distintos sitios y puede oviponer cada 3 o 4 dias. Deposita los huevos en las paredes de
recipientes que contienen agua, por encima del nivel de la misma. El desarrollo
embrionario tarda entre 2 y 3 dias si el ambiente es hiumedo y célido, pero a temperaturas
mas bajas puede extenderse unos dias mas. Cuando los huevos eclosionan surgen los
estadios inmaduros acuéticos (pupa - crisalida) para luego desarrollarse el adulto. Si las
condiciones de temperatura y alimentacion son Optimas, en 10 dias aproximadamente se

completa el ciclo de huevo a adulto (11) (Figura 3).

Los meosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

Las crisalidas viven en el agua.

Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos
con capacidad para volar. -
E

-

77
<7’

Crisalida Huevos

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacién, el cual puede

durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Las larvas viven en el agua.
Se convierten en crisalidas
entan solo 5 dias.

Figura 3. Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti (11).

El mosquito adulto es de coloracion oscura, con franjas plateadas en sus patas y
dorsalmente una estructura en forma de lira, también plateada, sobre el torax (Figura 4).



Un mosquito adulto puede vivir entre 4 y 6 semana, y los huevos pueden resistir

condiciones de sequia por més de un afio (9).

Figura 4. Aedes aegypti picando a un humano (2).

En Ameérica solamente ha sido demostrada la transmision del dengue a través del A.
aegypti, introducido durante la colonizacién, cuando los barcos de esclavos traian toneles
con agua y juntaban agua de lluvia durante el camino, donde se desarrollaba el mosquito
(12). El Aedes albopictus (Skuse, 1895), relacionado a la transmision de la enfermedad en
otros continentes, principalmente el continente asiatico, sélo es un vector potencial en las
Américas. Este mantendria el ciclo en el ambiente silvestre incluyendo a los monos como

reservorios (5).

En Argentina, el A. aegypti se distribuye actualmente desde el norte del pais hasta las
provincias de Buenos Aires, La Pampa y Mendoza. Por su parte, el A. albopictus se ha
encontrado en Misiones y Corrientes, sin embargo no ha sido asociado a la transmision de

dengue en estas provincias (5).

1.1.3 Agente Etioldgico

El virus del Dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae. Es
un virus de aproximadamente 50 nm, conformado por la envoltura viral — obtenida de las
células del huésped -, que contiene la nucleocépside icosaédrica de 30 nm de diametro. La

envoltura del virion presenta proyecciones superficiales compuestas de proteinas



estructurales de la envoltura (E) y de la membrana (M). Estas proteinas forman una capa
externa protectora que controla la entrada del virus en las células humanas. El interior del
virus contiene el complejo riboproteico conformado por la proteina de la cépside y el

genoma viral (13,14) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura del virus del dengue (Adaptado de © 2011 Nature Education).

El genoma viral esta constituido por una hebra sencilla de ARN de polaridad positiva,
de aproximadamente 11 kb, que presenta un Gnico marco abierto de lectura, dando origen a
una unica poliproteina que luego es clivada, co- y postraduccionalmente, por proteasas
virales y celulares para dar origen a diez proteinas maduras. En su extremo 5’ presenta una
estructura tipo caperuza (cap), mientras que en su extremo 3’ carece de cola poli A. En su
lugar, en el extremo 3’ presenta una estructura de “tallo y burbuja” estable y conservada en

todos los miembros de la familia (15,16).

El ARN genomico es infeccioso, como en todos los virus de genoma de cadena
positiva, y se compone de tres genes que codifican para tres proteinas estructurales: la
proteina de la nucleocéapside o core (C), una proteina asociada a la membrana (prM/M) y
una proteina de la envoltura (E), localizado en el extremo 5°del genoma; y 7 genes que
codifican para proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5),

en el extremo 3" (17) (Figura 6). La glicoproteina E desempefia un papel fundamental
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durante la penetracion del virus en la célula y en la respuesta inmunitaria. Por su parte, la
proteina no estructural NS1 participa en la maduracién viral y es utilizada para el
diagndstico temprano (18).
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Figura 6. Genoma del Virus Dengue (19).

Su genoma codifica para una ARN polimerasa dependiente de ARN sin actividad de
correccion, lo que lleva a altas tasas de sustitucion, rapida divergencia, y la existencia de al

menos cuatro serotipos (DENV1 - 4), filogenética y antigénicamente diferentes (20-22).

Los diferentes serotipos comparten una identidad de aminoacidos limitada (alrededor
del 60-75%) (17,19). A pesar de estas diferencias, cada serotipo causa sindromes casi

idénticos en los seres humanos y circula en el mismo nicho ecoldgico (19).

Basado en la diversidad genética y la distribucion geografica, se han reconocido
diferentes genotipos y clados dentro de cada serotipo del virus dengue, con una diferencia
en sus nucleétidos no mayor al 6% en la union de los genes E/NS1. Se ha determinado que
la variacion genética es mayor para el virus DENV-2 seguido de DENV-3, DENV-1 y
DENV-4 (17,23).

Mediante el analisis de pequefias secuencias genOmicas que permiten detectar
variaciones puntuales se ha demostrado la existencia de 5 genotipos diferentes para DENV-
1(24), 5 genotipos para DENV-2 (24,25), 2 genotipos DENV-3 (26) y 2 genotipos DENV-4
(27).

Las variaciones genéticas entre los distintos serotipos y dentro de ellos, son
determinantes importantes de la aptitud viral diferencial, la virulencia y el potencial

epidémico. Las cepas con una ventaja replicativa tanto en humanos como en mosquitos



pueden propagarse mas rapidamente y con mas éxito que las cepas con capacidades
replicativas més bajas, y eventualmente podrian desplazar las cepas con una condicion

fisica méas baja (23).

La genética viral también influye en las interacciones del virus con la respuesta inmune
preexistente del huésped, asi como la eficacia global de las respuestas inmunes antivirales
del huésped. En consecuencia, los serotipos y clados particulares se han asociado con

manifestaciones clinicas diferenciales y la gravedad de la enfermedad (17).
1.1.4 Transmision del virus Dengue

La transmision del virus del dengue es netamente vectorial, no existe el contagio de
persona a persona, salvo contadas excepciones de transmision vertical (de madre a recién

nacido), descriptas en la literatura cientifica (1).

El vector adquiere el virus al alimentarse de una persona infectada en periodo de
viremia. Luego de un lapso de tiempo necesario para la incubacion en el mosquito,
denominado periodo de incubacién extrinseca, éste permanecera infectante el resto de su

vida y con capacidad de infectar a individuos susceptibles (12).

Durante el periodo de incubacion extrinseca, el virus replica en el intestino del
mosquito y desde ahi migra a las glandulas salivales. Este proceso demora entre 8 y 10 dias,
y depende entre otros factores de la temperatura ambiental, siendo mas rapido cuando éstas
son elevadas. Las picaduras de mosquitos después de este periodo dan como resultado una
infeccion, que podria ser promovida por las proteinas salivales del mosquito (5,19,28). La
transmision vertical (transovarica) en mosquitos, ha sido demostrada para los cuatro
serotipos de DENV (28).

Cuando una persona susceptible es picada por un mosquito infectado, debe pasar un
tiempo denominado periodo de incubacién intrinseca, previo a que puedan aparecer las
manifestaciones clinicas. Este periodo generalmente dura entre 5y 7 dias, con un rango de
3 a 14 dias. Las manifestaciones clinicas de la infeccion por el virus dengue representan la

compleja interaccion del virus con el huésped (14) (Figura 7).
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Figura 7. Tiempos de incubacion y enfermedad causada por el DENV.
Construido a partir de Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(10).

1.1.5 Clasificacion de la enfermedad

Durante tres décadas, por recomendacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMYS), el dengue se clasifico en tres categorias: fiebre del dengue y fiebre hemorrégica por
dengue, con o sin sindrome de shock por dengue. En los Gltimos afios se ha cuestionado la
utilidad clinica de esta clasificacion, debido a que la misma resultaba tardia en el
seguimiento de la evolucion de la enfermedad, perdiendo la capacidad de prevenir el

desarrollo a estadios avanzados (1).

Con el fin de encontrar una clasificacibn mas adecuada que permitiera identificar
precozmente los signos de alarma Utiles para mejorar el manejo clinico de los casos, desde
el afio 2009, la OMS establece una nueva forma de clasificacion clinica del Dengue,
Ilamada DENCO (Dengue Control), que diferencia cuadros de dengue grave y no grave,
éste Ultimo a su vez segregado en dos grupos de acuerdo a la presencia o no de signos de
alarma (1,5,29).

Se consideran signos de alarma, aquellos signos y sintomas presentes en pacientes un

dia antes de agravarse, los que permiten identificar tempranamente al enfermo que va a
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evolucionar a dengue grave. Se debe tener en cuenta que las 48 horas posteriores al cese de
la fiebre son las de mayor riesgo de aparicion de complicaciones. Dentro de los signos de
alarma se distinguen: dolor abdominal intenso y continuo, vémitos persistentes, derrame
seroso (en peritoneo, pleura o pericardio), sangrado de mucosas, somnolencia o
irritabilidad, hepatomegalia, incremento brusco del hematocrito concomitante con rapida
disminucion del recuento de plaquetas. Los casos de dengue sin signos de alarma pueden
ser tratados de manera ambulatoria en caso de no presentar condiciones co-existentes
(embarazo, diabetes mellitus, cardiopatias, etc.) o de riesgo social. Por otro lado, un

paciente que presente signos de alarma debe ser hospitalizado (5).

1.1.6 Cuadro clinico

La infecciébn por el virus dengue puede presentarse de forma sintomatica o
asintomatica, siendo la mayoria de éstas asintomaéticas o presentdndose solamente con

sintomas leves e inespecificos (1,5).

Las infecciones sintométicas pueden variar desde formas leves de la enfermedad, que
solo se manifiestan con un cuadro febril agudo, de duracién limitada (2 a 7 dias), a otros
cuya fiebre se asocia a intenso malestar general, cefalea, dolor retro ocular, dolor muscular
y dolores articulares. En no mas del 50% de los casos, estos sintomas pueden acompafiarse

de un exantema pruriginoso, no patognomaonico (5).

Algunos casos de dengue pueden evolucionar a formas graves (dengue grave) en las
que hay manifestaciones hemorragicas, pérdida de plasma debida al aumento de la
permeabilidad vascular, (Io que ocasiona un incremento del hematocrito) y presencia de
colecciones liguidas en cavidades serosas (derrame pleural, ascitis y derrame pericardico),

lo que puede llevar a un cuadro de shock por dengue (1,5).

Los casos de dengue grave son mas frecuentes en personas que ya padecieron dengue
por un serotipo (infeccidn primaria) y se infectan nuevamente (infeccion secundaria) con un
serotipo diferente al que le ocasiond el primer cuadro (Amplificacion inmunoldgica de la
infeccion mediada por anticuerpos) (16,29-31). Este fendmeno puede ocurrir hasta muchos
afios después de ocurrida la infeccion primaria, pero no implica necesariamente que toda

infeccion secundaria conduzca a dengue grave. Hay estudios que indican diferencias en la
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virulencia como factor determinante de la patogénesis de la enfermedad por DENV
(16,24,25).

El dengue es una enfermedad sistémica y muy dinamica, ya que en pocas horas un
paciente puede pasar de un cuadro leve a un cuadro grave. Las manifestaciones clinicas de
la infeccion por DENV pueden dividirse en tres etapas: 1. Etapa febril, 2. Etapa critica, 3.
Etapa de recuperacion (Figura 8). El diagndstico viral apropiado y la evaluaciéon de los
signos de advertencia de progresion a enfermedad grave son criticos para el manejo
efectivo del paciente (32).

Dias de enfermedad
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Figura 8. Etapas de evolucién del Dengue: etapa febril, etapa critica y etapa de

recuperacion (5).

La etapa febril es de duracién variable (entre 3 a 6 dias en nifios y 4 a 7 dias en adultos),
y se asocia al periodo de viremia. Ademas de la fiebre, esta etapa puede ir acompafada de
dolor muscular y articular, astenia, cefalea, exantema, prurito, dolor abdominal leve y, a
veces, diarrea. Es frecuente la presencia de leucopenia con linfocitosis relativa,

trombocitopenia e incremento de las transaminasas. A la caida de la fiebre, el enfermo
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puede mejorar 0 empeorar. EI empeoramiento es precedido por uno 0 mas signos clinicos

conocidos como signos de alarma, ya que anuncian la inminencia del shock (5,33).

El periodo que se inicia posterior a la caida de la fiebre y hasta 48 hs después se
denomina fase critica. La mayoria de los pacientes infectados con DENV se recuperan por
completo después del periodo febril y no entran en esta fase de la enfermedad. La fase
critica se caracteriza por la extravasacion de plasma (escape de liquidos desde el espacio
intravascular hacia el extravascular), que puede llevar al shock hipovolémico (piel fria,
pulso debil, taquicardia, hipotensién). Debido a la extravasacion del plasma, el hematocrito
sube, lo que constituye un método confiable para el monitoreo de la fuga de plasma. Este es
el momento en el que, con mayor frecuencia, los enfermos pueden presentar
complicaciones, ya que la extravasacion de plasma se hace més intensa y es capaz de
conducir al shock por dengue (5,32).

