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1.RESUMEN

Antecedentes: ElI Programa Nacional de Hemoterapia y Bancos de Sangre brinda
directrices para el tamizaje de agentes infecciosos potencialmente transmisibles de
hemoderivados a receptores. Por tanto, el tamizaje de agentes infecciosos en los Bancos
de Sangre es de vital importancia. El tamizaje del virus Dengue no es una practica
frecuente, por lo cual, su tamizaje es de vital importancia en lugares donde el virus ha
sido previamente detectado. Objetivo: Determinar la frecuencia de donantes de sangre
positivos a dengue Yy describir los factores asociados a la positividad en el Hospital
Belén de Trujillo durante julio a diciembre del 2022. Métodos: Estudio transversal
analitico. EI RNA viral del dengue sera detectado mediante técnicas moleculares. Se
explorard factores asociados a la positividad utilizando datos recolectados de forma
estandar y rutinaria por el Banco de Sangre del Hospital de Belén de Trujillo.
Posteriormente, el andlisis de datos se fundamentaré en la descripcion de las variables

y exploracion de asociaciones mediante pruebas de hipdtesis.

Palabras clave: Banco de sangre, Dengue, donantes.



ABSTRACT

Background: The National Program of Hemotherapy and Blood Banks provides
guidelines for the screening of potentially transmissible infectious agents from blood
products to recipients. Therefore, screening for infectious agents in blood banks is of
vital importance. Screening for Dengue virus is not a frequent practice, therefore its
screening is of vital importance in places where the virus has been previously detected.
Objective: To determine the frequency of dengue-positive blood donors and to
describe the factors associated with positivity at the Hospital Belén de Trujillo from
July to December 2022. Methods: Analytical cross-sectional study. Dengue viral RNA
will be detected using molecular techniques. Factors associated with positivity will be
explored using data collected in a standard and routine way by the Blood Bank of the
Belén Hospital in Trujillo. Subsequently, the data analysis will be based on the

description of the variables and exploration of associations through hypothesis tests.

Keywords: Blood Bank, Dengue, Donors.



2.INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha reportado un incremento significativo de la incidencia
de la enfermedad del dengue de forma global, estimandose en cerca de 400 millones
de infecciones anuales, habiendo aproximadamente 100 millones casos sintomaticos
(1,2). La infeccion por dengue es predominante en areas urbanas, y zonas tropicales o
subtropicales, asi como en zonas donde el habitad silvestre es interrumpido por
movilizacion humana (1,2). Multiples investigaciones cientificas reportaron la
presencia de DENV en muestras de donantes de sangre, encontrandose tasas de viremia
que alcanzaron el 0.4% durante brotes de dengue (3,4). Dado este escenario, la
probabilidad de obtener sangre segura y libre del virus dengue (DENV) por los Bancos

de Sangre disminuye de forma considerable en paises endémicos como Peru.

En la epidemia del virus del dengue (DENV) que se produjo en Australia
durante el 2008-2009, el riesgo de una donacion de sangre con DENV se estimé en 1
en 7146 (5). En areas endémicas de dengue, el riesgo incluso puede ser mayor, como
se demostro durante el brote del 2005 en Singapur, en donde el riesgo de una donacién
de sangre con DENV fue de 1 en 1667 (6). En Peru, la reemergencia del DENV fue
detectada en la ciudad de lquitos, para el afio 2000, y de forma histérica, los cuatro
serotipos del DENV han circulado de forma endémica e intermitente en mdaltiples
regiones del Pert (6). Por tanto, el estudio de DENV en Per(, dada su condicién

endémica, es de vital importancia particularmente en bancos de sangre (6, 8, 9).



Dado que la infeccion por DENV causa principalmente infecciones
asintomaticas, los estudios de prevalencia realizados en regiones endémicas han
encontrado tasas de infeccion asintomética entre los donantes de sangre que oscilan
entre el 0.1% y el 0.5% (6, 10.) Asimismo, dado que la viremia es frecuentemente
asintomatica y generalmente dura entre 2 a 7 dias en sangre, los hemoderivados podrian
importarse incluso desde areas epidémicas o endémicas hacia lugares donde no existe

circulacion del DENV (6, 10).

