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1.- RESUMEN

Martinez-Renteria R, Navarrete-Espinosa J, Aguilar-Setien JA
Comportamiento de los anticuerpos contra el virus del dengue y factores
asociados en nifos de un afo, derechohabientes IMSS en el Hospital
General Regional No. 1 “Vicente Guerrero” Acapulco Guerrero.

Introduccién: La prediccion de los casos de infeccion por Fiebre Hemorragica
por dengue en los nifios se deriva de anticuerpos IgG anti dengue derivados de la
madre, el sistema inmune de los nifios se inicia en el utero a través de una
inmunidad pasiva mediante la transmision de anticuerpos anti dengue derivado de

la respuesta inmune de la madre.

Objetivo: Determinar el comportamiento de los anticuerpos contra el virus del
dengue y factores asociados en nifios de1 ano, hijos de madres derechohabientes
del IMSS que fueron positivas a anticuerpos contra el Dengue, en el HGR N° 1

“Vicente Guerrero”, Acapulco, Guerrero

Material y método: Estudio de seguimiento que se realizé del 1 de Septiembre al
30 de Octubre del 2011 en menores de 1 afio nacidos en el Hospital General
Regional “Vicente Guerrero” del Instituto Mexicano del Seguro Social, a quienes
previamente al momento de nacer se les tomé una muestra del cordon umbilical e
incluidos en el proyecto de investigacidon “Prevalencia de anticuerpos contra
dengue en madres y recién nacidos derechohabientes del IMSS en Acapulco
Guerrero”, el reclutamiento de pacientes se llevd a cabo en el Servicio de
Pediatria, se realiz6 una segunda toma de muestra para determinar los niveles
cuantitativos de IgG, para compararlas con la medicién inicial. Para el analisis
estadistico se realizé analisis univariado para frecuencias simples y porcentajes.
Bivariado con prueba rangos con signo de Wilcoxon y modelos de regresion

logistica.



Resultados: Se estudiaron 70 nifios, de los cuales el 63% tenian 12 meses
cumplidos, con un peso promedio de 9.15 kg y una talla de 77.14 cm, el 95%
recibio lactancia materna con un promedio de 7 meses, en relaciéon a las 1gG se
encontré6 que el 25 % aun presentaba anticuerpos en la segunda toma, con
respecto a la medicién inicial se encontré una media de 24.68 u/ml + 12.49 y para
la segunda toma una media de 9.51 u/ml £ 13.45, al aplicar la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon se encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre la
medicion inicial y la toma realiza al aino de edad, asi como en la comparacion
entre estado nutricional, lactancia materna, sexo y peso del menor, al realizar y
obtener el riesgo se encontraron diferencias significativas (p< 0.014) con 4 veces
mas riesgo de perder los anticuerpos para aquellos que presentaban estado
nutricional no adecuado, 3 veces mas riesgo (p<0.03) en aquellos que
presentaron alguna enfermedad durante el afio de vida, no se encontraron

diferencias significativas en el sexo, lactancia ni duracion de la misma.

Conclusioén:

Se observé que la transmision de anticuerpos de madre a hijo es alta y que a los
12 meses de edad el 75 % de los nifios aun tienen anticuerpos a titulos
subneutralizantes, que se convierten en factor de riesgo para la presencia de

dengue hemorragico ante una infeccion primaria de dengue.

El estado nutricional y la presencia de enfermedades se relacionan con la

declinacién de los anticuerpos durante el primer afio de vida.



2.-INTRODUCCION

El dengue es un reto para la salud publica, ya que cada vez se ha ido
incrementando esta enfermedad al igual que las tasas de incidencia; en el mundo,
mas de 2 500 millones de personas viven en zonas en riesgo de dengue y mas de
100 paises han informado de la presencia de esta enfermedad en su territorio. La
Region de las Américas ha sido una de las mas afectadas por el dengue y por su

forma mas grave, el dengue hemorragico. ¢

Durante las ultimas décadas, en Las Américas se ha registrado el mas drastico
incremento en la actividad del dengue, especialmente en Brasil, Colombia, Cuba,

Ecuador, Peru, Venezuela y Paraguay.

La situacion epidemioldgica del dengue sigue siendo de alta complejidad en la
region y en el mundo, lo que obliga a redoblar los esfuerzos para la

implementacion de una estrategia de gestion integrada y dar respuesta.

En el periodo del 2001 al 2006 en las Américas se notificaron 3 419,919 casos de
dengue, incluidos 79 664 casos de dengue hemorragico y 982 defunciones, con
una tasa de letalidad del 1,2 % y la circulacién de los 4 serotipos (Dengue 1, 2, 3,
4), lo que aumenta el riesgo de aparicion de las formas mas graves de la

enfermedad. o)

Los paises con tasas de incidencia por 100 000 habitantes mas elevadas hasta
septiembre del 2007 en Centroamérica y el Caribe fueron: Guyana Francesa con 1
73176 casos, Guadalupe con 898,84 casos, Costa Rica con 58517 y Honduras
con 36061 casos. En el Caribe se reportaron del 2001 al 2006, 137164 casos de

fiebre del dengue, incluyendo 1 674 casos de dengue hemorragico y 220 muertos.
@

En México hasta la semana epidemioldgica 18 del 2010 se habian presentado un
total de 5464 casos de fiebre del dengue, de los cuales 1218 fueron hemorragicos,
de los 32 estados de la republica mexicana Guerrero fue el estado con mayor
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incidencia de casos con 1521 confirmados. EI IMSS de 1979 a 2002 reporté
326929 casos de fiebre del dengue, de los cuales 2624 casos fueron por dengue

hemorragico. (o) (1)
EL VECTOR

El Aedes aegypti es un mosquito que se asocia muy estrechamente con los
humanos. Los recipientes artificiales, tan abundantemente proporcionados por la
moderna sociedad industrial, son en gran medida sus mas importantes lugares de
cria y son esenciales para la produccién y conservacion de las grandes
poblaciones del vector. Se reproducen también en los huecos de los arboles y
posiblemente en otras cavidades naturales con agua acumulada, la mayoria surge
en los neumaticos, cubos, vasijas con agua, latas, floreros, pomos, canales de los
techos tupidos; y cualquier objeto hecho por el hombre que pueda retener agua y

que no esté rodeado de tierra por sus costados.

Las hembras del Aedes Aegypti hacen la postura principalmente por la tarde y en
este momento los huevos no estan listos para incubarse, para que se desarrollen
completamente y pasen a la fase larval necesitan de 2 a 3 dias con mucha
humedad. La larva que emerge del cascardn roto es la primera de cuatro fases
larvales, este desarrollo toma de 5 a 7 dias, y termina en la cuarta etapa cuando la
larva se desarrolla alcanzando la etapa de ninfa, la transformacién de la larva a la
forma adulta se completa durante los 2 6 3 dias de la etapa de ninfa, etapa de la

cual emerge el vector adulto. @)
EL COMPLEJO DEL DENGUE

El complejo dengue lo constituyen cuatro serotipos virales serolégicamente
diferenciables (Dengue 1, 2, 3 y 4) pertenecientes a la familia de los flavivirus, que
comparten analogias estructurales y patogénicas, por lo que cualquiera puede
producir las formas graves de la enfermedad, aunque los serotipos 2 y 3 han

estado asociados a la mayor cantidad de casos graves y fallecidos. (3)
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Los viriones maduros son esféricos, de aproximadamente 50nm de diametro, que
poseen un genoma de ARN de cadena simple, rodeado por una nucleocapside de
simetria icosaédrica, constituida por la proteina de la capside (C) y una envoltura,
la envoltura es una bicapa lipidica de 10nm de grosor derivada posiblemente de
membranas de reticulo endoplasmatico de las células hospederas, que tiene
asociadas dos proteinas, la proteina de la envoltura ( E) y la envoltura de
membrana (M), que dan lugar a las proyecciones de 7 nm de longitud que

sobresalen de la superficie del virion. )

El genoma viral consiste en una molécula de ARN unica y polaridad positiva de
aproximadamente 11 kilobases, en ambos extremos del genoma estan presentes
secuencias no codificadoras, necesarias para los procesos de replicacion,
trascripcion y traduccion dando como resultado la formacion de tres proteinas
estructurales C, M y E y siete proteinas no estructurales (NS) 1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b y NS5. ()

La interaccion de los flavivirus con sus células susceptibles ocurre mediante dos

mecanismos.

1. Unidn del virus al receptor celular: endocitosis mediada por el receptor

2. Union del virus a la célula por formaciéon de inmunocomplejos

Independientemente del tipo de interaccidn virus-célula, el evento siguiente es la
internalizacidn del virus, cuando se libera la nucleocapside le citoplasma ocurre el
desnudamiento del ARN, la traduccién de proteinas virales en el reticulo
endoplasmatico, y las sintesis de nuevas cadenas de ARN que dan origen a las

particulas de la progenie viral.
Aislamiento del receptor para el virus del Dengue

Los receptores celulares para los virus son un grupo de moléculas de naturaleza
quimica diversa que determinan, en gran medida, la patogénesis de las

enfermedades causadas por virus.