Las plaquetas pueden descender de forma progresiva desde la etapa febril, siendo mas
intenso el descenso en la etapa critica. La plaquetopenia y trombocitopenia no se deben a
un déficit de produccion, sino a la destruccion masiva periférica por un mecanismo
inmunomediado, de carécter transitorio. Una vez que los pacientes pasan el periodo critico
de 24-48 horas, la recuperacion de la enfermedad puede ser notablemente rapida. Cuando
las plaquetas comienzan a elevarse, indican que el paciente entra en la etapa de

recuperacion (5,33,34).
1.1.7 Patogenia y respuesta inmune

En la infeccién natural, el virus es inoculado por el mosquito vector en el espacio
subcutaneo o intradérmico. Una vez en la dermis, los virus del dengue infectan céelulas
dendriticas inmaduras, denominadas células de Langerhans, donde inician su replicacion.
Las células dendriticas infectadas maduran y migran a los ganglios linfaticos locales o
regionales, donde contintan su replicacion (en células del linaje macr6fago-monocito). Una
vez que la infeccion se amplifica dentro de los ganglios linfaticos, el virus entra en la
circulacion, donde puede infectar monocitos circulantes, a través del sistema linfatico
eferente y el conducto toracico (fase virémica), de manera que la viremia es habitual y

precede al inicio de los sintomas y en los 5 dias siguientes (19). De este modo se facilita la
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diseminacion a 6rganos secundarios, donde también son las células del sistema fagocitico
mononuclear las principales afectadas por el virus. Se han detectado antigenos de DENV en
macrdofagos de piel, higado, glomérulo renal, timo, bazo, sangre y ganglios linfaticos
(12,35).

Una vez establecida la infeccion en el huésped, las células expresan como primera
linea de defensa el interferon (IFN) de tipo | (o y B), que busca inhibir la replicacion viral.
Por otro lado, se inicia el proceso de presentacion de antigenos mediante el complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) de tipo | y Il, lo que conlleva a que células como las NK
(Natural Killer) ataquen a las células infectadas y liberen, junto a los linfocitos T, el IFN de
tipo II (y). Esta actividad es el fenomeno responsable del control de la infeccién, ya que se
establece un estado antiviral mediado por IFN que evita la replicacion del virus en las
celulas infectadas o la infeccion de nuevas células. Ademas, esta sefializacion puede inducir

la apoptosis de las células infectadas o alteradas (13).

Los epitopes ubicados en las proteinas prM, E y NS1 son los principales objetivos de
los anticuerpos generados por el sistema inmune. La glicoproteina E es la hemaglutinina
viral; induce la inmunidad protectora en el huésped y también determina la existencia de

anticuerpos no neutralizantes de reaccion cruzada entre Flavivirus (36).

Esta respuesta inmunitaria es la que normalmente se presenta en los pacientes
infectados por primera vez que logran resolver la infeccion; sin embargo, en los pacientes
que sufren una nueva infeccion con un serotipo diferente al de la primoinfeccion (frecuente
en zonas endémicas donde circula méas de un serotipo de DENV), ocurre un fenémeno que
estimula y exacerba la respuesta inmunitaria del paciente, mediante la formacién de
complejos inmunes entre DENV y anticuerpos no neutralizantes que se unen a los
monocitos y macréfagos mediante los receptores Fc y favorecen la penetracién del virus.
Este mecanismo incrementa la proporcién de células infectadas, la viremia y la capacidad
de dispersion del virus en el organismo, lo que aumenta las probabilidades de desarrollo de
dengue grave, con posibles manifestaciones hemorragicas (18,30).

Esto explicaria por qué algunos pacientes con dengue grave poseen titulos virales mas

altos en comparacion con los pacientes con dengue sin signos de alarma. Ademas, el
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fenomeno de la potenciacion de la infeccion dependiente de anticuerpos estimula la
activacion en células como linfocitos y macrofagos, induciendo la liberacion de citocinas y
otros factores solubles que alteran, entre otros aspectos, la fisiologia del tejido endotelial, lo
que facilita la extravasacion y la formacion de edemas, petequias y hemorragias
(13,19,30,37).

Cuando una persona es infectada por el virus dengue, ésta generara inmunidad de por
vida para ese serotipo (inmunidad homdloga) e inmunidad temporaria de alrededor de 6
meses para los demas serotipos (inmunidad heteréloga). Durante una infeccidn primaria se
generan linfocitos B y T (CD4 y CD8) de memoria tanto serotipo-especificas como con

reactividad cruzada para otros serotipos (12).

Aunque, en teoria, una persona podria padecer dengue hasta cuatro veces a lo largo de
su vida (una por cada serotipo), hasta el momento s6lo se han comprobado hasta tres
infecciones en un mismo individuo (5), y se ha descrito que aquellos que han
experimentado infeccion previa son mucho méas propensos a desarrollar enfermedad
hemorréagica (30). Sin embargo, como se menciono anteriormente, hay estudios que indican
diferencias en la virulencia como factor determinante de la patogénesis de la enfermedad
por DENV (38). Si bien cualquiera de los serotipos del virus Dengue puede producir
formas graves de la enfermedad, los serotipos 2 y 3 han sido asociados a la mayor cantidad

de casos graves Y fallecidos (5).
1.1.8. Diagndstico

Si bien los sintomas clinicos pueden dar sospecha de la enfermedad, el diagndstico se
confirma mediante analisis de laboratorio. Este se puede realizar mediante técnicas directas,
ya sea por aislamiento del virus en cultivo o mosquitos, la deteccion de ARN gendémico
viral, o deteccion de productos virales (captura y deteccion de la proteina NS1 secretada); o
por métodos indirectos, mediante la deteccion de la respuesta inmune del huésped a la
infeccion, a través de la medicion de IgM e IgG especificas del virus. EI momento de la
aparicion y la duracién de estos biomarcadores en la infeccion primaria y secundaria por
dengue se presentan graficamente en la Figura 9. El suero es la muestra de eleccion aunque

también se puede utilizar plasma, sangre entera 0 muestra de tejidos en casos fatales
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(17,32). Recientemente se ha reportado la deteccion prolongada de ARN de virus dengue

en una muestra de semen (39).
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Figura 9. Viremia y cinética de Anticuerpos IgM e IgG en infecciones por virus
Dengue (40).

Por otra parte, el hematocrito y el recuento de plaquetas son los examenes de
laboratorio clinico indispensables en pacientes con sospecha de dengue. La determinacion
del valor del hematocrito en la fase febril temprana establece la linea basal del paciente.
Una disminucién rapida del nimero de plaquetas junto con un hematocrito elevado en
comparacion con la linea basal sugiere el progreso hacia la fase critica de la enfermedad o
extravasacion de plasma. El resto de los examenes complementarios deben realizarse de
acuerdo al cuadro clinico del paciente: coagulograma, proteinas totales, albimina,

ionograma, gasometria, urea, creatinina y transaminasas (1,32).

e Aislamiento de virus

El aislamiento viral puede realizarse en lineas celulares de mosquito (AP-61, Tra-284,
AP64, C6/36 y CLA-1) o de mamifero (LLCMK2, Vero y BHK-21), 0 en mosquitos Vvivos.
Las muestras tomadas de pacientes infectados que experimentan enfermedad febril hasta 5

dias despueés del inicio de la enfermedad producen los resultados méas exitosos. Si bien el
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aislamiento del virus ha sido el método de diagnostico tradicional para detectar la infeccidn
por DENV, ya que constituye el diagnostico confirmatorio, gradualmente ha sido
reemplazado por la reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR)
y, mas recientemente, por los ensayos de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) de captura

de antigeno NS1 para un diagndstico mas rapido (32).
e RT-PCR

Los métodos moleculares como la RT-PCR vy la hibridacién de &cido nucleico se han
utilizado con gran efecto para diagnosticar con éxito la infeccion por DENV. Las técnicas
basadas en PCR permiten la deteccion del ARN viral desde el inicio de la enfermedad; es
mas sensible, especifico, rapido y menos costoso que los métodos de aislamiento de virus.
Al igual que en el aislamiento, solamente se obtienen resultados exitosos en muestras

obtenidas hasta el dia 5 a partir del inicio de los sintomas (1,32,41).
e Captura de antigeno NS1

La proteina viral NS1 es un objetivo ampliamente utilizado para el diagnéstico de la
infeccion por dengue, ya que es secretada por las células infectadas, se encuentra en altos
niveles en la sangre circulante de personas infectadas y puede detectarse desde el inicio de
los sintomas hasta 9 o0 10 dias en infecciones primarias.

El desarrollo comercial de NS1 como herramienta de diagnéstico ha revolucionado el
diagnostico de dengue, ya que permite la realizacion de ensayos simples y de baja
tecnologia que tienen alta sensibilidad y especificidad, convirtiéndose en el nuevo estandar
para el diagnéstico del dengue al permitir un diagnéstico precoz y un manejo mas eficaz del
paciente (1,32).

e Serologia

Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion (HI) junto con los ELISA de captura
de anticuerpos IgM e 1gG han demostrado ser los métodos de diagndstico serol6gicos mas
utiles para la deteccion de DENV de rutina. En las infecciones primarias, los anticuerpos de
tipo IgM son detectables luego de cinco dias desde el comienzo de la fiebre; mientras que

los anticuerpos de tipo 1gG se pueden detectar 10 a 15 dias después del comienzo de la
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fiebre. En las infecciones secundarias, los anticuerpos IgG ya son detectables al inicio de la

fiebre y sus titulos son relativamente mayores a los de la primoinfeccion (32).

En éreas donde circula mas de un Flavivirus (Ej., virus de la fiebre amarilla, virus de
la encefalitis japonesa y, mas recientemente, virus Zika), es importante tener en cuenta que
la deteccidn de la infeccion por DENV por serologia puede presentar reactividad cruzada
de la respuesta de anticuerpos, debido a los epitopes de reaccidn cruzada compartidos en la
proteina E, dando lugar a falsos positivos. Para reducir estos resultados falsos positivos, la

serologia de IgM e IgG debe combinarse con la deteccidn de antigeno NS1 (32).

La neutralizacion por reduccion de placas y el aislamiento viral en cultivos celulares o
por inoculacidn intratorécica de mosquitos, no suelen realizarse cominmente y se utilizan
principalmente en estudios de investigacion epidemioldgica. La neutralizacion, es la Unica

técnica que permite la determinacion del serotipo infectante en periodo no virémico (12).

Dada la cinética variable de cada biomarcador, no se puede usar un solo ensayo para
confirmar el diagnostico de DENV, ya que los pacientes pueden concurrir a la consulta
médica en diferentes etapas de la infeccion. Se ha demostrado que combinar la deteccion de

NS1 con la deteccion de IgM y/o 1gG mejora sustancialmente el diagnostico.

1.1.9 Tratamiento y prevencién

Hasta el momento, no existen antivirales especificos para la enfermedad, sélo se
realizan tratamientos de soporte que pretenden evitar la deshidratacion, reducir la fiebre y
evitar la evolucion a casos graves. Para ello, es de suma importancia la realizacion de un
diagnostico certero y precoz. En algunos casos se puede requerir hospitalizacion para una
mejor atencion, principalmente en pacientes con signos de alarma. En cuanto al manejo de
los enfermos, se recomienda reposo, administrar analgésicos como el paracetamol y evitar
la administracion de acido acetil-salicilico (aspirina), ibuprofeno u otros agentes
antiinflamatorios no esteroides (AINE) ya que estos medicamentos pueden agravar la
gastritis o el sangrado. Ademas, el &cido acetil-salicilico (aspirina) puede asociarse con el
Sindrome de Reye (1,10).
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En 2015 se licencid la primera vacuna contra la dengue Ilamada Dengvaxia (CYD-
TDV), autorizada para su uso en personas de 9 a 45 afios de edad que viven en areas
endémicas. Se trata de una vacuna tetravalente a virus vivo atenuado y recombinante,
desarrollada por Sanofi Pasteur, que se aplica en tres dosis en un intervalo de 0, 6 y 12
meses (42). Cada recombinante monovalente se obtiene por separado sustituyendo los
genes que codifican las proteinas prM y E del genoma del virus atenuado de la fiebre
amarilla con los genes correspondientes de los cuatro serotipos de DENV salvaje (43). Si
bien la vacuna contiene antigenos de los cuatro serotipos de DENV, no presenta igual
efectividad en todos ellos, siendo mayor para DENV-3 y DENV-4 (mayor al 70%),
mientras que para los serotipos DENV-1 y DENV-2 es solamente del 40 - 50%. A su vez,
esta efectividad varia en los distintos receptores segin edad y exposicion previa a la
enfermedad (42,43).

