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RESUMEN
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA

Revision bibliografica sobre los virus Zika, Dengue y Chikungunya y sus métodos de

diagndstico

El zika, dengue y chikungunya son enfermedades tropicales transmitidas por mosquitos infectados
por los virus del zika (ZIKV), dengue (DENV) y chikungunya (CHIKYV). Estos virus tienen una
amplia distribucién en la naturaleza, presentando una estrecha relacién con las poblaciones
humanas. La enfermedad que puede causar cada uno de estos virus en los humanos puede ser muy
debilitante, aunque dependiendo de la especie viral, la infeccidn es capaz de provocar desde una

encefalitis hasta la muerte.

Segun la OPS/OMS, la infeccion causada por ZIKV, DENV, y CHIKV, pueden generar sintomas
comunes tales como cefalea, fiebre, dolores articulares y musculares, afectando a personas de
cualquier edad. Debido a que estas enfermedades tienen similitudes en sus sintomas, es dificil dar
con un diagndstico oportuno y de igual manera un posible tratamiento. Por tanto, resulta esencial
su identificacion para dar un oportuno tratamiento a las personas que se encuentran infectadas, con
el fin de prevenir posibles malformaciones congénitas. En conjunto, un tardio e impreciso
diagnostico genera un aumento en las comorbilidades de las personas infectadas y una sobrecarga

para los sistemas de salud del pais.



Con el paso del tiempo han surgido varios métodos de deteccidn, entre los cuales se destacan los
métodos serologicos y moleculares. El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y
ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se encuentran en el grupo de las pruebas
seroldgicas. Por otra parte, en las pruebas moleculares se distinguen la amplificacion mediada por

transcripcion (TMA) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.

Es por ello por lo que con esta monografia se espera realizar una revision documental de las
técnicas de diagnostico de ZIKV, DENV y CHIKYV, identificando y comparando diferentes

parametros entre cada una de ellas.

PALABRAS CLAVE: enfermedad tropical, infeccion, virus zika, virus dengue, virus
chikungunya, Aedes aegypti, diagndstico, ELISA, IFI, TMA, PCR en tiempo real.

Estudiante: Nancy Milena Cortés Avila.
Docentes: Monica Losada, Mauricio Rodriguez.
Institucién: Universidad Antonio Narifio, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
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INTRODUCCION

El virus Zika (ZIKV) es un virus del género Flavivirus perteneciente a la familia Flaviviridae,
clasificado en el grupo IV segln la clasificacion de Baltimore. EI ZIKV tiene un ARN
monocatenario con envoltura, con polaridad positiva que codifica 3 proteinas estructurales y 7
proteinas no estructurales. Este virus fue identificado por primera vez en Africa en 1947 en un
mono Rhesus (Macaca mulatta) y permanecio latente durante varias décadas hasta el 2007 donde

reaparecio en las Islas de Yap, Micronesia (1-3).

El ZIKV es transmitido por la picadura de mosquitos infectados y se ha asociado a complicaciones
neuroldgicas como el sindrome de Guillain-Barré (GBS) y malformaciones en el recién nacido
causando microcefalia (4,5). La infeccion causada por el virus del Zika se caracteriza por ser una
enfermedad febril sistémica particularmente con fiebre de corta duracién, conjuntivitis, erupciones
cutaneas y artralgia. En paises endémicos la deteccion del ZIKV es mas compleja porque hay
diferentes arbovirus circulando en el ambiente. Por lo tanto, los sintomas inespecificos impiden

dar un diagnostico diferencial (4,6).

Debido a la falta de métodos seroldgicos precisos para la identificacion de la infeccion causada
por este virus, hace que sea complejo determinar la carga viral y la tasa de infecciones
asintomaticas. Asi mismo, se dificulta determinar la incidencia de sindrome congénito de Zika y
por ultimo identificar las futuras complicaciones neuroldgicas que puede presentar el paciente

asociadas a la infeccion causada por ZIKV (2).

Por otra parte, el dengue es una enfermedad aguda causada por el virus del dengue (DENV), el
cual pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. EI DENV es un virus de ARN de
cadena positiva y se encuentra categorizado en el grupo IV segun la clasificacién Baltimore.
Genéticamente existen 4 serotipos distintos, los cuales pueden producir diferentes niveles de
gravedad de la enfermedad, que pueden ir desde una fiebre leve hasta una hemorragia leve o mortal
(7). El dengue es una enfermedad transmitida por mosquitos infectados de la especie Aedes aegypti
y en menor medida Aedes albopictus, los cuales han sido los vectores principales durante varias
décadas (8,9).

Asimismo, el virus Chikungunya (CHIKV), perteneciente al género Alphavirus de la Familia

Togaviridae, es un virus de ARN de cadena positiva con envoltura ubicado en el grupo 1V segin
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la clasificacién Baltimore. Su genoma codifica para cuatro proteinas no estructurales y tres
proteinas estructurales. EI CHIKV es el agente etiologico de la fiebre del Chikungunya (CHIKF)
que ha tenido gran impacto en Africa, Asia e India. Aunque rara vez amenaza la vida de quien lo
posee, los sintomas que pueden presentar los pacientes pueden ser gravemente incapacitantes, es
decir, hace que los pacientes no puedan realizar tareas cotidianas. Este virus es transmitido por la

picadura de los mosquitos infectados de la especie Ae. aegypti (10,11).

Debido a que la sintomatologia causada por estos virus es similar entre si, en algunas ocasiones
existen errores en el diagnostico oportuno, lo que conlleva a retrasar un posible tratamiento para
el paciente. Los virus anteriormente mencionados son unos de los mas importantes a nivel mundial
en términos de mortalidad, morbilidad y afectacion econémica. Entre algunos métodos conocidos
para la deteccidn de los virus se encuentra el aislamiento viral y la deteccion de anticuerpos por
ELISA, pero esta estrategia puede generar reacciones cruzadas lo que conllevaria a dar un mal
manejo del tratamiento del paciente y posibles complicaciones para el mismo. De igual manera, la

obtencion de resultados tardios generara una progresion en el estado del paciente.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Realizar una revisién documental sobre los virus Zika, Dengue y Chikungunya y sus metodos

inmunoldgicos y moleculares de diagnostico en Colombia.

Objetivos especificos

e Presentar una revision bibliografica actualizada sobre las generalidades y caracteristicas de los
virus ZIKV, DENV y CHIKV.

e Identificar las técnicas inmunoldgicas y moleculares de diagnéstico empleadas en cuatro (4)
ciudades para la deteccion de los virus ZIKV, DENV y CHIKV.

e Comparar los diferentes métodos de diagndstico inmunoldgicos y moleculares para la deteccion
de los virus ZIKV, DENV y CHIKV.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Virus del Zika

El desarrollo de métodos para la identificacion del ZIKV se ha descrito desde hace varias décadas.
Una de las primeras descripciones realizadas estuvo a cargo por Dick y colaboradores en 1952. Su
idea inicial era aislar por medio de los mosquitos el virus de la fiebre amarilla (YF), por lo que
realizd una serie de capturas por al menos 24 horas, en el bosque Zika, ubicado en Uganda. Donde
se utilizaron como objeto de estudio a monos Rhesus a los cuales les tomaban la temperatura
diariamente. Notaron que uno de los monos empez6 a aumentar la temperatura gradualmente
Ilegando a los 40°C y al cabo de 3 dias lo llevaron al laboratorio donde estuvo bajo observacion
por 30 dias, los unicos hallazgos anormales que notaron fue el estado febril leve. Le tomaron una
muestra de sangre y el suero se lo inyectaron a un grupo de ratones por via intracraneal e
intraperitoneal. El grupo de ratones a los que se inocul6 el suero por via intraperitoneal no
mostraron ninguna anomalia durante un periodo de observacién de 30 dias. El agente aislado en

los ratones se denomind como virus Zika (12).

La amenaza global que puede causar el ZIKV es inevitable, teniendo en cuenta que el vector puede
proliferar rapidamente, a esto se le suma el hecho de que las areas tropicales y subtropicales
favorecen su reproduccion y afectacion. Una gran epidemia depende de la ecologia local, la
inmunidad de la poblacién y la demografia de la region. Cuando el ZIKV invade con éxito, la
amenaza puede ser temporal y el virus puede extinguirse localmente, como parece haber sido el
caso en la isla Yap y la Polinesia Francesa, 0, por el contrario, puede persistir endémicamente,
como parece ser el caso de regiones de Africa y Latinoamérica. Varios grupos de investigadores
han intentado mapear el rango global potencial que tiene el ZIKV basandose en los datos
disponibles actualmente. Estos mapas se han logrado construir teniendo en cuenta los factores
ambientales, la abundancia de vectores y socioeconomicos. Con los datos relacionados con la isla
de Yap y la Polinesia Francesa, se estima que entre un 73,2 a 99,9% seria la poblacion en riesgo

de infectarse debido a un brote incontrolado (13).