Desde el punto de vista diagndstico enfocado en la prevencién y en la obtencién
de sangre segura, multiples herramientas moleculares han sido desarrolladas para
detectar incluso pequefias cantidades de RNA viral en muestras de donantes de sangre.
En China (11), recientemente se desarrollé un método de confirmacién de laboratorio
rapido y preciso para detectar, cuantificar y diferenciar simultaneamente los serotipos
1,2,3y4 del DENV, siendo incluso capaz de detectar desde 5 copias de RNA/reaccion,
con sensibilidad superior al 89%, y especificidad del 100%. Del mismo modo,
recientemente se describid la validacion de una técnica de deteccion molecular multiple
para DENV capaz de detectar y diferenciar los cuatro serotipos sin reacciones cruzadas
con otros flavivirus, con sensibilidad del 95% y una especificidad del 100% (12). Por
otro lado, las técnicas isotérmicas han sido recientemente descritas como opciones mas
accesibles dado que no requieren de equipos sofisticados. EI PCR isotérmico para la
deteccion del DENV ha mostrado una concordancia perfecta con PCR convencionales,
por lo cual podria ser una opcion util en los Bancos de Sangre (13). Asimismo, otros

investigadores han descrito que el PCR isotérmico posee un elevado rendimiento,



sensibilidad y especificidad para la deteccion vy tipificacion del DENV (14). No
obstante, a pesar de los mdltiples estudios de caracterizacion y uso de pruebas
moleculares, su uso en los bancos de sangre sigue siendo limitado de forma global
posiblemente por una percepcion errada sobre un posible bajo riesgo de transmisién de

DENYV del donante al receptor.

Recientemente, en Brasil, se recolectaron muestras de donantes y receptores
para tamizar el DENV mediante técnicas moleculares (15). De 39134 donantes de
sangre reclutados, se detect6 DENV en aproximadamente el 1% de donantes,
asimismo, los investigadores reportaron que un analisis retrospectivo evidencié que un
total de 42 unidades positivas para DENV fueron transfundidas a 35 receptores, de los
cuales solo 16 fueron susceptibles al serotipo transfundido. La transfusion pasiva de
DENV a receptores pueda causar enfermedad, tal como fue reportado por Matos y
colaboradores, en donde 6 de 42 receptores puertorriquefios que recibieron unidades
positivas para DENV desarrollaron fiebre en las 2 semanas posteriores a la transfusién

(16).

A nivel global, existe amplia evidencia que sugiere que, la deteccién de DENV
en sangre o hemoderivados es un evento infrecuente pero real, y que su impacto es
variable dado que depende del nimero de receptores, inmunidad previa para DENV en
el receptor, estado de susceptibilidad, entre otros (17-19). Del mismo modo, existe
evidencia disponible relacionada a la persistencia y sobrevida de particulas infecciosas

de DENV en hemoderivados, situacion que genera la necesidad de mejorar e identificar



de mejor forma aquellos subgrupos poblacionales con riesgo incrementado para ser

positivos a DENV (20, 21).

A nivel local, la incidencia de dengue aparentemente ha disminuido en los
ultimos dos afios, esto dado por la falta de vigilancia y dedicacién de los recursos casi
exclusivamente a la lucha contra la pandemia (22-24). No obstante, dengue no ha
dejado de ser un problema dada su alta tasa de endemicidad a maltiples localidades
peruanas, siendo un riesgo inminente la exportacién de casos desde zonas endémicas a
zonas en donde el vector representa una amenaza, como por ejemplo lo es al norte de
Lima y en ciudades del norte del pais incluyendo Piura, Trujillo, etcétera (25,26). Por
otro lado, existe limitada evidencia local sobre factores de riesgo asociados a la
deteccion de RNA viral del Dengue en bancos de sangre dado que este no es un
marcador frecuentemente tamizado a nivel nacional. No obstante, diferentes son los
factores de riesgo recomendados para la evaluacion del riesgo segin PRONAHEBAS
gue no son especificos de dengue, pero que si podrian ser explorados para dicho fin
(27). Los factores recomendados para identificar riesgo seguin PRONAHEBAS estan
orientados a la ocupacion, nivel de instruccion, lugar de procedencia, y residencia en
zona endémica. Otros factores, como aquellos de comportamiento sexual de riesgo,

cirugias, tatuajes y pertenencia a grupos de riesgo no son propios de Dengue.

