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Resumen 
La Fiebre de Chikungunya es una enfermedad febril aguda causada por el 

virus Chikungunya (CHIKV), transmitida al hombre por los mosquitos Aedes 

aegypti y Aedes albopictus. En 2013, se registró por primera vez la circulación 

de este virus en las Américas, lo cual expuso a Cuba a un nuevo contexto 

epidemiológico, ya que posee una población altamente susceptible, la 

presencia de los vectores principales y mantiene un amplio intercambio con 

países de la región. De esta forma, se hizo imprescindible instaurar la 

vigilancia molecular del CHIKV, para conocer los genotipos importados en 

Cuba, su relación genética, origen y posibles implicaciones epidemiológicas. 

La estrategia utilizada consistió en la amplificación de la región E1 del genoma 

viral, a partir de muestras de suero colectadas en 2014, positivas a CHIKV 

mediante la técnica de PCR en tiempo real. La secuenciación nucleotídica de 

los productos amplificados mediante la metodología Sanger, permitió la 

obtención de nueve secuencias provenientes de casos importados. El análisis 

filogenético se realizó con el programa MEGA 6, y el mismo evidenció que las 

secuencias obtenidas pertenecían al genotipo Asiático, introducido en las 

Américas desde el año 2013. La estrecha relación genética observada entre 

las secuencias de este estudio y otras de la región, constituyó un resultado 

esperado dado el contexto epidemiológico de la región. Asimismo, se 

detectaron mutaciones (V226A y K211E) relacionadas con una mejor 

capacidad replicativa del virus en el mosquito Aedes aegypti, el cual constituye 

el vector principal en Cuba, y con un posible mecanismo de escape a la acción 

de los anticuerpos neutralizantes.  
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1. Introducción 
La Fiebre de Chikungunya (CHIKF, del inglés chikungunya fever) es una 

enfermedad febril aguda, que inicialmente se registró en el este de África, y que a 

partir del 2004 se expandió por las Islas del Océano Índico, muchas regiones del 

sudeste de Asia y las Américas (1). Esta es causada por el virus Chikungunya 

(CHIKV), el cual pertenece al género Alfavirus, familia Togaviridae y se transmite 

fundamentalmente por los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus (2, 3). El 

CHIKV se puede transmitir mediante ciclos selváticos (enzoóticos) que incluyen 

mosquitos arbóreos y primates no humanos, o a través de un ciclo urbano donde 

los mosquitos peridomésticos transmiten la enfermedad a los humanos (4).  

Los síntomas primarios de la infección por CHIKV son fiebre alta (>38.5°C) y dolor 

intenso en las articulaciones. Dichos síntomas desaparecen usualmente entre una 

o dos semanas luego del comienzo de la fiebre, pero una gran proporción de 

pacientes continúan padeciendo de artralgia y artritis de forma crónica y 

persistente por varios años (5). Actualmente, esta enfermedad no cuenta con una 

vacuna o una terapia antiviral disponible, por lo que, en el manejo del paciente 

solo se usan analgésicos y antiinflamatorios para reducir el dolor (6). 

El CHIKV es un virus envuelto que contiene una cadena positiva de ARN de 

aproximadamente 11,7 Kb, la cual codifica para cuatro proteínas no estructurales 

(nsP1- 4) y tres proteínas estructurales principales (cápside y glicoproteínas de la 

envoltura E1 y E2). Las proteínas nsP son las responsables de la replicación del 

ARN y de la modulación de la respuesta celular antiviral (7), mientras que las 

proteínas estructurales tienen un papel importante en el ciclo replicativo del CHIKV 
(8) (Anexo 1).  

Los estudios filogenéticos realizados a nivel de genoma completo han mostrado la 

existencia de tres genotipos para el CHIKV: genotipo ECSA (del inglés East-

Central-South-African), genotipo Africano Occidental y genotipo Asiático, y dentro 

del genotipo ECSA existe un linaje denominado Océano Índico (IOL, del inglés 

Indian Ocean Lineage) (9). Los genotipos ECSA y Africano Occidental son 

endémicos y causan epidemias en ciclos selváticos en África sub-sahariana, 



 

2 
 

mientras que el genotipo Asiático circula en ciclos de transmisión urbanos en el 

sudeste de Asia. Por otra parte, el linaje IOL se ha asociado como el responsable 

de las grandes epidemias ocurridas en las Islas del Océano Índico (principalmente 

en la Isla francesa La Reunión) y Asia entre 2005 y 2011 (10). Durante la epidemia 

en La Reunión se demostró la existencia de cambios nucleotídicos en las cepas 

del linaje IOL, que propiciaron una mejor adaptación del virus en el mosquito 

Aedes albopictus (11). Por lo tanto, esta nueva habilidad para usar a Aedes 

albopictus como un vector eficiente tuvo grandes implicaciones epidemiológicas ya 

que le permitió a este virus la propagación hacia regiones templadas donde Aedes 

aegypti no habita de forma natural.  

