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RESUMEN

A lo largo de la historia de las epidemias causadas por virus transmitidos por vectores en el
mundo, especialmente de aquellas ocurridas en paises del tropico, Colombia siempre ha sido un
desafortunado protagonista. Virus como el dengue, chikungunya y mas recientemente el Zika,
han generado grandes epidemias que han tenido gran impacto en la salud publica. En la
actualidad es claro gque el principal mecanismo de transmision de estos arbovirus es mediante la
picadura de mosquitos hembra del género Aedes infectado. No obstante, considerando también
que altas viremias de estos virus pueden estar en la sangre de una persona o donante de sangre en
un plazo aproximado de 7 dias inclusive si es asintomatica, el riesgo de infeccion por algun
arbovirus gque eventualmente sea transmitido por trasfusién podria considerarse. A pesar de esto
son pocos los estudios que han medido directamente la prevalencia de arbovirus, segin lo
determinado por la presencia de ARN viral en bancos de sangre de paises endémicos. Con base
en lo anterior, el presente estudio tuvo por objetivo estimar la prevalencia de infecciones por
DENV, ZIKV y CHIKV en donantes de sangre de areas endémicas y no endémicas que asisten a
los bancos de sangre de la Cruz Roja Colombiana. Para esto, se analizaron 474 muestras de
donantes recolectadas durante los meses de noviembre de 2019 y febrero de 2020. Se utilizd un
enfoqgue de RT-PCR semi anidada para la deteccibn molecular de estos arbovirus,
adicionalmente, 3 semanas después de la donacidn, se encuestaron a los donantes en los que se

identificd virus para observar si habian presentado algin sintoma compatible con una



arbovirosis; finalmente, las proporciones entre donantes infectados de sangre de areas endémicas
y no endémicas se compararon con una prueba de Chi-cuadrado. Como resultado de este trabajo,
se encontr6 RNA viral de cualquiera de los tres arbovirus en el 25% de los donantes de sangre, la
ciudad en la que mas se detectaron donantes infectados fue Cartagena con una prevalencia total
del 76% y los arbovirus més prevalentes en todas las ciudades fueron dengue 2 y dengue 1.
Sorprendentemente se identificaron infecciones simultaneas con dos o mas arbovirus en 20 de
113 donantes infectados. Curiosamente, la frecuencia global de infeccion por arbovirus en
donantes de sangre de areas no endémicas fue del 16.3% (IC 95% 11.8-21.8) y para los de areas
endémicas fue de 29.7% (IC 95% 24.2-35.6) (p = 0.001); esto se explicé por las diferencias entre
DENV1 (2.9% IC 1.2-5.8; 8.9% IC 5.9-13.0%) y CHIKV (1.9% IC 0.7-4.5%; 12.2% IC 8.6-
16.7%), mientras que las otras frecuencias fueron similares. En conclusion, por primera vez en
Colombia, se detectd una alta prevalencia de donantes de bancos de sangre infectados con
DENV, ZIKV o CHIKV. La deteccion de estos tres arbovirus durante el brote de dengue mas
reciente, incluso en donantes de areas no endémicas, revela la urgente necesidad de implementar
politicas publicas en paises endémicos para el control de todos estos virus en las donaciones de

sangre.



INTRODUCCION

Las infecciones arbovirales (trasmitidas por artrépodos) causadas por virus dengue (DENV),
Zika (ZIKV) y Chikungunya (CHIKV) han constituido un problema de salud publica a lo largo
de la historia, en especial en paises ubicados en el tropico. Por ejemplo, en el caso de Colombia,
la infeccién por DENV se considera la enfermedad viral transmitida por vectores con mayor
incidencia con un total de 1°401.240 casos registrados en un periodo de 26 afios (1990-2016)(1).
En el afio 2018 se reportaron un total de 21.242 casos de fiebre de dengue (FD) y 23.057 de
dengue con signos de alarma, mientras que los casos de dengue grave fueron 526, para un total
de 44.825 casos(2) para el caso de ZIKV, se informaron 857 casos de los cuales solo 6 fueron
confirmados por laboratorio(3), mientras que para CHIKV, 663 casos fueron reportados con 157
casos confirmados por laboratorio(4). Globalmente, calculos epidemiol6gicos realizados por
Bhatt., et al(5), estiman que en el mundo ocurren 390 millones de casos cada afio (entre 284 y
528 millones), de los cuales aproximadamente entre 500.000 y 1°000.000 son diagnosticados
como dengue grave y 20.000 de ellos, principalmente nifios, terminan como casos fatales. Sin
embargo, estas cifras pueden estar subestimadas debido a deficiencias en los sistemas de salud al
momento de identificar y reportar estos eventos (en especial en paises que se encuentran en via
de desarrollo) y, a que una infeccion por estos arbovirus puede en muchos casos resultar
asintomatica; se estima que el porcentaje de infecciones asintomaticas es de 50 % para
DENV(6), 76 % para ZIKV(7) y de 3 a 28 % para CHIKV(8). Ahora bien, el desarrollo de la
severidad en estas infecciones esta relacionado principalmente con infecciones secundarias

heterotipicas ( para el caso de DENV una infeccion secuencial con serotipos distintos) mediadas
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por fendmenos como la amplificacion de la infeccion dependiente de anticuerpos (ADE, por sus
siglas en ingles) que ha sido descrito como el mayor factor de riesgo para el desarrollo de dengue
grave(9); para el caso de ZIKV, estudios in vitro demuestran que también se puede presentar
una infeccion potenciada por anticuerpos de DENV preexistentes(10) y para CHIKV la presencia
de anticuerpos sub neutralizantes contra el mismo virus podria Ilevar también a una infeccion
amplificada(11). Esto es relevante en tanto existen paises hiperendémicos como Colombia en los
cuales circulan los 4 serotipos de DENV acompafados de ZIKV y CHIKV que pueden originar
coinfecciones y/o infecciones secuenciales dando como resultado variantes en la patogénesis e
inmunopatogenesis de estas enfermedades; de aqui que diversos grupos de investigacion se
hayan dado a la tarea de investigar los resultados de estos eventos relacionados con estos virus,
no solo para encontrar posibles explicaciones a complicaciones clinicas ya observadas, sino
también con el propdsito de obtener informacion para el desarrollo de nuevos candidatos a

vacuna.

A pesar de que en Colombia no existen casos reportados de transmision de arbovirus por
transfusién sanguinea, ya sea porque esta via no genera una alta tasa de infeccion aparente o
porque las instituciones de salud no han puesto en marcha un programa de seguimiento para su
deteccidn y control, ya se encuentran casos de infeccion por DENV, ZIKV, mientras que para
CHIKYV, existe un riesgo constante de transmisién en paises endémicos(12-15).Este mecanismo
de trasmision no vectorial de estos arbovirus podria estar asociado con la ausencia de sintomas
durante el periodo de incubacidn de la infeccion; en este caso, un individuo podria donar sangre
desconociendo que se encuentra infectado por este arbovirus(16). En consecuencia, una persona
infectada por transfusion que previamente se haya infectado con otro serotipo de DENV, podria

estar en alto riesgo de desarrollar dengue grave por una infeccion potenciada. Por tal razon,
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resulta muy importante empezar a recopilar informacion atil que sirva de sustento para el
desarrollo de politicas de salud publica que en un futuro cercano puedan empezar a
implementarse. El andlisis sobre la prevalencia de infeccion con DENV, ZIKV y CHIKV en
donantes de sangre en Colombia no solo aportard informacion para mejorar las politicas de
control de calidad de los derivados sanguineos aptos para ser transfundidos, sino que definird un
punto de partida para el estudio y seguimiento clinico de los posibles casos de infeccion a través
de esta via en nuestro pais. Ademas, los datos recopilados en este estudio podran ser de utilidad

para estimar la prevalencia de infeccion con estos arbovirus en la poblacion general.



Analisis de la Prevalencia de dengue, Zika y Chikungunya en Donantes Provenientes de la

Red Nacional de Bancos de Sangre de la Cruz Roja Colombiana

1. Planteamiento del problema
La transmision de virus a través de vectores es un problema de salud publica que afecta a la
poblacién de muchos paises en el mundo, especialmente a aquella socialmente méas vulnerable
que tiene acceso limitado a los servicios de salud. En Colombia, la circulaciéon de arbovirus
como DENV, CHIKV y ZIKV ha causado cientos de miles de infecciones a lo largo de todo el
territorio, provocando problemas sanitarios importantes y muy variados. A pesar de que se tiene
completamente claro que el principal modo de transmisidén de estos virus es a través de la
picadura de mosquitos del género Aedes, se han identificado otros mecanismos por los cuales
estos virus pueden llegar a ser transmitidos a los humanos. Entre los mejor documentados se
tienen: la transmisién vertical, a través del contacto sexual y la transfusion sanguinea. Este
altimo, ha sido claramente documentado en casos especificos de infecciones con DENV, CHIKV
o ZIKV, y recientemente ha cobrado mucha importancia debido al reporte de casos bien
documentados de infecciones con ZIKV a través de esta via, durante la mas reciente epidemia en
América Latina. Tanta fue la preocupacion a nivel internacional, que la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) junto con el Centro de Control de Enfermedades de los EE. UU (CDC, por sus
siglas en inglés), lanzaron campafias promoviendo una serie de medidas que debian tomarse para
garantizar la seguridad del suministro de sangre en los paises con casos de infeccion por ZIKV.
Dichas medidas fueron bien aplicadas en Colombia durante la fase epidémica de este virus, sin
embargo, ahora que estamos en la fase endémica, su aplicacion representa un reto mas grande y

muy seguramente necesitaran ser replanteadas. En este sentido, para adoptar nuevas medidas que
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resulten realmente efectivas, se hace necesario recopilar y analizar toda la informacion
disponible alrededor de esta problemaética, que, para este caso especifico, resulta ser muy escasa
o incluso casi nula en Colombia. Asi pues, encontrar una respuesta a la pregunta de investigacion
sobre ¢Cual es la prevalencia de virus dengue, Zika y chikungunya en donantes de sangre en
Colombia? resulta de gran importancia epidemiolégica para la toma de decisiones sobre el

control de las enfermedades causadas por estos virus.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general:

Estimar la prevalencia de la infeccion por virus dengue, Zika y/o chikungunya en donantes de

sangre en Colombia

2.2 Objetivos especificos:

e Comparar la prevalencia de la infeccion por virus dengue, Zika y chikungunya en
donantes de sangre que provengan de zonas endémicas 0 no endémicas para estos virus.

e Identificar la prevalencia de infecciones sencillas o coinfecciones con virus dengue, Zika

y/o chikungunya en donantes de sangre en Colombia.