Colombia cuenta con una poblacion aproximada de 48 millones de habitantes, las especies de
mosquitos que se encuentran con mayor frecuencia en el territorio son A. aegypti y A. albopictus

en una menor proporcioén. La transmision del ZIKV también puede ocurrir de la madre al feto y
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por transmision sexual. La incidencia en Colombia descrita por Pacheco y colaboradores fue
estimada a partir del sexo, la edad, la distribucion geografica, los resultados de embarazo, fechay
aparicion de los sintomas por 100.000 habitantes. El intervalo de confianza fue un 95%. También
se evidencid que la incidencia tuvo una prevalencia 3 veces mas alta entre las nifias y mujeres entre

15y 29 afios que los nifios y hombres de la misma edad (14).

El diagnostico seroldgico del ZIKV es un desafio, porque se presentan reacciones cruzadas con
otros Flavivirus. Entre los métodos utilizados actualmente para la deteccion del ZIKV, se ha
empleado la técnica PCR en tiempo real, como lo nombra Faye y colaboradores. La descripcion
brindada sobre una rRT-PCR de un solo paso para detectar el ZIKV pueden abrir un camino a
realizar més posibles estudios con esta técnica molecular (6).

De igual manera, en diversos estudios realizados para la deteccion del ZIKV se ha usado la saliva
como fuente de RNA viral. Al usar este tipo de muestra el ARN del ZIKV se detecta con mas
frecuencia que en muestras de sangre. Notablemente, la ventana de deteccion para las muestras de
orina no aumenta en contraste con otras muestras. Ademas, la deteccion de ARN de arbovirus en
orina permanece mas tiempo que en la sangre para ZIKV, DENV vy virus del Nilo Occidental
(WNV) esto puede asociarse a en las etapas tardias de la enfermedad. En este estudio, los autores
recomiendan recolectar muestras de sangre y saliva en la fase aguda para aumentar la sensibilidad

de la deteccion molecular (15).

1.2 Virus del Dengue

Los primeros estudios realizados en el DENV, estuvo a cargo de Hotta y colaboradores en 1952,
quien inocul6 sangre heparinizada extraida de pacientes con el DENV a ratones, 48 horas después
del primer pico febril. Los primeros sintomas que notaron en los ratones infectados eran debilidad,
paralisis o temblores. En las patas traseras se observaba esta paralisis de tipo flacido. Asimismo,
se pudo demostrar la presencia del virus en la sangre de los ratones infectados por via intracerebral.
Ademas, estos ratones tuvieron cambios significativos macroscopicamente, entre ellas se
observaron pequefias petequias en las meninges o en la superficie de los pulmones. En los demas
organos, en general, las paredes de las venas y arterias estaban afectadas. Para confirmar que era

el DENV, revisaron la histopatologia, la incubacion en medios bacterianos y las pruebas de
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filtracion con emulsiones cerebrales de ratones y asi pudieron llegar a la conclusion que era el

patogeno buscado (16).

La mayoria de la poblacion mundial vive en paises donde el DENV es endémico y se ha extendido
rapidamente, debido a que algunas veces los casos de pacientes que padecen esta infeccion no se
reportan, dificultando la identificacion del alcance real que posee. Se estima que el nimero anual
de casos sintomaticos en todo el mundo alcanza hasta los 96 millones. Los estudios publicados
sobre la carga econdmica son escasos, y solo estan disponibles para una pequefia parte de los paises
endemicos. Uno de los principales desafios que ejerce la carga del DENV es conocer el niUmero
real de casos. Se han buscado métodos certeros y comparables que brinden estrategias de
prevencion y control. Para estimar el nimero de infecciones mortales por el DENV, Shepard y
colaboradores recopilaron los casos reportados entre el 2000 y 2014 donde calcularon la relacion
entre las muertes y los casos notificados. Obtuvieron datos totales anuales de 45 paises, donde
tuvieron en cuenta los costos a corto plazo donde aqui se ve reflejado los episodios de dengue no
mortales, es decir, el costo médico y no médico, el costo indirecto al tiempo perdido mientras se
padecid esta infeccion. También, se obtuvieron los costos a largo plazo, es decir, los episodios
mortales debido a este virus. Los resultados arrojados en este estudio indicaron que el 95% (58
millones) de los casos por DENV ocurrieron en 2013 en 141 paises, entre los cuales 10 millones
fueron tratados en el &mbito hospitalario, 28 millones fueron atendidos ambulatoriamente y 20
millones restantes permanecieron fuera del sistema de salud. De acuerdo con las estadisticas
proporcionadas se estimé que habia una proporcion de una muerte por cada 5991 casos. De acuerdo
a esto se determino un total mundial de 13 586 muertes por DENV en el 2013 (17).

Colombia esta ubicado en el noroeste de América del Sur, es un pais tropical y esto genera alta
incidencia de DENV. Entre 1980 y 2007 se reportaron 752.429 casos prevaleciendo los serotipos
DENV-2, DENV-1 y DENV-4, en cambio el serotipo DENV-3 se inform6 por primera vez en
1975 con un solo caso, después en el 2001 se volvid a reportar y desde entonces se han
documentado con frecuencia desde ese afio en adelante. Entre el 2011 y 2017, se report0 al sistema
de informacién en vigilancia epidemiolégica un total de 175.834 casos. Y en el 2019, se notificaron
127.553 nuevos casos de dengue, siendo este el afio con mas casos en la historia regional. Nuestro
pais cuenta con 32 municipios donde 6 de ellos reportan mas de la mitad de los casos, entre los

cuales estan Valle del Cauca, Santander, Norte de Santander, Antioquia y Tolima. Segun Jiménez
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y colaboradores en Santander el serotipo mas prevalente es el DENV-3, ademas, la mayoria de los
casos reportados son de esta zona del pais. Dado que la transmision de DENV es similar a otros
arbovirus, los altos niveles de intercambio viral son consistentes con el rapido y reciente
establecimiento del ZIKV y CHIKV en la region (18-21).

El diagndstico del DENV en la actualidad es una necesidad que tiene la salud pablica y ain méas
conocer métodos que permitan un diagnéstico temprano de la infeccion. Con ello, su principal
utilidad actualmente consta de la deteccion de la circulacion de alguno de los serotipos que posee
en un area geografica en especial, para la determinacion de una incidencia por la infeccion causada
por el DENV, se necesitan métodos sensibles, especificos, rapidos, econémicos que permitan
proporcionar de manera oportuna el diagndstico del paciente (22,23).

Entre los diversos estudios se han realizado para la deteccion cuantitativa del DENV, en uno de
ellos se disefié una sonda de ADN fluorescente especifica para la region no codificante 3' distal
conservada del virus del dengue serotipo 2 y un par de cebadores, el objetivo de este estudio fue
formular una reaccion en cadena de la polimerasa especifica para este virus. Adicionalmente, se
utilizd un cebador de transcripcion inversa para poder generar ADNc a partir del ARN viral de
DENV. Este ensayo de RT-PCR fluorogénica fue un éxito como lo describi6 Houng y
colaboradores ya que se detectd facilmente la viremia en sueros de muestras de pacientes con
dengue (24).

Debido a las manifestaciones clinicas en comin que el CHIKV y el DENV poseen
Laoprasopwattana y colaboradores implementaron dos métodos de comparacién tales como la
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) o la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IFI), dando como resultado que las pruebas de antigenos especificos podrian ser Gtiles
para diferenciar el CHIKV del DENV, si se encuentran disponibles en el lugar, pero se inclinan
mas por la RT-PCR ya que esta cuenta con mayor sensibilidad y especificidad de deteccion (25).

Ademas, se han elaborado estudios en los cuales toman diferentes muestras, una de ellas es la que
describe Hirayama y colaboradores, en la cual evalud la deteccion del genoma del DENV en
muestras de orina como una prueba de diagnostico de laboratorio adicional o alternativa, utilizando
la técnica de RT-PCR en tiempo real, ya que por su alta sensibilidad podrian tener resultados mas
certeros, asi mismo, mientras hacian el estudio se fue comparando la deteccién entre el suero y la
orina (26).
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1.3 Virus del Chikungunya

El CHIKYV, fue descrito por primera vez en 1952, en Tanzania, desde entonces se han registrado
brotes recurrentes, ain mas cuando la temporada de lluvias aumenta en la zona, como el caso
registrado en 1984 en Myanmar, Birmania. Donde 1548 nifios fueron ingresados al Hospital de
Nifios de Yangon, uno de los sintomas en comun que tenian estos menores era la fiebre
hemorrégica. Al realizar estudios descartaron que fuera infeccion por el DENV. Se realizo una
(ELISA) ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima para la deteccion de anticuerpos IgM,
obtuvieron un 90% de concordancia entre las pruebas de ELISA y las pruebas de inhibicion de la
hemaglutinacion (HI). Se pudo identificar a los portadores de infeccién aguda causada por el
CHIKYV, utilizando el método ELISA. En el momento no hubo resultados de falsos positivos
utilizando esta técnica, sin embargo, esto no quiere decir que al realizar esta prueba no haya este
tipo de resultados. Por medio de esta prueba, 103 muestras de las 163 recolectadas, indicaron que
eran pacientes portadores del CHIKYV, 4 tenian posibles infecciones con DENV y CHIKYV, 16
tenian DENV vy finalmente 30 no tenian infecciones por ninguno de estos dos virus, no se aclara

el por qué no se pudo realizar un diagndstico para 10 pacientes (27).