En este contexto y para el caso de los flavivirus, es muy poco lo que se sabe de
las moléculas celulares que sirven de receptores; asi por ejemplo, se ha implicado
a las integrinas en la unién de los flavivirus transmitidos por chinches ya que en la
proteina de envoltura tienen un motivo de reconocimiento para las integrinas
(senal KDL), por otro lado, la proteina de envoltura de los flavivirus transmitidos
por mosquitos carece de esta sefial y al parecer los glusaminoglicanos altamente
sulfatados podrian ser los receptores primarios para el virus dengue y el virus de

la encefalitis japonesa. )

No obstante lo anterior, resultados previos obtenidos, involucran a otras moléculas
como receptores (co-receptores) para el virus dengue. En el caso especifico de
este virus, la existencia de un segundo receptor permitiria explicar el linfotropismo
de este virus, la dependencia del desarrollo de la infeccion con la edad del
hospedero y, probablemente, resolverian algunas incognitas sobre el mecanismo

de la asi llamada «potenciacion inmune»

El receptor celular para el virus del dengue en el hombre estd en los monocitos;
estas células son los blancos principales de la infeccion viral en el humano, la

proteina de envoltura del virus (E) es el responsable de la unién a la célula blanco.
®) (1)

PATOGENIA

La infeccion por dengue es una enfermedad sistematica y dinamica, la cual tiene
un espectro clinico muy amplio que incluye desde manifestaciones clinicas leves
hasta muy severas. Después del periodo de incubacién la enfermedad comienza
de forma subita y seguida por tres fases( febril, critica y de recuperacion), para una
enfermedad que es compleja en sus manifestaciones el manejo es relativamente
simple, barato y muy efectivo para salvar vidas tan pronto y correctas sean las
intervenciones, la clave es el reconocimiento temprano y el entendimiento de los
problemas clinicos durante las diferentes fases de la enfermedad, las actividades
como triage y decisiones de manejo en los niveles primarios y secundarios de

salud son criticas en la determinacion de los resultados clinicos del dengue, un
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buen manejo no solo reduce el numero de hospitalizaciones innecesarias sino

salvara vidas de pacientes. ()
Existen diversas teorias patogénicas para explicar las formas graves del dengue.

Formacién de anticuerpos antiviricos desprovistos de un papel protector:
inducida por la invasion previa de un serotipo heterdlogo del virus del dengue,
pero a pesar de esto, se unen a la superficie del viridbn y tras su interaccion, el
receptor Fc (glicoproteina que se encuentra en la superficie de algunas células
que contribuyen a la funcion protectora del sistema inmunolégico como los
macrofagos, neutrdéfilos, mastocitos, células naturales asesinas e inducen a la
fagocitosis o citotoxidad de los patdégenos), dirigen a los virus del dengue hacia las

células blanco, originando una infeccion potenciada.

Dano celular: por accion directa del virus, induce apoptosis, necrosis y que puede
afectar células como el hepatocito, células endoteliales y las neuronas. En el
endotelio en especial, el dafio si es que puede observarse, no es proporcional con

la salida de liquido a un tercer espacio.

Accion de anticuerpos contra proteinas no estructurales del virus del
dengue: da como resultado una reaccion cruzada contra proteinas de la
coagulacion como el fibrinbgeno y proteinas de las células endoteliales. Hay
también activacion del complemento con liberacién de anafilotoxinas y aumento de

la permeabilidad vascular.
Lisis celular: por la activacién de linfocitos T citotoxicos.

Accion de citocinas: las citocinas como el factor de necrosis tumoral, interferén
gamma e interleucina |, liberadas por monocitos vy linfocitos T provocan alteracion
en la permeabilidad vascular que desemboca en extravasacion de liquido,
generando hipovolemia, estado de shock y edema pulmonar no cardiogénico. De
hecho se ha demostrado que los altos niveles de estos mediadores son

directamente proporcionales a la severidad del cuadro clinico (s
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Proliferaciéon policlonal de las células B: es inducida por la infeccidon del virus
del dengue y conduce a una produccion de IgM. Se ha detectado que existe una
reaccion cruzada entre los antigenos virales y moléculas plaquetarias, estos
anticuerpos producen lisis e inhibicion en la agregacion de las mismas. La
induccidn de la lisis plaquetaria explica, al menos en parte, la trombocitopenia de

la fase aguda que es principalmente causada por la activacion del complemento.

En resumen, es probable que exista una reaccion anormal de la inmunidad, lo que
produce una respuesta alterada de los anticuerpos ante los elevados niveles de
viremia y antigenos circulantes y con ello la exacerbacion de la produccién de
citocinas, activacion de linfocitos T y alteracién en la eliminacion de cuerpos

apoptaoticos. ()

La trombocitopenia se produce por destruccién de plaquetas en sangre periférica
por un mecanismo inmuno-mediado. Los sangrados durante el dengue no estan
en relacion directa con la intensidad de la trombocitopenia pues se producen por
un conjunto de factores, en el dengue son multiples incluidos los vasculares y
algunas alteraciones de la coagulacién por accion cruzada de algunos Anticuerpos
antivirales contra el plasmindgeno y otras proteinas, asi como un desbalance entre

los mecanismos de la coagulacion y los de la fibrindlisis ()

En los nifos, la patogénesis de la fiebre hemorragica por dengue no esta
claramente establecida, se ha observado en los menores de 12 meses de edad
infectados por dengue el riesgo de padecer hemorragias es mayor si se presentan
anticuerpos subneutralizantes lo cual aumenta el riego de una infeccion viral mas
agresiva, ya sea por una infeccion previa o a través de anticuerpos trasferidos de
manera placentaria formando un complejo inmune lo que permite al virus del

dengue mayor agresividad. )



INMUNOLOGIA

Una de las unicas caracteristicas del dengue es lo heterogéneo que puede ser el
cuadro clinico, una infeccion causada por una serotipo de denguevirus un
individuo desarrollara inmunidad prolongada contra ese serotipo, sin embargo la
inmunidad cruzada contra los otros serotipos dura solo pocos meses, una pieza
fundamental en la patogénesis del dengue es que la inmunidad heterotipica es un
factor de riesgo para fiebre hemorragica (FH), aunque se ha visto que la mayoria
de los casos de fiebre del dengue se encuentra en pacientes quienes se sobre
infectan, se sabe que los casos de fiebre hemorragica “primaria” ocurren en los

ninos menores de 1 ano.(9)

Un teoria ampliamente aceptada para la ocurrencia de los casos de FH son los
anticuerpos amplificadores dependientes (ADE) por su significado en ingles
Antibody-dependent Enhancement, este modelo propone que anticuerpos IgG
heterotipicos preexistentes adquiridos durante una infeccién previa, puede, bajo
ciertas condiciones facilitar el ingreso de los virus dentro de los macrofagos y
posiblemente otras células de la respuesta inmune que se unen a los receptores

Fc. del complejo virus anticuerpo (9)es)

Resulta de la nueva infeccién de un individuo con un serotipo particular, dicho
individuo, posee una inmunidad adquirida a un serotipo diferente de denguevirus
con el que se ha enfrentado anteriormente. Los anticuerpos heterotipicos o
anticuerpos cruzados que tienen una actividad neutralizante deficiente son
formados en la primera infeccion. En una segunda infeccion, el denguevirus y los
anticuerpos heterotipicos forman un complejo que se une al receptor Fc que se
encuentra sobre células blanco resultando en una amplificacion de la infeccidon por
el virus. Por tanto los anticuerpos heterotipicos no neutralizantes amplifican la

infeccion del denguevirus en las células que presentan receptores Fc.

El sine qua non de la hipétesis es que la prediccion de los casos de infeccion por
FH en los nifos se deriva de anticuerpos IgG antidengue derivados de la madre, el

sistema inmune de los nifios se inicia en el utero a través de una inmunidad pasiva
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mediante la transmisién de anticuerpos anti dengue derivado de la respuesta
inmune de la madre, dando como resultado una “infeccién secundaria fisioldgica”
durante una infeccion primaria por un denguevirus, modelo que se explica con el

siguiente esquema.

DISMINUCION DE ANTICUERPOS IgG

SN o
" ANTIDENGUE MATERNOS EN NINOS
\:_ Proteccién
""""" "‘"" Ak e e e e e R B B T
Periodo de :
multiple inmunidad | DENV-1
] seroldgica DENV-2
=
DENY-3
@
e L DENY-4
(7] + o Riesgo de FH por
o 1 . _ Infeccion primaria
2 | Realce _______ e it s m———— \
|_
Vientana de risgo para FH \
derivado de una “infeccion \
secundaria fisiologica™ ‘.
Tiempo (meses) >
Nacimiento

El rol de los anticuerpos IgG en varias infecciones virales depende en las

diferentes subclases. (12)

Se ha visto que los (ADE) del virus del dengue sugieren ser pieza central en la
patogénesis de la FH en los nifios, en los nacidos con antecedentes de
anticuerpos por parte de la madre se ha visto que los IgG derivados de ella
presentan un periodo de ventana en el cual el nifio posee niveles de anticuerpos
subneutralizantes, dichos niveles los cuales son capaces de generar en la fraccion

FC en el virus del dengue un sinergismo produciendo datos de inflamacién y
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crecimiento de moléculas vasodilatadores que promueven la permeabilidad

vascular. (2

Muchos infantes con la infeccidén por dengue presentan poca sintomatologia o nula
de la infeccion la cual puede confundir con otras infecciones presentes en ese
grupo de edad, la infeccion contra un serotipo de virus provee inmunidad contra

ese serotipo pero provee inmunidad corta contra otros serotipos. (13

Las inmunoglobulinas 1gG derivadas de la madre juegan un rol central en la
inmunidad y patogénesis del dengue en la infancia, la presencia de anticuerpos
neutralizantes derivados de la madre se presume es una de las causas de la
prevalencia baja de sintomas en el dengue en los nifios <3-4 meses de edad,
posteriormente la presencia de estos anticuerpos produce una sinergia entre la

fraccion Fc del receptor. (14
METODOS DIAGNOSTICOS
Diagnéstico de laboratorio:

El diagndstico definitivo de infeccidn por dengue, es hecho solamente en el
laboratorio y depende del aislamiento viral, de la deteccion del antigeno viral o el
RNA viral en el suero o tejido, o deteccion de anticuerpos especificos en el suero

del paciente.