3. Antecedentes

Evidencia cronolégica de transmisién de dengue, Zika y chikungunya transmitidos por

transfusion

Para el caso de DENV, el primer evento documentado de infeccion via transfusion sanguinea,
ocurrié en Hong Kong en 2002, en un éarea donde este virus no es endémico(17); el receptor fue
una mujer de 76 afios de edad, seronegativa, que desarroll6 fiebre 2 dias después de recibir una
unidad de gldébulos rojos donada por un joven de 17 afios quien fue diagnosticado con dengue 7
dias después de la donacion. Analisis seroldgicos y moleculares de muestras de suero del
receptor, confirmaron la infeccion con DENV serotipo 1 (DENV1) y la seroconversion a IgM
especifica contra DENV, luego de la transfusion. Posteriormente en el 2007, en Singapur durante
el periodo epidémico de DENV se report6 infeccion de DENV por trasfusion en dos de tres
receptores de los componentes de una unidad que habia donado un hombre asintomatico de 56
afos que reportd haber experimentado eventos febriles un dia después de su donacion; los dos
receptores infectados eran de sexo masculino y presentaron manifestaciones clinicas compatibles
con DENV a los dos dias post transfusion, uno tenia 64 afios y recibi6 plasma fresco congelado y
presentd signos de fuga capilar, el otro receptor tenia 72 afios y recibi6 el paquete de glébulos
rojos y no presento signos de fuga capilar, el serotipo de la unidad de sangre se confirmé por
técnicas de PCR convencional y correspondié a DENV-2 que fue el mismo detectado en los
receptores utilizando la misma técnica(12). Otro caso de DENV trasmitido por transfusion
ocurrié en Singapur en 2015, en el cual, un paciente quirdrgico femenino de 37 afios recibio una

transfusion de globulos rojos a los 10 dias de ingreso al hospital por un episodio de sangrado
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debido a hemorroides y una ulcera estercolar; a los 4 dias post transfusion presento fiebre con un
disminucion (un dia después) del recuento de plaquetas que no respondia a la transfusion de las
mismas y finalmente la infeccion por DENV fue confirmada por una prueba reactiva de IgM
para DENV; se identificd que el donante habia experimentado fiebre de dengue a los 2 dias post
donacion, y mediante secuenciacion por Sanger se identificd una homologia del 100% de la cepa
infectante del donador y el receptor(13). En América del Sur también se encuentran casos
reportados de infeccion por este arbovirus via trasfusion sanguinea. Levi., et al(18) en un articulo
publicado en el 2015, reportan que un donante habitual de plaquetas por aféresis en Brasil
notificd ser diagnosticado por DENV dias después de la donacion; estas unidades se trasfirieron
a dos pacientes de los cuales solo uno desarrollo sintomas relacionados con DENV que fueron
confirmados. El receptor que desarrolld la enfermedad era un hombre de 56 afios que habia
ingresad o al hospital por diagnostico de anemia aplasia y la infeccion se resolvié 23 dias
después de la transfusion. También en Brasil, Sabino., et al(19) en un estudio retrospectivo
realizado en 2016 con base en el andlisis de muestras de donantes y receptores durante una
epidemia en Brasil en 2012, identificaron que en total se transfundieron 42 unidades de sangre
que eran positivas para DENV en 35 receptores; de estas, 16 unidades transfundidas al mismo
namero de receptores generaron una infeccion en el receptor, 5 unidades se consideraron como
casos probables de DENV trasmitido por trasfusién, 1 unidad como posible caso, mientras que
10 unidades no generaron trasmision de DENV. Por altimo el estudio mas reciente en lo que
respecta a DENV trasmitido por trasfusion es el publicado por Karim et al.(20) en 2017, en el
cual dos pacientes transfundidos a partir de la misma unidad de sangre desarrollan dengue, el

cual es detectado por RT-PCR.
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Para los dos arbovirus restantes (ZIKV y CHIKV) hasta el momento se encuentran reportadas
probables infecciones y riesgo de infeccion por transfusion en zonas endémicas por trasfusion.
Para ZIKV, estudios como los de Barjas-Castro., et al(15) han identificado posibles casos de
ZIKV trasmitido por transfusién; en este caso en particular, un estudio retrospectivo permitio
identificar que una parte del concentrado de plaquetas que se transfundié a un paciente después
de un trasplante de higado provenia de un donador que habia informado 3 dias después de su
donacion que habia presentado fiebre, malestar y dolores de cabeza; las muestras almacenadas de
esta donacion se sometieron a RT-PCR vy resultaron ser positivas para ZIKV y su porcentaje de
homologia respecto a la cepa infectante del receptor fue del 99.8%. En el caso de CHIKV, no
existe un reporte formal de casos de transmision por transfusion sanguinea del virus y la
informacion sobre su presencia en unidades de sangre donadas es escasa, sin embargo, dado su
potencial de transmisién tedrico por esta via, ha sido considerado como un agente infeccioso de
cuidado para garantizar la seguridad en el suministro de sangre(21,22) . En este sentido, una
estimacion del riesgo de trasmision de este virus fue realizada basada en los datos obtenidos
durante la epidemia ocurrida en la provincia de Songkhla en Tailandia(23); este estudio valoro
que el riesgo potencial de transmision por la via de transfusion sanguinea para CHIKV en
receptores recibiendo componentes sanguineos infectados, en la ausencia de medidas de control
de seguridad, fue del 10.9%. Es de resaltar también que Magnus., et al(24) identificaron una
prevalencia de ZIKV del 0.16 % en 1857 unidades de sangre en Brasil evidenciando un riesgo de

trasmision de ZIKV por transfusiones sanguineas.

Ahora bien, En 2009 la AABB, list6 una serie de agentes infecciosos emergentes y los clasifico
segun el riesgo potencial que representaban durante una trasfusion sanguinea(22). De acuerdo

con la AABB, el DENV fue clasificado en el nivel méas alto de prioridad (rojo), considerandolo



10
como un agente infeccioso con un alto riesgo potencial de causar resultados clinicos severos
durante la transfusién sanguinea. Del mismo modo, CHIKYV fue también incluido en la misma
lista, pero con un nivel mas bajo de prioridad (naranja). A la fecha, este listado ha sido
actualizado y ademas de DENV y CHIKYV, ZIKV ha sido también incluido(21), debido al alto
potencial de transmisidn por esta via que ZIKV ha demostrado tener.

Debido a lo mencionado anteriormente, en tanto estos arbovirus pueden ser transmitidos por
trasfusion, varios estudios se han enfocado en identificar ARN de estos virus en unidades de
sangre provenientes de donantes para obtener informacion de la prevalencia de unidades
infectadas en diversos bancos de sangre (en especial en brotes, donde el nimero de eventos
relacionados con estos virus aumenta), sin importar si estas unidades finalmente son trasfundidas
o no. Cronoldgicamente, el primer estudio para identificar prevalencia de DENV en donantes de
sangre se realizd en 2008.En este, se realizO un estudio retrospectivo para identificar la
prevalencia de DENV en donantes de Honduras, Brasil y Australia, se realizaron ensayos de
amplificacion mediada por transcripcion (TMA) e identificO que de 2994 donaciones en
Honduras, 9 (0.30%) resultaron positivas, en Brasil, 3 se identificaron como positivas (0.06%) y
en Australia ninguna resulté ser positiva; también es de resaltar que el serotipo de DENV se
analiz6 mediante PCR en tiempo real (QPCR), dando como resultado la presencia de serotipos
1,2 y 4 en Honduras y serotipos 1 y 3 en Brasil(16).

Cuatro afios después, Stramer., et al(25) publicaron los resultados de un estudio retrospectivo
que incluyo 15.350 muestras de donantes de Puerto Rico recolectadas durante el 2007. Las
muestras fueron analizadas por TMA y arrojaron como resultado un total de 29 muestras
positivas para ARN de DENV, es decir, una prevalencia del 0.19%. EI serotipo de estas muestras

se identifico por RT-PCR indicando la presencia de los serotipos 1, 2 y 3; ademas, en este
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estudio también se realiz6 un seguimiento de trasfusion en 3 de los receptores de estas 29
unidades infectadas y se evidencio que uno de ellos present6 fiebre después de la trasfusion y
desarroll6 dengue hemorragico. Otro estudio publicado en 2012 realizado en Brasil, en el que se
analizaron por gPCR muestras provenientes del Centro de Hemoterapia de Ribeirdo Preto
durante un brote de DENV, se identifico la presencia de ARN viral en 2 de 500 muestras, es
decir, una prevalencia del 0.2 %; ademas, mediante PCR Semi anidada se identifico el serotipo 3
en la totalidad de las unidades(25).En Arabia Saudita, un estudio transversal que incluy6 910
donantes, mostrd una prevalencia de DENV del 5.5 %, y un andlisis de serotipificacion indico
una prevalecia del serotipo 4 que no habia sido reportado antes en este pais(26), por lo que seria
plausible la utilidad de estos analisis para identificar los serotipos circulantes durante el periodo
de tiempo en el que las muestras de donantes son recolectadas.
Los reportes de prevalencia de ZIKV en donantes de sangre son menos numerosos que los de
DENV. En un estudio retrospectivo realizado por Williamson., et al(27), en el cual se analizaron
466.834 donaciones, 5 resultaron reactivas para ARN de ZIKV mediante ensayos de TMA
incluidos en el paquete de Procleix ZIKV; interesantemente, las muestras de este estudio se
recolectaron en zonas de Estados Unidos en las cuales la transmision vectorial de ZIKV era nula,
sin embargo, los donantes de las 5 muestras reactivas recientemente habian viajado a lugares
endémicos de ZIKV, concluyendo con esto que se puede presentar prevalencia de este arbovirus
en donantes de sangre que viven en lugares que inclusive no son endémicos para este. En las
Ameéricas, un estudio realizado por Slavov., et al(28), identifico una prevalencia del 2.7 % en un
total de 1.393 muestras analizadas con una media de la infeccion equivalente a 7.714 copias / ml.
Para el caso de CHIKV, un estudio prospectivo en el Caribe durante 2014, en el cual, a partir de

2.149 muestras de donantes sometidas a deteccion de CHIKV por técnicas de acido nucleico
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(NAT), se identifico que 4 de estas eran positivas para el virus: dos reportaron episodios febriles
12 y 24 horas después de la donacion mientras que los dos restantes no reportaron sintomas
relacionados con CHIKV (14). Finalmente, en un estudio retrospectivo en Brasil realizado por
Slavov et al(29), que incluyé 887 muestras recolectadas entre 2015 y 2016 en el Servicio de
Hemoterapia de Macapa y en el Centro de Sangre de Ribeirdo Preto, no se encontrd6 RNA viral
de CHIKYV utilizando la técnica de gPCR.
Por ultimo, es importante resaltar que, hasta la fecha, en Colombia no se han realizado estudios
para identificar la posible presencia de alguno de estos arbovirus en donantes de sangre. El
presente estudio sera la primera aproximacion en la deteccién viral de alguno de estos virus

durante un periodo epidémico en el pais.
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4. Marco tedrico

4.1 Generalidades virus dengue, Zika y chikungunya
El termino Arbovirus (una abreviatura que significa “arthropod-borne virus”) se ha utilizado a lo
largo de la historia para referirse a aquellos virus que pueden ser transmitidos por artrépodos, por
ejemplo los mosquitos, garrapatas y moscas(30). Este término agrupa virus de familias como
Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae y Reoviridae, que a su vez se clasifican maés
detalladamente en géneros por caracteristicas fisicas, morfoldgicas y biol6gicas(31). Los virus
DENV, ZIKV y CHIKV se engloban dentro de este término, ya que son transmitidos por
mosquitos hembra del género Aedes aegypti y Ae. albopictus(30). Sin embargo, cada uno de
estos virus posee sellos distintivos tanto en la estructura y composicion neta del viribn como en
la patogénesis que desarrolla un individuo al momento de infectarse con uno o mas de los tres

virus, por ende, resulta importante comprender estas caracteristicas que se explican mas adelante.