El CHIKV, se ha propagado rapidamente, mostrando una distribucion en mas de 60 paises. En
2004 se registr6 un brote en Kenia, donde se propag6 a lugares cercanos del Océano indico. Dos
afios después, en la isla Reunidn, se registraron alrededor de 500.000 casos. A la India lleg6 y
permanecio por varios afios, afectando a casi 1,5 millones de personas. El desplazamiento de
viajeros alrededor de estos lugares causo que el virus se propagara hacia Tailandia, Maldivas, Sri
Lanka, Myanmar e Indonesia. En Italia llegd el CHIKV en el 2007, siendo el primer caso registrado
en Europa, posteriormente se registraron 197 casos mas. Los viajeros portadores de este virus
fueron los principales causantes de la llegada del CHIKV a Estados Unidos, Taiwan y Europa. Por
esta misma razén, en el 2013 se registro el primer caso en las Américas en la Isla caribefia de San
Martin, después de esto se expandio por toda la region. En este mismo afio el Centro europeo lanz6
una alerta ya que los paises méas afectados fueron Francia, Reino Unido y Alemania registrando
1500 nuevos casos. A finales del 2014, se registraron brotes en islas del Pacifico. En las Américas,
los paises mas afectados y donde se notificaron mas casos fueron Colombia, Brasil y Bolivia donde
sumaban aproximadamente 300.000 presuntos casos. En el 2017, el Centro Europeo para la

Prevencion y el Control de las Enfermedades (ECDC), notificd 548 casos en 10 paises, entre los
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cuales, Italia se confirm6 més del 50% de ellos. La fiebre del Chikungunya ha afectado maés a las

regiones de las Ameéricas y Asia (28).

En Colombia, se reportd el primer caso importado de CHIKV en el 2014. La incidencia que
presentO el pais a causa del CHIKV en poblaciones urbanas fue de 72,4 casos por 100 000
habitantes, de los cuales se reportaron 12 muertes asociadas a este virus. Segun los datos brindados
por SIVIGILA, en el 2017 se notificaron 1128 posibles casos, de los cuales 34 fueron confirmados
por laboratorio, 1050 se confirmaron por medio clinico y se tuvieron 44 casos sospechosos. Como
se ha descrito anteriormente, nuestro pais posee zonas tropicales y subtropicales, esto hace que sea
una de las principales causas para que el CHIKV se encuentre en estas zonas, entre las cuales los
departamentos con mayor incidencia se encontraron Guaviare, Putumayo, Cundinamarca,

Casanare y Tolima (29,30).

Nuestra nacion, se describe como un pais hiperendémico para la transmision de DENV, situacion
que se complico con la llegada de CHIKYV seguida de la circulacién de ZIKV. La combinacion de
la circulacion de estos virus patdgenos aumenta el desafio con respecto a la confirmacion de los
casos teniendo en cuenta la similitud clinica, ademas, la reactividad cruzada que pueden generar
las pruebas seroldgicas, es por ello que se quiere generar una importancia en la deteccion temprana

para estos virus (14,31,32).

En la actualidad, para realizar la descripcién de las caracteristicas de replicacion del CHIKV, la
entrada viral y la sensibilidad de los interferones se debieron realizar numerosos ensayos para
seguir la replicacion viral, de esta manera Sourisseau y colaboradores dieron como resultado una
vision general de la interaccion del virus con el huésped mamifero (33). Adicionalmente, se
describi6 por primera vez un panel de anticuerpos monoclonales reactivos a la glicoproteina E2
que presenta envoltura del CHIKYV. Para que esto fuera posible Bréhin y colaboradores expresaron
una proteina E2 soluble recombinante en células Drosophila S2 (10).

Uno de los métodos mas utilizados para la deteccion y cuantificacion del CHIKV, es la RT-PCR
en tiempo real, como lo describe Waggoner, al utilizar esta prueba molecular para la deteccion y
diferenciacion de DENV y CHIKV. Donde se utilizaron 182 muestras de suero de casos
sospechosos en Managua, Nicaragua. Gracias a este método molecular, se realizo la deteccion de

DENV en 81 pacientes y 54 muestras positivas para CHIKV. Al combinar una prueba que reduce
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el tiempo y el costo, esto mejora la rapidez para poder dar un diagndstico oportuno y certero al

paciente (34).

2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del ZIKV
2.1.1 Taxonomia del ZIKV

A continuacion, se presentara la taxonomia del ZIKV teniendo en cuenta los pardmetros del
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (35).

Familia: Flaviviridae
Género: Flavivirus
Especie: Zika

Clasificacion de Baltimore: 1V

2.1.2 Estructura del virus

El ZIKV es un arbovirus con envoltura que contiene ARN. Es un virus de ARN monocatenario
con un genoma de ARN de polaridad positiva de aproximadamente 11 kb. Posee un marco de
lectura abierto que es capaz de codificar una poliproteina con tres componentes estructurales como
la cépside (C), la premembrana (prM) o membrana (M) y la envoltura (E). Adicionalmente,
codifica 7 proteinas no estructurales NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, y NS5 que estan
involucradas en la replicacién, ensamblaje y antagonismo de la respuesta innata a la infeccion
(36).

2.1.3 Genoma del virus

La capside tiene la funcion principal de unirse al ARN para la formacion de la nucleocapside,
brinda ayuda durante la estabilizacion y la secrecion de la proteina E. Esta capside esta involucrada
en la patogénesis de infecciones como el dengue severo secundario. Por otra parte, la proteina E,
se encarga de ser receptor de adherencia y fusion de la membrana, participando en la invasion

celular. Asi mismo, la funcion de la proteina no estructural NS1 es la replicacion viral, ya que se
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localiza en la superficie celular y es secretado extracelularmente, produciendo trombocitopenia,
dafio endotelial, induce apoptosis y también esta involucrada en la modulacién de la sefalizacion

del sistema inmune innato (Figura 1) (37).
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Figura 1. Genoma del ZIKV

Tomado de: noerasuficientecondengueychiku.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en:
http://www.unipamplona.edu.co/unipamplona/portallG/home_148/recursos/seminarios/05042016/noerasuficientecondengueychi
ku.pdf

2.1.4 Epidemiologia
La amenaza global que puede causar el ZIKV es inevitable, teniendo en cuenta que el vector puede
proliferar rapidamente, a esto se le suma el hecho de que las areas tropicales y subtropicales

favorecen su reproduccion y afectacion (13,38).

En mayo del 2015, Brasil notificd por primera vez una transmisién por mosquitos confirmada,
después del informe emitido sobre microcefalia, las autoridades sanitarias de la Polinesia Francesa
reportaron malformaciones congénitas del sistema nervioso central en fetos y recién nacidos

durante el brote de Zika reportado en la isla (39,40).

Por otra parte, Colombia en el 2015 notificé la confirmacion de la transmision local de ZIKV
transmitida por mosquitos, despues de ello gran parte de América del Sur, el Caribe, América
Central y algunas partes de América del Norte notificaron transmisiones (39). Desde septiembre

de 2015 a marzo de 2016 se reportaron 58.838 casos de infeccion por ZIKV de los cuales 2.361
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casos fueron confirmados por laboratorio, 49.211 diagnosticados por criterios clinicos y 7.266
sospechosos (14,41). Colombia vio la llegada de un segundo arbovirus emergente en el territorio

teniendo en cuenta que el primero fue el chikungunya en el 2014 (42).

En el 2016, Colombia se convierte en el segundo pais con mas casos de infecciones reportados
después de Brasil (43). La poblacion més afectada estuvo en el rango de 25 a 39 afios (44). Al
igual que otros paises afectados por el ZIKV se ha observado el aumento del sindrome de Guillain-
Barré (SGB), la microcefalia y la encefalitis, ya que son problemas de salud publica nuevos y
emergentes en Colombia (45). En la semana epidemioldgica 3 de 2021, las ciudades donde mas se

presentaron casos fueron Cali, Tolima, Cartagena y Medellin (46).

En la region de las américas, entre la semana epidemioldgica 1 y 22 de 2021, se han reportado
6.012 casos de zika (47).

2.1.5 Patogénesis

El ZIKV se transmite por la picadura de un mosquito infectado de género Aedes spp., el cual
adquiere el virus durante la ingestién de sangre contaminada y se replica en el cuerpo del
artropodo, el cual llega a la glandula salival y se inyecta en la siguiente ingesta en el nuevo
huésped. La piel, es el primer sitio de replicacién viral, en donde los fibroblastos dérmicos, los
queratinocitos epidérmicos, las células dendriticas inmaduras, células madre neurales, células
precursoras de oligodendrocitos, células de la cresta neural craneal, neuronas, astrocitos, células
de la retina y del nervio dptico, células placentarias, como trofoblastos, macrdfagos residentes en
el cerebro, macrdfagos placentarios como las células de Hofbauer son permisivas a la infeccion y

replicacion del virus (48).

Después de haber ingresado a la piel, el virus se propaga por el ganglio linfatico, donde se
amplifica y se disemina por medio de la sangre a los tejidos periféricos y 6rganos viscerales,
iniciando las manifestaciones clinicas entre las cuales se encuentra exantema, prurito, fiebre,

artralgia, cefalea, conjuntivitis, entre otros (49).