Dengvaxia ha demostrado en ensayos clinicos que es eficaz y segura en individuos
seropositivos, pero aumenta el riesgo de dengue grave en aquellos que experimentan su
primera infeccion natural por dengue después de la vacunacion (individuos seronegativos).
Por lo que la estrategia recomendada para los paises que consideran la vacunacion como
parte de su programa de control del dengue, es la deteccion de la prevalencia de la
infeccion previa por dengue. Sélo si el examen previo a la vacunacion no es factible, la
vacunacion sin deteccion individual podria considerarse en areas con documentacion
reciente de tasas de seroprevalencia de al menos 80%. Asimismo, se recomienda la
utilizacién de la vacuna en el marco de un exhaustivo control de vector, cuidados clinicos
de buena calidad en pacientes con dengue, una intensa vigilancia y sistemas de seguimiento

de la vacunacion (43,44).

Actualmente, las estrategias de prevencion de la infeccion estan dirigidas
principalmente al control del vector. Se recomienda eliminar todos los recipientes donde
puede acumularse agua de lluvia; cubrir, vaciar y limpiar regularmente los recipientes
donde se almacena agua para uso doméstico (agua de las mascotas, floreros, colectores de
desagties de aire acondicionado o lluvia); tapar los tanques o depoésitos de agua y mantener
los patios y jardines desmalezados. Durante los brotes epidémicos, las medidas de lucha

antivectorial de emergencia pueden incluir la aplicacion de insecticidas mediante
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rociamiento. Para el cuidado personal es importante colocar mosquiteros en las ventanas y
utilizar repelentes que contengan DEET (N,N-Dietil-3- metilbenzamida), asi como ropa
clara y de manga larga cuando sea posible (45). Es imprescindible que estas acciones sean
sostenidas en el tiempo con el objeto de tener verdadero caracter preventivo y disminuir
notablemente el riesgo de ocurrencia de brotes. Es muy importante el trabajo conjunto entre
los sistemas de salud y la poblacion general para lograr una mayor eficiencia a nivel local y

regional (46).
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1.2 ALCANCES Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El dengue es la enfermedad viral mas importante transmitida por artropodos en los
seres humanos por su alta morbimortalidad y el potencial de diseminacion de su vector
(29). Se estima que en la actualidad, aproximadamente 390 millones de personas tienen
infecciones por el virus dengue, y anualmente ocurren alrededor de 96 millones de casos en
todo el mundo, mas de tres veces la estimacion de la OMS en 2012 (1,17,47). Ademas, el
40% de la poblacion mundial vive en &reas con transmision del virus, siendo méas de 2.5
billones las personas que se encuentran en riesgo de infeccion (3,47). Si bien son pocos los
casos que progresan a cuadros graves por la enfermedad, aproximadamente 1/2000 casos

resultan en la muerte (10).

El dengue ha evolucionado de una enfermedad esporédica a un problema importante
de salud publica con efectos sociales y econémicos sustanciales debido al aumento de la
extension geografica, el nimero de casos y la gravedad de la enfermedad (17). Se estima

que para el afio 2085 el cambio climatico pondra a 3.5 billones de personas en riesgo (9).

Antes de 1970, s6lo nueve paises en el mundo habian sufrido epidemias de dengue
grave (3). En las Américas, aunque los cuatro serotipos del Dengue (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4) han circulado siempre causando enfermedad leve y esporadicos casos
de dengue grave, solo hasta 1981 ocurrié en Cuba la primera gran epidemia de Dengue
hemorragico en la regién, reportandose 10.312 casos severos y 158 casos fatales; la rapida
propagacion de la enfermedad llevé a epidemias posteriores en Jamaica (1981-1982),
Venezuela (1989-1990) y Brasil (1990), hasta extenderse en gran parte de Centro y

Suramérica (16).

Actualmente, la enfermedad es endémica en mas de 100 paises de las regiones de
Africa, el Mediterraneo Oriental, las Américas, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental,
siendo las tres ultimas las regiones méas gravemente afectadas. A partir del afio 2008 se
observo una tendencia ascendente de las formas graves de dengue. A finales de 2008 en los
paises americanos se han registrado 854.134 casos de dengue, con 38.627 casos de dengue
grave y 584 muertes (tasa de letalidad de 1,5%) (3,9,48). En 2015, se notificaron 2,35
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millones de casos tan solo en territorio Americano, de los cuales méas de 10.200 casos

fueron diagnosticados como dengue grave y provocaron 1.181 defunciones (49).

En las Américas, se ha observado un aumento significativo en la incidencia del
dengue en las dltimas dos décadas, donde la mayoria de los paises limitrofes de Argentina
han informado la circulacion conjunta de varios serotipos. La cocirculacion de mas de un
serotipo en el pais y la existencia de poblacion susceptible al virus, asi como la existencia
de condiciones favorables para el desarrollo de A. aegypti, implican un gran riesgo para la
ocurrencia de brotes epidémicos de dengue y casos de dengue grave (3,9).

La dramatica propagacion global y el aumento de la frecuencia y la magnitud del
dengue epidémico en los ultimos 50 afios subraya la necesidad critica de una vigilancia mas

eficaz, incluidas mejores herramientas (50).

En Argentina, la vigilancia de las arbovirosis se realiza de forma integrada, en el
marco de la vigilancia de Sindrome Febril Agudo Inespecifico (SFAI) y de los casos con
sospecha de Zika, y la notificacion se realiza a través del Sistema Nacional de Vigilancia de
la Salud en su versién 2.0 (SNVS 2.0). La vigilancia integrada de arbovirosis incluye el
estudio de Dengue, Zika, Chikungunya, Fiebre Amarilla, Encefalitis de San Luis y Fiebre
del Nilo Occidental; asi mismo, la vigilancia del SFAI integra patologias como
hantavirosis, leptospirosis y paludismo de acuerdo con el contexto epidemiol6gico del area

y de los antecedentes epidemioldgicos (51).

En 2016, se notificaron al SNVS 76.272 casos con sospecha de dengue entre
confirmados, probable, en estudio y descartados en las 23 provincias, de los cuales 40.649
correspondieron a casos autéctonos probables o confirmados -por laboratorio o nexo
epidemioldgico- en 15 jurisdicciones del pais (52), y 10 casos fallecidos con diagnostico de
dengue (53). Mientras que en la provincia de Misiones, se notificaron 22.975 casos con

sospecha de dengue, de los cuales 21.484 corresponden a casos autoctonos (54).

Si bien el dengue es un problema creciente para la Salud Publica mundial, es
particularmente grave en esta region del nordeste de Argentina debido a varios factores. Por
un lado, tenemos un aumento de la poblacion en areas urbanas de ocurrencia rapida y

desorganizada, hecho que caracteriza a los municipios de mayor densidad de Misiones. Por
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otro lado, las condiciones climaticas favorecen el desarrollo del vector, ya que presenta un
clima tropical himedo, sin estacion seca, con altos registros pluviométricos (entre 1.700
mm anuales al Sudoeste hasta los 2.200 mm anuales hacia el Este) y temperaturas que
oscilan entre los 19°C y 29°C, alcanzando temperaturas de 44°C durante el dia, en verano
(55,56). Este hecho convierte a la provincia, y particularmente a Posadas, en un ambiente
propicio para el desarrollo del vector, ya que las lluvias abundantes favorecen la deposicion
de agua en recipientes expuestos a la intemperie y la formacién de espacios de agua
estancada donde se reproduce el vector, y las altas temperaturas acortan los ciclos de
proliferacion del mosquito (9,10). Podemos sumar a esto la modificacion del bioma por la
gran deforestacion y la quema frecuente para llevar a cabo practicas agricolas (actividad
econdmica primaria), lo que trajo como consecuencia inundaciones en los ultimos afios, ya
que las zonas deforestadas no tienen como parar los grandes caudales que generan las
lluvias (57).

En Septiembre de 2015, el Levantamiento de indices Rapidos de Aedes aegypti
(LIRAa) en la capital misionera arroj6 como dato que 10 de cada 100 viviendas tenian
criaderos positivos de A. aegypti, y 16 de cada 100 viviendas en Abril de 2016, un hecho
realmente preocupante (Sala de Situacion en Salud de la Municipalidad de Posadas,

comunicacion personal).
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general:

Describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes de la obra social
IPSM afectados por el virus Dengue en la ciudad de Posadas en el afio 2016 y detectar los

serotipos circulantes en la region.
1.3.2 Objetivos especificos:

v' Identificar la proporcion de pacientes con presencia del antigeno NS1, y de
anticuerpos IgM e 1gG mediante la técnica de ELISA en el periodo agudo y convaleciente

de la enfermedad.

v’ Determinar los valores de hematocrito y el recuento de glébulos blancos y plaquetas

en periodo agudo de la enfermedad.

v Determinar los serotipos circulantes del virus Dengue mediante la amplificacion de

un fragmento de los genes C-prM a través de una nested RT-PCR.

v" Describir las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes en estudio y

analizar su asociacion con los resultados de laboratorio.
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1.4 JUSTIFICACION

La realizacion de este trabajo permite mejorar conocimientos epidemioldgicos sobre
los serotipos circulantes del virus Dengue en el departamento Capital, cuéles son las areas
de mayor impacto de la enfermedad en este municipio, y las caracteristicas clinico-
epidemioldgicas de la poblacion de afiliados a la obra social del IPSM residente en la
ciudad de Posadas, afectada por la infeccion. Se estima que los afiliados representan
aproximadamente el 30% de la poblacion del departamento Capital. Este organismo ofrece
cobertura sanitaria a los agentes estatales de la provincia y de los municipios de Misiones, a

sus familiares, en caracter de adherentes, y a los jubilados provinciales.

Esta informacion contribuye a optimizar las acciones preventivas frente a brotes de
dengue, sustentadas fundamentalmente en el diagnostico temprano y en las intervenciones
definidas como de busqueda activa de febriles y bloqueo de casos sospechosos, que
sumados al control focal reducen la presencia del insecto vector, logrando de este modo
disminuir la probabilidad de transmision y propagacién de la enfermedad (58).

Si bien las inversiones en el desarrollo de vacunas y las nuevas medidas de control de
vectores han aumentado exponencialmente en la Ultima década, alin no existe un
tratamiento especifico, por lo que el reconocimiento precoz de los signos de alarma vy el
control laboratorial resulta fundamental para detectar a los casos graves y ofrecerles
tratamiento de soporte en forma réapida y oportuna (59). Se ha observado que la deteccion
temprana y la terapia de reemplazo de liquidos, y el uso de analgésicos y antipiréticos con
buena atencion de enfermeria, aseguran una marcada reduccion de las tasas de mortalidad
(del 20% a menos del 1%) (50).

Uno de los principales problemas en el manejo del dengue es la dificultad para
distinguir tempranamente esta arbovirosis de otras causas de sindrome febril agudo (58).
Considerando la baja especificidad de los sintomas para la vigilancia epidemiologica del
dengue, se ha hecho énfasis en la identificacion del virus por aislamiento, del genoma por
métodos moleculares, y la deteccion de anticuerpos especificos por técnicas inmunolégicas.
Estas técnicas combinadas con parametros bioguimicos, como hematocrito y recuento de

plaquetas y globulos blancos, permitirian un diagnostico temprano para establecer pautas de
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manejo de los casos y optimizar intervenciones clinicas, tanto para un contexto de brote o

casos aislados (58).

Las técnicas moleculares utilizadas en este trabajo permiten detectar y conocer los
serotipos circulantes al inicio de los periodos de brotes, asi como también la introduccién
de un serotipo diferente. Esto permite optimizar intervenciones y analizar los riesgos de
ocurrencia de casos graves de dengue en zonas donde se han producido brotes epidémicos
previos por otros serotipos del virus, ya que en pacientes que sufren una nueva infeccion
con un serotipo diferente al que caus6 primoinfeccién, ocurre un fendmeno que estimula y
exacerba la respuesta inmunitaria del paciente, lo que aumenta las probabilidades de que
desarrolle dengue grave, con posibles manifestaciones hemorragicas (5,49). Este no es un
dato menor, considerando que la provincia de Misiones limita en gran parte de su territorio
con Brasil y Paraguay, paises donde se ha detectado la circulacion de mas de un serotipo
viral, estando expuesta al ingreso de otro serotipo, como ocurrio con el DENV-4, detectado

en la provincia en el afio 2019 (51).
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CAPITULO 1II
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2.1 ANTECEDENTES

La historia del DENV en el continente americano se puede dividir en cuatro periodos:
Introduccion del DENV en las Américas (1600-1946), plan de erradicacion del A. aegypti
(1947-1970), re-infestacion del A. aegypti (1971-2000), y el incremento en la dispersion del
A. aegypti y circulacion del DENV (2001-2010) (60).

En las Américas, esta enfermedad fue erradicada en 1960, quedando solo algunos
focos en el Caribe y en las selvas sudamericanas. Sin embargo, el dengue reemergid en

Jamaica en 1963, luego en Cuba y en el resto del Caribe (18).