Una muestra sanguinea en la fase aguda debe tomarse, tan pronto sea posible
luego del inicio de la enfermedad febril. Una muestra sanguinea en la fase de

convalecencia, idealmente debe ser tomada de 2-3 semanas después. (15
Diagnéstico serolégico

Cinco pruebas seroldgicas han sido usadas en el diagndstico de infeccion por
dengue: inhibicibn-hemoaglutinacion (IH), fijacion de complemento (FC),
neutralizacion (NT), prueba de inmunocaptura enzimatica de la inmunoglobulina M
(MAC-ELISA) e inmunoglobulina indirecta G (ELISA).
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De acuerdo con la prueba usada, el diagndstico serolégico inequivoco lo da el
aumento significativo de cuatro veces o mas en los titulos de anticuerpos
especificos entre las muestras séricas de la fase aguda y la fase de

convalecencia.

La prueba de IH, es la mas frecuentemente usada, es sensible, facil de realizar,
requiere un equipo minimo, pero los anticuerpos IH pueden persistir por tiempos
prolongados, de hasta 48 afios 0 mas, por lo que esta prueba es ideal para

estudios seroepidemioldgicos.

Los titulos de anticuerpos IH, empiezan aparecer a niveles detectables para el dia
5-6 de la enfermedad, los titulos de anticuerpos en la fase de convalecencia son
generalmente superiores a 640 en infecciones primarias. El contraste, en la
respuesta anamnésica inmediata en infecciones secundarias o terciarias por
dengue, los titulos de anticuerpos durante los primeros pocos dias de la
enfermedad se elevan a 5.120-10.240 o mas. Por lo que titulos mayores o iguales
de 1.280 en la fase aguda o convaleciente temprana son considerados evidencia

presuntiva de infeccion reciente por dengue.

La prueba CF, no es usada rutinariamente en el diagndstico serolégico de dengue.
Es mas dificil de realizar, requiere personal altamente capacitado, se basa en el
principio de que el complemento es consumido durante las reacciones antigeno-
anticuerpo. Los anticuerpos CF aparecen posteriores a los anticuerpos HI, son

especificos de infeccion primaria, y persisten por periodos cortos.

En NT es la mas especifica y sensible prueba seroldgica para los virus dengue. La
mayoria de los protocolos usados en los laboratorios incluyen las placas séricas
de dilucion y reduccion. En general los titulos de anticuerpos neutralizantes
aumentan al mismo tiempo o mas lentamente que los anticuerpos HI y ELISA,

pero mas rapido que los anticuerpos CF.

MAC-ELISA, es una prueba rapida y sencilla que requiere equipo poco sofisticado.

El desarrollo de anticuerpos IgM anti dengue, puede presentarse para el dia quinto
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de la enfermedad. Cerca del 93% de los pacientes desarrollan anticuerpos IgM
detectables entre los 6-10 dias del inicio de la enfermedad, en el 99% de los

pacientes entre los dias 10-20 tienen anticuerpos IgM detectables. (4

Los titulos de anticuerpos IgM en infeccidn primaria, son significativamente
mayores que en infecciones secundarias, aunque no es infrecuente obtener titulos
de IgM de 320 en casos secundarios. En muchas infecciones primarias, la IgM
detectable puede persistir por mas de 90 dias, aunque lo normal es que ya no se

detecten niveles a los 60 dias de la infeccion.

MAC-ELISA, es una invaluable herramienta para la vigilancia del dengue. En
areas donde el dengue no es endémico, se usa en la vigilancia clinica de las
enfermedades virales, con la certeza de que cualquier positivo indica infeccion

reciente en los ultimos 2-3 meses.

Una apropiada serovigilancia, por MAC-ELISA durante una epidemia determina
rapidamente su diseminacién. Es de especial ayuda en pacientes hospitalizados,
quienes son generalmente admitidos en fase tardia de la enfermedad, se debe
enfatizar que esta prueba no se debe usar en la forma de toma de decisiones en

relacion con el manejo del paciente.

Indirecta IgG-ELISA, es comparable con la prueba IH, y es usada para diferenciar
una infeccion primaria o secundaria por dengue. Esta prueba es simple y facil de

realizar, no es especifica y tiene reacciones cruzadas con otros flavivirus.

La utilidad del papel filtro en el diagnodstico serologico del dengue, tanto para la
deteccion de inmunoglobulinas totales con la técnica de IH, ELISA y de
anticuerpos IgM, ha sido demostrada, y aunque no sustituye a la toma de
muestras séricas para aislar, identificar y caracterizar el serotipo y genoma del
virus circulante, ha demostrado gran utilidad sobre todo porque tiene una alta
sensibilidad y especificidad y las muestras permiten ser conservadas a 4°C hasta

por 5 meses. (16)17)
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Aislamiento viral

Cuatro sistemas de aislamiento viral han sido usados para el virus dengue,
inoculacion intracerebral en ratones de 1-3 dias de edad, cultivos de células de
mamiferos (LLC-MK2), inoculacion intratoracica de mosquitos adultos y el uso de

cultivos de células de mosquitos.

El método seleccionado de aislamiento viral depende de las facilidades
disponibles en el laboratorio, las técnicas de inoculacion en el mosquito son las
mas sensibles y es el método de eleccion para casos fatales o pacientes con
enfermedad hemorragica severa. La linea celular del mosquito es el método de

eleccion para la vigilancia virologica rutinaria
Identificacion viral

El método de eleccidén para la notificacion del virus del dengue es IFA; anticuerpos
monoclonales seroespecificos, producidos en cultivos tisulares o liquido ascitico
de ratones e IgG conjugada fluoresceina-isothiocyanate, esta prueba es faciimente
realizada en cultivos celulares infectados, cerebro de mosquito o tejido macerado,

cerebro macerado de ratones o bien en tejidos fijados en formalina.

Este es el método mas simple y mas rapido, permite ademas detectar virus
multiples en pacientes con infecciones concurrentes. El aislamiento viral sirve para
caracterizar la cepa viral y esta informacién es critica para la vigilancia del virus y

los estudios patogénicos.

El aislamiento del virus del dengue procedente de suero humano, depende de
varios factores: de la forma en que el suero fue manipulado y almacenado y del
nivel de viremia que varia considerablemente dependiendo de los dias de

evolucioén de la enfermedad

La viremia usualmente tiene un pico corto antes del inicio de la enfermedad y
puede ser detectable en promedio entre los dias 4-5. Conforme aumentan los

titulos de IgM, el virus tiende a desaparecer.
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Nueva tecnologia diagnéstica.

En afnos recientes varios métodos de diagndstico han sido desarrollados y han

probado ser de utilidad en el diagnostico del dengue.

Tr-Pcr (Reaccidén de cadena de polimerasa-transcriptasa reversa): es un método
rapido, sensible, simple y reproducible con los adecuados controles, es usado
para detectar el RNA viral en muestras clinicas de humanos, tejido de autopsia y

mosquitos.

Tiene una sensibilidad similar al aislamiento viral con la ventaja de que problemas
en el manipuleo, almacenaje y la presencia de anticuerpos no influyen en su
resultado. Sin embargo, debe enfatizarse que la PCR no sustituye el aislamiento

viral

Sonda De Hibridacion: detecta acidos nucleicos virales, no es un método usado
rutinariamente pero su ventaja es que puede ser usado en tejidos de autopsia y
muestras clinicas humanas, es menos sensible que la TR-PCR, pero mas que la
PCR.