Posteriormente de la endocitosis del virus, el ARN se libera en el citosol de la célula infectada. La
infeccion y la replicacion del ZIKV provocan un reordenamiento masivo de las estructuras

celulares (50). Con ello, da como resultado la formacién de un area conocida como fabrica viral
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(FV), el cual es un reticulo endoplasmico que contiene vesiculas luminales denominadas organulos
de replicacion (OR). Es asi, dos membranas separan el lumen del organulo de replicacion del
citosol, donde la membrana externa es parte del reticulo endopldsmico y la membrana interna es
una vesicula luminal del reticulo endoplasmico. Generalmente, se dice que las vesiculas se forman
por invaginacion de la membrana del reticulo endoplasmico, ademas, son el sitio de replicacion
del ARN viral debido a su medio éptimo para la sintesis de ARN viral, protegiendo al ARN viral
de los receptores de reconocimiento de patrones citosélicos (51). No obstante, el ZIKV puede

evadir estos procesos que usualmente llevan a una muerte celular (52).

2.1.6 Manifestaciones clinicas de la enfermedad

Los pacientes con enfermedad del zika se caracterizan por presentar fiebre, cefalea, conjuntivitis
no pruriginosa y no purulenta, erupcion cutdnea maculopapular pruriginosa y artralgia que puede
presentar edema en las pequefias articulaciones de las manos y pies, dolor de espalda, mialgias,

manifestaciones digestivas como diarrea, estrefiimiento y dolor abdominal (53,54).

2.1.7 Complicaciones en el sistema nervioso

Entre las complicaciones que puede presentar el sistema nervioso esta el sindrome de Landry-
Guillain-Barré-Strohl, mas conocido como Sindrome de Guillain-Barré (SGB), el cual es una
polirradiculopatia aguda autoinmune, que suele afectar las raices nerviosas de la médula espinal y
los nervios periféricos (55). Como consecuencia produce paralisis motora simétrica, con o sin
pérdida de la sensibilidad y rara vez hay alteraciones de tipo autonémico. La debilidad muscular
se va deteriorando alrededor de un par de semanas después de que inicie el cuadro infeccioso, ésta
debilidad suele aparecer primero en los pies y las piernas, después puede subir hacia los brazos y
la cabeza, aunque se han reportado casos en donde el inicio de la debilidad empieza por los brazos
y avanza hacia las extremidades inferiores (56).

2.2 Generalidades del DENV
2.2.1 Taxonomia del DENV

La clasificacién correspondiente al DENV se describe de acuerdo con el Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (57).
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Familia: Flaviviridae
Género: Flavivirus
Especie: Dengue

Clasificacién de Baltimore: 1V

2.2.2 Estructura del virus

ElI DENV es un virus icosaedro que se encuentra conformado por una membrana lipidica derivada
de las células huésped. Sobre esta membrana, se insertan las proteinas de membrana y envoltura.
En el interior del virus esta el complejo riboproteico conformado por la proteina de la capside y el
genoma viral, el cual esta conformado por una tnica hebra de ARN de sentido positivo que codifica
para un polipéptido Unico, éste contiene tanto las proteinas estructurales como las proteinas no
estructurales que juegan un papel importante en la replicacion del ARN y la union a la célula
huésped (58).

2.2.3 Genoma del virus

El genoma viral del DENV codifica una poliproteina que da lugar a 3 proteinas estructurales (C,
E y M), 5 proteinas no estructurales como la NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5, y por
ultimo posee dos regiones no traducidas (Figura 2) (59). La funcion principal de la proteina C es
ser el emisor de sefiales a través de la membrana ya que esto permite la interaccion con el ARN

viral y adicionalmente, colabora en la formacidon de la nucleocépside (58,59)

La glicoproteina E esta distribuida sobre la superficie del virus y atraviesa la membrana, siendo
determinante para el ensamblaje del virién. Ademas, esta proteina es catalizadora de la fusion de
las membranas de las células virales y células diana (60,61). Por otra parte, la proteina M participa

en la maduracion de la particula viral (58,62).
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Figura 2. Estructura viral y genoma del DENV

Tomado de: 441942927002.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en:
https://www.redalyc.org/pdf/4419/441942927002.pdf

Como anteriormente se ha descrito, existen 5 proteinas no estructurales, la funcién de la proteina
NS1 es participar en el ensamblaje viral, se puede encontrar soluble en el citoplasmay en el espacio
extracelular es por ello por lo que puede estimular al sistema inmune. La proteina NS2 se compone
de dos subunidades NS2a y NS2b, mientras que NS2a promueve el ensamblaje y la replicacion
viral, NS2b esta asociada a la membrana y en comparfiia con NS3 forman un complejo que actla
como cofactor de esta Gltima. La NS4 también da origen a dos subunidades NS4a y NS4b, las
cuales participan principalmente en el anclaje de componentes de la replicasa viral a la membrana
celular. La ultima proteina codificada en el marco de lectura abierta es la NS5, que se encarga de

actuar como la Unica polimerasa durante la replicacion y transcripcion virales (58,59).

2.2.4 Serotipos del DENV

Existen 4 serotipos del virus del dengue: DENV1, DENV2, DENV3y DENV4. Cada uno de ellos
cuenta con diferentes genotipos y causan diversas formas de la enfermedad, desde la fiebre del
dengue clasico (DF) hasta dengue grave caracterizado por presentar hemorragia y que puede llegar
a ser mortal (63,64). Los 4 serotipos circulan habitualmente en areas endémicas e hiperendémicas
y cada uno de ellos causa la enfermedad conocida como dengue (58). Sin embargo, en el 2013, se
aislo un quinto serotipo denominado DENVS5, se caracteriza porque circula principalmente entre

primates y sigue el ciclo selvatico (65).
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2.2.5 Epidemiologia

En Colombia, la incidencia del dengue es alta debido a la influencia de diversos componentes
climéticos, factores socioeconémicos y la evolucion del virus en el tiempo (66). A lo largo de la
historia del dengue en Colombia, se han presentado cuatro picos importantes de casos graves de
dengue. El primero registrado en 1997 con 107 casos (correspondiente al 16,3% del total de casos
de dengue), seguido de 2006 con 5.408 casos (14,0% del total de casos de dengue), 2009 con 7.131
casos (13,8% del total de casos de dengue), y 2013 con el mayor nimero de casos graves en el
periodo comprendido entre 1990 y 2020, con 31.113 casos (24,8% del total de casos de dengue)
(66). En el 2019, se notificaron 127.553 nuevos casos de dengue, siendo este el afio con mas casos
en la historia regional (18-21). Para el 2020, las autoridades sanitarias de Colombia notificaron

71.995 casos, refiriendo que se ha aumentado los casos del dengue en el pais (67).

Segun el Instituto Nacional de Salud, Colombia entr6 en alerta epidemiolégica a mediados de
septiembre del 2021, por brotes que se han venido reportando en departamentos como Atlantico,
Cauca, Casanare, Cesar, Choc6, Cérdoba, La Guajira, Magdalena, Narifio, Norte de Santander,
San Andrés y las ciudades de Barranquilla, Medellin, Cali, Buenaventura, Cartagena y Santa Marta
(68).

2.2.6 Patogénesis

La infeccion primaria causada por el DENV suele ser asintomética o se manifiesta como una
enfermedad febril leve, sin embargo, también puede causar fiebre hemorragica en algunos
pacientes (69). Las células dendriticas y queratinocitos son las primeras células en contacto con el
virus, mediante la interaccion de la proteina E con las proteinas de la membrana celular que
intervienen en la unién y la endocitosis del virus (58). Posteriormente, el DENV se desplaza hacia

los ganglios linfaticos donde amplifica y disemina la infeccion (58,70-72).

El reconocimiento del virus y la activacion adecuada de las respuestas antivirales es fundamental
para eliminar el virus; no obstante, con el tiempo los virus tienden a sufrir mutaciones favorables
para ellos, lo que ayuda a evadir los sistemas de reconocimiento inmunolégico del huésped (73).
Entre los factores virales y del huésped presentes en la patogenia del DENV se encuentra la

variacion del genoma del DENV, el ARN subgenomico y la proteina no estructural NS1 (69).

25



El DENV utiliza la maquinaria celular del huésped para la produccion de proteinas virales. La
infeccion causada por el DENV causa estres en el reticulo endoplasmatico, el cual genera una
reaccion celular de supervivencia conocida como respuesta de proteina desplegada (UPR). La UPR
es una reaccion celular del huésped que neutraliza y alivia el estrés del reticulo endoplasmaético el
cual realiza interacciones complejas con la maquinaria de autofagia celular, mediadores de
apoptosis, inmunidad innata y reacciones proinflamatorias (74). EXxisten tres elementos
transmembrana del reticulo endoplasmatico que detectan las proteinas mal plegadas, entre ellas se
encuentra la quinasa residente del reticulo endoplasmaético similar a la proteina quinasa (PERK),

que activa el factor de transcripcion 6 (ATF6) y la enzima 1 que requiere inositol (IRE1) (73).

El DENV altera selectivamente este proceso del huésped para mejorar la replicacion viral y tiene
la capacidad de evadir la inmunidad innata del huésped. Una vez activada la UPR, da como
resultado una traduccion atenuada del ARN mensajero (ARNmMm), lo que limita la carga de proteinas
en el reticulo endoplasmatico, un aumento en la capacidad de plegamiento de la proteina del
reticulo endoplasmatico y la degradacion del reticulo endoplasmatico debido a las proteinas mal
plegadas (74). El aumento de la produccion de proteinas virales en la infeccion por DENV conlleva

a la acumulacion de proteinas desplegadas y mal plegadas en el reticulo endoplasmatico (73).