La justificacion de este trabajo se basa que en el Pert el DENV se ha convertido
en una enfermedad endémica en la zona norte del pais y que también viene afectando
algunas regiones como Lima e Ica (7-9). En la actualidad, la transmision de agentes

infecciosos a los receptores ha disminuido de forma significativa dado que existe una



normativa que regula el proceder y tamizaje a nivel nacional (27). A pesar de existir un
lineamiento nacional, el tamizaje de DENV no es obligatorio incluso en zonas
endémicas del pais. Asimismo, no existe un estudio previo que haya caracterizado de
forma profunda aquellos factores relacionados a positividad para DENV entre donantes
de sangre, por lo cual se vuelve necesario evaluar la posible relacion de aquellos
factores frecuentemente evaluados en las entrevistas y la positividad a una prueba
molecular para Dengue. Finalmente, este proyecto se justifica en la necesidad de crear
una linea basal de informacion que a futuro permita tomar decisiones basadas en
evidencia y proponer mejores algoritmos para identificar grupos de riesgo con mayor
probabilidad de ser positivos a la deteccion molecular del dengue. Dada la necesidad
de informacidn para tomar medidas basadas en informacion, el estudio propuesto aqui
se hace necesario para responder la siguiente pregunta de investigacion; ¢Cuél es la
frecuencia de positivos a dengue y cuales son los factores asociados en donantes de

sangre en el Hospital Belén de Trujillo durante julio a diciembre del 2022?



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

e Determinar la frecuencia de positivos a dengue y describir los factores
asociados en donantes de sangre en el Hospital Belén de Trujillo durante julio

a diciembre del 2022.

3.2. Objetivos especificos

o Determinar la frecuencia de donantes de sangre positivos a dengue de acuerdo
al sexo, edad, nivel de instruccién, tipo de donante, ocupacion, historial de
viajes en los Gltimos 15 dias, y presencia del vector de los donantes de sangre.

e Describir la dindmica de positividad a dengue de acuerdo al mes de tamizaje, y
de forma estratificada segun caracteristicas de los donantes de sangre.

e Explorar la asociacién entre la positividad a dengue de acuerdo al sexo, edad,
nivel de instruccion, tipo de donante, ocupacion, historial de viajes en los

ultimos 15 dias, y presencia del vector.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Disefo de estudio

Estudio descriptivo, transversal, analitico.

4.2. Poblacién y lugar de estudio

El estudio sera realizado en el Hospital Belén de Trujillo, el cual pertenece al
Ministerio de Salud y tiene un nivel 111-1. El centro de salud esta ubicado en la misma
ciudad de Trujillo, y dada su ubicacidn geogréafica atiende principalmente a poblacién
Trujillana. Ademas, es considerado un referente de la salud a nivel local dada su alta

capacidad de atencién y amplia cartera de servicios ambulatorios y especializados.

El centro de Hemoterapia y Banco de sangre previo a la pandemia iniciada en
el 2020, atendia un promedio de 1000 donantes de sangre de forma mensual. Dada la
emergencia sanitaria nacional, las atenciones fueron afectadas y los ndmeros muy
fluctuantes. No obstante, se espera que en la medida que las medidas sanitarias sigan

flexibilizandose, las atenciones para los donantes recuperen el promedio histérico.

La unidad de analisis del estudio esta conformada por la diada ficha del donante
y muestra de sangre/suero/plasma, dado que, del donante se extraera la informacién
relacionada para determinar los factores asociados a la positividad o no en la deteccion
del RNA viral del virus Dengue. Los criterios de inclusion y exclusion estan

fundamentados en las normas internas del centro de Hemoterapia y Banco de sangre



del Hospital de Belén de Trujillo, asi como en aquellas descritas en el Programa

Nacional de Hemoterapia y Bancos de Sangre (PRONAHEBAS) (27).

4.2.1. Criterios de inclusion

e Fichas de datos/muestras de donantes de sangre con edad igual o mayor a 18
afios, y menores de 65 afios de edad.

e Fichas de datos/muestras de donantes de sangre que fueron aceptados y
catalogados como aptos de acuerdo a las directrices brindadas por el

PRONAHEBAS (27).

4.2.2. Criterios de exclusion

e Fichas de datos con datos incompletos o con informacién mal completada, o
muestras de mala calidad que por su condicion no pueda ser procesada para la
deteccion del RNA viral de Dengue.

e Elnocumplimiento de al menos una directriz relacionada a calidad o condicion
del donante 0 muestra de acuerdo a lo establecido por PRONAHEBAS sera

motivo de exclusion (27).