Inmunohistoquimica: uno de los mayores problemas en el diagnéstico de
laboratorio del dengue es el de confirmar los casos fatales. En muchos enfermos
so6lo una simple muestra sanguinea es obtenida y las pruebas serologicas, en
estos casos, son de valor limitado, por otro lado, muchos pacientes mueren al
momento o poco después de los estados de efervescencia, cuando el aislamiento
viral es dificil. Con los nuevos métodos de inmunohistoquimica, es ahora posible
detectar el antigeno viral en una gran variedad de tejidos, estos nuevos métodos
involucran la conjugacion enzimatica con fosfatasas y peroxidasas en conjunto con

anticuerpos mono y policlonales. (1s)

Proteina NS1: Desde hace algunos afios se le ha dado gran importancia a la
proteina NS1, la cual es secretada al medio extracelular en la etapa virémica de la

infeccidn, basada en su posible utilidad como marcador de infeccién temprana; la
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deteccién de la proteina NS1 en suero resulta una ruta mas rapida para el

diagnostico temprano de dengue 7
ANTECEDENTES

La FH y el Sindrome de choque hemorragico por dengue (SCHD) en infantes
menores de 1 afio es poco comun, en Tailandia, Vietham, Myanmar e Indonesia
este grupo representa el 5% de los nifios hospitalizados con este diagnostico,

aproximadamente un cuarto de estos casos son SCHD.

Se han escrito pocos estudios sobre anticuerpos maternos contra el dengue en
nifos vivos menores de 1 afno se han reportado, en un estudio realizado en los
afios de 1998 a 1999 en Bangkok, Watanaveeradej y colaboradores reportaron en
un estudio con 211 menores de 1 afno encontrando que mediante la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion de anticuerpos maternos contra el virus del
dengue a los 4 meses desaparecen 19%, a los 6 meses el 72%, y a la edad de 9
meses en 99% de los casos, ademas de encontrar que en mujeres de mas de 35
afos la prevalencia de anticuerpos antidengue era del 100%, en el grupo de 30-35
afos 97.2 %, y en mujeres de 25-29 afios 98.1 %, concluyendo que en un area
endémica para la transmision del dengue la mayoria de las mujeres embarazadas
tienen niveles de anticuerpos antidengue y todas aquellas positivas transfirieron de

manera transplacentaria los anticuerpos. (s)

Kliks y colaboradores fueron capaces de demostrar una correlacion entre titulos de
anticuerpos neutralizantes a DENV-2 y la edad del menor en la aparicion de FH o
SCHD. (19)

Chau y colaboradores notaron una fuerte asociacion temporal entre una actividad
potenciadora del plasma y la edad de los infantes en una cohorte de nifios

vietnamitas. (2o

Browns y colaboradores realizaron un estudio para investigar los patrones del

comportamiento de los anticuerpos contra dengue en donde incluyeron a 1647
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sujetos realizando medicion de anticuerpos IgG e IgM mediante el estudio de
ELISA, de los resultados obtenidos encontraron una mayor prevalencia de
anticuerpos en nifios entre 1 y 10 afios, encontrando que del total de la poblacién

el 38% que tenian presencia de anticuerpos fueron menores de 1 afo de edad. ¢y

En una cohorte realizada por Simmons y colaboradores en Vietham en donde
reclutaron a 55 nifios al momento de nacer, se les realizé6 una toma de muestra de
sangre de corddn y posteriormente a los 6, 9, y 12 meses para medicién de
anticuerpos contra dengue por medio de la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), ELISA y pruebas de cuantificacion, los resultados que
obtuvieron fue que los anticuerpos derivados de la madre disminuian con los
meses de edad, encontrando en los menores a los 6 meses anticuerpos IgG en
98%, 84% a los 9 meses y la presencia de anticuerpos maternos en 53% a los 12

meses, (12)

De noviembre de 2000 a marzo de 2001 en 219 binomios nifio y madre de un
hospital de Tailandia se realizd6 un estudio prospectivo cuyo objetivo fue el de
observar la cinética del comportamiento de los anticuerpos neutralizantes
maternos transmitidos de manera transplacentaria a los menores durante un
periodo de 24 meses, se excluyeron a las madres con antecedentes de problemas
autoinmunes, tratamientos inmunosupresores o antecedentes de transfusiones;
solo se incluyeron 144 menores de los cuales solo 96 terminaron el seguimiento a
los 2 afos, las muestras realizadas fueron a los 3,6,9,12,18 y 24 meses del
seguimiento, encontrando en la primera toma IgG en 93.6% del suero materno y
95% en muestras de corddn, posteriormente se encontré que estos presentaban
una disminucion considerable conforme pasaban los meses disminuyendo en
27%,80% y 95% los niveles de IgG en los nifios a los 6,9 y 12 meses de edad

respectivamente. (22

Otro estudio realizado en Vietham de 2006 a 2007 por Chau y colaboradores a
1244 mujeres embarazadas cuyo objetivo era determinar la incidencia de la
exposicion y establecer el comportamiento de los anticuerpos IgG derivados de la
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madre durante el primer afio de vida mediante la prueba de ELISA, realizando
seguimiento cada 3 meses desde el nacimiento hasta el afio de edad y
posteriormente cada 6 meses hasta los 2 afios cumplidos. El seguimiento final se
realizo solo a 284 menores, la relacion hombre mujer fue de 1.06:1, la media de la
edad gestacional fue de 39 semanas y el peso medio de nacimiento fue de 3.1
Kg., los anticuerpos derivados de la madre y los titulos de la proteina C reactiva de

los titulos de 1gG persistio hasta el afio de edad en 20% de los infantes. (14)

Como parte del proyecto en 2010 se realizdé en el Hospital General Regional N° 1
“Vicente Guerrero” en la ciudad Acapulco, Guerrero un estudio de prevalencia de
anticuerpos maternos contra dengue y su transmision a los recién nacidos, estudio
realizado a 180 madres e hijos respectivamente, realizando medicion de IgG e IgM
mediante un método cualitativo, encontrando una prevalencia del 83%,
demostrando que el estado es un area hiperendemica de dengue y que existe un

sub diagnéstico de la enfermedad.
3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe un incremento de casos de dengue y fiebre hemorragica por dengue en

embarazadas y recién nacidos en el pais y en Guerrero
Se ha visto que la transmision vertical de anticuerpos IgG contra dengue es alta

Investigaciones recientes demostraron que la Fiebre Hemorragica por Dengue en
los nifos, sobre todo los menores de 12 meses, surge como consecuencia de una
respuesta inmunoldgica exagerada ante la infeccion por cualquier denguevirus,
que depende de la transferencia de anticuerpos maternos contra la Fiebre del

dengue antes del parto

En 2010 se realizé en el Hospital General Regional N° 1 “Vicente Guerrero” en la
ciudad Acapulco, Guerrero un estudio de prevalencia de anticuerpos maternos
contra dengue y su transmisién a los recién nacidos, estudio realizado a 180

madres e hijos respectivamente realizando medicién de IgG e IgM mediante un
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método cualitativo, encontrando una prevalencia del 83%, demostrando que el
estado es un area hiperendemica de dengue y que existe un subdiagnostico de la

enfermedad.

No se conoce cuantitativamente los niveles de anticuerpos IgG contra dengue que

estan presentes durante los primeros meses de vida.

El efecto de la inmunidad materna sobre el dengue hemorragico en los infantes ha
sido estudiado en el sureste de Asia, poco en el continente y en México no se
contaba con antecedentes de haber estudiado el comportamiento de los
anticuerpos en los nifilos de 1 ano de edad ni el comportamiento posterior a una
primera toma al nacimiento, asi como los factores que contribuyen a la

declinacion de los niveles de anticuerpos.

Se desconoce qué factores inherentes al nifio influyen en nuestro medio para la

modificacion de los anticuerpos antidengue.

Estudios epidemiolégicos habian mostrado que la mayor incidencia de FH
primaria en los nifios, se encuentra aproximadamente entre los 6 y los 8 meses de
edad.

Estudios anteriores solo mostraban el comportamiento de los niveles de los
anticuerpos a los 6, 12, o incluso a los 24 meses de edad, pero no mostraban los
factores que pudieron estar influyendo en la modificacion de los anticuerpos, es
decir no se sabia de qué manera el estado nutricional podia o no influir en la
disminucién de estos ademas del estado de desarrollo del menor; ya que los
estudios se realizaron en varios paises en donde las condiciones de vida son

diferentes.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Con base a lo anterior y debido a que no se conocia el comportamiento de los

anticuerpos en los nifios de 1 afio, las preguntas de investigacion fueron:

¢, Cual es el comportamiento de los anticuerpos contra el virus del Dengue en
nifios de 1 afio de edad derechohabientes del IMSS del Hospital General Regional

No. 1 “Vicente Guerrero” Delegacion Guerrero?

¢La modificacion de los niveles de los anticuerpos contra el virus del Dengue se

asocia al estado nutricional del menor, lactancia y enfermedades previas?
4.- JUSTIFICACION

Conocer el comportamiento de los anticuerpos nos orientara a tomar medidas

inmediatas para prevenir casos de fiebre hemorragica por dengue en nifios.

La determinacién de la edad de la declinacion de los anticuerpos permitira predecir

la edad de riesgo para la presencia de FHD en nifios.