Virus dengue: El virus dengue ( acronimo oficial DENV) hace parte de la familia Flaviviridae
genero Flavivirus, este virus consta ademas de cuatro serotipos ( DENV1-4) que se encuentran
agrupados en un mismo serocomplejo (32), no obstante, las diferencias de aminoacidos entre los
serotipos de este virus llegan hasta el 40 % e inclusive se han establecido grupos
antigénicamente distintos entre serotipos (33,34). Tipicamente el DENV se encuentra en
entornos poblados endémicos o hiperendémicos, en donde sus hospederos son los humanos y los
mosquitos, sin embargo, también se puede encontrar en zonas no pobladas (selvaticas y boscosas
por ejemplo) donde la trasmision vectorial se dirige a los primates principalmente y no existe

ningun tipo de control vectorial(35).
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Ahora bien, los viriones de DENV miden de 40 a 50 nm y estan cubiertos por una capa lipidica
(figura 1), el genoma viral es un ARN de sentido positivo de aproximadamente 11 kb que
codifica para tres proteinas estructurales y siete no estructurales; por su parte la proteina
estructural (E), la proteina precursora de membrana (prM) y la capside (C) constituyen las
proteinas estructurales, mientras que las proteinas NS1,NS2A/B,NS3,NS4A/B y NS5 constituyen

las proteinas no estructurales(34,36).

Una infeccion por alguno de los serotipos de DENV puede terminar en dengue, dengue con
signos de alarma o dengue grave, segun la nueva clasificacion de niveles de gravedad de esta
infeccion(37). No obstante una parte considerable de las infecciones por DENV (= 50 %) se
cursan de una manera asintomatica(6). Para el caso de los sintomaticos, en donde el periodo
febril dura de 2 a 7 dias y se acompafia de signos como leucopenia, erupciones cutaneas y
dolores generalizados(37), durante la defervescencia, la infeccién se resuelve en la mayoria de
los pacientes(38), pero en algunos casos se presenta fuga plasmatica que es el factor de riesgo
mas asociado al desarrollo de dengue grave(39), en tanto es una consecuencia del dafio endotelial
constituido como el centro de la patogénesis del dengue grave en el que intervienen no solo
proteinas del virus (NS1 especificamente) si no también citoquinas producidas por perfiles Th2 e
incluso anticuerpos propios del huésped (40,41). El desarrollo la enfermedad severa por dengue
puede estar relacionado con la cepa viral infectante(42), la tormenta de citoquinas(43) y
caracteristicas genéticas(44), ademas el fendmeno conocido como amplificacion dependiente de
anticuerpos (Antibody dependent enhancement, ADE) es el mayor factor de riesgo para

desarrollar dengue grave(45).

Virus Zika: El nombre de este virus hace referencia al lugar (bosque de Zika, Uganda) donde se

realizd el primer aislamiento del virus a partir de un mono Rhesus(46). Al igual que DENV,
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ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae genero Flavivirus, por ende presenta la misma
organizacion gendmica que DENV (3 proteinas estructurales y 7 no estructurales) y la superficie

del viridn esta recubierta por la proteina E con multiples copias de la proteina M insertadas(46).

Aunque se estima que mas del 70% de las personas que se infectan con ZIVK son
asintomaticos(7), este virus se ha convertido en un importante problema de salud publica pues
ademas de los signos que acompafian a una presentacion clasica de la infeccion (fiebre,
fotofobia, dolor muscular, rash cutaneo), se ha demostrado la asociacion de ZIKV con el
desarrollo del sindrome de Guillain-Barré y la presentacion de microcefalia en neonatos de
madres infectadas con ZIKV durante el periodo de gestacion ( en especial los primeros 3 meses
)(47). Este sindrome comprende caracteristicas como la microcefalia grave, las cicatrices
maculares y las contracturas congeénitas; que le otorgan un sello claro y distintivo de otras
infecciones congénitas.(48); esta patogenesis que le proporciona un sello distintivo a ZIKV de
otros arbovirus podria estar explicada por su tropismo, in vivo en modelos de raton se establecid
que ZIKV puede infectar células placentarias y por consiguiente transmitirse de manera vertical
al feto(49), adicionalmente ZIKV también infecta células progenitoras neuronales humanas (
hNPC) y de manera interesante, ademas de su susceptibilidad al virus, estudios en neuroesferas
revelan que las hNPC infectadas con ZIKV generan muy pocas neuroesferas, es decir que la
infeccion de hNPC por ZIKV disminuye la maduracion neuronal del feto(50). La evidencia de
microcefalia junto con una evidencia de corteza cerebral delgada, manchas retinadas
pigmentadas, contracturas congénitas e hipertonia, que se manifiestan en el recién nacido de una
madre infectada con ZIKV durante el embarazo constituyen los cinco signos clave para un

diagnostico de sindrome congénito de Zika (ZCS)(51).
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Virus Chikungunya: El virus chikungunya (CHIKV) a diferencia de DENV y ZIKV pertenece
a género Alfavirus, familia Togaviridae(52). Se aislé por primera vez en Tanzania en 1952 y su
nombre se le atribuye a una palabra del idioma kimakonde cuyo significado es “ lo que se dobla”
debido a la postura encorvada de las personas que se infectan con el virus(53). El virién mide
aproximadamente 70 nm ( figura 3 )y su genoma es un ARN codificante de 11.8 kb que codifica
para siete proteinas estructurales (Cépside, pE2, E3, E2, 6K, TF y E1) y cuatro proteinas no

estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4)(52).

Los sintomas de infeccion por CHIKV suelen empezar de uno a doce dias después de la
inoculacion viral por el vector, en esta fase aguda se presenta fiebre por encima de los 39 °Cy a
diferencia de otros arbovirus, un dolor articular severo acompafiado de otros signos menos
discriminatorios como cefalea, vomito, rash y conjuntivitis (54). Cuando el periodo de
convalecencia se concluye, es posible que los individuos sigan presentando artralgia inflamatoria
en las articulaciones involucradas en la fase aguda inclusive hasta tres afios después de haber

cursado con la infeccion(55)

Estructuras de viriones maduros de DENV, ZIKV Y CHIKV
DENV ZIKV CHIKV

B-)
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Figura 1. Estructuras de viriones maduros de DENV, ZIKV Y CHIKV tomadas a 3,5 A,

38 Ay 28 A respectivamente. Los triangulos indican las unidades asimétricas
icosaédricas (56-58).

4.2 Epidemiologia de la infeccion por virus dengue, Zika y chikungunya
Particularmente DENV es la infeccion viral transmitida por un vector con mas incidencia de
casos en Colombia(l). Se estima que en todo el mundo 4.000 millones de personas viven en
zonas endémicas para DENV vy célculos epidemioldgicos estiman que ocurren 390 millones de
casos por afio, de los cuales un maximo de 1.000.000 son diagnosticados como dengue grave y
20.000 de ellos (especialmente nifios) terminan en desenlaces fatales a causa de la infeccion(b).
Para el afio 2019, Colombia report6 un aumento de este evento en salud del 284.5% en relacion
al 2018, con un total de 127.553 casos de DENV entre los cuales 64.716 presentaron signos de
alarma y solo el 1.1% de estos termino en dengue grave (59), En el presente afio a mes de Enero

se habian presentado 12.071eventos de DENV (60).

El 15 de mayo de 2015 se confirmé el primer caso de ZIKV en un paciente de Bahia, Brasil y a
finales del mismo afio las cifras de casos de ZIKV superaron los 440.000 eventos, en el mismo
afio(61), el segundo pais en confirmar infecciones por ZIKV fue Colombia que termind con
14.000 casos reportados a finales de enero de 2016(62), sin embargo en el 2019 solo se
informaron 429 casos (63). De manera interesante, a pesar de que ZIKV se aisld por primera vez
en Africa, solo se reportaban infecciones esporadicas pero entre septiembre y diciembre de 2015
se reportaron mas de 5.000 casos de infeccion por ZIKV en Cabo verde(64); es de resaltar
también que en algunas islas del Pacifico existieron brotes de ZIKV antes de 2015, por ejemplo
en la Polinesia Francesa a finales del 2013 se registraron 19.000 casos sospechosos de

ZIKV/(65).
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Para el caso de CHIKV, desde el 2004 se ha evidenciado eventos del mismo (de los dos
genotipos de cepa conocido) tanto en las Americas como en Asia, Europa y las islas del Pacifico,
en especial en los paises que se encuentran en el tropico(66). En las Américas para el afio 2014
se estimO que el nimero de pacientes con enfermedad aguda por CHIKV fue de 855.890 y el
48% desarrollaron manifestaciones cronicas de la infeccion(67). En el 2019 en se reportaron 535
casos confirmados de CHIKV(68), sin embargo solo 48 de estos casos fueron confirmados por
laboratorio y seria plausible pensar que la cifra verdadera de eventos se podria estar

subestimando ya que DENV y ZIKV presentan cuadras clinicos muy parecidos.

4.3 Virus dengue, Zika y chikungunya como posibles virus transmitidos por transfusion
(TTV)

El clasico ciclo de transmision urbana de los arbovirus sucede entre artropodos hematofagos que

transmiten el virus a los humanos durante su picadura, no obstante, muy pocos de estos como el

DENV, ZIKV Y CHIKV son capaces de generar grandes cargas virales para hacer que el

humano pueda transmitir de nuevo el virus al vector. Como se observa en la figura 2, estos virus

también pueden infectar a otros huéspedes vertebrados susceptibles distintos al humano, de

hecho, la mayor parte de estos arbovirus se encuentran en zonas selvaticas en ciclos enzoo6ticos.