4.3. Muestra y muestreo

El estudio propone evaluar la positividad al RNA de Dengue en un periodo de
6 meses. De forma global, y bajo un escenario no pandémico se espera un promedio de

1000 donantes mensuales. En tal sentido, la poblacién estimada para el periodo de



estudio es de 6000 donantes. Un estudio publicado recientemente sugirié que la
positividad para RNA o antigeno de Dengue es del 1.2% en donantes de sangre,
mientras que la serologia positiva es superior al 25% (28). Dado que la seropositividad
en los bancos de sangre es motivo de alarma y no necesariamente de riesgo, este estudio
se enfoca en detectar RNA viral el cual es un mejor indicador de riesgo real dado que

el virus puede ser pasivamente transfundido al receptor.

Dado que la frecuencia es de 1.2%, considerando como tamafio de la poblacién
de 6000, un intervalo de confianza al 95%, y un margen de error de 0.6, el tamafio de
muestra final seria de 1045 muestras (Anexo 1). El margen de error elegido concuerda
con lo previamente descrito por Arya y colaboradores (29), por lo cual, el estimado
final es confiable. Al sumar un 10% por posibles pérdidas, el total de muestras a
procesar seria de 1150 muestras. La férmula usada fue la de una proporcién puntual
considerando el  tamafio  poblacional en la  web:  https://select-

statistics.co.uk/calculators/sample-size-calculator-population-proportion/

4.4. Operacionalizacion de variables

Tipo de
. L N . . variable
Variable Definicion conceptual | Definicion operacional | Indicador y
escala de
medicion
Afios de vidade una | Edad calculada entre la Numeérica,
Edad persona segun tiempo fecha de donacion y Afios continua de
cronoldgico fecha de nacimiento razén




segun registro en la
donacion

Caracteristica biolégica

. - Caracteristica del . Categorica,
y genética que divide a . Masculino | .~ .
Sexo donante como masculino . dicotobmica
los seres humanos en . Femenino .
. o femenino nominal
hombre o mujer
. Analfabeto, .
. Grado o nivel . . . . Categorica,
Nivel de . ~ Nivel de instruccion Primaria, .
. ., | académico, o afios de . . politdbmica
instruccion . . obtenido por autoreporte | Secundaria, .
estudios realizados . nominal
Superior
Donacion hecha de . . -
i . Forma de donacion auto- | VVoluntaria, | Categorica,
Tipo de forma voluntaria, . L o
_ reportada o inferida por | reposicion, | politdmica
donante reposicion o .
el evaluador remunerada| nominal
remunerada
- . Estudiante,
Actividad de origen L -
. Caracteristica sobre la | empleado, | Categoérica,
. manual o intelectual . . o
Ocupacion . actividad realizada por el |  obrero, politdbmica
que percibe una .
., donante auto-reportada |desemplead| nominal
remuneracion o
Vivir o haber viajado a
.. Autoreporte .
Viaje a un lugar o zona en e, Categorica,
movilizacion a zona . .
zona donde dengue es . Si, no dicotomica
. . endémica del dengue en .
endémica endemico en los s . nominal
. ] los Gltimos 15 dias
altimos 15 dias
Presencia Autoreporte de la
Aedes presente en . -
de vector . . presencia de Aedes Categorica,
diferentes densidades . - . L
del dengue . identificado como un Si, no dicotomica
poblacionales en hogar | . . . .
en mosquito con patitas nominal
- 0 alrededor ,
domicilio blancas
Presencia | Deteccion del material | Resultado del laboratorio -
fye . . . Categorica,
del RNA | genético viral del virus | luego de proceder con la | Positivo, dicotémica
viral del | del Dengue mediante | deteccion del RNA viral | negativo nominal
Dengue | una técnica molecular del virus Dengue
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4.5. Procedimientos y técnicas

Dado que en este estudio no se propone realizar procedimientos adicionales
relacionados a la captacion, entrevista y aceptacion del donante, todos ellos quedan a
cargo del Banco de Sangre. No obstante, los procedimientos propuestos en este estudio
estaran ligados al tamizaje de agentes infecciosas, los cuales se amparan en lo descrito

por el PRONAHEBAS (27).

De forma referencial, se espera encontrar una frecuencia de positividad menor
al 2% (28), por ende, la estrategia laboratorial se fundamentara en el uso de pooles de
muestras la cual ha demostrado ser eficiente y bastante Gtil en el tamizaje de RNA viral
(30, 31). En ese sentido, se propone realizar un pool de 10 muestras de suero/plasma
con un volumen final de 500 pL. De cada muestra se procedera a tomar 50 pL.
Posteriormente se extraera el RNA viral utilizando el kit de QlAamp Viral RNA
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizard el RT-PCR que
detecta el RNA del virus Dengue, el cual fue descrito por el Instituto Nacional de Salud
del Peru (32). De tener un pool positivo, se procedera a extraer el RNA viral de cada
muestra individual con el proposito de realizar la deteccion individualizada. De tener
un pool negativo, todas las muestras que conformaron el pool seran reportadas como

negativas.