2.2.7 Clasificacion de la enfermedad

2.2.7.1 Fiebre del dengue (FD) o dengue clasico

La fiebre del dengue, también conocida como dengue clasico, se caracteriza porque el paciente
presenta cuadros febriles donde pueden tener o0 no manifestaciones hemorragicas (75). Algunos de
los sintomas acompafiados por la fiebre pueden ser cefalea frontal, que suele ser frecuente y cuando
se torna intensa puede generar fotofobia, mialgias, artralgias, nuseas, la anorexia es caracteristica
debido a los vomitos que puede presentar la persona infectada, entre otros. Un pequefio porcentaje
de los pacientes con estos sintomas también pueden presentar hemorragias menores (epistaxis) y

trombocitopenia (76,77).

2.2.7.2 Dengue hemorragico (FHD)
Algunos pacientes después de pasar por un cuadro febril y tener algunos de los sintomas del dengue
clasico posteriormente pueden padecer dolores intensos, fiebre alta y la permeabilidad vascular
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incrementada, generando pérdida de plasma, hemorragias gastrointestinales, petequias, equimosis,
sangrados a nivel de las mucosas, 0 hematemesis. A este conjunto de manifestaciones se le conoce
como Dengue Hemorrégico (FHD), el cual es la manifestacion més severa de la infeccion por el

virus del Dengue donde los fagocitos y las células dendriticas son las células diana (77,78).

2.2.7.3 Sindrome de Choque por Dengue (SCD)

Aunque la mayoria de los pacientes se recuperan de una enfermedad febril, una pequefia pero
significativa poblacion llega a desarrollar el sindrome de choque por dengue, con muertes
asociadas. Se estima que la causa principal del sindrome es la potenciacion dependiente de
anticuerpos, lo que genera en un aumento de la replicacion viral, aunque se le atribuye maés a las

bases inmunoldgicas que presentan las manifestaciones graves por el dengue (79,80).

Los sintomas suelen presentarse del dia 2 al 5 después de que se inicia la fiebre tipica de este virus,
seguido de presentarse hemorragia pleural, pericardica o peritoneal, que puede estar acompafiado
de un sarpullido llamado exantema maculopapuloso, que en la mayoria de las veces se ve en FD o
en FHD. Este sindrome tiene un periodo de duracion de 1 a 2 dias y si el paciente cuenta con el
seguimiento requerido, estard sometido a terapia con oxigeno, hidratacion y administracion de

medicamentos (77).

2.3 Generalidades del CHIKV

2.3.1 Taxonomia del CHIKV
Finalmente, la descripcidn de la clasificacion del CHIKYV se lleva a cabo con la informacion del

Comité Internacional de Taxonomia de Virus (81).
Familia: Togaviridae
Género: Alphavirus
Especie: Chikungunya

Clasificacion de Baltimore: IV
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2.3.2 Estructura del virus

El virus del Chikungunya (CHIKYV), agente etiologico de la fiebre Chikungunya (CHIKF), esta
constituido por ARN positivo monocatenario con envoltura pequefia, compuesta de
aproximadamente 240 copias de heterodimeros de las glicoproteinas transmembranales tipo I, E2
y E1, las cuales forman proyecciones y participan en el reconocimiento del receptor para el virus

en la célula diana. Por la parte central del virus, se localiza la capside viral (82,83).

2.3.3 Genoma del virus

La E1 es una glicoproteina clase Il de fusion de membrana activada por pH bajo durante la
infeccion por virus. La E2 es una glicoproteina transmembrana tipo | de envoltura. Estas dos
proteinas interacttan con la nucleocapside que tiene forma icosaedrica, ésta se une a la célula
hospedera por medio de la glicoproteina E2 (10,84-86). La glicoproteina E2, es responsable de la
unién al receptor y E1 de la fusion de membranas, las dos portan los principales determinantes
antigénicos (87). Las glicoproteinas PE2 y E1 permanecen unidas formando un heterodimero, que

es transportado hacia la membrana plasmatica (84).

Las copias de heterodimeros que posee el CHIKV, tienen la capacidad de codificar cuatro proteinas
no estructurales NSP1, NSP2 quien juega un papel importante para la replicacion del ARN viral y
las interacciones entre el virus y el hospedador, NSP3 y NSP4 y tres proteinas estructurales
principales como la cépside y las glicoproteinas E1 y E2 en el ARN gendmico y subgendmico, que
cuentan con una gran capacidad antigénica ya que facilitan la unién a las superficies celulares y la
entrada viral (Figura 3) (10,84,85,88).

Glicoproteinas E1 y E2

ARN

Nucleocépside
Bicapa

lipidica

Bicapa
lipidica

Figura 3. Seccion transversal del virus Chikungunya. En el centro esté la nucleocapside que

contiene a la cadena de ARN. En la superficie se localizan las glicoproteinas E1 y E2 en la
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envoltura tanto en la bicapa lipidica del virus. A la derecha, un acercamiento a las espiculas
proteicas de las glicoproteinas de envoltura con sus dominios transmembranosos que interactiian

con las proteinas de la capside.

Tomado de: med08115.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/pdf/med/v54n1/med08115.pdf

2.3.4 Epidemiologia

El CHIKV, se ha propagado rapidamente, mostrando una distribucién en mas de 60 paises. A
finales del 2014, se registraron brotes en islas del Pacifico. En las Américas, los paises mas
afectados y donde se notificaron mas casos fueron Colombia, Brasil y Bolivia donde sumaban

aproximadamente 300.000 presuntos casos (28).

En Colombia, se reportd el primer caso importado de CHIKV en el 2014. La incidencia que
presentd el pais a causa del CHIKV en poblaciones urbanas fue de 72,4 casos por 100.000
habitantes, de los cuales se reportaron 12 muertes asociadas a este virus. Segun los datos brindados
por SIVIGILA, en el 2017 se notificaron 1128 posibles casos, de los cuales 34 fueron confirmados
por laboratorio, 1050 se confirmaron por medio clinico y se tuvieron 44 casos sospechosos. Como
se ha descrito anteriormente, nuestro pais posee zonas tropicales y subtropicales, esto hace que sea
una de las principales causas para que el CHIKV se encuentre en estas zonas, entre las cuales los
departamentos con mayor incidencia se encontraron Guaviare, Putumayo, Valle del Cauca,

Atlantico, Cundinamarca, Casanare y Tolima (29,30).

Para el 2021, en las Américas se reportd un total de 131.630 casos sospechosos, de los cuales 11

fallecieron, todas ellas fueron en Brasil (89).

2.3.5 Patogénesis

Se ha descrito que la patogenia se divide en 3 estadios: intradérmico, sanguineo y la afectacion a
los 6rganos diana. Siendo la piel el principal acceso de entrada del virus por medio de la picadura
del mosquito infectado, el cual introduce los viriones en la zona intradérmica y entran a los
capilares subcutaneos. Alli la respuesta inmune local es critica y se realiza la replicacion viral local
donde los fibroblastos, células epiteliales y macrofagos se ven comprometidos. Después de esto,

el CHIKV se dirige a los nddulos linfaticos locales donde ocurre el proceso de replicacion,

29



posteriormente pasa a través del conducto torécico, y al sistema circulatorio quien lo distribuye a

organos diana como el higado, tejido muscular, articulaciones y cerebro (86,90,91).

A diferencia de las células adherentes, las células B y las células T no son susceptibles a la
infeccion por CHIKV in vitro (92).

Las manifestaciones cutaneas suelen ser representativas después del tercer o cuarto dia después de
haber tenido contacto con el virus (93,94). La respuesta inflamatoria de la piel coincide con niveles
elevados de mediadores inmunitarios y la infiltracion de células del sistema inmune en las

articulaciones infectadas y los tejidos circundantes (90,95).

2.3.6 Manifestaciones clinicas de la enfermedad

2.3.6.1 Fiebre de Chikungunya

La fiebre del chikungunya es una enfermedad que se caracteriza por tener una carga viral muy alta
donde el paciente presenta trombocitopenia moderada y linfopenia marcada. Todo inicia por la
picadura de un mosquito infectado. El periodo de incubacion tarda de 2 a 6 dias y se desarrolla en
dos fases: aguda y cronica. Algunos de los sintomas que el paciente puede presentar son: fiebre
alta, mialgias, artritis generalizadas, cefalea, lumbalgia, artralgia es la manifestacion mas comdn
y erupcion cutanea maculopapular. Ocasionalmente se puede presentar edema facial y dermatitis

ampollosa, esta Gltima principalmente en nifios (86,96,97).

2.3.6.2 Fiebre aguda
Las personas que estan cursando la fase aguda, entre 7 a 10 dias, tienden a tener algunos sintomas

que se ven reflejados en la carga viral, suelen tener fiebre alta intermitente que se alivia levemente
con antipiréticos, erupcidon cutanea, cefalea, escalofrios, conjuntivitis, fatiga, vomito, dolor
muscular y artralgia que se caracteriza por afectar falanges, mufiecas y tobillos. De acuerdo a los
resultados de laboratorio, también se puede ver que los pacientes presentan leucopenia, linfopenia
o0 trombocitopenia (86,97,98).