Sylvatic cycle Urban cycle
(a)

N R
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Figura 2. Representacion del ciclo de transmision selvético y urbano de los arbovirus. (a)
En entornos selvaticos, los arbovirus transmitidos por artrépodos hematdfagos causan
enfermedades enzodticas en vertebrados como primates y/o humanos que eventualmente
transiten por estas zonas. (b) En entornos urbanos, solo los arbovirus capaces de generar
grandes cargas virales en el humano pueden iniciar ciclos de transmision entre ellos y
artropodos hematdfagos que actan como vectores. Recuperado de Petersen., et al (69)

Ahora bien, las infecciones virales pueden ser potencialmente transmitidas por vias alternas a las
clasicas como la transfusion y causar en el paciente el cuadro clinico tipico de la misma. Sin
embargo, la AABB (American Association of Blood Banks ) desde 1985 ha establecido algunas
pruebas para evitar que virus de importancia clinica sean transmitidos por trasfusion (TT); los
virus que se encuentran dentro del tamizaje seroldgico son el virus de la inmunodeficiencia
humana ( HIV), la hepatitis C ( HCV), la hepatitis B (HBV), el virus linfotropico de células T (
HTLV) vy el virus del Nilo occidental (WNV), este Gltimo no se realiza en Colombia (70), no
obstante, a pesar de estas pruebas de tamizaje, siguen existiendo otros virus circulantes a los que
no se les realiza ninguna prueba de deteccion y sus caracteristicas les permiten ser
potencialmente transmitidos por transfusion, tal es el caso de los arbovirus como el DENV,
ZIKV y CHIKV. En primera instancia, la infeccion por alguno de estos tres virus se puede cursar
de manera asintomatica(71), es decir, una persona virémica puede realizar una donacién sin
nunca enterarse que se encuentra infectada por estos virus. Por otra parte, en caso de que la
infeccion sea sintomatica, la cinética de una infeccién por Flavivirus, evidencia que los signos
de estas se pueden presentar de 2 a 5 dias posteriores a la inoculacion viral (figura.3) por parte
del mosquito(72) y se pueden presentar donaciones de pacientes que aun no presenten los
sintomas pero que posean elevadas viremias de hasta 106 copias virales por mL(73) . En adicidn,
en areas endémicas el vector y el hospedero estdn en constante interaccién, por la cual, la

picadura del mosquito se puede presentar en cualquier momento y el posible donante nunca
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tendra certeza de cuando se infectd (74). Con esta explicacion, resulta plausible que estos
arbovirus puedan estar presentes en las unidades de sangre sin ser detectados e inclusive pueden

transfundirse a uno 0 mas receptores.

Exposure 0 Days Months Years

4— Acute phase —» #4——— Convalescent phase —0wn—Pp

Figura 3. Representacion de la cinética clasica de una infeccién por Flavivirus. La
viremia, representada por lineas rojas puede ascender desde el momento de la exposicion
al virus a altas concentraciones virales sin que aln se puedan evidenciar sintomas, en esta
fase aguda se utilizan técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAT), aislamiento
viral y deteccion de antigenos para detectar la infeccion. Durante la fase convaleciente, la
deteccidon seroldgica de IgM (lineas azules) e I1gG (lineas verdes) en elevadas
concentraciones es comunmente utilizada para identificar una infeccion reciente.
Recuperado de Goncalves .,et al (75)
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5. Metodologia

El presente estudio fue de tipo observacional, analitico de corte transversal

Poblacion y muestra: Donantes de sangre que asistieron a los diferentes bancos de sangre que
pertenecen a la red de la Cruz Roja Colombiana que se encuentran localizados en Medellin,
Bogota, Cartagena, Manizales, Armenia y Cali. En 2017, la cantidad de donaciones que
recibieron cada uno de estos bancos de sangre, provenientes de su ciudad de localizacién y

municipios aledarios, fue:

e Medellin, Antioquia: 23.388

e Bogota, Cundinamarca: 26.730
e Cartagena, Bolivar: 6.987

e Manizales, Caldas: 24.894

e Armenia, Quindio: 5.678

e Cali, Valle: 26.961

De acuerdo con un informe publicado el 12 de marzo de 2019 por la Red Nacional de Bancos de
Sangre y Servicios de Transfusion (Instituto Nacional de Salud)(76), estos 6 bancos de sangre
representan el 7.3% de los 82 bancos de sangre existentes en el pais. Sin embargo, 4 de ellos
hacen parte de los 16 bancos de sangre que captaron méas de 12.000 unidades de sangre total en
el afio 2016, un grupo que proceso el 55.1% del total de sangre captada a nivel nacional.
Adicionalmente, la red de bancos de sangre de la Cruz Roja Colombiana tiene presencia en 3 de
los 4 departamentos con mayor numero de donaciones en el pais (Antioquia, Bogota, Santander y

Valle)(76).
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El tamafio de la muestra fue de 474 sueros. Cada muestra de suero tuvo un volumen de
aproximadamente 1 ml y se recolectaron entre la semana epidemiolégica (SE) 48 de 2019 y SE 7
de 2020. Dado que a lo largo del afio se colecta un numero muy parecido de unidades de sangre
por mes en cada uno de los bancos de sangre participantes, no resulté relevante definir en cuales
meses del afio en particular se recolectarian las muestras, sin embargo, se tuvo en cuenta la fecha

de inicio del proyecto.

Considerando que se detectd RNA viral en muestras de suero, las muestras colectadas fueron
almacenadas entre -20°C y -30°C en cada banco de sangre hasta por maximo 1 semana antes de
realizar el envio (en hielo seco) al Instituto de Virologia de la Universidad EI Bosque, donde

fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento y analisis.

Extraccion de ARN: La extraccion de ARN se llevo a cabo usando el Kit RTP DNA/ RNA
Virus Mini Kit (Stratec) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para esto, 200 microlitros de
suero de cada donante fueron usados. Es de resaltar que esta extraccion de ARN se realiz6 en un
plazo de maximo 8 horas después de que las muestras fueron entregadas al Instituto de Virologia

de la Universidad EIl Bosque.

Deteccién de virus: EI ARN de cada virus (DENV, ZIKV y CHIKV) fue detectado en las
extracciones de RNA provenientes de las muestras de suero utilizando un protocolo de RT-PCR
semi anidada, de un solo paso, para esto se utilizaron primers previamente descritos y/o
estandarizados por el Instituto de Virologia de la Universidad El Bosque (Tabla 1). Se utilizo
inicialmente un set de 6 primers externos que amplifican segmentos de entre 301 a 511 pb en los

genes C-preM, NSP4 y E de DENV, CHIKV Y ZIKV respectivamente. Posteriormente, durante
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la segunda ronda de amplificacion se utilizaron primers internos que detectaron cada virus en

reacciones separadas. Para DENV, fue posible identificar el serotipo presente.

Tabla 1. Descripcion de cebadores Externos e Internos usados en la deteccion de DENV,

CHIKV Y ZIKV mediante PCR semi anidada.

Descripcion de cebadores Externos e Internos usados en la deteccién de DENV, CHIKV Y ZIKV mediante PCR semi

anidada
Virus Reaccion Secuencia 5” Amplicén Referencia
(pb)
CHIKV RT-PCR F Lan 6856 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA Lanciotti., et al
(77)
R Instituto de
Virologia
Universidad El
Bosque
PCR F Lanesse TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 125 Lanciotti., et
R Lan6919TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC al(77)
DENV RT- PCR mD1: AGTTGTTAGTCTRYGTGGACCGAC 511
D2: TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC Chien. et al(78)
PCR D1-TS1: CCCGTAACACTTTGATCGC 211
D2-TS2: CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT 119
D1-TS3: TAACATCATCATGAGACAGAGC 288 Chien.,et al(78)
D1-TS4: TTCTCCCGTTCAGGATGTTC 266
RT-PCR MF 944: GGTCATGATACTGCTGATTGC 325 Calvo., et al(79)
ZIKV ER 1269: CCACTAACGTTCTTTTGCAGAC
PCR MF 944: GGTCATGATACTGCTGATTGC 297 Calvo., et al(79)

ER 1241 AGTGTCTGACTGCTTGTCAAGG

Nota: Algunas parejas de primers no se encuentran reportadas ain, en tanto fueron desarrolladas

recientemente por el Instituto de Virologia de la Universidad el Bosque para la deteccién

molecular de arbovirus

Encuesta para donantes positivos a alguno de los virus: En los donantes que se identifico

RNA viral, se realizd una encuesta (ver anexo 1) entre las 2 y 3 semanas posteriores a la

donacion de sangre infectada para identificar sintomas compatibles con una arbovirosis, y

establecerlos como sintomaticos, subclinicos o asintomaticos.
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Andlisis de los datos: Para la comparacion de la frecuencia de los virus entre ciudades
endémicas y no endémicas, se utilizd la prueba de chi cuadrado (p<0,05) y se realizaron
comparaciones por columna con la prueba z (post hoc) (p<0,01). Para ello Se utilizé el paquete

estadistico IBM SPSS v25.

Consideraciones éticas: Este proyecto se llevo a cabo bajo toda la normatividad ética vigente,
tal como se establece en la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud. De acuerdo
con el Titulo 11, Capitulo 1, Articulo 11 este trabajo se clasifica como una investigacion de riesgo

minimo.

Los donantes fueron atendidos y seleccionados siguiendo los lineamientos para la seleccion de
donantes de sangre del Instituto Nacional de Salud de Colombia y los procedimientos estandar de
los bancos de sangre de la Cruz Roja Colombiana. Los donantes otorgaron su consentimiento
informado para la extraccion y procesamiento de sangre para fines terapéuticos y/o de
investigacion. Se siguieron los procedimientos para manejo de materiales con riesgo biolégico y

las normas para disposicion de residuos.

Cada donante que acept6 participar en el estudio firmé un consentimiento informado especifico y
se le tomd una muestra adicional de sangre venosa del brazo en un tubo tapa amarilla de 7 ml,
usando el mismo acceso venoso empleado durante la donacion. No fue necesario un
procedimiento de venopuncién adicional. El personal encargado de aplicar este consentimiento
informado especifico fue el mismo que se encargd de reclutar los donantes en cada banco de
sangre. Cada integrante de este grupo multidisciplinario de profesionales fue capacitado por el
investigador principal del proyecto para conocer en detalle cada uno de los objetivos del estudio,

sus antecedentes, justificacion, metodologia y posibles riesgos. Adicionalmente, durante el
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periodo de recoleccion de las muestras, se abri6 un canal de comunicacion directa y en

simultanea entre este grupo de profesionales y los investigadores del proyecto.