La incidencia de la infeccién permitira un mejor entendimiento de la Epidemiologia
del dengue en los nifios y ayudara a guiar las decisiones hacia donde dirigir el

diagndstico y tratamiento

En México las mayores tasas de incidencia se encuentran en los menores de 4

afos y especialmente en lo menores de 1 afo.
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5.- OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el comportamiento de los anticuerpos contra el virus del Dengue y
factores asociados en nifos de un afio de edad, hijos de madres
derechohabientes del IMSS que fueron positivas a anticuerpos contra el Dengue,

en el HGR N° 1 “Vicente Guerrero”, Acapulco, Guerrero

Especificos: Establecer si el comportamiento de los anticuerpos contra el virus

del Dengue se asocia:

- Al estado nutricional del menor
- Enfermedades Previas

- Lactancia Materna y duracién
6.- HIPOTESIS:

Los titulos de anticuerpos anti dengue heredados de la madre disminuyen en 90%

al ano de edad.

El estado nutricional, enfermedades previas, y la lactancia materna se asocian a
la modificacion cuantitativa de anticuerpos anti dengue IgG heredados de la

madre a los nifos.

7.- MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio: Estudio cohorte, prospectivo, analitico

Periodo de estudio: 1 Septiembre de 2010 al 30 de Octubre del 2011.

Poblaciéon de estudio: Nifios de 1 afio de edad nacidos en el Hospital General
Regional “Vicente Guerrero” del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), a

quienes al momento de nacer se les tomo6 una muestra del cordén umbilical y se
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incluyeron en el proyecto de investigacién “Prevalencia de anticuerpos contra
dengue en madres y recién nacidos derechohabientes del IMSS en Acapulco,

Guerrero”, realizado en el 2010.

Unidad de Muestreo y Analisis: Un nifio de 1 aio de edad nacido en el Hospital
General Regional “Vicente Guerrero” del Instituto Mexicano del Seguro Social

(IMSS) a quien se le tomd una primera muestra al momento de nacer en 2010.
Método de Muestreo: No Probabilistico
Tipo de muestreo: Conveniencia

Tamano de muestra: 70 nifios que resultaron positivos cualitativamente a la
presencia de anticuerpos IgG en la primera muestra tomada del cordon umbilical

al momento de nacer.
CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION:

Nifos de 1 ano con antecedente de toma previa al momento de nacer para

medicién de anticuerpos IgG contra dengue.
Consentimiento informado autorizado por los padres o tutores.
CRITERIOS DE EXCLUSION:

Que hubieran recibido recientemente transfusién sanguinea o alguno de sus

derivados.
Enfermedades auto inmunes o tratamiento con inmunosupresores
CRITERIO DE ELIMINACION

Cuando la madre o el tutor del menor decidieron ya no participar en el estudio.
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TECNICA Y RECOLECCION DE LA INFORMACION

Técnica: entrevista

Instrumento de recoleccion. Cuestionario el cual fue aplicado por el investigador
ESTRUCTURA Y DISENO DEL CUESTIONARIO.

El Cuestionario para evaluar el comportamiento de los anticuerpos contra el virus
del dengue en menores de 1 afo recién nacidos y factores asociados se conformé
por las siguientes subescalas: Variables bioldgicas, demograficas, antecedentes
postnatales, de infeccion previa del menor y de la madre y sobre el estado

nutricional que contemplo el antecedente de lactancia materna, peso y talla
MARCO CONCEPTUAL PARA LAS VARIABLES:

DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

Variable Dependiente:

Anticuerpos contra el virus del dengue: Presencia de anticuerpos IgG contra el
virus del dengue que indican que el individuo ya estuvo en contacto con el agente

en el pasado (IgG), medido entre los 6 y 12 meses de vida

Operacionalizacién: Determinacién de anticuerpos por la técnica de ELISA para

IgG contra el virus del Dengue en madres y recién nacidos.

Escala de medicion: Nominal, Cuantitativa

Indicador:(lgG positivo-lgG Negativo), Cantidad en U/ml
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Variables Independientes:

1.- BIOLOGICAS

Edad:

Definicién: Tiempo trascurrido en meses desde el nacimiento hasta los 12 meses
de edad.

Operacionalizacién: Se interrogd a través de pregunta abierta ; Qué edad tiene el

menor?

Escala de medicidon: De razon.

Indicador: Meses cumplidos.

Sexo:

Definicidn: Distribucion biolégica que clasifica a los individuos en hombres y

mujeres.

Operacionalizacién: Se exploré a través de las caracteristicas del fenotipo del

recién nacido.

Escala de medicién: Nominal.

Indicador: 1). Hombre, 2). Mujer.

2.- DEMOGRAFICAS

Colonia de procedencia;

Definicidon: Colonia donde radicaba el nifo.

Operacionalizacién: Se pregunté nombre de la colonia donde viva el menor
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Escala de medicién: Nominal

Indicador: Colonia de residencia
3.- ANTECEDENTES POSTNATALES

Definicién: Se defini6 como alteraciones o patologias que presentd el paciente

posterior al nacimiento, hasta el momento de la toma de muestra.

Operacionalizacién: Se preguntd si el nifio habia tenido alguna enfermedad, se

habia sometido a alguna cirugia o presenta algun padecimiento infeccioso.

Escala de medicion: Nominal

Indicador: 1). Si 2). No

4.- ESTADO NUTRICIONAL

Estado Nutricional:

Definicion: El estado nutricional de un individuo es la resultante final del balance
entre ingesta y requerimiento de nutrientes. En los nifios y especialmente durante
el primer afio de vida, debido a la gran velocidad de crecimiento, cualquier factor

que altere este equilibrio repercute rapidamente en el crecimiento

Operacionalizacién: Para evaluar el estado nutricional de tomaron en cuenta las

siguientes caracteristicas (Historia médica y dietética, examen fisico vy

antropometria)

Se consideraron datos acerca del crecimiento previo del nifio, peso y la talla de
nacimiento; esto permitié formar una idea del patréon de crecimiento, el cual no es

uniforme y depende de multiples factores.
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En los nifos menores, se incluyeron datos sobre duracién de la lactancia, edad de
introduccién de alimentacion lactea artificial, total de formula recibida en el dia,

introduccion de alimentos no lacteos.

El indice de peso para la talla (IPT) es un buen indicador de estado nutricional

actual y no requiere un conocimiento preciso de la edad.

Este indice puede se calculo de la siguiente manera:

peso actual x 100

IPT (%) =

peso aceptable*®

*Se consider6 como peso aceptable el peso esperado (p 50) para la talla

observada.

Un IPT entre 90 y 110% se considerara normal; los criterios para catalogar
severidad de la desnutricion no son uniformes, pero en general se acepta que un
indice menor de 90% indica desnutricion y uno menor de 75% sugiere desnutricién

grave.

Lactancia materna:

Definicion: Se defini6 como alimentacion del lactante con leche materna de la
madre o de otra mujer, al menos durante 3 meses, sin ningun complemento solido

o liquido, lo que incluye el agua.

Operacionalizacién: Se pregunté a la madre si alimentdé al menor con lactancia

materna, por al menos 3 meses.

Escala de Medicion: Nominal

Indicador: 1). Si 2). No

26



Alimentacion:

Definicién: Se defini6 como a la dieta cumple con las necesidades especificas de
las diferentes etapas de la vida, promueve en los nifios y las nifias el crecimiento y
el desarrollo adecuados y permite conservar o alcanzar el peso esperado para la

talla y previene el desarrollo de enfermedades

Operacionalizacion: Para la elaboracion del indicador se tomaron en cuenta

criterios obtenidos por el servicio de nutricién sobre la dieta y numero de porciones

de los diferentes nutrientes que se le brindan al menor de 1 afo.

Se realizé un indicador de acuerdo a los siguientes numeros de porciones por dia:

Leche o sus derivados: 3-4 porciones por dia
Productos de Origen animal: 1-2 porciones por dia
Verduras: 2-3 porciones por dia

Leguminosas: 1 porcion por dia

Cereales y tubérculos: 4-6 porciones por dia
Frutas: 3 porciones por dia

Grasas y aceites: 2-3 porciones por dia

Azucares: 4 porciones por dia

ESTADO NUTRICIONAL
Escala: Nominal

Indicador: 1). Adecuado cuando el IPT se encuentre por arriba del 90%, se le
haya proporcionado lactancia materna por al menos durante 3 meses, reciba al dia
al menos porciones de leche o derivados, de 1-2 porciones de productos de origen
animal, 3 porciones verduras, 1 porcion de leguminosas, 2-3 porciones de fruta, 4

porciones de azucar y 2 a 3 porciones de grasas.

2). No adecuado cuando el IPT se encuentre por abajo del 90%, se le haya
proporcionado lactancia materna durante menos de 3 meses, reciba al dia 2 o
menos porciones de leche o derivados, no reciba ninguna porcion de productos de

origen animal, 2 0 menos porciones de verduras, no haya recibido ninguna porcién
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de leguminosas, 2 porciones o0 menos de fruta, 2 porciones 0 menos de azucary 2

0 menos porciones de grasas.

5.- FACTORES DE PROTECCION

Definicion: Se defini6 como aquellas medidas que son consideradas efectivas
como barreras de contencion o proteccién que evitan el crecimiento, proliferacion y
desarrollo del mosquito que sirve como vector para el virus del dengue dentro del

hogar y patio.

Operacionalizacién: Se interrogd de manera directa al entrevistado acerca si en su

casa utilizan insecticida, protecciones en puertas, proteccion de mosquiteros,

antecedente de fumigacion, abatizacion y descacharrizacion

Con valor otorgado a cada reactivo es de 1 punto, las personas con 4 o mas
puntos se consideraron con riesgo y sin factores protectores para la proliferacion

del mosquito.