En 1947 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) comenzé una intensa
campafa para controlar la transmision de la fiebre amarilla, que permitio la erradicacion del
A. aegypti en la mayoria de los paises en América, exceptuando Cuba, Estados Unidos,
Surinam, Venezuela y diferentes islas del Caribe (1). El éxito de estas campafas logro
también reducir de forma significativa la transmision del Dengue; sin embargo, a medida
que se deterioraron las campafas de erradicacion durante las décadas de 1970 y 1980,
debido a la pérdida de importancia politica en la mayoria de los paises que habian logrado
la erradicacion (60), el mosquito proliferd y se propagé por casi todo el territorio americano
(16), incluso en areas donde no se habia reportado previamente, o donde no se habia
controlado totalmente, reapareciendo la transmision del virus dengue en al menos 43 paises

de la region (49).

En 1981 se reporta en Cuba la primera gran epidemia de dengue grave en la region
causada por DENV-2, genotipo Ill. Este brote se considera uno de los peores en este
periodo debido a la cantidad de casos, muertes y costos de control. Ademas, en 1981, el
DENV-4, genotipo I, se introdujo en las islas del Caribe oriental y posteriormente se
expandié al resto del Caribe, México, Centroamérica y Sudamérica, lo que causO en
muchos casos epidemias en paises que habian experimentado brotes por DENV-1. A partir
de ese momento, el dengue ha tenido un comportamiento endemo-epidémico, con brotes
cada 3-5 afios (60).
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2.1.1 Situacién en la Argentina

En Argentina, el mosquito vector que habia sido aparentemente erradicado, reaparecid
a fines de la década de 1980 y se extendi6 a todas las areas subtropicales del pais; lo que
trajo a consecuencia, la re-emergencia del dengue en la Argentina en 1998, produciéndose
brotes con casos autdctonos en Salta, Jujuy, Misiones, Formosa, Corrientes y casos

importados en otras provincias como Tucuman, Cordoba y Buenos Aires (1).

Desde la reintroduccién del virus, el dengue se ha presentado en forma de brotes
esporéadicos relacionados con la situacion epidemiolégica de los paises limitrofes; y esta
restringido a los meses de mayor temperatura en el hemisferio sur (Noviembre a Mayo) (5).

Durante el primer semestre de 2009, Argentina experimentd un brote de dengue
causado por DENV-1 con mas de 26,000 casos confirmados y cinco muertes. Por primera
vez en Argentina, hubo muertes causadas por el dengue y en infecciones primarias (60). A
partir de la epidemia del afio 2009, Argentina pasé de tener 5 provincias con casos
autoctonos a tener 14 provincias que revisten esta categoria: Salta, Jujuy, Tucuman,
Catamarca, Santiago del Estero, La Rioja, Cérdoba, Buenos Aires, Misiones, Corrientes,
Entre Rios, Chaco, Formosa y Santa Fe. Durante los brotes se han identificados los
serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-3. No obstante, el mapa en el que se registra la
presencia del vector es ain mas amplio que el de la enfermedad, incluyendo las provincias

de Mendoza, San Luis y La Pampa (1).

En 2010 se detecto la presencia de DENV-4 en la ciudad de Rosario, donde ademas
circulaban DENV-1 y DENV-2, siendo el primer reporte de este serotipo en el pais. El caso

de DENV-4 no present antecedentes de viaje previos al inicio de los sintomas (61).

En 2016, se registraron brotes de dengue con transmisidn sostenida en las provincias
de Buenos Aires, Cordoba, Corrientes, Chaco, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta,
Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman (52,53). En la Figura 10 se puede observar la

tasa de notificacion por 100.000 habitantes segin Departamento en estas provincias.
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Figura 10. Casos autoctonos confirmados y probables segin Localidad y tasa de notificacion por
100.000 habitantes segiin Departamento de residencia. Argentina y detalle en NOA, NEA y AMBA. SE1
a 16 de 2016 (62).

En las primeras 28 semanas del afio 2016 (03/01 al 16/07) se notificaron al Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) un total de 76.272 casos con sospecha de
dengue entre confirmados, probable, en estudio y descartados en las 23 provincias, de los
cuales 40.649 correspondieron a casos autéctonos probables o confirmados -por laboratorio
0 nexo epidemioldgico- en 15 jurisdicciones del pais, y 2.682 casos con pruebas positivas
importados en 23 provincias (52). Se produjeron en ese periodo 10 casos fallecidos con
diagndstico de dengue (53).

Los casos acumulados en este periodo superaron en un 50,98% a los registrados en el
2009 para el mismo periodo. En el afio 2009 el pico de casos se dio entre las semanas 14 y

16, y el ascenso del nimero de casos se verificaba desde las semanas 5-6, mientras que en
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el brote del 2016 el aumento del nimero de casos comenzé hacia fines de 2015 y se pueden
reconocer 3 picos, que corresponden a las semanas 4, 9 y 14, con un marcado descenso en
el nimero de casos luego de esta Ultima, y sin registro de casos autdctonos positivos desde
la semana 25 (52,53) (Grafico 1).

Gréfico 1. Distribucién de casos de dengue notificados en el SNVS por semana
epidemioldgica segun su clasificacion. SE 44/2015 a 28/2016. Argentina. (N=77.586).
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Durante el brote, circularon en el pais los serotipos DENV-1 y DENV-4, pero en
magnitud y extension muy diferentes: mas del 98% correspondi6é al DENV-1, mientras que
el serotipo DENV-4 tuvo una circulacion de baja intensidad, habiéndose identificado en
Buenos Aires, Salta, Jujuy y Santa Fe (53).

La situacion epidemiologica en Argentina, se encuentra en estrecha relacion con lo que
ocurrio en los paises limitrofes:

e En 2015, Paraguay registré mas 16.000 casos confirmados de dengue. Y en el 2016,
hasta la SE49, se registraron 99.886 casos de sindrome febril, de los cuales se confirmaron
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2.542 casos de dengue, y 70.203 se clasificaron como probables. En este pais, detecto la
circulacion de los virus DENV-1, DENV-2, y DENV-4 (53).

e En Brasil, en 2015 fueron afectadas por el virus 1.638.058 personas. Asi mismo,
sefialaron que el 68,5% de las muertes se localizaron en la region sudeste del pais, que
comprende los estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais y Espiritu Santo, siendo
el estado de Sdo Paulo el mas afectado con una tasa de 1.516 casos por cada 100.000
habitantes (63). En 2016, hasta la SE49, fueron notificados 1.487.673 casos probables en
todo el pais, cifra inferior en un 9% a la registrada en el 2015 hasta la misma SE. Se
confirmaron 609 fallecidos por dengue, lo que representa una reduccion del 37% con
respecto al mismo periodo 2015 (972 dbitos). Se detectd la circulacion de los 4 serotipos

del virus dengue (53).

En Argentina, en los afios posteriores a 2016 se observo un marcado descenso en el
nimero de casos con sospecha de dengue notificados al SIVILA (actualmente Sistema
Integrado de Informacién Sanitaria - SISA) (64,65).

Durante el afio 2017, se registraron en Argentina 555 casos autdctonos, 450
ocurrieron en el contexto de brotes y los 105 restantes fueron casos aislados (54). En el
primer semestre del afio 2017 se registraron brotes de dengue serotipo DENV-1 en 5
provincias (Buenos Aires, Chaco, Corrientes, Formosa y Santa Fe). El serotipo hallado fue
predominantemente DENV-1, y ademas se identificaron los serotipos DENV-2 y DENV-3
(54).

En 2018, se registraron en el pais 1.808 casos positivos para dengue sin antecedente
de viaje hacia areas con circulacion viral confirmada en 14 provincias: provincia de Buenos
Aires (279), CABA (173), Cordoba (18); Entre Rios (7), Santa Fe (10), Mendoza (2),
Chaco (772); Corrientes (146) Formosa (107), Misiones (154), Jujuy (1), Salta (21),
Santiago del Estero (112) y Tucuman (6) (54); y 110 casos confirmados de virus dengue
(100 serotipo DENV-1, 3 serotipo DENV-2, 1 serotipo DENV-3 y 6 sin serotipo) y 72
probables (54).

En 2019, hasta la SE 17, se registraron 1084 casos positivos para dengue

(confirmados y probables) sin registro de antecedente de viaje. Se definieron areas de

32



circulacion de virus dengue serotipo DENV-1 en Buenos Aires, Formosa, Jujuy, Misiones,
Salta y Santa Fe. Ademas, se registraron casos confirmados de virus dengue serotipo DEN-
4 en la CABA (2), en Jujuy (1) y en Misiones (7). Este es el primer registro de la

circulacion de DENV-4 en la provincia de Misiones (51,66).

El 15 de agosto de 2019 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS/OMS) alerto
acerca de un nuevo ciclo epidémico de dengue en la Region de las Américas, luego de dos
afios de baja incidencia de esta enfermedad, con un incremento de casos de dengue y
dengue grave en varios territorios de la Region (66).

2.1.2 Situacion en Misiones

En Misiones, se tienen datos de circulacion del DENV-1 en el 2001, y DENV-3 en los
afios 2006 y 2007. A partir de 2009 se observaron brotes estacionales esporadicos de
DENV-1. Sin embargo, a fines del afio 2015 y comienzos del 2016 se vio un incremento en
el nimero de casos con sospecha de Dengue que ha alcanzado niveles alarmantes en esta
provincia, que a Mayo de 2016 se identifica como el epicentro de la epidemia de mayor
impacto en Argentina para la presente década. Hasta la semana 28 de 2016 se notificaron
22.975 casos con sospecha de dengue, de los cuales 21.484 corresponden a casos
autoctonos y 116 casos importados (54). En los afios 2011, 2012 y 2013, co-circularon los
virus DENV-1 y DENV-2, mientras que en el afio 2014 no se registraron casos de dengue.
A fines del 2015 volvieron a detectarse casos de DENV-1, y esta circulacion continué en el
2016 en forma epidémica (52,63,67).

En 2018, en la localidad de Puerto Rico, departamento Lib. Gral. San Martin, se
notificaron 102 casos positivos (98 confirmados y 4 probables) con identificacion del virus
dengue serotipo DENV-1. Se notificaron casos aislados en los departamentos Capital (31
confirmados y 5 probables), Puerto Iguazd (14 confirmados), Montecarlo (1 confirmado) y
San Ignacio (1 confirmado) (64). En 2019 se reporta la introduccién de DENV-4 por

primera vez en la provincia (66).
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3.1 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.1 Tipo de estudio y disefio

Se disefid un estudio descriptivo de corte transversal que permitiera identificar los casos
de dengue en la ciudad de Posadas en el periodo comprendido entre Febrero y Abril de
2016.

Se trata de un estudio descriptivo, puesto que consiste en la “caracterizacion de un
hecho, fendmeno, individuo o grupo, con el fin de establecer su estructura o
comportamiento” (68), y recae dentro del disefio transversal, debido a que “se realiza una

sola medicion de la o las variables en cada individuo” (68).

Este tipo de estudio, también conocido como encuesta de frecuencia o estudio de
prevalencia, permite estimar la magnitud y distribucion de una enfermedad en una
poblacion. En general, se realiza para examinar la presencia o ausencia de una enfermedad,
en relacién con la presencia o ausencia de una exposicién, ambos hechos ocurriendo en un
tiempo determinado y en una poblacion especifica. Debido a que la medicidn es simultanea,
no permite determinar la causalidad. Estos estudios son especies de fotografias instantaneas
del fenémeno objeto de estudio (69).

3.1.2 Poblacién de estudio

Poblacion de afiliados a la obra social IPSM con residencia en el Departamento Capital
de la provincia de Misiones, estimada al afio 2015 en 100.000 habitantes, equivalente al
30% de la poblacion de dicho Departamento (324.756 habitantes).

Este organismo ofrece cobertura sanitaria a los agentes estatales de la provincia y de los
municipios de Misiones. La poblacion de pacientes con cobertura sanitaria del IPSM
corresponde a personas pertenecientes a familias con necesidades basicas satisfechas.

3.1.3 Unidad de analisis

Cada paciente que concurri¢ al laboratorio con sospecha de infeccidn por dengue y que

cumpliera con el criterio de inclusién establecido.
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3.1.4 Criterio de inclusion

Se incluyeron las muestras de todos los pacientes que concurrieron al IPS presentando
sindrome febril inespecifico (SFI), definido como persona de cualquier edad y sexo, que
presenta fiebre de menos de siete (7) dias de duracidn, acompafiada de dos o méas de los
siguientes sintomas: anorexia, nauseas, erupciones cutaneas, cefalea, dolor retro ocular,
malestar general, mioartralgias, leucopenia, plaquetopenia, petequias, prueba del torniquete
positiva, diarrea, vomitos, y que no presenta afeccion de las vias aéreas superiores ni otra

etiologia definida.

a. Para la deteccion del antigeno NS1 y del genoma viral se incluyeron muestras de

pacientes que se encontraban en el periodo agudo de la enfermedad.

b. Para la deteccion de anticuerpos IgM se incluyeron las muestras de pacientes en

periodo agudo, y que resultaron negativas para la deteccién del antigeno NS1.

c. Para la deteccion de anticuerpos 1gG, se incluyeron todas las muestras de
pacientes que se encontraban en la fase convaleciente de la enfermedad,
independientemente de si fueran positivas o0 negativas para la deteccion del

antigeno NS1 o anticuerpo IgM.