Los donantes que resultaron positivos para alguno de los virus en estudio fueron notificados del
resultado, siguiendo el protocolo de canalizacion de donantes reactivos establecido por el
Instituto Nacional de Salud en los lineamientos para la seleccion de donantes de sangre, version
2018. Se tomaron las medidas necesarias para garantizar la confidencialidad de los datos de los
donantes de acuerdo con la Ley para la proteccion de datos personales. En el caso especifico en
el que fue positiva la prueba de deteccion de virus Zika, debido a que este virus también puede
transmitirse por contacto sexual y cuando se produce infeccion en mujeres embarazadas existe el

riesgo de malformaciones al feto, se tomaron las siguientes medidas adicionales:
1. El donante fue diferido para donar sangre por 120 dias.
2. Los componentes sanguineos obtenidos de la donacion fueron descartados.

3. Para el caso de los componentes sanguineos obtenidos de la donacion que fueron
transfundidos, el servicio transfusional y el médico tratante que ordend la transfusion fueron

contactados por parte del banco de sangre para informar del resultado positivo para virus Zika.

En el momento de la obtencion de las muestras de los donantes, las muestras para este estudio
fueron rotuladas con un cédigo diferente al de la bolsa de sangre y que fue asignado por el banco
de sangre con el fin de que no sea posible la identificacion del donante; s6lo el banco de sangre

que atendi6 a cada donante conocid y custodié la informacidn personal de cada donante.

6. Resultados
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Descripcion de la poblacion estudiada: Entre las SE 48 (24-30 noviembre) de 2019 y 7 (9-15
de febrero) de 2020, se recolectaron un total de 474 muestras de donantes de sangre (DS) de seis
ciudades de Colombia, de las cuales 458 fueron analizadas. EI nimero de muestras que se
recolectaron por ciudad se calcul6 teniendo en cuenta el nimero de donaciones por afio que se

realizan en cada ciudad.

Identificacion molecular de DENV, ZIKV Y CHIKV en donantes de sangre: Durante el
andlisis de las muestras de DS, se identific6 ARN viral de al menos 1 de los 3 arbovirus en 113
muestras, que representaron una prevalencia del 25% respecto al total de muestras analizadas. En
la tabla 2 se puede apreciar el nimero de muestras que se analizaron por ciudad y el nimero de
muestras que resultaron positivas para algun arbovirus. En el anexo 2 se muestra el resultado de
una RT-PCR semi anidada en la que se evidencian donantes de sangre infectados (DSI); los

productos de PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 2%.

Tabla 2. Nimero de muestras Analizadas y Positivas para algn arbovirus por ciudad.

Ciudad Muestras Analizadas Muestras Positivas
Amrema 26 13
Bogota 86 11
Cali 125 35
Cartagena 17 13
Manizaes 127 29
Medellin 77 12
Total 458 113

Debido a esta prevalencia, se quiso identificar las ciudades en las que mas se detectaron DSI v,

para esto, se realizo un analisis de la prevalencia de DSI por cada ciudad. Con esto se encontrd
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que el mayor numero de DSI se encontraban en Cartagena con una prevalencia del 76% y
Armenia con una prevalencia del 50%, seguidas por Cali (28%), Manizales (23%), Medellin
(16%) y Bogota (13%) (Figura 4), De esta manera, estos resultados indican que Cartagena y

Armenia son las ciudades analizadas en donde més se encuentran DSI.
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Figura 4. Prevalencia de donantes de sangre infectados (DSI) con alguno de los tres
arbovirus en cada ciudad. La prevalencia se calculd dividiendo el nimero de DSI por
ciudad sobre el total de muestras recolectadas en cada una de ellas.

Ahora bien, debido a que en el presente estudio ademéas de la prevalencia de DSI general se
buscaba identificar también la prevalencia de DENV, ZIKV Y CHIKYV por separado en los DS,
también se calculd la prevalencia de DSI para cada virus en cada una de las seis ciudades, sin
embargo, al momento de realizar este andlisis se not6 que en algunos DSI existia mas de un
arbovirus infectante, por lo tanto, en primer lugar, se opt6 por calcular la prevalencia de los tres
arbovirus en los DSI que solo estaban infectados por un virus (monoinfecciones) en cada ciudad

e incluir por separado la prevalencia de los DSI coinfectados (DSC); estas coinfecciones seran
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descritas con mas detalle en el siguiente enunciado. La prevalencia de arbovirus en los DSI que
cursaron con monoinfecciones de DENV, CHIKV y ZIKV respectivamente, fue de 17.6%,
17.6% y 11.7% en Cartagena, 4 % y 15.3% para CHIKV y ZIKV en Armenia, 13.6%, 7.2% y
3.2% en Cali, 11.8%, 1.5% y 7.8% en Manizales, 10.4% , 1.6% para CHIKV y ZIKV en Bogota
y por ultimo Medellin con 7.9% y 1.2% para CHIKV y ZIKV ( Figura 5). Estos resultados
sugieren que, en todas las ciudades del estudio, ya sean endémicas 0 no endémicas, existe una

circulacion de DENV, ZIKV y CHIKV.

B DENV
.
.
§ 20+ CHIKV
= = ZIKV
N
=
D
=
=
<
=
-
=
>
>
=
m . . .
Armenia Bogota Cali Cartagena  Manizales Medellin

Figura 5. Prevalencia de DSI con DENV, ZIKV o CHIKV (monoinfecciones) en las seis
ciudades del estudio. La prevalencia se calcul6 teniendo en cuenta el nimero de muestras
de DSI que fueron positivos para DENV, ZIKV o CHIKV divido entre el nimero de
muestras analizadas por ciudad

Como se mencion0 anteriormente, la prevalencia de los DSC por ciudad se calculd por separado,
esto porque si se incluyeran los virus infectantes de cada DSC en el célculo de la prevalencia por
arbovirus por ciudad, el resultado de la prevalencia de DSI estaria por encima del que se reporto

como prevalencia total de DSI infectados con al menos un arbovirus. Cabe resaltar que la Unica
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ciudad en la que no se encontraron DSC fue Bogotd, de aqui que la prevalencia total encontrada
en la ciudad (13%) se refleje al sumar el porcentaje de DSI con monoinfecciones encontradas
para cada uno de los virus. De esta manera, se identificd la prevalencia de coinfecciones en los
DSI, encontrando una prevalencia de DSC de un 29.4% en Cartagena, 15.3% en Armenia, 5.1%
en Medellin, 4% en Cali, 1.5% en Manizales, y 0% en Bogota (Figura 6). Con esto se evidencio
que en 5 de las seis ciudades del estudio circula mas de un arbovirus generando coinfecciones
que, como en Cartagena, pueden llegar a representar un alto porcentaje del total de infecciones

detectadas.
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Figura 6. Prevalencia de DSC en las seis ciudades del estudio. La prevalencia se calculo
teniendo en cuenta el nimero de muestras de DSC que fueron positivos para DENV, ZIKV y/o
CHIKYV divido en el total de muestras analizadas por ciudad

Por otro lado, considerando que Colombia es un pais hiperendémico para DENV donde los

cuatro serotipos circulan en un amplio porcentaje del territorio nacional, se analizd cuales
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serotipos habian sido detectados y la proporcién de cada uno en el total de muestras de DSI con
DENV. Para esto, se llevo a cabo un analisis de la circulacion de los cuatro serotipos en los DSI
infectados con DENV, encontrando una prevalencia del 40% para DENV-1, 47.1% para DENV-
2, 8.5% Para DENV-3 y 4.2 para DENV-4 (Figura 7). Con este resultado se puede confirmar que
los cuatro serotipos de DENV se encuentran circulando actualmente en el pais, siendo los

serotipos dos y uno los mas prevalentes.
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Figura 7. Prevalencia de los cuatro serotipos de DENV (DENV-1-DENV-4) en DSI con
DENV de todas las ciudades. El calculo se realizé dividiendo el nimero de DSI con cada
serotipo de DENV entre el nimero total de DSI con DENV

Coinfecciones entre virus DENV, ZIKV y/o CHIKV: Como ya se menciond, ademas de

identificar DSI con algin arbovirus, se evidencié que algunos de los DSI presentaban
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coinfecciones. De hecho, por ejemplo, en Cartagena, algunos de los virus identificados en cada
semana epidemioldgica por ciudad provenian de un mismo donante (Anexo 3). Basados en lo
anterior, se procedié a identificar si estas coinfecciones habian involucrado dos o mas de los
virus en estudio; para esto, se analizaron todos los virus que se detectaron en cada uno de los DSI
de todas las ciudades (Anexo 3) y se encontrd que en total existian 20 DSC, en otras palabras, del
total de 113 DSI que se encontraron en el estudio, 20 (17.7%) fueron DSC. En estos 20 DSC
existian coinfecciones de dos virus, en 14 de los 20 DSC; otros 5 DSC presentaron coinfecciones
triples y 1 DSC presentd una cuadruple infeccién. Adicional a lo anterior, ademas de discriminar
estas coinfecciones por el nimero de virus coinfectantes, se calculé también la prevalencia de las
coinfecciones dobles, triples y cuddruples por ciudad respecto al nUmero de muestras analizadas
en cada una, esto con el fin de identificar las ciudades con mayor prevalencia de DSC con una
coinfeccion doble, triple o cuédruple. Se encontré una prevalencia de coinfecciones dobles del
11.7% (2 DSC) en Cartagena, 8% (2 DSC) en Armenia, 5.1% ( 4 DSC) en Medellin, 3.2% en
Cali (4 DSC), 1.5% (2 DSC) en Manizales y 0% en Bogot4; de coinfecciones triples, se encontro
una prevalencia del 11.7% en Cartagena (2 DSC), 8% (2 DSC) en Armenia, 0.8% (1 DSC) en
Cali y 0% para el resto de las ciudades y solo se encontr6 una prevalencia de coinfecciones

cuadruples en Cartagena con un 5.8% (1 DSC) (Figura 8).
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Figura 8. Prevalencia de DSC por ciudad en los que se encontrd una coinfeccion entre
dos 0 més virus. El célculo de la prevalencia se realiz6 dividiendo el nimero de DSC con
coinfecciones dobles, triples o cuadruples entre el nimero de muestras analizadas por
cada ciudad.

Una vez definido el nimero de DSC y las ciudades de las que provenian, se determind si la
coinfeccién habia sido entre cualquiera de los serotipos de DENV o si por el contrario
involucraba dos 0 mas arbovirus estudiados (DENV, ZIKV y CHIKV). De esta manera, los virus
que integraron cada coinfeccion fueron agrupados, como se muestra en la Tabla 3; cabe resaltar
que en Cali se encontrd la misma coinfeccién doble (DENV-1 y ZIKV) en dos DSC, y en
Cartagena se encontro la misma coinfeccion triple (DENV-3, ZIKV y CHIKV) en dos DSC; por
otro lado, se encontrd la misma coinfeccion doble entre DENV-1 y CHIKV en donantes de tres
ciudades distintas. Lo anterior confirma que, en estas ciudades, la cocirculacion de estos

arbovirus aumenta la probabilidad de coinfecciones entre la poblacion que alli habita.