2.3.6.3 Fiebre cronica
En esta fase los sintomas pueden durar mas de 3 meses deteriorando la salud del paciente. El dolor

articular puede prevalecer por afios y los sintomas iniciales pueden empeorar hasta convertirse en

cronicos, en especial los que comprometen al sistema muscular. En cuanto a la tonalidad de la piel
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también se ve afectada apareciendo Ulceras intertriginosas, hiperpigmentacion, dermatosis y

lesiones tipo vasculitis, entre otras (86).

2.4 Técnicas de diagnostico para la identificacion de ZIKV, DENV y CHIKV
Con el desarrollo progresivo de la investigacion y su constante necesidad de brindar estrategias en

diagndstico oportunas y eficaces, han surgido técnicas con fundamentos de biologia molecular
(99). El diagndstico molecular es un conjunto de herramientas que permiten el diagndstico de
enfermedades por medio del estudio de marcadores biologicos, como proteinas, DNA o RNA en
un fluido o tejido. El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido mejorar la sensibilidad, y
especificidad en comparacién con las pruebas convencionales, convirtiéndolas en herramientas
claves para la practica clinica e investigativa. Ademas, la deteccion y cuantificacion especifica de
material genético en una muestra bioldgica, ha mostrado un significativo impacto en todas las areas
de la salud (100,101).

En el marco del diagnéstico de enfermedades infecciosas virales, los principales métodos de
diagnostico son seroldgicas y moleculares. Aungue la de mayor distribucion es ELISA por su bajo
costo, existen otras herramientas moleculares como TMA, IFl y PCR en tiempo real que han
surgido para mejorar las estrategias de deteccion (102). Es por ello, que las tecnologias de
diagndstico novedosas que se pueden realizar en laboratorios son muy necesarias para controlar
Infecciones por ZIKV, DENV y CHIKV (103).

2.4.1 ELISA
El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) consiste en un inmunoensayo de captura

sobre fase sélida, con el fin de detectar anticuerpos, antigenos, proteinas y glicoproteinas en
muestras bioldgicas. La prueba de ELISA se lleva a cabo generalmente en placas de 96 pocillos,
lo que permite medir varias muestras en un solo experimento. Estas placas deben ser placas
absorbentes especiales ya que se debe garantizar que el anticuerpo o antigeno se adhiera a la
superficie (104).

El color se crea por la interaccion de un sustrato cromogénico y una enzima que ha sido acoplada
al anticuerpo detector. La reaccién del antigeno con el anticuerpo se debe realizar en ambientes

similares a las fisioldgicas, es decir, pH 7.4 y temperatura de 37°C. El conjugado enzimatico se
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realiza por union covalente de una enzima con el anticuerpo; esta enzima usualmente suele ser la
peroxidasa de rabano. Entre los criterios de seleccion de la enzima estan la toxicidad, estabilidad,
disponibilidad, sensibilidad y precio. Finalmente, la lectura se realiza en un espectrofotometro
(105).

ELISA indirecto consta de dos pasos, donde se utilizan dos anticuerpos uno primario y otro
secundario, éste Ultimo es conjugado con una enzima (Figura 4). Es un método altamente sensible

debido a que se puede unir mas de un anticuerpo marcado por objetivo de anticuerpo (106).

Anticuerpo secundatio

A 1; K conjugade a una enzima (*)

L lavado
2. Adicion del

sustiato . Lectura de
3. Incubacion 2 la placa

L‘ 6‘l_>

Figura 4. ELISA Indirecta. La placa de 96 pozos se recubre con antigenos especificos, los cuales

Placa recublernta com antigeno

son reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de los pacientes. La union se revela
cuando se adiciona un anticuerpo anti-Fc humana conjugado con una enzima. Al agregar el

sustrato de la enzima cambia de color el medio.

Tomado de: ELISA: ;Qué es? ;En qué consiste? ;Cuales son los distintos tipos de este ensayo y en qué se diferencian? [Internet].
AllScience. 2019 [citado el 18 de febrero de 2022]. Disponible en: https://www.e-allscience.com/blogs/articulos/elisa-que-es-en-
que-consiste-cuales-son-los-distintos-tipos-de-este-ensayo-y-en -que-se-
diferencian#:~:text=EL1SA%20indirecto%3A&text=En%20este%20m%C3%A9tod0%2C%20el%20anticuerpo,una%20amplific
aci%C3%B3n%20de%201a%20se%C3% B1al.

2.4.2 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
La inmunofluorescencia indirecta es una técnica que se basa en la deteccion de los anticuerpos que

reconocen estructuras antigénicas celulares nativas. La interaccion se evidencia por medio de un
anticuerpo antiinmunoglobulina humana, que va dirigido contra las fracciones constantes (Fc) de
las inmunoglobulinas 1gG, IgA y/o IgM. Dicho anticuerpo antiinmunoglobulina humano esta
conjugado a un fluoroforo, como por ejemplo el isotiocianato de fluoresceina (FITC). Cuando se
expone a la luz, el tinte fluorescente se estimula y emite una longitud de onda que se puede

visualizar con un microscopio de fluorescencia (107-109).
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Al ser utilizado con los virus, la inmunofluorescencia indirecta permite detectar y visualizar las
proteinas virales expresadas en las células mediante la reaccion antigeno-anticuerpo (Figura 5)
(110).

Figura 5. Diagrama que ilustra el procedimiento de la IFA. Después de fijar y permeabilizar las
células cultivadas en un cubreobjetos, se afiade un anticuerpo primario para detectar el antigeno
especifico, y el anticuerpo secundario conjugado con la etiqueta de fluorescencia se afiade
secuencialmente para unirse al anticuerpo primario. La proteina viral en una célula fijada se

detecta al microscopio de fluorescencia.

Tomado de: Inmunofluorescencia [Internet]. Exa.unne.edu.ar. 2022 [citado el 27 de enero de 2022]. Disponible en:

https://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Laboratorio_TPN8.pdf

En primer lugar, hay que saber que las células infectadas por el virus se cultivan en un
cubreobjetos. Para visualizar el antigeno, las células se fijan con paraformaldehido para que las
proteinas de las células estén preparadas para la union del anticuerpo. Posteriormente, las células
se permeabilizan con un detergente adecuado, como el Triton X-100, luego de ello, se aplica la
muestra del paciente para que el antigeno viral sea reconocido por el anticuerpo. Después, se aplica
el anticuerpo secundario especifico del fragmento Fc de la molécula 1gG del anticuerpo primario.
Finalmente, teniendo en cuenta que el anticuerpo secundario lleva un colorante fluorescente, el
antigeno puede visualizarse mediante el uso de un microscopio de fluorescencia. El requisito de
que los anticuerpos demuestren reactividad con patrones de tincion caracteristicos proporciona una

especificidad adicional a la interpretacién de la prueba (110-112).
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2.4.3 Amplificacion mediada por Transcripcion (TMA)
La TMA involucra la amplificacion isotérmica del ARNr por medio de la transcripcion inversa 'y

la posterior generacion de numerosas transcripciones mediante la ARN polimerasa. Con un
cebador especifico de secuencia, que también contiene la secuencia promotora de la ARN
polimerasa en su extremo 5', se hibrida con el ARN diana para iniciar la transcripcién inversa y
asi crear una copia de ADN (113). Este proceso permite que otro cebador se una a la copia de ADN
y se sintetice una segunda hebra de ADN. Ambas cadenas de la molécula de ADN bicatenaria
creada ahora contienen secuencias promotoras de la ARN polimerasa y, por lo tanto, esta enzima

puede usarla como plantilla e iniciar la transcripcion (Figura 6) (114,115).
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Figura 6. Resumen esquematico de la tecnologia de amplificacion mediada por transcripcion
(TMA)

Tomado de: Niesters HGM, van Leeuwen WB. Quantitative Isothermal Molecular Amplification Techniques. En: van Pelt-
Verkuil E, van Leeuwen WB, te Witt R, editores. Molecular Diagnostics: Part 1: Technical Backgrounds and Quality Aspects
[Internet]. Singapore: Springer; 2019 [citado 14 de julio de 2021]. p. 321-37. Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-981-13-
1604-3_7

Después de la amplificacion, estas copias de ARN se hibridan con una sonda de oligonucle6tidos
complementaria para su deteccion mediante una etiqueta quimioluminiscente. Cada ciclo de esta
técnica puede generar desde 100 a 1000 copias, por lo cual se traduce en un aumento de 10 mil

millones de veces en 15 a 30 minutos (116,117).
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2.4.4 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es considerada la técnica molecular mas sensible para la deteccion de acidos
nucleicos (ARN y ADN). Este método se caracteriza porque puede monitorizar la acumulacion de
amplicones, mediante el cambio en la emision de fluorescencia de los colorantes fluorescentes de
unién al ADN o de los cebadores o sondas marcados con fluorescencia especificos de la secuencia
diana afiadidos a la PCR (118-120). La PCR en tiempo real utiliza un termociclador el cual es
capaz de mantener una temperatura uniforme en todas las muestras, ademas, debe ser rapido en la
transicion de temperaturas de una etapa a otra, es decir, la desnaturalizacion del ADN molde, el

alineamiento de los oligonucledtidos y la sintesis (121-123).