Para la inclusion de los pacientes en este estudio, fue imprescindible contar con el
consentimiento informado de éstos (consentimiento de los padres o tutores en el caso de los

menores de edad).

3.1.5 Criterio de exclusion

Se excluyeron todas las muestras de pacientes que presentaban sindrome febril
inespecifico acompariado de afeccion de las vias aéreas superiores o etiologia definida, o

gue no dieron su consentimiento informado.

3.1.6 Consideraciones éticas

Los pacientes seleccionados fueron informados sobre la investigacion y se les explico
en qué consistiria el estudio. En este trabajo se resguardé la confidencialidad de la

informacidn de cada paciente incluido en el estudio (Anexo 2).
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El proyecto fue evaluado y aprobado por el comité de ética del Hospital Provincial de
Pediatria “Dr. Fernando Barreyro” de la Provincia de Misiones, dependencia del Ministerio
de Salud de Misiones.

3.1.7 Instrumento de recoleccién de datos

Para la recoleccion de datos se utilizaron las planillas clinico epidemioldgicas de
vigilancia del SFI (Sindrome Febril Inespecifico) del Ministerio de Salud de la Nacién, que
incluyen los siguientes aspectos: 1. Datos del paciente, 2. Informacion clinica, 3. Datos
epidemioldgicos, 4. Sospecha clinica epidemioldgica, 5. Datos de laboratorio, y 6.
Evolucion del caso. Anexo 1. Los datos contenidos en ellas fueron cargados en una base de

datos en la que se incluyeron, ademas, los resultados obtenidos en el laboratorio.

3.1.8  Definiciones operacionales teoricas

Caso autoctono: Caso contraido por el enfermo en la zona habitual de su residencia (5).

Caso sospechoso: Persona de cualquier edad y sexo que presenta fiebre, de menos de
siete dias de duracion, acompafiada de dos 0 mas de los siguientes sintomas: anorexia,
nauseas, erupciones cutaneas, cefalea, dolor retroocular, malestar general, mioartralgias,
leucopenia, plaquetopenia, petequias, prueba del torniquete positiva, diarrea, vomitos, y que

no presente afeccion de las vias aéreas superiores ni otra etiologia definida (5).

Caso probable: Caso sospechoso con pruebas positivas para la deteccion de anticuerpos

IgM o, pruebas positivas para deteccion de antigeno NS1 (5).
Caso confirmado:

e En areas sin circulacion viral: Caso sospechoso o probable con aislamiento viral y/o
deteccion del genoma viral en muestras con menos de 5 dias de evolucidn o neutralizacion
positiva en sueros pareados con 10 a 15 dias de diferencia.

e En areas de Argentina con circulacion viral: Todo caso compatible con la definicion
de caso sospechoso serd considerado confirmado por nexo epidemioldgico. Todo caso con
pruebas positivas (IgM, NS1, PCR, Neutralizacion, Aislamiento viral, inmunohistoquimica

en casos graves o fatales) sera considerado confirmado por laboratorio (5).
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En casos con antecedente de viaje a paises y zonas con circulacion viral actual de

dengue y una prueba de laboratorio positiva se considerara como caso importado.

Caso importado: paciente que se presenta en un area donde no hay evidencia de
transmision o que es area endémica, pero que en el transcurso de 3 a 14 dias anteriores

estuvo en un area de transmision comprobada por el laboratorio de referencia (5).

Conducta de riesgo: Forma especifica de conducta de la cual se conoce su relacion con
una susceptibilidad incrementada para una enfermedad especifica o para un estado de salud
deficiente (70).

Dengue grave: en las que hay manifestaciones hemorragicas, pérdida de plasma debida
al aumento de la permeabilidad vascular, (lo que ocasiona un incremento del hematocrito) y
presencia de colecciones liquidas en cavidades serosas (derrame pleural, ascitis y derrame

pericardico), lo que puede llevar a un cuadro de shock (5).

Epidemia: Es el aumento de la incidencia de una enfermedad en poblaciones humanas

en un area geografica determinada (71).

Endemia: Es la presencia constante o la prevalencia habitual de casos de una
enfermedad o agente infeccioso en poblaciones humanas dentro de un area geografica
determinada (71).

indice de Breteau: relacion entre el nimero de recipientes positivos y el nimero de
inmuebles analizados. Se corrige de forma que el resultado sea expresado para 100

inmuebles (72).

indice de Vivienda: porcentaje de viviendas infestadas con larvas y/o criséalidas del
mosquito transmisor del dengue. No considera el nimero de los recipientes positivos ni el

potencial productivo de cada recipiente (72).

Levantamiento de indices Réapidos de Aedes aegypti (LIRAa): método de monitoreo
entomologico que puede realizarse rapidamente a fin de identificar los criaderos mas
relevantes del mosquito Aedes aegypti, lo que permite establecer los riesgos para la

comunidad de una epidemia de dengue (72).
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Vigilancia epidemioldgica: Conjunto de actividades que proporciona informacion
indispensable para conocer, detectar o prever cualquier cambio en la ocurrencia de la
enfermedad o en los factores condicionantes del proceso salud-enfermedad, con la finalidad
de recomendar, oportunamente, las medidas indicadas que conduzcan a prevenir o controlar

las enfermedades (71).

3.1.9 Definicidn operacional de las variables y categorias

Antecedente de viajes en los ultimos 45 dias: De utilidad para determinar si se trata de
un caso autoctono o no. Categorias: Sl (paciente que concurrié a areas geograficas de
circulacion viral), NO (paciente que no estuvo en areas de circulacion viral, se asocia con

caso autdctono).

Antecedentes de vacunacion: De utilidad para el analisis de la respuesta inmune en
paciente en relacién a las pruebas de laboratorio para Dengue. Variable incluida en la
encuesta realizada a pacientes. Categorias: Sl (esta vacunado contra la Fiebre Amarilla y la

fecha de la vacunacion), NO (paciente que declara no haber recibido la vacuna).

Direccion de residencia del paciente: De utilidad para el estudio de aglomeracion de
casos. Se especifica municipio, sector de la ciudad, en base a estratificacion definida por el

Municipio, y domicilio (calle y numeracion).

Edad: Expresada en afios, esta informacion se obtiene a partir de los sujetos
entrevistados y verificada en los registros de la obra social.

Género: Se registra como femenino y masculino a los participantes del estudio.

Presencia de Fiebre: Definida como sujetos que a la consulta presentan temperaturas
corporales superiores a 38°C, de menos de 7 dias de evolucion, de importancia para

caracterizar sindrome febril inespecifico. Categorias: SI, NO.

Fecha de inicio de los sintomas (FIS) de Dengue: Definida como el dia de inicio previo
al momento de la consulta que el paciente relata haber identificado el padecimiento de

fiebre o algin sintoma caracteristico de Dengue.
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Sintomas de Dengue: Definidos por el conjunto de sintomas expresados en la Ficha de
Investigacion de casos de sindrome febril inespecifico del Ministerio de Salud de la Nacion
(cada sintoma se completa por el profesional interviniente en categorias dicotomicas sobre

ausencia o presencia de los especificados).

Hematocrito: Definido como la relacion de volumen existente entre los glébulos rojos y

el plasma, expresado de manera porcentual.

Recuento de leucocitos: Definido por la cantidad de globulos blancos en sangre,

expresado en unidades/mm?®.

Recuento de plaguetas: Definido por la cantidad de plaquetas en sangre, expresado en

unidades/mm?®.
Resultados de NS1: Positivo, Negativo.
Resultado de Anticuerpos IgM e IgG: Positivo, Negativo.

Resultado de PCR: Serotipos 1, 2, 36 4.

3.1.10 Descripcion del &mbito de estudio

Este trabajo se llevo a cabo en la ciudad de Posadas de la provincia de Misiones, e
incluye exclusivamente a afiliados a la obra social provincial IPS (Instituto de Prevision
Social). El Instituto de Prevision Social tiene un total de 242.761 afiliados en toda la

provincia, y en Posadas la suma es de 99.838 afiliados.

Posadas es una ciudad argentina, capital de la provincia de Misiones y cabecera del
departamento Capital (27°22'00" S; 55°53'49" O). Esta ubicada sobre el margen izquierdo
del Rio Parana, al sudoeste de la provincia y en el noroeste del departamento Capital. El
puente San Roque Gonzélez de Santa Cruz, tendido sobre el rio Parana, la une con la vecina

ciudad de Encarnacion (en la Republica del Paraguay) (56).

Esta localizada sobre la ruta nacional 12 y la ruta provincial 213, ubicada a 98 km de
la ciudad de Obera (segunda ciudad de la provincia), a 310 km de Puerto Iguazu, a 380 km
de Asuncion (capital de Paraguay) y a 1003 km de Buenos Aires (capital de Argentina)
(56).
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Es la ciudad més poblada de Misiones (324.756 habitantes, segun el censo del INDEC
de 2010) y su centro administrativo, comercial y cultural (73). Actualmente, es una de las
ciudades con mas actividad y crecimiento de todo el noreste argentino. Su influencia se

extiende hasta la vecina ciudad de Garupa, con la que conforma el Gran Posadas (56).

El municipio de Posadas ocupa la parte urbana de la ciudad, mas una zona rural

ubicada al sur y oeste de la misma, llegando hasta el limite con la provincia de Corrientes.

Numerosos arroyos nacen dentro de la zona urbana y desembocan en el Parana. Entre
los méas importantes, encontramos al Patoti y el Vicario, que reciben a su vez el aporte de
otros pequefios afluentes. Aunque solian causar serios dafios con las crecientes, el
entubamiento de la mayor parte de su recorrido logré que préacticamente no afecten la
ciudad (56,57).

Por su parte, los dos arroyos mas importantes que atraviesan la ciudad nacen en el
interior de la provincia y desaguan también en el rio Parana: el arroyo Martires y el arroyo
Zaiman. Son de escasos caudales, salvo en sus desembocaduras donde forman pequefias
rias que se vieron aumentadas al completarse el llenado del embalse de Yacyreta, formando
grandes espejos de agua. El arroyo Zaiman forma parte del limite con el municipio de
Garupa (cuando faltan algunos kilometros para su desembocadura), mientras que el
Martires forma un virtual limite oeste con la zona rural y aeroportuaria en sus Gltimos 5 km
(57).

El clima es subtropical himedo. Las lluvias anuales rondan los 2000 mm, lo que
sumado a una elevada humedad ambiental (humedad relativa promedio anual: 74%) y la
cercania del rio conformaban —previo a la urbanizacion— una vegetacion selvatica muy
densa (55).

Las temperaturas son templadas en Junio, Julio y Agosto, con una temperatura
promedio de 16.8°C. Mientras que el verano es muy caluroso, en los meses de Diciembre,
Enero y Febrero hay una temperatura promedio de 26.8°C, con dias en que la temperatura
supera los 38.5°C. Los calores suelen ser mucho mas dificiles de soportar producto de la

alta humedad ambiental (55).
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3.1.11 Georeferenciacion

Para el estudio de aglomeracion de casos se utilizo la aplicacion My maps de Google.
El mapa se construy6 a partir de informacion contenida en las planillas clinico-
epidemioldgica, o en su defecto, a partir de los registros de la obra social, donde se

especifica: municipio, sector de la ciudad, y domicilio (calle y numeracion).

3.1.12 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies, 2009).
Los datos de las planillas y de los resultados de laboratorio se cargaron en una base
disefiada en dicho programa. Se calcularon estadigrafos, como la media y el desvio
estandar, y se analizaron asociaciones mediante calculo de Odds ratio y su significacion
estadistica (p<0.05).

La comparacion de variables categdricas (sexo, grupos etarios) se realizd mediante la
prueba de chi-cuadrado (x?). Para la comparacién de las variables cuantitativas con
distribucion normal se utilizo la distribucién t de Student. Como prueba de normalidad se
utiliz6 el test de Kolmogorov-Smirnov. Se analizO mediante regresion logistica la

asociacion estadistica entre los signos y sintomas clinicos y el diagnéstico de laboratorio.

3.2 MUESTRAS CLINICAS

Para los analisis de laboratorio se utilizaron muestras de sangre entera en periodo
agudo, para la determinacion del hemograma; y muestras de suero para el estudio
serolégico y deteccion del genoma del virus Dengue, obtenidas en periodo agudo y
convaleciente, de pacientes febriles y con sintomas de la enfermedad que concurrieron al
Instituto de Prevision Social de la Provincia de Misiones, Argentina, y sus dependencias, en

el periodo comprendido entre febrero y abril de 2016.

Las muestras fueron tomadas por profesionales bioquimicos del IPSM, utilizando dos
tubos de recoleccion diferentes: uno con EDTA, para la determinacion del hemograma; y
otro sin aditivos, para la obtencion del suero luego de la centrifugacion.
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Las muestras de suero fueron enviadas refrigeradas al Laboratorio de Microbiologia
Especializada que funciona en el Modulo de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, acompafiadas de la ficha epidemioldgica
correspondiente. Ademas, en el momento de la toma de muestra se obtuvo el

consentimiento informado del paciente.