Tabla 3. Listado de los virus coinfectantes encontrados en cada ciudad.
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- : CIUDAD
Virus coinfectantes _ _ _ ,
Armenia Cali  Cartagena Manizales Medellin

DENV-1/ CHIKV 1 - - | 1
DENV-2/ ZIKV 1 1 - - -
DENV-1/ DENV-2 - 1 - - -
DENV-1/ ZIKV - 2 - 1 -
DENV-2/ CHIKV - - 1 - -
ZIKV/ CHIKV - - 1 - 3
DENV-2/ ZIKV/ CHIKV 1 - - - -
DENV-1/ DENV-3/ CHIKV - 1 - - -
DENV-3/ ZIKV/ CHIKV - - 2 - -
DENV-1/ ZIKV/ CHIKV 1 - - - -
DENV-1/ DENV-2/ ZIKV/ CHIKV - - 1 - -

Encuesta realizada a DSI con alguno de los tres arbovirus: Secuencialmente, y adicional a los
analisis de prevalencia de infecciones en los DS, se establecid si los DSI habian presentado
sintomas relacionados con una arbovirosis para asi clasificar las infecciones como sintomaticas,
subclinicas o asintomaticas. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), un paciente
sintomatico con fiebre de dengue (FD) presenta, ademas de fiebre, nduseas, malestar general,
erupcion cutanea y/o leucopenia (80), mientras que un paciente asintomatico es aquel que no
presenta ningun sintoma y uno subclinico es aquel que no presenta fiebre pero si otros sintomas
compatibles con arbovirosis y se ha evidenciado la infeccion en este ya sea por métodos
seroldgicos o por la identificacion directa del virus(81). Al contactar a los DSI, un total de 58
(51.3%) de 113 DSI respondieron la encuesta posdonacion (DSIE). En esta encuesta se les
preguntd, en primera instancia, si habian presentado fiebre y/o escalofrios. Adicionalmente, se
les pregunto si habian presentado otros sintomas como malestar general, dolor de cabeza, dolor
de ojos, dolor de huesos, dolor abdominal, brote o sarpullido, conjuntivitis y/o dolor en las
articulaciones. Como resultado se evidencié que 58.6% (34 DSIE) manifestaron haber

presentado uno o mas de los sintomas incluidos en la encuesta, 22 (38%) DSIE presentaron dolor
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de cabeza, siendo este el sintoma méas comun en los DSIE, seguido por el malestar general y
dolor en las articulaciones, que fueron presentados por 8 (14%) DSIE (Figura 9). Expuesto lo
anterior, dentro de los 34 DSIE que manifestaron haber presentado algin sintoma, 8 de ellos
(23%) manifestaron haber presentado fiebre o escalofrios en los 15 dias posteriores a la
donacion. Por otra parte, 24 del total de los 58 DSIE (41.3%) manifestaron no haber presentado
ningun sintoma compatible con arbovirosis incluido en la encuesta. Estos resultados siguieren
que, de los 58 los DSIE el 13.79% fueron sintomaticos, el 44.8% fueron subclinicos y el 41.3%

fueron asintomaticos.

Dolor en las Articulaciones
Conjuntivitis

Brote o Sarpullido

Dolor abdominal

Dolor de Huesos

Dolor de Ojos

Dolor de Cabeza

Malestar General
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Figura 9. Porcentaje de DSIE que presentaron cada uno de los sintomas incluidos en la
encuesta. Los 24 (41.37%) DSIE que no presentaron alguno de los sintomas mencionados
no se representan en la grafica.
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Ademas de los sintomas presentados, se determiné en los DSIE infectados exclusivamente con
DENV, si estos habian cursado con una infeccion sintomatica previa , esto porque una persona
puede cursar infecciones consecutivas heter6logas con FD hasta por cuatro veces (82) a
diferencia de ZIKV y CHIK en el que en teoria una persona solo puede infectarse una vez con el
virus. Para esto, en primera instancia se excluyeron del total de la poblacion de DSIE, aquellos
en los que se identificd solamente ZIKV y/o CHIKV; con esto, se identificd que 39 del total de
58 DSIE cursaron con una infeccién por DENV vy, los resultados de la encuesta indicaron que 34
(87.1%) de los DSIE con DENV no habian cursado con una infeccion sintomatica previa,
mientras que los 5 (12.8%) DSIE restantes manifestaron haber sido diagnosticados con DENV
alguna vez en su vida, es decir, si cursaron con una infeccion sintomética previa. Basados en lo
anterior, estos resultados indican que una gran parte de nuestra poblacién de DSIE con DENV,

no habian cursado con una infeccidn sintomética previa

¢, Ha sido Diagnosticado con DENV alguna vez ?

B 89.70% NO

B 10.30% SI

Figura 10. Respuesta de DSIE a la pregunta de si habian sido diagnosticados con DENV
alguna vez. Esta pregunta estuvo incluida en el cuestionario que se realiz6 a los DSI que
se pudieron contactar.
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Por otro lado, con el proposito de tener una vision general respecto a la donacion sanguinea en
nuestra poblacién, datos proporcionados por la Cruz Roja Colombiana indicaron que este grupo
de DSIE lo integraban 25 mujeres (46.3%) y 29 hombres (53.7%), con un promedio de edad de
36.9 afos. Por otra parte, la hemoclasificacion sanguinea (ABO y RhD) indic6 que en los DSIE
24 (44.4%) fueron O Positivo, 21 (38.8%) A positivo, 7 (13%) B positivo, 1(1.9%) AB positivo

y 1 (1.9%) AB negativo (Figura 11)

O Positivo
A Positivo
B Positivo
AB Positivo
AB Ngeativo

Figura 11. Grupos sanguineo y RhD encontrados en los DSIE. Los numero dentro de la
grafica expresan el nimero de DSIE

Ahora bien, en lo que respecta a la obtencion de hemocomponentes, se evidencio que de los 54
de los DSIE se obtuvieron unidades de glébulos rojos, de 47 (87%) plasma fresco congelado, de
10 (18.5%) plaguetas estandar (no donadas por aféresis) y de 5 (9.3%) se obtuvieron

crioprecipitados (Figura 12).
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Figura 12. hemocomponentes obtenidos a partir de los DSIE.

Comparacién de la Prevalencia de DENV, ZIKV Y CHIKV en DS provenientes de areas
endémicas y no endémicas: Con el objetivo de comparar la prevalencia de estos arbovirus en
ciudades endémicas y no endémicas, en primera instancia se definieron como ciudades no
endémicas a Bogota y Manizales que se encuentran a alturas de 2.630 metros sobre el nivel del
mar (msnm) y 2.200 msnm, respectivamente, lo anterior considerando que existen estudios que
evidencian que en Colombia solo se han encontrado mosquitos de Ae. Aegypti infectados con
arbovirus en alturas menores a 1.984 metros sobre el nivel del mar (msnm)(83). Posterior a esta
clasificacion de ciudades endémicas y no endémicas, se compard la frecuencia global de
infeccion (sin discriminar entre coinfecciones y monoinfecciones como se habia hecho
anteriormente), por alguno de los tres virus en las ciudades endémicas y no endémicas. Para esto
se realiz6 una prueba de chi cuadrado y se encontr6 que para los DS de areas endémicas la
frecuencia de infeccion fue del 29.7% (IC 95% 24.2-35.6) y para los de areas no endémicas fue
del 16.3% (IC 95% 11.8-21.8) (p = 0.001), siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(p <0.005). Ahora, teniendo en cuenta que para el calculo del resultado anterior se compar6 solo
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la frecuencia de los arbovirus del estudio en general, es decir, considerando 1 como cualquier
donante de zona endémica y no endémica que fue positivo para alguno de los arbovirus y 0 como
cualquier donante de zona endémica o no endémica que fue negativo para alguno de los virus, se
analiz6 ademas cuales virus habian influido en la diferencia de la frecuencia global de DSI de
zonas endémicas y no endémicas. Para ello, se realiz6 también una prueba de chi cuadrado, pero
comparando las frecuencias de cada arbovirus entre zonas endémicas y no endémicas; como
resultado se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre DENV-1 (2.9% IC
1.2-5.8% en zona no endémica versus 8.9% IC 5.9-13.0%) y CHIKV (1.9% IC 0.7-4.5% en
zona no endémica versus 12.2% IC 8.6-16.7%), mientras tanto, las frecuencias de los otros virus

fueron similares entre areas endémicas y no endémicas.

Finalmente, se analizd la frecuencia no solo entre las ciudades endémicas y no endémicas, sino
también la frecuencia de cada virus en cada una de las ciudades, esto con el objetivo de
identificar si las diferencias que se habian identificado en el chi cuadrado se mantenian o si por
el contrario desaparecian; para esto, se realizaron comparaciones por columna utilizando una
prueba z (post hoc) (p <0.01). Con esto se evidencid que en la prevalencia de infeccion con
DENV-1 existian diferencias entre Bogota y el resto de las cinco ciudades (Figura 13-A); para
DENV-2 no se encontraron diferencias en ninguna de las seis ciudades (Figura 13-B), mientras
que para ZIKV (Figura 13-C) y CHIKV (Figura 13-D) se encontraron diferencias entre

Manizales, Cali, Medellin y Bogota con respecto Armenia y Cartagena.
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Figura 13. Comparacion de la frecuencia de DSI con DENV-1, DENV-2, ZIKV Y
CHIKYV en las seis ciudades del estudio. Los resultados se expresan como prevalencia
puntual (eje y) e intervalo de confianza al 95%.
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7. Discusion
La actual epidemia de DENV en Latinoamérica registra el mayor nimero de casos de la historia,
con cerca de 2°600.000 casos y 1.026 muertes reportadas (84). Particularmente en Colombia,
durante la presente epidemia se registraron més de 150.000 casos acumulados hasta la fecha,
siendo esta una de las peores epidemias de DENV registradas(60). Durante esta epidemia y por
primera vez en Colombia, se detectd una alta prevalencia de DENV, ZIKV y CHIKV en

donantes de sangre incluso en ciudades no endémicas (Bogota y Manizales).

En Cartagena, ciudad en la que se identifico mayor prevalencia de DSI, se han reportado un total
de 2.121 casos de DENV, y en la region Caribe (a la cual pertenece Cartagena ) mas de 49.000
casos de DENV (60); este gran numero de casos acumulados en la poblacion de esta region sea
quiza la razén por la que se encontr6 este numero de casos de DSI en esta ciudad. Por otro lado,
existen estudios que también han evidenciado una alta prevalencia en DS de estos arbovirus, por
ejemplo un estudio transversal en Arabia Saudita, durante una epidemia de DENV report6 una
prevalencia del 5% de este virus en DS (26), y para el caso de ZIKV, un estudio retrospectivo

en Brasil durante la gran epidemia del 2016 reportd una prevalencia del 2.7% en DS (28)

Aunque los serotipos 2 y 1 de DENV fueron los méas prevalentes, se identificd algunos DSI con
los serotipos 3 y 4, por ende, la circulacion actual de los cuatro serotipos en el pais continda
siendo evidente, de hecho, en Colombia ya se ha reportado el analisis de pooles de mosquitos en
los que se detectan los cuatro serotipos de DENV, siendo DENV-2 el serotipo méas predominante

(50%), seguido por DENV-1 (35%) (85).