La informacion necesaria para responder los objetivos del estudio sera extraida
de los registros del Banco de Sangre, previa autorizacion, y de forma directa a un Excel

por lo cual no se disefié una ficha de recoleccion de datos.

11



4.6. Aspectos éticos

Este protocolo se registrara en el Sistema Descentralizado de Informacion y
Seguimiento a la Investigacién (SIDISI) — Direccidon Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia (DUICT), y sera evaluado por el Comité Institucional de Etica
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Luego, se procedera con el registro y
aprobacion del proyecto en el Hospital Belén de Trujillo con el proposito de obtener
las aprobaciones y permisos necesarios para iniciar el estudio.

Durante la implementacion del estudio se respetaran los principios éticos
delineados en la declaracion de Helsinki, y se seguirdn estrictamente las
recomendaciones realizadas por las instancias éticas.

Dado que este estudio estd enmarcado en evaluaciones que el Banco de sangre
puede realizar de acuerdo a sus requerimientos y necesidades, y dado que
PRONAHEBAS (27) sugiere el tamizaje de agentes patdgenos transmisibles por sangre
y derivados, no se aplicara un consentimiento informado de forma independiente. Por
el contrario, este estudio no propone aplicar consentimientos independientes, pero si
integrara el tamizaje de dengue de forma temporal y durante la duracién del estudio.
Los donantes tendran acceso a los resultados rutinarios, y a los emitidos por el estudio.

Asimismo, el Hospital brindara consejeria en caso se encuentre un caso de dengue.

12



4.7. Analisis de datos

La descripcion de las variables como edad, sexo, nivel de instruccion, tipo de
donante, ocupacion, viaje reciente, presencia del vector y resultado de la deteccién del
RNA viral se realizara por el uso de frecuencias relativas y absolutas. La edad sera
categorizada en terciles para una mejor descripcion, asi como se presentara una medida
de tendencia central y dispersion. La exploracion de factores asociados a positividad
para el RNA viral se realizara usando la prueba exacta de Fisher, y la t de student para
variables numéricas y categdricas dicotomicas. De no cumplir los supuestos
estadisticos para usar la prueba de t de student, se utilizara una prueba no paramétrica.
El analisis de datos sera realizado en Stata v16 (StataCorp. 2019. Stata Statistical
Software: Release 16. College Station, TX: StataCorp LLC.), y se utilizara un valor de

p menor a 0.05 como significativo.

13



5. PRESUPUESTO

Este proyecto sera autofinanciado por el investigador.

Material

Concepto Cantidad Precio/Unidad Costo final
Kits de extraccion de RNA x 250 3 1500 4500
Kits de RT-PCR 6 1000 6000
Cajas de puntas con filtrode 10uL 8 150 1200
Cajas de puntas con filtro de 200 uL 2 150 300
Cajas de puntas con filtro de 1000 uL. 2 150 300
Placas de PCR y cobertores (caja) 1 250 250
Material de escritorio 300 300
Servicios

Tipeo y registro de datos 2h 80 160
Alquiler de equipo de RT-PCR 30h 80 2400
Total: S/. 15410

14



6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades Tiempo Meses

(meses) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Presentacion y registro 1.5 X X
del proyectoen FAMED

de UPCH

Presentacion y registro 1.5 X X

del proyecto en el CIE
de UPCH

Presentacion y registro 1.5 X X
del proyecto en el

Hospital Belen  de

Trujillo
Ejecucion del estudio, 6 X X X X X X
procesamiento de

muestras y recoleccion

de datos

Analisis de datos 2 X X
Redaccion de informe 1 X
final

15
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ANEXOS

Anexo 1. Célculo de tamafio de muestra

What margin of error do you need?

0.6 | % o
5% is a common choice
What confidence level do you need? | 95 o
Typical choices are 90%, 95%, or 99% o
How big is the population?

6000 0

If you don't know, use 100,000 | |
What do you believe the likely sample proportion to be? | 12 o
IF you're not sure, leave this as 50% i o
Your recommended sample size is o
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