Para la deteccion de antigeno NS1 y anticuerpos IgM e IgG, se utilizaron muestras
pareadas de suero con al menos 15 dias de diferencia entre ambas tomas de muestra. La
deteccion de NS1 se realiz6 mediante la técnica de ELISA en muestras de suero que no
superaran los 10 dias de evolucion a partir de la FIS. Mientras que la deteccidén de
anticuerpos IgM se realizd por la misma técnica en las muestras que resultaron negativas
para esta ultima. A las muestras de pacientes en periodo convaleciente (entre 15 y 20 dias
de evolucion) se les realizo la técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos IgG.

Para la deteccion del genoma viral e investigacion del serotipo se utilizaron muestras
Unicas en periodo agudo (no méas de 5 dias desde el inicio de los sintomas), y se las

sometieron a PCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa).

3.3 METODOLOGIA DE LABORATORIO
3.3.1 Determinacion de hemograma y recuento de plaquetas

Se realiz6 en el laboratorio del IPSM utilizando el contador hematolégico CELL-
DYNN Ruby de Abbott Laboratories, a partir de muestras de sangre entera tomada en

periodo agudo.
3.3.2 Deteccion de antigeno NS1

Se realiz6 mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
utilizando el kit comercial DENV Detect™ NSI1 ELISA, siguiendo las instrucciones del

fabricante (InBios International Inc. USA).
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3.3.3 Deteccion de anticuerpos IgM e 1gG

Se llevo a cabo la deteccion mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), utilizando los kits comerciales DENV Detect™ [gM Capture
ELISA Kit y DENV Detect™ J[gG ELISA Kit, respectivamente, siguiendo las instrucciones

del fabricante (InBios International Inc. USA).

3.3.4 Procesamiento de las muestras para la realizacion de técnicas de

amplificacion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 en forma manual por métodos comerciales. Se utilizo
el kit comercial QIAmp Viral RNA mini kit (QIAGEN Cat 52904-52906). La lisis del
material bioldgico se realiz6 en cabina de seguridad de tipo Il, utilizando el Procedimiento
de Operacion Normatizado sugerido por el centro de referencia nacional “Instituto Julio

Maiztegui” de Pergamino.
3.3.5 Nested RT-PCR para la serotipificacion del virus Dengue

La deteccion del material gendmico (ARN) se realiz6 mediante la técnica de RT-PCR,
es decir, el ARN aislado fue retrotranscripto en ADN mediante la accion de una
transcriptasa reversa, y éste sometido a varios ciclos de amplificacion utilizando primers
especificos. Posteriormente, el ADN amplificado en la primera PCR fue sometido a una
segunda reaccion de amplificacion utilizando primers internos (nested PCR), siguiendo el

protocolo de Lanciotti et al (27).

A partir del ARN extraido (3 ul), se amplifico un fragmento de aproximadamente 511

pb de los genes C-prM del virus Dengue, usando los primers D1y D2 (Tabla 1).

La mezcla madre para la realizacidon de la reaccion consistio en 3,3 pl de buffer de
reaccion 10X, con una concentracion final 1X; 25 mM de MgCl,; 25 mM de cada uno de
los cuatro dNTPs; 0,1 M de DTT (Ditiotreitol); 40 U/ul de ARNsin; 100 uM de cada
primer; 5 U/ul de Taq polimerasa y 3 U/ul de la enzima transcriptasa reversa (RT). En cada
tubo de reaccion conteniendo 27 pl de la mezcla madre se agregd 3 pl del ARN extraido

previamente, obteniéndose un volumen final de 30 pl.
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Como control negativo de la PCR se utilizé la misma mezcla de reaccion sometida a las
mismas condiciones pero sin ARN blanco (siendo reemplazado por agua ultrapura), y como
control positivo 3 pl de ARN de DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (incluidos en un
solo vial), provisto por los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC
Lot #15-0058).

El proceso de amplificacion se llevé a cabo en un Termociclador Compacto Labnet,
modelo MultiGene™II Personal ThermalCycler, y el ciclado se inicié con una transcripcion
inversa inicial a 42°C durante 65 min y desnaturalizacién a 94°C por 2 minutos, seguidos de
un total de 35 ciclos de amplificacién. Cada ciclo consistio en una desnaturalizacion a 94°C
por 1 min, una etapa de hibridacion a 55°C por 2 min, y una etapa final de elongacion de la

cadena a 72°C por 3 min. La extension final se realiz6 a 72°C durante 10 min.

En el segundo round de la nested PCR se utilizaron los primers D1, TS1, TS2, TS3y
TS4, descriptos en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers utilizados en la nested RT-PCR para la serotipificacion del virus
Dengue.

Primer Secuencia Tamafio del
fragmento
D1 5 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 37
D2 5" TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 3 511 pb
TS1 5" CGTCTCAGTGATCCGGGGG 37 482 pb
TS2 5" CGCCACAAGGGCCATGAACAG ¥ 119 pb
TS3 5" TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 290 pb
TS4 5" CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 37 392 pb

La mezcla madre para la realizacion de la reaccién consistio en 3,3 ul de buffer de reaccion
10X con una concentracion final 1X; 25 Mm de MgCl,; 25 mM de cada uno de los cuatro
dNTPs; 100 uM de cada primer; y 5 U/ul de Taqg polimerasa. En cada tubo de reaccion

conteniendo 27 pl de la mezcla madre se agreg6 3 pl del producto de la primera reaccién de
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PCR diluido 1/50 (98 ul de agua despirogenada + 2 ul del producto de la primera
amplificacion), obteniéndose un volumen final de 30 pl.

El proceso de ciclado consistié en 18 ciclos de amplificacion con desnaturalizacion a
94°C por 30 s, hibridacion a 55°C por 1 min, y extension a 72°C por 2 min. La extension

final se realiz6 a 72°C durante 10 min.

Luego de terminado el proceso de amplificacion los tubos son conservados a 4°C hasta

la realizacion de la corrida electroforética o a -20°C para su almacenamiento.

El anélisis de los productos obtenidos en la PCR se realizd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% en buffer TBE 0,5X, aplicando una corriente eléctrica de 80 voltios
durante 1 hora. La aparicion de bandas del tamafio del fragmento amplificado se observo al
exponerlo a luz ultravioleta en el transiluminador. Para determinar el tamafio del producto

de amplificacion, se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb.
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CAPITULO IV
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4.1 RESULTADOS

Entre Febrero y Abril del 2016 se analizaron 201 muestras de suero de pacientes con
sintomatologia de dengue que concurrieron al laboratorio del IPSM. De éstas, 108
correspondieron a muestras pareadas, tomadas en periodo agudo y convaleciente de la
enfermedad, con una media de 16 dias (ds=3,02) entre ambas; y 93 fueron muestras Gnicas

tomadas en periodo agudo de la enfermedad (Figura 10).

El rango de edad de estos pacientes estuvo comprendido entre los 6 y 92 afios, con una
media de 44,43 afios (ds=19,9), y el 37,3% (75/201) de los pacientes eran hombres. En
todos los casos se trataron de pacientes ambulatorios, sin signos de alarma. No se

registraron casos de dengue grave.

El analisis de los datos correspondientes a los signos y sintomas clinicos de los
pacientes se realiz6 Gnicamente en las muestras pareadas, ya que en la demas no se contaba

con la ficha epidemioldgica correspondiente.

4.1.1 Andlisis de muestras pareadas

En el anélisis de las muestras pareadas, las muestras correspondientes al periodo agudo
se utilizaron para la deteccion del antigeno NS1 mediante ELISA, de las cuales el 59,3%
fueron positivas (64/108). A las muestras negativas (44/108), se les realizd la técnica de

ELISA para la deteccion del anticuerpo IgM, encontrando al mismo en 16 de ellas (36,4%).

La segunda muestra, tomada en el periodo de convalecencia, fue utilizada para
investigar la presencia de anticuerpos 1gG, detectandose en el 42,6% (46/108) de las
muestras analizadas. De este modo, se observd, que del total de muestras pareadas, el
74,1% (80/108) fueron positivas ya sea para la deteccion del antigeno, o de los anticuerpos
IgM o 1gG (Figura 11).

El rango de edad de estos pacientes estuvo comprendido entre los 6 y 84 afios, con una
media de 42,13 afios (ds=18,3). El 33,3% (36/108) de los pacientes eran hombres y el
66,7% (72/108) eran mujeres.
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MUESTRA
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n =201
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\ 4 \ 4
Mues;r:ségnlcas Muestras pareadas
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Deteccion de Ag Deteccion de
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tomadas al azar
Ag NS1 (+) Ag NS1 (-)

Deteccion de
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Figura 11. Algoritmo general empleado en la deteccion de pacientes infectados con el virus
Dengue. Posadas, Misiones, 2016.
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Muestras pareadas

n=108
I
1° muestra 2° muestra
(Suero agudo) (Suero convaleciente)
Ag NS1 (+) Ag NS1 (-) Ac 19G (+) Ac 1gG (-)
n = 64 (59,3%) n = 44 (40,7%) n = 46 (42,6%) n =62 (57,4%)
Ac IgM (+) Ac IgM (-)
n =16 (36,4%) n =28 (63,6%)

Figura 12. Algoritmo laboratorial empleado en las muestras pareadas para la deteccion de pacientes
infectados con virus Dengue. Posadas, Misiones, 2016.
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Al realizar el andlisis estadistico, no se encontrd asociacion entre los rangos de edad de

los pacientes y la infeccion por dengue (p = 0,71) (Tabla 2). EI mayor porcentaje de

positivos se encontrd en el grupo de 46 a 65 afios (Tabla 2). La edad media de los pacientes
infectados fue de 43,14 afios (ds = 18,55), y en los no infectados fue de 39,25 (ds=17,6)

(p=0,34).

Tabla 2. Frecuencia de casos positivos y negativos de Dengue por grupos de edad. IPSM, Posadas,

Misiones, 2016.

Dengue Estadigrafos
% del_t(_)tal de
Edad Positivo Negativo Total ??}S':tglg)s
(n=80) (n=28) (n=108) OR (1C95%) p
n (%) n (%) n (%)

6-25 18 (69,2) 8 (30,8) 26 (24,1) 1 - 22,5
26 — 45 24 (75) 8 (25) 32(29,6) 1,33(0,42-4,35) 0,52 30
46 - 65 30(73,2) 11 (26,8) 41 (38) 1,20 (0,49-4,55) 0,46 37,5

> 65 8 (88,9) 1(11,1) 9(8,3) 3,57 (0,38-33,4) 0,28 10

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza

Al analizar la variable sexo, se observd una mayor proporcion de hombres con dengue

(86,1%), frente a mujeres que presentaron la infeccién (68,1%) (p = 0,04) (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de casos positivos y negativos de Dengue en funcién al sexo. IPSM, Posadas,

Misiones, 2016.

Dengue Estadigrafos
Sexo Positivo Negativo Total
(n = 80) (n = 28) n (%) OR IC 95% p
n (%) n (%) 0
Hombres 31 (86,1) 5 (13,9) 36 (33,3) 2,91 1,00 - 8,46 0,04
Mujeres 49 (68,1) 23 (31,9) 72 (66,7)

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza
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De los 80 pacientes positivos, Unicamente se cuenta con la informacion de antecedente
de viaje en el 62,5% (50/80). De estos ultimos, solamente el 22% (11/50) reportd haber
viajado en los 45 dias previos al comienzo de los sintomas. De los 11 pacientes con
antecedente de viaje, 3 viajaron a Brasil, y los demas lo hicieron al interior de la provincia
de Misiones: San Pedro (2), Puerto Rico (1), Jardin América (1), Bernardo de Irigoyen (1),
y Eldorado (1).

Al analizar el antecedente de vacunacion contra la Fiebre Amarilla, se observo que 26
(24,1%) pacientes estaban vacunados, 21 (19,4%) no vacunados y 61 (56,5%) no

manifestaron su condicion.

En el anélisis de los datos correspondientes a los signos y sintomas clinicos no se hallé
asociacion entre las variables analizadas y la infeccion por Dengue. Las manifestaciones
clinicas mas comunes entre los casos positivos de Dengue fueron: fiebre (98,8%), mialgia
(93,8%), cefalea (88,8%) y artralgia (80%). Solo el 33,8% presentd exantema cutaneo
(Tabla 4).

Tabla 4. Manifestaciones clinicas en pacientes con sospecha de Dengue. IPSM, Posadas, Misiones,
2016.

Dengue Positivo  Dengue Negativo

(n = 80) (n=28) OR (1C 95%) p
n (%) n (%)

Fiebre 79 (98,8) 27 (96,4) 0,36 (0,02 - 7,66) 0,51
Mialgia 75 (93,8) 25 (89,3) 0,53 (0,09 - 2,80) 0,45
Cefalea 71 (88,8) 25 (89,3) 1,02 (0,18 — 5,65) 0,99
Artralgia 64 (80) 23(82,1) 1,21 (0,36 — 4,00) 0,75
Dolor Retroocular 52 (65) 20 (71,4) 1,41 (0,47 - 4,26) 0,53
Dolor Abdominal 34 (42,5) 13 (46,4) 1,23 (0,46 — 3,33) 0,68
Exantema 27 (33,8) 7 (25) 0,68 (0,24 —1,89) 0,44
Vémito 17 (21,3) 5(17,9) 0,73 (0,21 -2,52) 0,61

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza

52



No obstante, al comparar los resultados de laboratorio, determinaciones que fueron
Ilevadas a cabo en la muestra de sangre entera obtenida en periodo agudo de la enfermedad
(x=2,97 dias, ds=1,57), se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
recuento de glébulos blancos y hematocrito entre los pacientes con dengue y aquellos que

no presentaban la enfermedad (p < 0,05) (Tabla 5).