A pesar de que para CHIKV y ZIKV no se encuentra reportado un alto nimero de casos

sintomaticos en el pais, la confirmacion molecular de la circulacion de estos virus en DS
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evidencia la posibilidad de que una proporcion de los casos de DENV que fueron confirmados
por clinica durante esta epidemia, pudieron atribuirse a casos de CHIKV o ZIKV ylo
coinfecciones entre los tres virus. En este sentido, si bien es claro que sintomas clinicos
inespecificos como fiebre, dolor de cabeza, escalofrios, prurito, exantema, artralgias y mialgias
son comunes entre los tres virus (86,87), existen otros sintomas que discriminan mas la etiologia
de un infeccion por alguno de los tres arbovirus como el dolor en las articulaciones que se
presenta en hasta en el 92% de los pacientes que cursan con una infeccion por CHIKV (88) y la
conjuntivitis no purulenta en el caso de una infeccion por ZIKV(87). Interesantemente, en el
presente estudio en el que se reportd ZIKV y CHIKV en DSI, se identificé conjuntivitis no
purulenta en 4 (6.9%) DSIE que es un sintoma discriminatorio de una infeccion por ZIKV y en 8
(14%) DSIE se identificé dolor articular, que es un indicativo de infeccién por CHIKV.
Adicionalmente, otros 6 (10.3.%) DSIE manifestaron dolor en los ojos; respecto a esto, se
postula que el dolor en los ojos pudo haber estado acompafiado de conjuntivitis, pero el DSIE al

no haber tenido una valoracion médica en el momento, pudo haber omitido este sintoma.

Curiosamente, ademas de haber observado una prevalencia de DSI con DENV en las ciudades
endémicas como Cartagena, se identifico también DSI con DENV en zonas no endémicas. Para
identificar una relacion a con estos casos de arbovirosis en ciudades no endémicas, se identifico
que, en Bogota, 6 de los 7 DSIE manifestaron haber estado en lugares endémicos, es decir, estos
DSIE tenian un nexo epidemioldgico. Expuesto esto, este tipo de casos podrian existir en tanto
los DS se movilicen de areas templadas no endémicas hacia areas tropicales endémicas (en
especial en época de fiestas culturales) en dias previos a la donacion; de hecho arbovirus como
DENYV son responsables de una elevada proporcion de sindromes febriles agudos relacionados

con los viajes (89).
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Como evidencian los resultados, algunos de estos DS presentaron infecciones con mas de un
virus, inclusive se detectd un DSI con 4 virus coinfectantes. Estudios comprueban que mosquitos
hembra de Ae aegypti pueden infectarse con DENV, ZIKV y CHIKV vy transmitir estos virus
simultaneamente(90); en Armenia se identific6 en un DSI DENV-2, ZIKV y CHIKV,
coinfeccion que ya ha sido reportada(90), no obstante, tampoco se descarta que estas
coinfecciones se produzcan por la picadura simultanea de varios mosquitos que pueden estar
circulando con distintos virus. Ademas, también se encontraron coinfecciones ya reportadas
entre DENV y ZIKV como las vistas en la ciudad de Cali (91) y un reciente estudio realizado
en la frontera Colombo-Venezolana que identifico coinfecciones arbovirales entre DENV, ZIKV

y CHIKV(92) .

Ahora bien, adicional a la identificacion molecular de estas infecciones arbovirales, la encuesta a
los DSIE mostro el dolor de cabeza (38.9%) como el sintoma mas frecuente, lo cual concuerda
con otros estudios que reportan la presencia de este sintoma en hasta el 73% de los pacientes(93).
Otros sintomas como el exantema (identificado como sarpullido en la encuesta), dolor en los
huesos y dolor abdominal encontrados frecuentemente en infecciones arbovirales también fueron
identificados(94). Para el caso de la fiebre, se considera que el total de DSIE que manifestaron
este sintoma puede estar subestimado ya que en la mayoria de los casos el DSIE no tuvo una
valoracion cuantitativa de su temperatura, a pesar de esto, los resultados de la encuesta sugieren
que la mayor parte de los DSIE cursaron la infeccién de una manera subclinica ya que una gran
parte de los que no presentaron sindrome febril, presentaron algin otro sintoma, en lo que
respecta a este porcentaje de pacientes subclinicos ya existen estudios en los que se evidencian
proporcionaes similares de pacientes subclinicos (95,96) . La importancia de estos donantes que

cursan con una infeccién subclinica radica en que estos pueden desarrollar altas viremias capaces
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de infectar a mosquitos que pueden introducir estos virus en nuevas poblaciones (81); un ejemplo
claro de esto serian los DS que se movilizaron de &reas no endémicas a endémicas y se
infectaron; de hecho, en Colombia se encuentra reportada la presencia de mosquitos Ae aegypti a
2.300 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m)(83), altura superior a la de algunas ciudades no
endémicas como Manizales. Ademas de esto, estas personas que cursan una infeccion arboviral
de manera subclinica o asintomatica, que generalmente son infecciones primarias(97), pueden
desarrollar inmunidad protectora cruzada, por un periodo corto de tiempo, posteriormente las
infecciones secundarias que puedan desarrollar estas personas pueden ser mas severas que la
primera infeccion(98) por fendmenos ampliamente descritos como la amplificacion de la

infeccion dependiente de anticuerpos (99,100).

Algo que se resalta es que, en el momento de realizar las encuestas, se identifico un DSI con
CHIKV que manifest6 haber presentado dolor en las articulaciones y adicionalmente, manifesto
que ya habia presentado esta infeccién por CHIKV tiempo atras (datos no mostrados). Aunque
hasta el momento no se encuentran reportadas reinfecciones con CHIKV (101,102), no se
detectd que puedan existir infecciones no sensibilizantes para el sistema inmune, y por ende
cuando una persona se vuelva a infectar pueda haber una patologia. Se postula esta hipétesis con
base en estudios realizados recientemente en Colombia en los que se identifican que las cepas de
CHIKV que circulan en el territorio son de origen asiatico, sin embargo, existen subclados
filogenéticos independientes entre estas que muestran mutaciones en las proteinas nsP2, nsP3 y

C que pueden tener consecuencias en la patogénesis de esta infeccion (103).

Enfatizando el tema de las infecciones secundarias, es claro que estas infecciones secundarias
heterotipicas son el mayor factor de riesgo para el desarrollo de una infeccion severa con

DENV(104), y aunque pueden existir infecciones primarias en las que se evidencia severidad de
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la enfermedad, no es lo més frecuente, por lo general las infecciones primarias por FD se
desenvuelven de una manera leve(105). En este sentido, para tratar de identificar los DSIE con
dengue que pudieron haber desarrollado severidad en el curso de la FD, se incluyo en la encuesta
el dolor abdominal, ya que este es sugestivo de una complicacion en la FD(80). Como se muestra
en los resultados, solo 3 (5.2%) DSIE con DENV presentaron dolor abdominal, resultado que es
plausible en nuestro grupo de DSIE ya que la mayoria nunca habia presentado infeccién

sintomatica por DENV.

Algo que llamé la atencién de este estudio es que DENV-2 no exhibi¢ diferencias significativas
en ninguna ciudad, basados en dichos resultados, aqui se postula que DENV-2 se pueda estar
adaptando mejor al vector que otros serotipos de DENV e inclusive que CHIKV y ZIKV, de
hecho, ya se encuentran reportes en los que se evidencia que particularmente las infecciones por
DENV-2 en mosquitos Ae. albopictus modulan la expresion de genes sensibles en la inmunidad
contra el DENV(106). En el caso de Colombia, ya se encuentra reportada la circulacion de
mosquitos Ae. Albopictus infectados naturalmente con DENV-2 (cepa asidtico-americana),
teniendo en cuenta esto y que los mosquitos Ae. Albopictus puede sobrevivir a latitudes mas
altas que los mosquitos de Ae. Aegypti(107), es plausible pensar en que puedan estar circulando
mosquitos infectados con DENV-2 de Ae. Albopictus en ciudades que se consideran no
endémicas, como Manizales que se encuentra a 2.200 msnm, solo 216 msnm por debajo de la
ciudad con mayor altura en la que se ha registrado la circulacién de mosquitos infectados con

DENV (83).
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8. Conclusiones.

Los datos obtenidos de la poblacion de estudio indicaron una proporcion similar de hombres
(53.7%) y mujeres (46.3%) y un promedio de edad de 36.9 afios. la mayor parte de los DSIE
fueron O y A positivo. De estos, todos donaron glébulos rojos, alrededor del 50% doné plasma

fresco congelado y solo una cuarta parte doné plaquetas y/o crioprecipitados

Durante esta epidemia de DENV en Colombia, los resultados sugieren que Cartagena y Armenia
son las ciudades en donde mé&s se pueden encontrar DSI; adicionalmente, se encontré que
arbovirus como el DENV, ZIKV y CHIKV circulan en ciudades tanto endémicas como no

endémicas.

Para el caso de DENV, todos los serotipos (DENV-1 a DENV-4) se encuentran circulando

actualmente en el territorio nacional, siendo los serotipos dos y uno los mas prevalentes.

Por otro lado, las coinfecciones que estos arbovirus se evidencian inclusive en areas no
endémicas, probablemente porque estas areas no endémicas se encuentren a distancias cortas de
lugares que son hiperendémicos y los DS que residen en estas areas no endémicas se movilizan a
estos lugares endémicos por periodos cortos en los que pueden ser inoculados con el virus por
parte del vector, sin embargo, otra hipétesis estaria en la posibilidad de que vectores de estos
arbovirus como el mosquito Ae. Albopictus puedan ya estar circulando y trasmitiendo el virus en

lugares que antes se consideraban no endémicos como Manizales.
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El, 44.82% de los DSIE cursaron la infeccion de una manera subclinica, en el caso de DENV
esto es importante en tanto estas personas pueden desarrollar una inmunidad a corto plazo contra
otros serotipos que pueda contribuir a una infeccion méas severa durante una reinfeccion por otro
serotipo a largo plazo. Por otro lado, estos pacientes subclinicos y asintométicos pueden ocupar
un rol clave en la introduccion de estos virus en &reas virgenes para estos arbovirus, ya que

pueden desarrollar viremias lo suficientemente altas como para infectar a los mosquitos.