La PCR en tiempo real al ser combinada con los sistemas automaéticos para la purificacion de
acidos nucleicos, genera una variedad de pruebas moleculares para la identificacion vy
cuantificacién de microorganismos infecciosos de interés, esto hace que sea un método preciso, de
facil uso, rapido, especifico y sensible siendo atil para la investigacion y en varios campos de
diagndstico (118,124,125).

Es un método que no necesita analisis posteriores a la amplificacion como la electroforesis, esto
reduce el arrastre de contaminacion hacia la muestra a analizar, por el contrario, se tendré una
representacion grafica de la acumulacién del producto del ensayo, por lo general representada
como unidades fluorescentes relativas (RFU) (119,126-128).

La PCR en tiempo real puede llevarse a cabo bajo dos formas diferentes, el primero de ellos,
implica incluir el paso de transcripcion inversa en el mismo tubo que la reaccion de PCR (un paso).
La segunda manera, implica crear ADNc primero por medio de una reaccion de transcripcién

inversa separada y luego agregar el ADNCc a la reaccion de PCR (dos pasos) (129,130).

2.4.5 Tipos de muestras

Para el ZIKV, se ha informado que el anélisis de sangre completa ofrece una deteccion mas
prolongada de la viremia. Ademas, el virus en suero se va disminuyendo a medida que aparecen
los anticuerpos. En el suero, el ZIKV puede detectarse de 3 a 5 dias después del inicio de los
sintomas y se considera que la carga viral alcanza su punto maximo cuando aparecen los signos

clinicos. También se ha descrito que este tipo de virus se elimina en la orina durante mas tiempo,
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aproximadamente de 7 a 14 dias después del inicio, y por lo general tiene un titulo mas alto en la
orina que en el suero. Es por esto, que los estudios recomiendan realizar la prueba molecular tanto

de orina como de suero.

Adicionalmente, el ARN del ZIKV se ha detectado en leche materna, liquido amnidtico y en el
semen demostrando que a través de las relaciones sexuales se puede transmitir (131-135). La
primera vez que se plante6 que el ZIKV se puede transmitir sexualmente, fue en el 2011 por un
investigador ya que su esposa se enfermo después de su regreso de Senegal a Estados Unidos
(136). Posteriormente, se detectd el ZIKV en la muestra de semen en un hombre de Tahiti, luego
de padecer una enfermedad febril aguda (137). La mayoria de los casos documentados ha
involucrado a un individuo sintomético transmitirlo a uno asintomatico (138-140). La duracion
méaxima notificada del ARN del ZIKV detectable en el semen es de al menos 188 dias después del

inicio de los sintomas (141).

En el caso del DENV, la muestra de eleccién para la rutina diagnostica mas utilizada es el suero,
ya que el virus circula en el torrente sanguineo durante varios dias después del inicio de la
enfermedad, aunque se han utilizado otros tipos de muestra como orina, plasma y saliva.
Preferiblemente se requiere que las muestras se recolecten los primeros 7 dias de presentar los
sintomas, ya que es probable que después de ese tiempo, la muestra recolectada no genere un

resultado positivo con la PCR en tiempo real (142-148).

La fase febril aguda de la infeccidn causada por el CHIKV pertenece al periodo de la viremia, que
dura 5 dias aproximadamente después del inicio de la fiebre, durante este periodo de tiempo, se ha
encontrado el ARN del CHIKV en diferentes tipos de muestras como: plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, placenta, tejidos frescos y sangre total. La muestra de suero se debe tomar dentro
de los primeros 8 dias del inicio del cuadro clinico ya bajo este criterio se pueden analizar las
muestras con la técnica de PCR en tiempo real, sin que se altere el posible resultado, esto se realiza
porque en el periodo de infeccion aumenta la carga viral en el organismo, siendo de gran ayuda
para su deteccion (149-154).
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De acuerdo con la revision de portafolios de servicios de 12 laboratorios en las ciudades de Bogota,

Cali, Medellin y Cartagena. En la Tabla 1 se encuentra la informacién obtenida con esta

investigacion, en donde se identifico que el ELISA es la prueba rapida mas utilizada para detectar

anticuerpos IgG e IgM especificos para DENV en todo el pais. El valor de la prueba fluctta entre

49000 y 70000 pesos, aunque la mayoria de los laboratorios no proporciona el costo de cada

prueba. El tiempo de entrega del resultado oscila entre 1y 15 dias habiles dependiendo de la prueba

y el laboratorio donde se realice. Entretanto, solo dos laboratorios brindan el servicio de

diagnostico para ZIKV y CHIKV, exclusivamente en la ciudad de Bogota.

Tabla 1. Tipos de pruebas para la deteccion de CHIKV, DENV, y ZIKV realizados en 12
laboratorios clinicos.

Tipo de Virus | Tiempo
Laboratorio b que de Cualitativa/Cuantitativa Costo
Prueba
detecta | entrega
Bogota ELIIQS'\'/AI‘ - | DENV | 1dia Cualitativa ND
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Laboratorio

Se

clinico ELISA - DENV | Procesan Cualitativa ND
h . [o[€] los
ematoldgico .
jueves
Hospital
Universitario San PCR ZIKV ND Cualitativa ND
Ignacio
ELISA — . o $
Corcan e 1 dia Cualitativa 49000
ELISA - . o $
IgM DENV 1 dia Cualitativa 49 000
Colsanitas ELIEJS,\'/? B 1 dia Cualitativa ND
ELISA - . . $
e 7 dias Cualitativa 60.000
ELISA- | zZIKV . I $
IgM 7 dias Cualitativa 60.000
PCR 7 dias Cualitativa ND
ELISA - , L $
e 1 dia Cuantitativa 60.000
ELISA — , L $
IgM DENV | 1ldia Cuantitativa 60.000
Synlab PCR en 15 dias L $
tiempo real habiles Cuantitativa 250.000
8 dias _r $
IFI - 1gG habiles Cualitativa 85.000
8 dias I $
IFI —I1gM CHIKY habiles Cualitativa 85.000
ELISA - 5 dias Cuantitativa 3
IgG habiles 60.000
ELISA — 5 dias o L. $
IgM habiles Cuantitativa 60.000
ELISA — 2 dias o $
AbbaLal 106 | PENV'| habiles Cualitativa 55.000
ELISA- 2 dias Cualitativa 3
IgM habiles 55.000
Mederi ELISA — ND ND ND
IgM
L,ap oratorio ELISA - 2 dias Cuantitativa ND
clinico central IgM
DENV
Central de
referencia ELISA — 3 dias
. laboratorio [e[€} habiles ND ND
Medellin clinico
ELISA - ND Cualitativa ND
IgM
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Bioreferencia
laboratorio ELISA -
. 19G
clinico
Laboratorio ELISA —
cali cll_nlc_:o IgM
especializado ELISA —
Nohemy Cruz IgG
Laboratorio ELISA —
Cartagena | clinico Rosario laM
Arnedo g

ND Cualitativa ND
1 dia Cualitativa ND
1 dia Cualitativa ND
1 dia ND ND

Fuente: Elaboracion propia. *ND: No determinado

Teniendo en cuenta las 4 ciudades donde se realizd el estudio de diferentes laboratorios que

realizan pruebas para detectar el ZIKV, DENV y CHIKYV, fue posible identificar que en Bogota

ofrece la mayor variedad de pruebas diagnosticas entre las cuales se destacan: ELISA, PCR

convencional, PCR en tiempo real e IFI, siendo ELISA el que se aplica con mayor frecuencia. En

Medellin el nico tipo de prueba que se realiza es ELISA para diagnosticar dengue mediante la

deteccion de IgM e IgG. Asimismo, en Cali y Cartagena también se realizan Unicamente pruebas
de ELISA IgM e IgG para deteccién de DENV (Grafica 1).

a. Tipos de pruebas diagndsticas en
laboratorios clinicos en Bogota

ELISA IgM ELISAIgG  PC CR IFllgG  IFlIgM
t|empo
real

b. Tipos de pruebas diagndsticas en
laboratorios clinicos en Medellin

0% 0% 0% 0%
ELISA IgM ELISA IgG PCR PCR IFl 1gG IFI IgM
tiempo

real
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c. Tipos de pruebas diagndsticas en d. Tipos de pruebas diagndsticas en
laboratorios clinicos en Cali laboratorios clinicos en Cartagena
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
ELISAIgM ELISAlgG ~ PCR PCR IFlIgG  IFlIgM ELISAIgM ELISAIgG ~ PCR PCR IFlIgG  IFlIgM
tiempo tiempo
real real

Grafica 1. Tipos de pruebas diagndsticas para los virus del ZIKV, DENV y CHIKYV realizadas
en laboratorios clinicos en a. Bogot4, b. Medellin, c. Cali, d. Cartagena.

5. DISCUSION

América Latina se caracteriza por la abundancia de regiones con clima tropical, lo que la hace
propensa a sufrir de brotes causados por enfermedades tropicales. Colombia ha presentado
recientes epidemias transmitidas por vectores infectados por ZIKV, DENV, y CHIKV los cuales

se han convertido en un problema de salud publica debido a su gran impacto (155).