Tabla 5. Hematocrito y recuento de glébulos blancos y plaquetas en pacientes positivos y negativos
para Dengue. IPSM, Posadas, Misiones, 2016.

Dengue Positivo Dengue Negativo p
(1C95%) (1C95%)
Hematocrito (%) 42,4 (41,5 - 43,4) 40,2 (38,8 - 41,5) 0,011
Globulos blancos/ mm? 5008 (4543 - 5473) 6111 (5311 - 6912) 0,018
Plaquetas X 103/ mr-n3 193 (174 - 212) 218 (191 - 245) 0,167

IC: intervalo de confianza

Para calcular la magnitud de la asociacién entre los casos de dengue positivo y valores
del hemograma, mediante el andlisis de regresion logistica se consideraron los siguientes
valores de corte: hematocrito > 45%, glébulos blancos < 4.000/mm?® y Plaquetas <

140.000/mm?®, teniendo en cuenta los parametros bioquimicos de referencia.

De los pacientes con dengue, el 51,1% tenia un valor de hematocrito > 45% frente a
solo el 7,1% de los pacientes dengue negativos (p=0,013), y el 36,3% tenia un recuento de
glébulos blancos < 4.000 frente a sélo el 10,7% de los pacientes negativos para dengue
(p=0,010) (Tabla 6).

Tabla 6. Hematocrito y recuento de globulos blancos y plaquetas en pacientes positivos y negativos
para Dengue. IPSM, Posadas, Misiones, 2016.

Dengue Positivo  Dengue Negativo o
(n = 80) (n = 28) OR (1C 95%) p
Hematocrito > 45 (%) 41 (51,3) 2(7,1) 0,18 (0,03 -0,89) 0,013
Gldébulos blancos <
4.000/mm? 29 (36,3) 3(10,7) 482  (1,24-18,75) 0,010
Plaquetas < 140.000/mm? 25 (31,3) 5 (17,9) 1,51 (0,46 —5,02) 0,486

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza
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4.1.2 Analisis de muestras Unicas (no pareadas)

Para la deteccion del genoma viral e identificacion del serotipo se estudiaron
inicialmente 93 muestras con sospecha de Dengue en periodo agudo (muestras unicas),
obtenidas entre el 12 y 19 de Febrero de 2016. La edad de estos pacientes estuvo
comprendida entre los 8 y 92 afios, con una media de 47,3 afios (ds = 21,97). Del total de
93 pacientes, 37 eran hombres (40,2%) y 55 mujeres (59,8%).

Mediante la técnica de RT-PCR se detecté genoma del virus Dengue en el 62,3%

(58/93) de los sueros, correspondiendo en todos los casos a DENV-1 (Figura 12).

9 10 11 12 13 14 15 16 C+ L

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (Muestras Unicas). Fragmentos generados
mediante la amplificacion por RT-PCR de una porcion de los genes C-prM del virus
Dengue. Calle (C-): Control negativo; Calles 1 a 16: muestras; Calle (C+): control positivo;
Calles L: marcador de peso molecular de 100 pb. D1: DENV-1; D2: DENV-2; D3: DENV-
3y D4: DENV-4.

Posteriormente, 20 muestras positivas para la deteccion del antigeno NS1
correspondientes al grupo de 108 muestras pareadas fueron seleccionadas al azar para la
serotipificacion del virus dengue y evaluar la introduccion de otro serotipo. Todas

correspondieron a DENV-1 (Figura 13).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa (muestras pareadas). Fragmentos

generados mediante la amplificacion por RT-PCR de una porcion de los genes C-prM del
virus Dengue. Calle (C-): Control negativo; Calles 1 a 10: muestras; Calle (C+): control
positivo; Calle L: marcador de peso molecular de 100 pb. D1: DENV-1; D2: DENV-2;
D3: DENV-3y D4: DENV-4.

4.1.3 Georeferenciacion de casos positivos

Se georeferenciaron 98 de 138 casos positivos de Dengue (71%), entre muestras Unicas

y pareadas, en los que se contaba con la direccion de residencia (Figura 14).

El mapa fue dividido en 11 estratos en concordancia con la delimitacion realizada por
la municipalidad de Posadas para el levantamiento de indices rapidos de A. aegypti
(LIRA&), en funcion de la densidad poblacional y del nimero de inmuebles existentes.

Cada estrato comprende entre 8.100 y 12.000 viviendas.
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Figura 15. Georeferenciacion de los casos positivos de Dengue. Posadas, Misiones, 2016.

Se observo una mayor frecuencia de casos de dengue en el estrato E1, con 21 casos
(21,4%), seguido por el estrato E2 con 16 casos (16,4%) (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Distribucidon por estrato de los casos positivos de dengue.

Posadas, Misiones, 2016.
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Estratos

E9 E10 E11

11) de la ciudad de Posadas registraron en los periodos

estudiados indices entomoldgicos considerados de alto riesgo de transmisién de Dengue

(IB>5) (Tabla 7). Los estratos con mayor frecuencia de casos confirmados de dengue (E1 y

E2) no se correspondieron con aquellos estratos de mayores indices de vivienda (E3 y E7).

Tabla 7. indices entomoldgicos de Aedes aegypti en los diferentes estratos de la
cuidad de Posadas. Afio 2016 (Sala de Situacién en Salud de la Municipalidad de

Posadas).
sep-15 abr-16
Estratos
v IB v IB

El 8,33 10,04 11,9 16,9
E2 12,20 15,93 19,7 28,6
E3 14,22 18,48 20,7 23,1
E4 9,38 12,50 13,2 17,5
E5 10,21 14,00 15,6 21,1
E6 11,31 13,06 14,1 20,0
E7 13,73 16,99 26,7 37,0
ES8 7,51 11,14 13,4 15,6
E9 10,50 11,69 18,8 24,1
E10 6,42 7,78 13,6 17,9
Ell 8,50 10,07 13,7 18,7
TOTAL 10,15 12,76 15,9 21,3

IV: indice de vivienda
IB: indice de Breteau
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Se realiz6 un analisis de correlacion entre el niUmero de casos positivos de Dengue y el
indice de viviendas (IV) en cada estrato de la ciudad de Posadas, sin observarse una
correlacion entre estas dos variables (r*=0,03; p=0,62).

5. DISCUSION

En este trabajo se ha observado que el 74,1% de los pacientes que concurrieron al
laboratorio del IPSM con sospecha de dengue durante el periodo del brote, presentaron la
infeccion. Estos resultados condicen con los elevados indices entomoldgicos obtenidos en
la capital misionera mediante el Levantamiento de indices Rapidos de Aedes aegypti

(LIRAAa) en el mismo periodo.

En Argentina, durante el periodo que comprendi6 este estudio, fueron notificados al
SNVS 60.925 casos con sospecha de Dengue, de los cuales, 15.516 correspondian a casos
autoctonos, y 2.489 casos importados de areas con circulacion viral. En Misiones, hasta ese
momento se habian registrados aproximadamente 18.876 casos con sospecha de Dengue,
constituyendo aproximadamente el 30% de los casos a nivel pais (62,74).

El elevado nimero de casos ocurridos en Misiones en relacion a otras provincias, podria
deberse, entre otros factores, a las condiciones ambientales que la caracterizan - clima
tropical himedo sin estacion seca, con altos registros pluviométricos y elevadas
temperaturas - que favorecen el desarrollo del vector y la dindmica poblacional del mismo;
las caracteristicas socio-econémicas y conductuales de la poblacion; el rapido crecimiento
poblacional, urbanizacién no planificada, inadecuado suministro de agua, y las dificultades
en la recoleccién de residuos en algunas regiones de la provincia, que se asocian al
consecuente incremento del mosquito vector, dificultando su erradicacion, principalmente
en las poblaciones economicamente mas desfavorecidas; y la ubicacion geogréfica,
asociada a la intensa circulacion del virus en paises limitrofes (Brasil y Paraguay), lo que
hace a Misiones, y en particular a Posadas, una ciudad vulnerable a la introduccién del
virus (5,75).

Si bien en este estudio no se halld asociacion entre la edad de los pacientes y la

infeccion con el virus, se pudo determinar una mayor frecuencia de personas infectadas en
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el grupo de pacientes de entre 46 y 65 afios en funcién del total de casos positivos, siendo la
edad media de los pacientes infectados de 43,14 afos (ds 18,55). Estos datos difieren de los
obtenidos por Carrion et al. en un trabajo realizado en Cuba, donde obtuvieron una mayor
prevalencia en el grupo etario de 25 a 34 afos, seguido del grupo de 35 a 44 afios (75).
Asimismo, un estudio realizado por Tittarelli et al., durante el brote ocurrido en la
provincia de Buenos Aires en 2009, arrojo como resultado una media de 36 afios del total
de casos confirmados, inferior a la hallada en este estudio (76). En nuestro trabajo se
observa, ademas, una mayor proporcién intragrupo de casos positivos en los pacientes de

mas de 65 afos, donde 8 de los 9 pacientes estudiados presentaron la infeccion.

En este trabajo se encontrd una proporcion discretamente superior en hombres con
dengue, frente a mujeres que presentaron la infeccion (p = 0,04). Posiblemente, esto se
deba al hecho de que los hombres son mas renuentes a acudir a consultas médicas,
haciéndolo solamente cuando los sintomas se manifiestan en forma severa. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en el analisis de brote por Tittarelli et al., donde hallaron una
mayor proporcién de hombres infectados (76), y discrepan con otros trabajos, donde
sugieren que son las mujeres quienes poseen mayor riesgo de contraer la enfermedad,
debido a que sus actividades domésticas implican mayores periodos de contacto con el

vector, que presenta habitos diurnos y habitat peridomiciliario (75,77).

Del total de casos positivos detectados (80/108), solamente se contd con la
informacion de antecedente de viaje en el 62,5%. De estos ultimos, el 78% de los pacientes
manifestd no haber salido recientemente de la ciudad de Posadas, por lo que se tratarian de
casos autoctonos. Unicamente 3 reportaron antecedente de viaje al exterior del pais en los
45 dias previos a la infeccion. Todos ellos refirieron a Brasil como destino de viaje. Sin
embargo, consideramos que en estos casos el antecedente de viaje, sin un andlisis mas
exhaustivo, no seria suficiente para concluir que se trataran de casos importados.
Resultados similares fueron obtenidos en el trabajo realizado por Tittarelli et al. en 2016 en
Buenos Aires, donde el 76,7% de los pacientes reportd no tener antecedente de viaje fuera
del area metropolitana dentro los 15 dias previos al comienzo de la fiebre (78). En
coincidencia tambien a los obtenidos por Cazes et al. en un estudio llevado a cabo en
pacientes pediatricos de la Ciudad de Buenos Aires, donde el 83% (130/156) de los casos
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correspondian a casos autdctonos (59). En Misiones, de los 22.975 casos notificados en
2016 con sospecha de dengue, solamente 116 correspondieron a casos importados, lo que

pone de manifiesto la intensa circulacion del virus en la provincia (53).

El dengue posee un amplio espectro de presentaciones clinicas y a menudo
evoluciona con resultados impredecibles. La inespecificidad de los sintomas prodromicos,
dificultan el diagndstico clinico temprano, ya que no permite distinguir esta arbovirosis de
otras causas de sindrome febril agudo como influenza, enfermedad diarreica, rubéola, fiebre
tifoidea y leptospirosis, entre otras, o las arbovirosis de reciente emergencia como la
enfermedad por virus Zika y Chikungunya, cuya presentacion clinica es muy similar a la

generada por el Dengue (58,79).

Al realizar el analisis entre la sintomatologia y la infeccidén por dengue, no se hall6
asociacion con ninguna de las variables analizadas. Las manifestaciones clinicas mas
comunes entre los casos positivos de Dengue fueron: fiebre, mialgia, cefalea y artralgia. En
este punto, los resultados obtenidos coinciden con los publicados en un trabajo realizado en
pacientes pediatricos del Hospital Gutiérrez de la Ciudad de Buenos Aires, donde se
hallaron como manifestaciones mas frecuentes la fiebre, cefalea y mialgia (59), vy
parcialmente con los reportados por Diaz et al. en un estudio realizado en Colombia (58),
donde los autores hallaron que las artralgias y la ausencia de diarrea mostraron una
tendencia a asociarse con el dengue. Sin embargo, en este ultimo reportan al exantema
como indicador de esta arbovirosis, independientemente de la presencia de otras
manifestaciones, avalando resultados obtenidos en Brasil, Barbados y el Sudeste de Asia,
donde se encontré que el exantema fue Gtil para diferenciar el dengue de otras causas de
sindrome febril agudo (80-82). A diferencia de estos estudios, en nuestro trabajo solamente

el 33,8% de los pacientes positivos refirié haber presentado exantema (p=0,44).