Para el caso de CHIKV, podrian existir infecciones no sensibilizantes para el sistema inmune que

puedan ocasionar una reinfeccion posterior.

La prueba de chi cuadrado permitio identificar la existencia de una diferencia significativa en la
circulacion de estos arbovirus entre zonas endémicas y no endémicas, mas especificamente, al
comparar los virus por separado, se identifico que esta diferencia de arbovirus entre ciudades

endémicas y no endémicas esta dada por las diferencias entre DENV-1y CHIKV.

La prueba z permiti6 evidenciar arbovirus como DENV-2 en los que no se encontrd diferencias
significativas en la frecuencia entre ninguna de las areas endémicas y no endémicas, este
resultado pudo estar atribuido a una alta circulacion de este serotipo en las areas endémicas
cercanas a las zonas no endémicas, no obstante, no se descarta la posibilidad de que DENV-2 se
pueda adaptar mejor al vector que los otros arbovirus en lugares semi templados que se

encuentren en alturas relativamente altas.

Finalmente, se evidencia la necesidad de implementar politicas de salud publica para
implementar el tamizaje de DENV vy otros arbovirus en zonas endémicas y no endémicas, en

especial en tiempos de epidemia como el que cursamos actualmente.
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9. Recomendaciones

En el anélisis de la prevalencia total de ZIKV en lo corrido del estudio, se encontr6 una aparicion
de 11 DSI con ZIKV en las Ultimas tres semanas de recoleccion de muestras del estudio en una
de las ciudades no endémicas (Manizales) y en ciudades endémicas como Cali y Medellin, justo
después de las fiestas culturales de fin de afio que se realizan en Colombia. Se sugiere que la
aparicion de brotes de estos arbovirus se podria predecir realizando este tipo de seguimientos
(obtencion de una muestra y deteccion del virus) en DS asintomaticos y con esto se podrian
realizar controles vectoriales anticipados a la aparicion de un mayor nimero de casos en esa

Zona.

Se necesitan més estudios para confirmar una posible circulacion del vector (Ae. Albopictus
especialmente) de estos arbovirus en areas no endémicas como Manizales, en las que, si bien se
encuentran a alturas superiores a las arenas que se han reportado vectores capaces de transmitir
el virus, se reportaron DSI. Si bien estos DSI pudieron haberse infectado en viajes cortos a zonas
endémicas de la region, no se debe descartar la posibilidad de que ya exista una transmision
autoctona en estos lugares, en especial de DENV-2 en el cual no se encontraron diferencias

significativas en la frecuencia de ninguna ciudad.

Se sugiere una implementacion de politicas de salud publica que prevengan que estos
hemocomponentes infectados se transfundan a receptores; se resalta que en nuestro caso ningun

componente fue transfundido ya que todas las unidades de DS pertenecientes al estudio fueron
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puestas en cuarentena mientras se descartaba la presencia de estos arbovirus en estas. Una de
estas medidas podria estar dirigida a la inclusion de estos arbovirus en el tamizaje de
enfermedades infecciosas que se realizan de rutina a los donantes de sangre al menos durante los
periodos de epidemia; otra medida adoptada por otros paises para estos casos consiste en poner
en cuarentena todas las unidades por un plazo de hasta 5 dias en el que el DS no reporte ningln
sintoma compatible con arbovirosis (108), sin embargo, cuando hay escasez de componentes
sanguineos estas cuarentenas no se pueden cumplir en la mayoria de los bancos de sangre, por
ende, otra solucién prometedora podria estar en la aplicacion de métodos para la reduccion de

patégenos en los componentes sanguineos.

aunque la estabilidad de los viriones maduros de estos arbovirus pueda afectarse a bajas
temperaturas como las usadas para almacenar los componentes sanguineos, ya se encuentran
reportados casos de estos virus transmitidos por trasfusion sanguinea, el paso a seguir podria
estar enfocado en realizar un seguimiento a los receptores de estas unidades infectadas en
Colombia. Por ahora, el presente fue el primer estudio en Colombia en reportar prevalencia de
estos arbovirus en DS que realizaron su donacion en bancos de sangre de zonas endémicas y no

endémicas.
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11. Anexos

Anexo 1. Encuesta realizad a los DSI por via telefénica.
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Asesoria post-test (telefonica o personal) a donantes que resulten positivos
para dengue, Zika o Chikungunya (Universidad El Bosque y Cruz Roja
Colombiana).

El siguiente parrafo debera ser mencionado por el funcionario de la Cruz Roja durante
la lamada

telefénica al donante:

Usted doné sangre en nuestro banco de sangre hace unos dias y aceptd participar en un
estudio para determinar la frecuencia de virus dengue, Zika v Chikungunya en donantes de
sangre en Colombia.

Por lo anterior, hemos realizado pruebas para estos virus en una muestra de su sangre, v se
obtuvo un resultado positivo para el virus

Estos virus se transmiten a través de las picaduras de mosquitos infectados. En caso de
tratarse de virus dengue o Chikungunya, ésto no representa en este momento riesgo para su
salud. Sin embargo, para evitar la trasmision de estos virus a través de la sangre, es
recomendable no donar sangre en los 15 dias siguientes de haber regresado de una zona de
transmisién de estos virus, v le recomendamos tomar medidas de proteccién contra las
picaduras de mosquitos.

En caso de tratarse de virus Zika, ademas de que puede ser trasmitido por la picadura de
mosquitos infectados, también se puede transmitir por via sexual. Cuando una mujer
embarazada se infecta por cualesquiera de estas vias, puede transmitir el virus al fruto de la
gestion v hay riesgo de malformaciones en el feto.

El periodo de riesgo de trasmitir el virus a otra persona de manera directa a través de contacto
sexval o de manera indirecta a través de la picadura de un mosquito puede ser de hasta 120
dias.

Por esto es muy importante que usted considere si en su caso, esta situacion puede
presentarse. ;Por favor, podria tomarse un momento para pensarlo v luego podria indicarme
1 esta situacién puede presentarse en su caso?

En caso de una respuesta positiva, debe indicarse que la mujer gestante en riesgo potencial
debe consultar a su servicio médico y manifestar que puede estar en niesgo de haber contraido
virus Zika para su diagnostico y manejo.

Para evitar la transmision del virus Zika por via sexual se recomienda abstencion o relaciones
sexuales con condoén por 3 meses y evitar un embarazo en las 8 semanas siguientes a la fecha
en que el virus fue detectado.

Adicionalmente, hay que informar que, debido a la positividad para virus Zika, se tomaran
con el donante las siguientes acciones:
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1. Seran diferidos para donar sangre por 120 dias.
2. Los componentes sanguineos obtenidos de su donacién seran descartados.

3 Si alpuno de los componentes sanguineos obtemidos durante su donacion fue
transfundido, el servicio transfusional y el médico tratante que ordend la transfusion seran
contactados por parte del banco de sangre para informar del resultado positivo para virus
Zika, para que se realice la respectiva investigacion en el receptor de la transfusion, con
especial énfasis en mujeres gestantes dado el riesgo de malformaciones graves en el feto.

La informacién sobre el resultado de estas pruebas para virus dengue, Zika y Chikungunya
serin informadas al sistema nacional de hemovigilancia del Instituto Nacional de Salud
(SIHEVT), como parte del protocolo de vigilancia de donantes de sangre.

Adicionalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos v para fines del proyvecto de
investigacidn, es necesario conocer si Usted presentd o ha presentado algin sintoma que
pueda estar relacionado con los virus del dengue, zika o Chikungunya, después de haber
donado sangre.

La informacién se relaciona unicamente con estos virus v no con los marcadores de
infecciosas que normalmente se realizan en la sangre donada, los cuales, a propésito,
resultaron normales en su caso.

Esto nos tomard aproximadamente 5 minutos de su tiempo, jacepta Usted responder esta
pregunta?
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Cuestionario (para ser aplicado personal o telefonicamente) a los
donantes de sangre que resulten positivos para dengue, Zika o
Chikungunya (Universidad El Bosque v Cruz Roja Colombiana)

11. ;Ha visitado un lugar distinto a su ciudad de residencia en los iltimos tres meses?
12. ;Qué lugar visito en los ltimos tres meses?

13. ;Ha tenido fiebre o escalofrios en los tltimos 15 dias?

14. ;Ha tenido alguno de los siguientes sintomas en los ultimos 15 dias?
*Malestar General

*Dolor de Cabeza

*Dolor de Ojos

*Dolor de huesos

*Dolor abdominal

*Brote o sarpullido

*Conjuntivitis

*Dolor en las articulaciones

*Ninguno de los anteriores

15. ;Ha tenido infeccién por virus Zika alguna vez en su vida? (s responde No, pasar a la
pregunta 17)

16. Si respondidé afirmativamente la anterior pregunta, jhace cuintos meses tuvo infeccion
por virus Zika?

17. ;Ha tenido infeccién por el virus Chikungunya alguna vez en su vida?

18. Si respondio afirmativamente la anterior pregunta, ;hace cuantos meses tuvo infeccion
por virus Chikungunya?

19. ;Ha tenido dengue alguna vez en su vida?

20. Si respondié afirmativamente la pregunta anterior, ;cudntas veces se ha enfermado de
dengue en su vida?

21. ;Hace cuanto fue el episodio mas reciente de dengue?
22. ;Como se enterd de que tenia dengue?
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23 jAlguna persona con las que usted convive actualmente, ha tenido dengue, Zika o
Chikungunya en el dltimo mes, ;0 ha presentado algunos de los sintomas mencionados en
las preguntas 13 y 147

24, 5i respondié SI a la pregunta anterior, jpor cuil(cuiles) de los siguientes ha afectada
alguna de las personas con las cuales usted convive? Puede marcar mas de una opcidn.
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Anexo 2. Resultado de un gel de electroforesis en gel de agarosa al 2% en el que identificamos
DSI con DENV1 en la ciudad de Medellin.

4 AL y 44 .o K% *k*k*k + ++ ++ 4 ++ +
MP 637 638 6-35° 6-40" 641 642 641 644 645 646" 649 NEGINEG2 MP D1 D2 D3 D& WP

‘ 3 3 Amplicén esperado para
- - - los serotipos de DENV
- = pos en la segunda ronda:
m - = ‘v = | DENVI:211pb
oy - DENV2: 119 pb
- P -
& X DENV?3: 288 pb
200 pb g -

DENV4: 266

*Muestras de pacientes, ** control negativo de la primera ronda, *** control negativo de la
segunda rona, + marcador de peso molecular (100 pb), ++ controles positivos para cada serotipo
(DENV1, DENVZ2, DENV3 Y DENV4)

Nota: el tamafio de los productos de las muestras amplificadas concuerda con el tamafio esperado
para DENV1 (211 pb)
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Anexo 3. Numero de muestras que se reportaron por ciudad que se recolectaron en cada semana

epidemioldgica
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