Teniendo en cuenta que hasta el momento no hay una vacuna efectiva para la prevencién, el
diagnostico oportuno es muy importante. Por medio de las manifestaciones clinicas que presente
el paciente se puede realizar un diagndéstico presuntivo, pero lo que verdaderamente confirma el

diagndstico del paciente son las pruebas de laboratorio (156).

De acuerdo con las anteriores pruebas descritas para el diagnéstico de ZIKV, DENV y CHIKV, se
debe tener en cuenta que varias de ellas presentan ventajas y desventajas lo cual hace que el

diagnostico sea errado 0 en otros casos se tarde en dar el verdadero diagnostico al paciente.

Las ventajas que posee el ELISA son su costo relativamente economico y facilidad de uso.
Ademas, al ser utilizada para la deteccion de antigeno en la fase aguda del CHIKV, es capaz de
detectar las proteinas del virus producidas desde el inicio de los sintomas (157,158). También, es
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utilizada para el diagnostico serologico de infeccion aguda por el DENV, detectando anticuerpos
después del quinto dia del inicio de los sintomas (159). Sin embargo, este ensayo también posee
desventajas entre las cuales estan las lecturas temporales, ya que la deteccion se basa en reacciones
enzima/sustrato, por lo tanto, la lectura debe obtenerse en un periodo corto de tiempo (160).
Adicionalmente, proporciona informacion limitada de la cantidad o presencia del antigeno en la
muestra. La desventaja mas grande que se observa al utilizarla con los Flavivirus especificamente,
radica en que posee una alta posibilidad de reactividad cruzada entre los anticuerpos contra otros
Flavivirus, lo cual constituye un problema dificil de resolver (161-163).

Por otra parte, IFI posee la ventaja de ser facil de manejar (107). Las desventajas que posee su
utilizacion se encuentra el uso de un anticuerpo secundario conjugado para detectar el anticuerpo
primario, lo cual involucra pasos adicionales y aumenta el riesgo de tener una contaminacion (108).
Ademas, la complejidad adicional del método indirecto radica en tener que seleccionar el
anticuerpo secundario apropiado y existe una alta probabilidad de obtener resultados falsos
positivos debido a la reaccion cruzada de anticuerpos con epitopos similares encontrados en otros

Flavivirus como resultado de una infeccién natural o vacunacion (164,165).

Asimismo, la ventaja que proporciona TMA frente a las otras técnicas es que permite la deteccion
altamente sensible del virus de forma isotérmica, esto quiere decir, que la reaccion ocurre a una
misma temperatura de forma continua. En contraste, su desventaja radica en el disefio de cebadores

es un factor critico para su rendimiento (113).

Finalmente, entre las innumerables ventajas que ofrece PCR en tiempo real en comparacién con
los otros métodos de diagnostico se encuentran: (1) la combinacion de las tecnologias para la
amplificacion y la deteccion en un mismo paso; (2) la capacidad para detectar el ADN en un amplio
rango de concentraciones; (3) la cantidad del producto se correlaciona con la intensidad de
fluorescencia emitida; (4) la facilidad de procesar multiples muestras simultaneamente; (5) la
rapidez en proporcionar la informacién inmediata (118,121); y (6) la deteccion mediada por
cebadores tienen la gran ventaja de tener un costo reducido en comparacién con las sondas y aun
asi, el uso de sondas ofrece la posibilidad de multiplexacion en contraste con los tintes de union al
ADN inespecificos (123,166,167).

Con la PCR en tiempo real de un solo paso, la calidad del ARN utilizado es muy importante,

teniendo en cuenta que todo el ADNC se utiliza para el paso posterior de la PCR, por lo tanto, las
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reacciones de un solo paso pueden requerir mucho mas ARN en sus muestras iniciales si esta
realizando multiples amplificaciones. Generalmente, la PCR en tiempo real de un solo paso, es
menos sensible que la PCR en tiempo real de dos pasos (168). Una desventaja que se puede obtener
con la PCR en tiempo real de dos pasos es el uso de varios tubos hace que sea mas lento, menos
adaptable a la manipulacion y al tener mas pasos de pipeteo se expone a un mayor riesgo de
contaminacion. Su alto costo hace que sea un meétodo dificil para que cualquier paciente con

sintomas pueda acceder a un mejor y oportuno diagnostico (168).

Por otra parte, la disponibilidad de métodos de diagnostico para ZIKV, CHIKV y DENV en el pais
es muy limitada, ya que se debe tener en cuenta la region en donde se encuentra el paciente, la
falta de infraestructura de laboratorios y costo de las pruebas. Ademas, se debe tener en cuenta que
algunas de estas pruebas necesitan un personal altamente calificado para el procesamiento de la
prueba, su lectura e interpretacion debido a que se requiere una amplia experiencia. También, la
accesibilidad de los laboratorios a las pruebas, porque algunos de los equipos son mas costosos
que otros, como es el caso de termocicladores de PCR en tiempo real en comparacién con un lector
de placas de ELISA. No obstante, la técnica de PCR en tiempo real ha sido implementada en
diversas regiones debido a la contingencia del COVID-19, lo cual ha incrementado el namero de
laboratorios de molecular con equipos 6ptimos para la deteccion de otros agentes infecciosos

virales, lo cual podria potenciar el uso de esta técnica en el pais.

Respecto a la sensibilidad y especificidad de cada prueba anteriormente descrita, ELISA cuenta
con una sensibilidad entre 90 a 99% y su especificidad de un 80 a 99% respectivamente (169—
172). Posteriormente, IFI tiene una sensibilidad entre 87 a 93% y una especificidad entre 78 a 99%,
sin embargo, al ser una prueba cualitativa no cuantifica los anticuerpos, esta técnica requiere
equipo y entrenamiento especial (173). TMA tiene una sensibilidad de 89% hasta un 94,75% y una
especificidad de 97% (174,175).

Sin embargo, uno de los métodos con mayor sensibilidad, especificidad es la PCR en tiempo real.
Cuenta con una sensibilidad de un 90 a 99% y una especificidad de un 100% (176). La PCR en
tiempo real puede considerarse una técnica de alto rendimiento siendo util para la investigacion,
medicina forense, clinica, industria, entre otras, ya que cuenta con una gran sensibilidad para la
deteccién y cuantificacion de genes especificos en mezclas complejas de ADN. Sin embargo,

existen factores involucrados en este método los cuales pueden producir resultados diferentes, uno
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de ellos son los cebadores, ya que dependiendo de la calidad del cebador que se usara,

proporcionard diferente sensibilidad y eficacia (123,129,177).

Hay que tener en cuenta que los valores mencionados anteriormente pueden variar de acuerdo con

la muestra sujeta a estudio y el virus que se quiere detectar.

6. CONCLUSIONES

Finalizada la revision bibliografica exhaustiva sobre este tema, se evidencia la importancia
epidemioldgica y clinica de la transmision de estos virus en los ultimos cinco (5) afios en
Colombia, ademas, el diagnostico de los mismos es sumamente importante para la deteccion rapida
y oportuna del agente infeccioso impactando de manera positiva en el tratamiento del paciente y a

su vez en la salud publica.

Entre las técnicas de diagndstico para la deteccion de los virus ZIKV, DENV y CHIKYV se destacan
las inmunoldgicas y las moleculares, entre las cuales cada una proporcionan diferentes ventajas y
desventajas a la hora de utilizarlas. ELISA e IFI brindan un resultado rapido, aunque existe un
gran riesgo de tener una reactividad cruzada frente a otros flavivirus, aun asi, este tipo de pruebas
son mas factibles por ser relativamente econdémicas. Por otra parte, hay poca disponibilidad de
reactivos y equipos de TMA. Sin embargo, la PCR en tiempo real brinda resultados con una mayor
especificidad y sensibilidad, aunque su costo es muy elevado a comparacion de las anteriores
técnicas. Las técnicas anteriormente descritas son importantes emplearlas a tiempo y realizar un
buen manejo de estas para dar un diagnostico oportuno al paciente y con ello facilitar el posible

tratamiento.

La revision elaborada a las cuatro (4) diferentes ciudades en Colombia brindan un panorama
general en cuanto a las posibilidades de acceder a una prueba de diagnostico, en donde Bogota
Ileva una ventaja al contar con mas laboratorios disponibles para la realizacion de las pruebas y se
destacan las pruebas inmunoldgicas, a su vez, las pruebas moleculares son escasas en Cartagena,
Cali y Medellin, en cuanto a su costo el valor es muy variado, porque la mayoria de los laboratorios

no brinda una informacién concreta.

Finalmente, podemos decir que una de las técnicas de diagndstico mas empleada segun la
informacién obtenida es ELISA, debido a su accesibilidad a comparacion de las demas pruebas,

aunque la PCR en tiempo real presenta una mayor especificidad y sensibilidad en el diagnostico
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su costo es elevado debido al uso de reactivos, equipos y el personal capacitado para su realizacion.
No obstante, el fortalecimiento de laboratorios moleculares para el diagndstico del COVID-19 ha
disminuido su costo y ampliado su accesibilidad, lo cual puede incrementar su uso a futuro en el

diagndstico de otros agentes infecciosos virales, como lo son ZIKV, DENV y CHIKV.
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