En relacion a los andlisis de laboratorio, los resultados obtenidos concuerdan con la
literatura donde se refiere que la etapa febril de la enfermedad puede ir acompafiada de
leucopenia y aumento del hematocrito. En este trabajo se evidencid asociacion entre el
valor del hematocrito>45% y recuento de glébulos blancos < 4.000/mm?® (p=0,013 y
p=0,010, respectivamente), y la infeccion por el virus Dengue; y se observa que los

pacientes que presentan un recuento de glébulos blancos < 4.000 tienen aproximadamente 5
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veces mas probabilidad de estar infectados (OR = 4,7; 1C95%: 1,208 — 18,282). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Diaz et al., donde hallaron asociacion entre el
recuento de glébulos blancos y pacientes con dengue, y difieren con nuestro trabajo en que
hallaron ademés asociacion con el recuento de plaquetas; cabe aclarar que utilizaron un

punto de corte superior (< 180.000/mm?) (58).

En cuanto a la serotipificacion del virus dengue, en este estudio solamente se detect6
la circulacién del DENV-1. Esto coincide con lo reportado en el Boletin Integrado de
Vigilancia del Ministerio de Salud de la Nacion, segun el cual, durante el brote circularon
en el pais los serotipos DENV-1 y DENV-4, pero en magnitud y extension muy diferentes;
el DENV-4 tuvo una circulacion de baja intensidad, habiéndose identificado Unicamente en
Buenos Aires, Salta y Santa Fe (53). Asimismo, estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Tittarelli et al. en los trabajos realizados en la provincia de Buenos Aires
durante el brote ocurrido entre fines de 2015 y principios de 2016, donde hallaron
unicamente la circulacién de DENV-1 (76,78).

En el afio 2019 se detectd la introduccién de DENV-4 en la provincia de Misiones. Es
la primera vez que se identifica este serotipo en la provincia. Este hecho pone de manifiesto
la necesidad de mantener la vigilancia epidemioldgica, ya que la infeccién por un serotipo
no proporciona proteccion contra los demas, y puede condicionar el inicio de la enfermedad

en su forma mas grave (5).

En cuanto a la georeferenciacion, no se observd correlacion entre el indice de
vivienda y el nimero de casos de dengue en los diferentes estratos de la ciudad de Posadas
(r*=0,03; p=0,62). Se observé mayor frecuencia de casos confirmados en el estrato E1, que
paradojicamente coincide con lotes, inmuebles y propiedades que corresponden, en

promedio, a familias de mayor poder adquisitivo respecto a los demas estratos.

Los elevados indices entomologicos observados en todos los estratos de Posadas
(IB>5), sumados a la evidencia de circulacion viral, sugieren un alto riesgo de transmision
del dengue en todos ellos. No obstante, en este estudio, los indices entomoldgicos
parecieran no contribuir a predecir el mayor riesgo de ocurrencia de casos de la enfermedad

por estratos.
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La visualizacion de los casos de dengue en un mapa constituye una herramienta
importante para el desarrollo de acciones promocionales-preventivas dentro de una

estrategia de atencion primaria de la salud.

Dado que a la fecha no existe un mecanismo de prevencion especifico en el territorio,
el unico elemento controlable de la cadena de transmision del dengue es su vector, por lo
que las acciones deben estar orientadas a cambios de conductas y comportamientos
ecoldgicos socialmente aceptados que garanticen el control del vector, y consecuentemente
la circulacion del virus. Ademas, es fundamental el abordaje de aspectos epidemioldgicos
vinculados a las condiciones de vida de la poblacién (caracteristicas de las viviendas,
hacinamiento, provision de agua segura, entre otras variables) para poder situar el avance
de estas enfermedades emergentes en sus contextos socio-ambientales para realizar

intervenciones beneficiosas para la salud de la poblacion.

6. CONCLUSIONES

Este estudio permitid describir las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los
pacientes de la obra social IPSM afectados por el virus Dengue en la ciudad de Posadas,
que concurrieron al laboratorio entre Febrero y Abril del 2016.

Se estudiaron 108 muestras pareadas para el diagnostico de la enfermedad y se
identificaron 80 (74,1%) pacientes con dengue, mediante deteccion del antigeno NS1, o de
anticuerpos IgM o IgG. El 78% de los pacientes infectados manifestaron no haber viajado

en el mes previo al estudio y se definieron como casos autéctonos.

La edad media de los pacientes infectados fue de 43,14 afios (ds = 18,55), con una
mayor frecuencia en el grupo de 46 a 65 afios; y se observo mayor proporcion de hombres
con dengue (86,1%) respecto a las mujeres (68,1%).

Se identificaron como factores predictivos de dengue el hematocrito > 45% (p = 0,013)
y el recuento de globulos blancos < 4.000/mm® (p = 0,010). Las manifestaciones clinicas
mas frecuentes fueron: fiebre, mialgia, cefalea y artralgia. El estudio no detect6 casos de

dengue grave.
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Para la deteccion del genoma viral se estudiaron 113 muestras (93 muestras Unicas y 20
muestras pareadas), y todas pertenecieron al DENV-1, evidenciandose hasta ese momento

la circulacion de un solo serotipo.

No se halld correlacion entre los casos de dengue detectados en el estudio y los indices

entomoldgicos en los 11 estratos de la ciudad de Posadas.

No existen trabajos publicados de esta indole en la region, por lo que estos resultados
aportan informacion sobre la epidemiologia en la ciudad de Posadas que contribuye al

conocimiento local de la enfermedad.

7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO
El estudio tiene las siguientes limitaciones:

e Al ser un estudio unicéntrico y restringido a la poblacién atendida en el IPS, los
resultados obtenidos no resultan representativos de otras poblaciones de pacientes

que integran el area de estudio (municipio de Posadas).

e La serie de pacientes estudiados no representa una muestra del total de pacientes de
la obra social afectados por el brote de dengue, aunque contribuye con informacion

relevante sobre aspectos clinicos y epidemioldgicos.

e Ante la deteccion de un Unico serotipo circulante en 113 muestras estudiadas (56%),
y la evidencia epidemioldgica a nivel nacional y local, se considero, a fin de
optimizar los recursos disponibles, que ésta correspondia a una muestra

significativa.
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ANEXO 1

Mmisierio de Sahsd FICHA DE INVESTIGACION DE CASOS SF
PRESINENCIA DE LA NACTON DE SINDROME FEERIL

Definicidn de caso sospechoso: Persora de cualquier edad y sexo que presenta fiebre, de menos de siete (7) dias de duracidn,
acompafiado de mialgias o cefalea, sin afeccian de ks vias a@eas supenores y sin eticlogia definida.

1. DATOS DEL DECLARANTE

Provincia: Ciepartamenta: Localidad:

Establecimiento Motificants: Facha de Motificacion: | !

Apelida y Mombre del Profesional:
Tel: e-mail;

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Apellido ¥ nombres;

Fecha de nacimisnio ! ! Edad: Sexoc M JF( ) DNz
Dormecilio actual: Tel. propss o wacing:
Referencia de ublcacsdn domicilio: Liocalidad
Urbano ) Rural { ) Departarmenio Prowvincia
DATOS CLINICOS
Fecha de inicio de la fiebra: Fecha de la consulla:
Si | No Igrl. Si | No |lgn. i | No | ign.
Fiebre {_.... 38% C) Diolor abdominad Hepatomegaka
Cefalea Inyecridn comuntival Esplenomegalia
Kialgias Tos Oligoanuria
Artralgias Disnea Sind. confusional
Diolor retro ocular Taquipnea Sind. meningec
Ernupcidn Prunito Encefalitis
Maussas Icierica Sind. Hemaomigio®
Widmiboe: {*) Especificar {marcar con una ouz): pelequias....; parpura.....; epistuds. ., gingivormagia.. .
Diarrea hemoptisis...... melera. ... vomilos negros....; ofnas..
Tensidn: MIN . Ml . Pulse:.....____imin. Prueba del I.nl'niquel.n!: POS | JNEG | _|-.FH............|'rr'|Ir|
......... %GB M3, Forula: ... S TP || [y 1= S
4. DATOS EPIDEMIOLOGICOS
Ocupacidn de fesgo: Lugar de trabage: Urbana [ ) Periurb{ ) Rural| ) Sivesire| )

Wiajt durante kos Gltimes 45 dias? S1( Mo | )Fecha: __J/__ [ Destino

Estuvo en el campa, monte, lugar de recreacion? S )Mo | ) Fechal __ | Lugar

Conoce casos eamilares? S| )Mo ) Oulénies?
ANTECEDENTE DE VACUMNACION [confinmar con carnet)

Antiarmaribea: Si{ ) Mo{ ) kgn( } Uhima fecha de vacunacin I /

Fiehre Hemaorragica Argenting: Si{ ) Mo ) lgn{ ) Usima fecha de vacunacin: i i

S0OSPECHA CLINICA EPIDEMIOLOGICA

[calificar por n* de crden) Paludisme [ ) Dengue ( ) Flebre Amarilla | ) Leplospirosis | ) FHA () Hantavirus | )
Ricketaiosia { ) Wi del Deste del Milo { ) Encel. de San Lus | ) Oiroa:

Tratamizsnio empirico indicade (lpo v dosia)
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Mmizierio de Bated FICHA DE INVESTIGACION DE CASOS SF
7 PRESIDENCIA DE LA NACION DE SINDROME FEBRIL

Definicidn de caso sospechoso: Persora de cumlquier edad y seso que presenia fiebee, de menos de siete (7} dias de duracian,
acompafiado de miakgias o cefalea, sin afeccidn de las vias séreas supeiones y sin etiologia defirida.

5. DATOS DE LABORATORIO

Fecha de la 1* muesira: ! ! Resullado: e b

Fecha de la 2% muesira: i i Resuliado; Tl e

6. ACCIOMES DE CONTROL ¥ PREVENCION

Tratamiento indicado al pacients:

Droga wtilizada para el tratamiento; Cantidad aplicada (Dosis):

Identificacidn de contactos o expussios: S5i{ ) Mo ) ®* da contactos o expuestos identificados:

Quimioprofilaxis a contactos o expuestos: Si{ ) Mo ) N® de profilaxis indicadas:

Droga wiilizads para la profilaxis: Cantidad aplicada [Dosis):

Blogueo con wacunas: Sif ) Mol | M® de vacunas aplicadas:

Blogueo con insecticidas, rodenticidas, eic.: Si{ ) No( ) N® de viviendas controladas:

Sitios de riesgo confrolados (basurales, cementerios, etc.): Si{ ) Mo ) iCuales?:

Insecticida/mdenticida/biocida utilizado: Cantidad aplicada:

i5a hizo fratamiento aspacial? Si( ) Mo )

Insecticida utilizado para tratamienio espacial: Cantidad aplicada:

7. EVOLUCION Y CLASIFICACION DEL CASOD

Paciente Hospitalizado: Si{ ) Nof ) gn( ) Fecha hospitalizacian: / /

Condicibn del alla: Facha del alta: [ !
Fecha de defuncadn: ! i

Diagndstico final: Feacha: ! !




ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio del presente documento, y teniendo plena capacidad de mis facultades mentales, doy
mi consentimiento y me ofrezco voluntariamente para participar de la investigacion “Factores
clinico-epidemioldgicos y serotipos circulantes del virus Dengue en el brote ocurrido en 2016 en
Posadas, Misiones”.

Entiendo que este estudio empleard muestras de sangre que seran utilizadas para la deteccién de
infeccion por el virus dengue.

Sé que la informacién que sobre mi se obtenga como producto de la participacion de este
estudio podra ser empleada en &mbitos cientificos para favorecer el adelanto de las Ciencias
Biomédicas, bajo la condicidn de que se preservara el caracter de confidencialidad de mi personay
de cualquier dato vinculante a la identidad de la misma.

Tengo conocimiento que los investigadores responsables de este proyecto estan en un todo de
acuerdo y adoptan los principios éticos, legales y juridicos para las investigaciones médicas en seres
humanos descriptas en las normas bioéticas nacionales (Disp. ANMAT 5330/97) e internacionales
(Codigo de Niremberg, Declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial y sus
modificaciones Humanos de la UNESCO 2013).

Dejo explicito que se me ha puesto en conocimiento del significado de mi participacion
voluntaria, la duracién y finalidad del estudio, los métodos diagnésticos a ser empleados y el
alcance de los resultados a ser obtenidos. Asi mismo he tenido la oportunidad de realizar preguntas

referidas a este estudio y las respuestas recibidas han sido todas satisfactorias.

Apellido y Nombre:

Firma: Lugar y Fecha:
Aclaracion: N° de Documento:
Direccion:

“El proyecto fue evaluado por el comité de ética del Hospital Provincial de Pediatria "Dr.
Fernando Barreyro™ de la Provincia de Misiones, dependencia del Ministerio de Salud de
Misiones.
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