Escala de medicion: Nominal

Indicador: 1) Protegido de 4-6 factores de proteccion 2) No protegido con < 4

factores de proteccion
6.- ANTECEDENTE DE INFECCION PREVIA DEL MENOR DE 1 ANO

Definicién: Cualquier nifio menor de un afo en el que se refiriera haber padecido

la sintomatologia especifica contra Fiebre del dengue

Operacionalizaciéon: Se interrogod si el menor habia padecido fiebre del dengue

de acuerdo a la definicion operacional de caso y/o si ésta fue confirmada por

serologia.

Escala de medicién: Nominal

Indicador: 1) Positivo 2) Negativo
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ANTECEDENTE DE FIEBRE DEL DENGUE DURANTE EL EMBARAZO:

Definicién: Presencia de fiebre del dengue o fiebre hemorragica por dengue en la

madre durante el embarazo que haya sido confirmado por medio de serologia

Operacionalizacién: Se preguntd si la madre durante el embarazo presento fiebre

del dengue y/ o si se le diagnostico por serologia

Escala de medicidon: Nominal

Indicador:1) Si 2) No

DIAGRAMA DE FLUJO DE PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Hospital “Vicente Guerrero”
Servicio de Pediatria
Menor con antecedente de toma previa al momento de nacer

v

Se contacté a las madres de los menores y se
les re invitd a participar

SI NO
Carta del consentimiento informado l
Residente de Epidemiologia
Se insistid en los beneficios de
l realizar el estudio

Urgencias Pediatria
Toma de muestra 1.5 ml de sangre en

coordinacion con personal de enfermeria y /o de - :
laboratorio clinico de uraencias. Se explicaron las posibles
consecuencias y se dio por
l finalizado el seguimiento

Se realiz6 la toma de la segunda muestra y se
explicé a la madre del paciente el destino de la
muestra asi como fecha de cuando se le
entregaria el resultado del estudio
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DIAGRAMA DE FLUJO DE ENViO DE MUESTRAS PARA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DENGUE

Envio al laboratorio del
Hospital “Vicente Guerrero
Para su procesamiento diario y conservacion de las

Hospital “Vicente Guerrero” area de Urgencias \
Pediatria por parte de personal de enfermeria o
laboratorio clinico

muestras
/
Envio de las muestra quincenalmente al
laboratorio de investigacion en Inmunologia,
Hospital de Pediatria, del Centro Médico Se continuo con las muestras de los pacientes restantes y
Nacional S, XXI se obtuvo resultados parciales de las muestras tomadas
\A anteriormente.

<

Se recabd informacion total de los resultados
Se analizé y se emitio el reporte final

v

Entrega de resultados

8.- ANALISIS ESTADISTICO:

Univariado: Se estimaron frecuencias simples, medidas de tendencia central y de

dispersiéon

Bivariado: Para evaluar las diferencias entre la medicion inicial y la tomada al afio

de edad, se realizé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Posteriormente se realizé un analisis para medir el riesgo entre la presencia de

anticuerpos con las variables de interés.

Multivariado: Mediante un modelo de regresién logistica a las variables que

resultaron significativas en el analisis Bivariado
9.- CONSIDERACIONES ETICAS:

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion
en salud, titulo segundo, capitulo 1, articulo 17, categoria Il, se consider6 a esta

investigacién como de riesgo minimo. (23
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Se obtuvo el consentimiento informado por escrito y autorizado por la madre o el

tutor del menor.

Se realizé una explicacion amplia del estudio que se estaba realizando asi como
los fines académicos de la informacién obtenida y del destino y lugar de
procesamiento de las mismas, ademas de hacer énfasis en que toda la

informacion que se obtenga era para uso unico y confidencial.
10.- PLAN GENERAL.

1.-Comité Local de Investigacién y Etica
Presentacion del proyecto, correccion y autorizacion
2.- Autorizacion y coordinacion con directivos de los hospitales participantes

Se solicito la autorizacion por parte de los directivos de la delegacion y Hospital
General No. 1 Regional “Vicente Guerrero”,

Se realizd un oficio solicitando facilidades y aprobacion para la realizacion del
estudio

Entrega y recepcion de consentimientos informados por escrito de todos las
madres que participaron

3.- Levantamiento de la encuesta y toma de muestra

Se realizé un cuestionario aplicado por el médico residente de Epidemiologia

La Muestra se tomo por parte del personal de Laboratorio Clinico o Enfermera
Pediatrica

4.- Validacién y captura de la informacion

Limpieza y analisis de la base de datos.

Integracion y presentacion de resultados.
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5.- Presentacion de los resultados a cada una de las autoridades correspondientes

en

los diferentes niveles, (Hospital, Delegacion, Coordinacion de Salud,

Coordinacion de Vigilancia Epidemiologica)

6.- Publicacion de resultados

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos Humanos.

Médico residente de Epidemiologia

Personal de laboratorio y/o enfermeria para el apoyo de la toma de la
muestra

Personal médico que coordiné las actividades a realizar

Personal de laboratorio para el proceso y separacion de las muestras

Recursos Materiales.

Los necesarios para la toma, procesamiento, transporte y traslado de las
muestras hasta llegar a su destino final

Materiales de papeleria (lapices, plumas, borradores)

Encuestas

Laptop

Los recursos materiales para la inmunologia del estudio y la obtencion de IgG de

los menores se brindaron por parte del personal del laboratorio de Inmunologia de
la UMAE pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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11.- RESULTADOS

Se realizé un analisis univariado mostrando frecuencias simples, porcentajes,
medidas de tendencia central y de dispersion de las variables consideradas en el

estudio.

Se estudiaron un total de 70 pacientes, de acuerdo a su distribucion por sexo se
encontré que 39 fueron del sexo masculino y 31 del sexo femenino, al momento
de la entrevista los menores se encontraron entre 11 y 13 meses de edad siendo
los de 12 meses, el grupo mas frecuente del estudio con el 63% de todos los nifios
estudiados. (Tabla 1)

Del total de los 70 pacientes 34 de ellos (48.5%) fueron obtenidos via parto
vaginal, 36 (51.5%) fueron obtenidos mediante cesarea, todos nacidos en el
mismo hospital, el promedio de la edad gestacional fue de 38.89 SDG con un
minimo de 34 SDG y un maximo de 42 SDG, con una desviacion estandar (S) de
+1.58 semanas, el 81.43% de los menores superd las 38 Semanas de Gestacion.
(Tabla 2)

En relacién al peso de los nifios al nacimiento, se encontré una media de 3202.43

grs (S £ 515.43 grs), con un minimo de 2050 grs. y un maximo de 4400 grs

Al medir la talla al nacimiento, se observé una media de 49.61 cm (S £ 2.31 cm), el
minimo fue de 42 cm y el maximo de 54 cm siendo los nifios de entre 49 y 52 cm

los mas frecuentes con el 58.6 % de todos los casos

Para determinar la normalidad en la distribucion para el pesé actual se aplicé la
prueba de Shapiro Wilks que demostré normalidad en el peso del menor
(Grafica1)

Esto permitié categorizar el peso en 3 grupos.
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Encontrando un peso minimo de 7.10 kg y un maximo de 12.5 kg (S + 1.12 kg).
Gpo. # 1: Peso por debajo de la media hasta — 1 desviacion estandar.
Gpo # 2: Aquellos que estan a +1 desviacion estandar de la media.

Gpo # 3: Los que estan por arriba de la media + 1 desviacion estandar.

Con respecto a la talla de los menores, las medidas que se encontraron al
momento del estudio fueron: media de 77.4 cm (S £ 10.24 cm), valor minimo de 70
cm en 4 pacientes y un valor maximo de 90 cm en un paciente; 41 de los menores

se encontraron con una estatura entre 73 y 80 cm.

Para la variable del indice de peso para la talla se encontré al 24 % de los
individuos con un IPT < 90% y el resto con IPT >90, la media fue de 92.64% vy la

desviacion estandar de + 8.34%.

Con respecto a la duracién de la lactancia el 95.71% de los menores estudiados
recibid seno materno al menos durante 3 meses, la media de lactancia fue de 7.8
*+ 3.1 meses, con un minimo de 3 y un maximo de 12 meses; siendo la moda 6

meses

Como se menciond, para evaluar el estado nutricional, adicional al peso para la
talla y a la lactancia materna se tomaron en cuenta los habitos alimenticios, en
donde se encontré que el 27% de los nifios tuvo estado nutricional no adecuado.
(Grafica 2)

De acuerdo al antecedentes de haber tenido problemas perinatales o durante el
parto o inmediatamente después de este, se encontré en 14.29% la presencia de
algun problema perinatal, entre los que se incluyeron disnea transitoria e
hipoglucemia, entre otros; el resto de las madres respondid que sus hijos no

presentaron ningun problema al momento de nacer.
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Asimismo, con respecto al antecedente de haber presentado problemas
postnatales (1 o mas dias posteriores al nacimiento), se encontré6 solamente un

nifo que refirio haber estado hospitalizado por presentar macrosomia

Con el antecedente de haber padecido dengue en su vida el 100% de las madres
refirid que su hijo no habia presentado sintomatologia o diagnosticado alguna vez

dengue.