El CHIKV se aisló por primera vez luego de la epidemia ocurrida en las costas de 

Mawia, Makondo y Rondo (actual Tanzania) durante 1952-1953 (12). Desde 

entonces, se han documentado brotes en África y Asia, incluyendo el 

subcontinente Indio (13). En 2005, el CHIKV emergió desde el este de África 

causando una explosiva epidemia urbana en importantes destinos turísticos de las 

Islas del Océano Índico (14). A finales de 2005 este virus se propagó en el 

subcontinente Indio afectando a millones de personas (15). A partir de 2006, dicho 

virus ha sido importado en Europa y en el Hemisferio Occidental (incluyendo EUA) 

a través de muchos viajeros infectados, tal es el caso de una epidemia ocurrida en 

Italia, la cual se inició por un viajero procedente de India (16).  

En diciembre de 2013, se reportó por primera vez la presencia de CHIKV en las 

Américas, particularmente del genotipo Asiático, en la Isla caribeña de San Martín 
(17). Posteriormente, este virus se propagó hacia otras regiones del Caribe, 

América Central y Suramérica (18), reportándose en algunas zonas de Brasil 

transmisión autóctona(19). Hasta octubre de 2015, en las Américas se habían 

reportado alrededor de 1 700 000 sospechosos, confirmándose transmisiones 

autóctonas en 23 territorios de dicha región (20, 21). 

Cuba al pertenecer a la Américas, no estuvo exenta de esta enfermedad, sobre 

todo porque poseía una población altamente susceptible y la presencia de los 

principales vectores que transmiten el CHIKV. Además, el amplio intercambio de la 
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Isla con los países de la región facilitó la ocurrencia de casos importados del virus, 

que junto a la circulación existente de los virus del dengue, se generó una 

situación epidemiológica desfavorable en Cuba. En este contexto, se hizo 

necesario llevar a cabo la Vigilancia Molecular del CHIKV en Cuba, principalmente 

para conocer los genotipos importados, su relación genética, posible origen y los 

impactos que tendrían en la dinámica de transmisión. 
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1.1. Objetivos 

Objetivo general 

• Describir la epidemiología molecular del virus Chikungunya en Cuba 

durante el año 2014. 

 

Objetivos específicos: 

 

• Establecer el origen y la relación genética de los virus Chikungunya 

circulantes en Cuba durante el período de estudio, mediante análisis 

filogenéticos. 

• Identificar en las cepas cubanas cambios aminoacídicos con posible 

impacto en la epidemiología de la enfermedad durante el período de 

estudio. 
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2. Revisión bibliográfica  
2.1. Definición y distribución histórica de la Fiebre de Chikungunya 

La CHIKF es una enfermedad febril aguda que es transmitida al hombre 

principalmente por los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus (2, 3). Esta 

enfermedad no cuenta con una vacuna o terapia antiviral disponible, por lo que, el 

manejo de los paciente solo se centra en la administración de analgésicos y 

antiinflamatorios para mitigar los síntomas (6).  

Desde hace siglos existen varios documentos descriptivos de las epidemias 

ocurridas en diversas regiones del mundo y que son compatibles con las 

manifestaciones clínicas de la CHIKF (22, 23). Sin embargo, no es hasta la epidemia 

ocurrida entre 1952-1953 en el suroeste de Tanzania que se identificó por primera 

vez al CHIKV como agente causal (24). El término Chikungunya proviene del 

lenguaje Makondo, una lengua hablada por las personas de Tanzania, y que 

significa ʽʽencorvarseʼʼ, el cual está referido a la postura que adopta el paciente 

debido a los fuertes dolores en las articulaciones, síntoma característico de esta 

enfermedad (12). 

Poco después de su descubrimiento en el este de África, se detectaron varias 

infecciones humanas en Uganda, donde el mosquito arbóreo Aedes africanus 

estaba naturalmente infectado con el CHIKV (25). Este hecho constituyó  la primera 

evidencia de su transmisión a través de un ciclo selvático. Posteriormente, el 

CHIKV se ha mantenido circulando en un ciclo enzoótico entre primates no 

humanos y mosquitos arbóreos en África (26).  

La primera epidemia ocurrida en Asia se evidenció en 1958 en Tailandia (27), 

donde el CHIKV se ha mantenido históricamente en un ciclo urbano, 

transmitiéndose a los humanos a través del mosquito Aedes aegypti, y en menor 

medida por el Aedes albopictus (28). 

En el año 2004, la epidemiología de la CHIKF mostró un cambio dramático con la 

emergencia de una nueva cepa epidémica en el este de África, específicamente 

en las costas de Kenia (29, 30). En el 2005, el virus se propagó hacia las islas del 

Océano Índico, donde ocurrieron las mayores epidemias de CHIKF, siendo la 
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epidemia de la isla francesa La Reunión la mejor estudiada, con un índice de 

ataque global de aproximadamente 1/3, es decir, un tercio de la población fue 

infectada (31, 32). Los estudios moleculares realizados posteriormente, evidenciaron 

la circulación de cepas pertenecientes a un nuevo linaje, denominado Océano 

Índico, por su detección inicial en dicha área geográfica (4). Este nuevo linaje 

presentaba ventajas adaptativas para una transmisión más eficiente del CHIKV en 

el mosquito Aedes albopictus (33). 