Realizando la mediciéon cuantitativa de los niveles de anticuerpos IgG al
nacimiento de los nifios mostraron una media de 24.68 u/ml (S £12.39 u/ml) y para
el afio de edad se presentd una media en los niveles de anticuerpos IgG de 9.51
u/ml, (S £ 13.45 u/ml). El rango fue de 1.3 u/ml y hasta 41. 6 u/ml. (Grafica 4)

Considerando un punto de corte para la IgG de 11.00 u/ml en los menores se
encontré que el 76% de los nifios presentaban niveles de anticuerpos por abajo
del punto de corte, solo 15 nifios continuaban con anticuerpos IgG antidengue al

momento de la segunda toma.

El 27% de los pacientes que resultaron positivos tenian11 meses y el 73% 12

meses. Asi mismo el 40% fueron masculinos.

En cuanto a problemas perinatales solo 20% de los que fueron positivos refirieron
haber presentado alguno durante el momento de nacimiento: disnea transitoria en

2 casos y 1 caso de hipoglucemia.
Para la presencia de enfermedades durante el primer afio de vida 6 nifios

refirieron haber presentado alguna enfermedad a lo largo del afno en las que

predominaron las infecciones respiratorias y gastrointestinales.
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Con respecto al seno materno, el 87% recibié lactancia al menos 3 meses de
lactancia materna 2 no recibieron lactancia y de acuerdo al estado nutricional 9 de

los 15 presentaban estado nutricional adecuado.

Para conocer la relacién entre la variable dependiente y las independientes se
realiz6 un analisis bivariado aplicando la prueba de Rangos con Signo de

Wilcoxon.

Como paso inicial se midié la diferencia entre los niveles de anticuerpos IgG

medidos al nacimiento y los anticuerpos IgG tomados al afio de edad.

De esta forma se encontraron diferencias significativas entre ambas mediciones
(p< 0.05)

Igualmente se realizé la prueba estadistica de Rangos con Signo de Wilcoxon
para evaluar si habia diferencias de acuerdo a la edad categorizando por grupos

de 11y 12 meses

En ambos casos se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
11 meses (z = 3.600 y p<0.0003) y para 12 meses (z = 2.979 y p< 0.0029), para
los de 13 meses no se encontré diferencia significativa ya que solo se presentaron
2 casos en ese grupo de edad. Este hecho demuestra que la diferencia entre los

valores iniciales y finales persiste independientemente de la edad.

Al establecer la distribucion por sexo, al aplicar la misma prueba estadistica se
encontraron diferencias significativas comparando la medicion inicial con la final en
relacion al sexo con valores de (p< 0.05) para ambos siendo mayor la diferencia
entre el grupo de hombres con valores de z= 4.598 para hombres y z= 2.979 para
mujeres (p< 0.00).
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Para la variable del peso como se menciond, se dividid en tres grupos, con
respecto a la prueba realizada se Shapiro Wilks para normalidad, al aplicar la
prueba de Rangos con Signo de Wilcoxon para comparar ambas mediciones con
los diferentes grupos; se mostraron diferencias significativas entre las mediciones
inicial y de afo de vida en el segundo grupo y diferencia entre ambas mediciones
en el tercer grupo con valores de (p< 0.0000 y p< 0.0058); para el primer grupo no
se encontro diferencias significativas entre las mediciones inicial y la tomada al

ano de edad.

Para la medicion de la lactancia se dividio el tiempo de lactancia en terciles el
primer grupo de 1-6 meses el segundo de 7-9 y el tercero mayor de 9 meses
encontrando diferencias estadisticamente significativas entre las mediciones
iniciales y del segundo del primero y ambas mediciones del tercer grupo con

valores de (p < 0.05) para el segundo grupo se encontré un valor de (p >0.08).

Referente a las diferencias entre las mediciones tomadas al nacer y al afo de
edad para el estado de nutricion (IPT, lactancia y alimentacion) de los pacientes
encontramos diferencias significativas para aquello que presentaban nutricidon
adecuada con valor de (p<0.000) para ambas mediciones, al igual se encontraron
diferencias significativas con un valor de (p<0.02) para las diferencias entre los

que presentaban estado nutricional no adecuado.

En relacion a la medicion de los anticuerpos, problemas perinatales y postnatales
utilizando la prueba exacta de Fisher, no se encontraron diferencias significativas
con valor de (p>0.857). Es decir que no hubo relacion estadistica entre la
presencia de anticuerpos y el antecedente de haber tenido problemas postnatales
y perinatales durante el afio de vida para que se modificaran los anticuerpos.
(Tabla 4)

Al realizar un analisis bivariado en donde se compardé aquellos nifios que

presentaban anticuerpos y las variables de interés. Con respecto al estado
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nutricional se encontr6 que aquellos que presentaban un estado nutricional
deficiente tenian 4 veces mas riesgo de perder los anticuerpos en relacion a
aquellos que presentaban estado nutricional adecuado (p<0.014) con intervalos

imprecisos que van hasta 15 veces mas riesgo.

Se observo también que aquellos que habian presentado enfermedades durante el
afo de vida tenian 3.5 veces mas riesgo para perder los anticuerpos con respecto

a los que no. (p<0.03)

No se encontraron diferencias significativas con la lactancia (p>0.09), ni con el
tiempo de la misma (p>0.98), sin embargo se observé mas riesgo en aquellos que
no habian lactado y en los nifios que habian recibido lactancia por menos de 6

meses.

Ademas se encontré diferencias significativas con el IPT (p< 0.005) el cual como lo
habiamos mencionado se encuentra muy relacionado al estado nutricional. (Tabla
5).

Como en el analisis Bivariado solo 2 variables resultaron con significancia
estadistica (estado nutricional y enfermedades previas), al realizar analisis
multivariado mediante un medio de regresion logistica la variable enfermedades
perdié significancia estadistica (p>0.05), mientras que el estado de nutricidon
mostré significancia estadistica. (p<0.05), por lo que se abandoné el modelo

multivariado quedandonos solamente con el analisis bivariado.
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12.- DISCUSION

Ha sido poco lo que se ha estudiado acerca de la transmisidn vertical de
anticuerpos maternos IgG hacia los nifios y su comportamiento durante los
primeros anos de vida, a pesar de que México es considerado un pais con alta
prevalencia de dengue todos los estudios que encontramos en la literatura son de

paises asiaticos.

A pesar de ser grande el esfuerzo por determinar la presencia de anticuerpos anti
dengue en lo menores, solo en Asia se ha mostrado que la relacion entre madre e
hijo es fuerte, por lo que en América también deberia haber mas estudios en
donde se mostrara que la relacion entre madre e hijos es similar a la de los paises

de Asia.

El presente estudio es uno de los primeros realizados en México para determinar
la presencia de anticuerpos maternos en niflos de 1 afo, en un estado donde la

prevalencia de dengue es muy alta.

Con este estudio mostramos la importancia de considerar el riesgo de enfermar de
los menores de edad que tienen antecedentes de madre con infeccion previa, con
relacion a los estudios anteriores pudimos constatar que los resultados son

similares a lo encontrado en la literatura.

Pocos son los estudios en donde el seguimiento se ha hecho desde el nacimiento
hasta los 2 afios de vida en los paises de Vietham y Tailandia en donde solo
encontraron anticuerpos hasta los 12 meses de vida, al realizar seguimiento a los
24 meses demostraron ya no habia presencia de anticuerpos, esto mediante la
técnica de ELISA.

En comparaciéon con el estudio realizado por nosotros en donde mediante la
misma prueba de laboratorio, encontramos a los 12 meses de edad la presencia

de anticuerpo maternos en15 niRos (22,14)
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En el estudio realizado por Watanaveeradej y sus colaboradores en donde
realizaron medicion de anticuerpos maternos IgG pero también realizaron
medicion de anticuerpos IgM en menores de 1 afio encontraron que a los 9 meses
de edad el 99 % de los menores ya no presentaban anticuerpos, en comparacion
con nuestro estudio en donde encontramos la presencia del 24% en los menor

anos de edad. ¢

En relacidon a todos los estudios encontrados en donde solo se median las
prevalencia de anticuerpos, nuestro estudio si midié otros factores que pudieran
estar causando que los niveles de anticuerpos se modificaran, en ningun de los
estudios encontrados se analizan factores de riesgo como lo son el estado
nutricional, peso, talla y antecedentes patoldgicos del menor, que son factores que
se encontré que si intervienen en la modificacion de estos a través del tiempo y

que juegan un rol importante en el menor.

13.- CONCLUSIONES

La transmision de anticuerpos de madre a hijo es alta.

A los 12 meses de edad el 75 % tiene anticuerpos a titulos subneutralizantes que

se convierten factor de riesgo para la presencia de dengue hemorragico
El estado nutricional se relaciona con la declinacién de los anticuerpos maternos

Se demostrd por medio del analisis que mejor estado nutricional menor perdida de

anticuerpos
La presencia de enfermedades también se asocia a la perdida de anticuerpos

Esta informacidén es valiosa para instrumentar estrategias de educacion para la
salud en esta poblacion edad que nos permita disminuir el riesgo en las madres y

los niflos asi como control adecuado del vector.
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15.- ANEXOS

Terminacion Embarazo

Fr %
Parto 34 48.57
Cesarea 36 51.43
Total 70 100

Resultados
Tabla 1.- Terminacién del parto y semanas de gestacion

Semanas de Gestacion

Fr
34 SDG 1
35 SDG 2
36 SDG 3
37 SDG 7
38 SDG 9
39 SDG 18
40 SDG 24
41 SDG 5
42 SDG 1
Total 70

%

1.43
2.86 Media 38.89
4.29 Mediana 39
10.00 Desv. 1.58
12.86 Minimo 34
25.71 Maximo 42
34.29
714
1.43
100

Tabla 2. Edad al momento del Estudio y distribuciéon por sexo.

Edad en Meses

Fr %
11m 24 34.29
12 m 44 62.86
13 m 2 2.85
Total 70 100.00

Sexo

Masculino
Femenino
Total

Fr %

39 55.71
31  44.29
70 100

Grafica 1.- Distribucion de la normalidad al aino de edad.
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Grafica 2.- Estado Nutricional de los niios

Tabla y Grafica 3.- Presencia de anticuerpos IiG al ano de edad.

Fr %
Positivo 15 24
Negativo 55 76
Total 70 100
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Grafica 4.- IgG al Nacimiento e IgG Actual.
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Tabla 4. Diferencias entre IgG inicial y segunda toma con las variables de

interés.
PRUEBA DE RANGOS CON SIGNOS DE WILCOXON
z P

Anticuerpos antidengue IgG

IgG Nacimiento 5.3 0.00

IgG Actual
Sexo

Masculino 4.6 0.00

Femenino 2.9 0.002
Edad

11meses 3.6 0.003

12 meses 3 0.002

13 meses - -
Peso

7.100-8.066 0.8 0.409

8.067-10.279 4.9 0.00

10.28-12.5 2.8 0.006
Lactancia Materna

< 6 meses 3.7 0.000

7-9 meses 1.70 0.088

> 9 meses 3.3 0.001
Estado Nutricional

Adecuado 5.6 0.001

No adecuado 1.8 0.02
Enfermedades Previas

Presencia 2 0.04

Ausencia 5 0.00
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Tabla 5. Analisis Bivariado entre la presencia de Anticuerpos y variables

Independientes.

ANALISIS BIVARIADO

OR P
ESTADO NUTRICIONAL
Adecuado 1

No adecuado 4.5 0.014
SEXO

Masculino 1

Femenino 2.25 0.16
TIEMPO DE LACTANCIA

< 6 Meses 21

> 6 Meses 1 0.98
ENFERMEDADES PREVIAS

NO 1

SI 3.91 0.03
IPT

<90% 1

> 90% 0.17 0.005

IC 95%

1.33-15.36

0.70 - 7.21

0.83-1.20

1.09 - 14.03

.049 - 0.59
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES A REALIZAR PARA EL PROTOCOLO DE

INVESTIGACION

“Comportamiento de los anticuerpos contra el virus del dengue y factores

asociados en nifios de un afno derechohabientes IMSS en el Hospital General

Regional No. 1 “Vicente Guerrero” Acapulco Guerrero.

”

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL PROTOCOLO

MES ACTIVIDADES A REALIZAR
Enero-Julio | Elaboracion del protocolo
y revision por los

2011 asesores
Agosto- Comité local de Investigacion y
Octubre aprobacion del Proyecto
2011
Noviembre Inicio del Protocolo, recoleccion de datos

de los menores con anticuerpos
2011 positivos para dengue
Noviembre- | Toma de muestra de sangre, Levantamiento de
Diciembre las encuestas a la madre del menor
2011
Noviembre Recoleccion y captura de la informacion y Limpieza de
Diciembre la base de datos
2011
Enero 2012 Analisis y procesamiento de la informacion
Febrero Resultados Finales y presentacion de tesis
2012
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
COORDINACION DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGIA Y APOYO EN CONTINGENCIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Carta de consentimiento informado
NUM. FOLIO:

Lugar y fecha: Acapulco, Guerrero. ‘A de de 2011

Por medio de la presente autorizo que mi _HIJO (A).

Participe en el protocolo de estudio titulado: “Comportamiento de los anticuerpos contra el virus del
dengue y factores asociados en nifios menores de un afio derechohabientes IMSS en el Hospital
General Regional No. 1 “Vicente Guerrero” Acapulco Guerrero.”

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud con el Numero: F-2011-1102-10

El objetivo del estudio es determinar el comportamiento de los anticuerpos contra el virus del Dengue y
factores asociados en niflos <1 aio, hijos de madres que fueron positivas a anticuerpos contra el
Dengue, en el HGR N° 1 “Vicente Guerrero”, Acapulco, Guerrero

Se me ha explicado que la participacion de mi hijo consistira en la obtencion de informacion a través de un
cuestionario que contendra preguntas de facil entendimiento, asi como la toma de muestra sanguinea de 2 ml
obtenida de la vena de mi hijo (a) que sera tomada por personal de laboratorio y/o enfermeria, la cual puede
ser dolorosa, molesta y causar irritabilidad a mi hijo (a)

Declaro que se me ha informado sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados
de mi participacién en el estudio, que son los siguientes: Dolor en el sitio de puncion de la vena,
enrojecimiento del area de puncion de mi hijo, sangrado del sitio de puncion, asi como permitira un
diagndstico mas completo y preciso asi como la intervenciéon oportuna en los factores que se encuentren
como problemas y evitar la aparicion de complicaciones.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a
cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con el tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento, en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados
en forma confidencial

Nombre y firma de los Padres o tutores o representantes legales

Investigador Responsable
Dr. Raul Martinez Renteria

Testigos:

Nombre y Firma Nombre y Firma

Numeros telefénicos a los cuales se puede comunicar en caso de emergencia y/o dudas y preguntas relacionadas con el
estudio: 55 35 82-49-59
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Comportamiento de los anticuerpos contra el virus del dengue y factores asociados en
ninos menores de un aino derechohabientes IMSS en el Hospital General Regional No. 1

“Vicente Guerrero” Acapulco Guerrero.”

Folio No.l | | | Fecha | | | I

I. DATOS DE IDENTIFICACION

(" 1.1 Nombre )

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (s)
1.2 Domicilio:

Calle y Numero Colonia Municipio

Estado

Teléfono
1.3. No. de afiliacién:

.

1.4 Unidad Médica de adscripcion Edad:

(ll. DATOS PERSONALES h

2.1 ;Cual es su fecha de nacimiento? dia ‘ ‘ mes ‘ ‘ aﬁo‘ ‘ ‘ ‘ ‘

2.3 ;Edad de la madre? T aios

Part Cesa
2.4;\Via de obtencion? |:| arto |:| esarea

iPesoalnacer? -

lll. ENFERMEDADES EN EL EMBARAZO

[

3.1 ¢antecedente de fiebre por dengue durante
el embarazo?

D No ¢Fecha?

BARRERAS DE PROTECCION
¢ Utiliza insecticida en su
Hogar?
Cuenta con mosquiteros en puertas y
ventanas?

No Frecuencia

Si

Han fumigado su hogar? Si Frecuencia

¢Utiliza el abate? Si No Frecuencia

O ogooo
o oooo

¢Pasan a nebulizar su colonia Frecuencia

¢Tiran los cacharros?

[
[

Frecuencia
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IV ANTECEDENTES PATOLOGICOS
4.1 ; Tuvo problemas perinatales? |:| si |:| No Tislo de
problemas
4.2 ; Tuvo problemas posnatales? ) Tipo de
|:I Si D No problemas
4.3 ; Ha padecido alguna enfermedad? I:I si I:I No LCudl?
4.4. ; Ha estado hospitalizado? |:| Si |:| No +Causa?
4.5 Antecede de fiebre por Dengue o si N Fech
Fiebre hemorragica por dengue ? |:I I |:I ° ecna -
4.6 ¢ fue confirmado por serologia? [J s [ N gserotipo?
\

V NUTRICONALES

5.1 ¢ Se alimenta al seno materno? |:| Si |:| No  ;Cuanto Tiempo? |:| meses

; Quien otor | seno materno? Madre i
¢Quien otorgo el seno materno |:| Biologica |:| Nodrisa

Veces ‘por dia

5.3. ¢ alimentacion del nifio y veces por dia?  Leche

Productos de
Origen animal

Verduras

oooo

Leguminosas

Cereales D
Grasas D

\_ Azucares

VI EXPLORACION FiSICA

6.1 Pesol | 6.2. TallaL ! 6.4 sindice de peso para la talla? S

%

ESTADO NUTRICIONAL Adecuado () Noadecuado ( )

VII MEDICION Y COMPORTAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS

7’

Primera Toma
al nacimiento Segunda Toma
Resultado
Fecha | | | | Fecha | | |
Resultado gc () 1 -Positivo ()
IgG ()
()
() 2.-Negativo ()
IgM IgM )
N ()

Elabord: Dr. Raul Martinez Renteria
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