Dichas ventajas adaptativas propiciaron la ocurrencia de casos importados en 

regiones donde anteriormente no se había detectado la circulación del CHIKV, tal 

es el caso de Francia (34-36), Alemania (37), Suiza (38) y Noruega (39). De manera 

alarmante, en el año 2006 se registraron más de 1000 casos importados en 

Europa, siendo Italia y Francia los países con mayor riesgo debido al número de 

visitantes que reciben desde regiones con transmisión activa, principalmente de 

visitantes virémicos procedentes de la India (40). Por consiguiente, en el año 2007 

se evidencian los primeros casos autóctonos en Europa, fundamentalmente en 

Italia, donde la epidemia se inició a partir de un individuo que regresaba a Europa 

luego de un viaje a la India (41). Posteriormente, en septiembre de 2010 se registró 

la transmisión autóctona de CHIKV en el suroeste de Francia, con dos casos 

confirmados (36, 42).  

Entre el 2006 y 2011, a pesar de contar con abundantes poblaciones de mosquitos 

Aedes, solo se detectaron casos importados de CHIKV en Norteamérica, Canadá, 

Guyana Francesa, Brasil, Martinica, Guadalupe, Nueva Caledonia y Australia (43-

45). Esto pudo ser debido en parte a la vigilancia activa que se le realizó a cada 

uno de estos casos importados o a que la dispersión del virus en la población fue 

impedida por razones entomológicas o ecológicas desconocidas (46). Sin embargo, 

en octubre de 2013 se detecta por primera vez la circulación local del CHIKV en 

las Américas, inicialmente en la isla de San Martín y posteriormente en el resto de 

los países del Caribe, en todos los de Centroamérica y en la mayoría de los de 

Suramérica (47).  
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2.2. Características generales del virus Chikungunya 
2.2.1. Clasificación, estructura y organización del genoma 
El CHIKV es un virus transmitido por artrópodos (Arbovirus) que pertenece al 

género Alfavirus, familia Togaviridae (48). Este virus es uno de los miembros del 

complejo antigénico virus Semliki Forest, junto a otros alfavirus que se encuentran 

en África (virus O´nyong-nyong), en Suramérica (virus Mayaro) y en la región 

Australia/Oceanía (virus Ross River), los cuales causan artropatía aguda en 

humanos (49, 50). 

El virión tiene una cápside icosaédrica rodeada por una membrana lipídica y un 

diámetro de 60-70 nm a pH neutro. Es sensible a la desecación y a las 

temperaturas mayores a los 58 °C (51, 52).  

El genoma viral está compuesto por una sola cadena de ARN y de polaridad 

positiva con aproximadamente 12 Kb (52). Dicho genoma consiste de una región no 

traducible 5´metilada seguida de dos marcos abiertos de lectura independientes 

(ORFs, del inglés Open-Reading Frames), y de una señal de poliadenilación en el 

extremo 3´. El ORF 5´ es traducido a partir de un ARN genómico y codifica para 4 

proteínas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4), las cuales están 

involucradas en la replicación viral (53). Por otra parte, el ORF 3´ es traducido a 

partir de un ARN subgenómico 26S, el cual codifica para una poliproteína que es 

procesada en proteína de la cápside (C), dos glicoproteínas de la envoltura (E1 y 

E2) y dos péptidos pequeños (E3 y 6k) (8, 54). Dichas proteínas estructurales son 

necesarias para la formación de la cápside y envoltura viral (7, 55). 

2.2.2. Replicación viral 

El ciclo replicativo del CHIKV es rápido ya que tarda alrededor de 4 horas (51, 52).El 

mismo ocurre en el citoplasma tanto de las células de vertebrados como en las de 

insectos, y en estrecha relación con el aparato de Golgi (46).  

El primer paso en la infección es la unión del virus a un receptor celular en el 

hospedero (56, 57), el cual debe ser conservado entre las especies que infecta, 

porque el CHIKV es capaz de replicarse en un amplio rango de tipos celulares 

tanto in vivo como in vitro. Dicha unión al receptor es facilitada por la glicoproteína 
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E2 (58, 59), principalmente por los dominios A y B, los cuales poseen sitios 

probables de unión al receptor (8, 60).  

Los Alfavirus son generalmente internalizados a través del proceso de endocitosis 

mediado por vesículas recubiertas de clatrina (61, 62), el cual es un proceso 

constitutivo dentro de las células de mamífero (63, 64), y consiste en una 

invaginación e incisión de la membrana para formar una vesícula recubierta de 

clatrina, la cual contiene en su interior al virus (65). Posteriormente, las vesículas 

son trasportadas al interior de la célula, donde luego las moléculas de clatrina se 

disocian y el virus es liberado en los endosomas. El ambiente a bajo pH de los 

endosomas propicia la ocurrencia de cambios conformacionales dentro de las 

glicoproteínas E1/E2, lo cual permite la fusión de la membrana viral con la 

membrana endosomal (66-68). 

Luego de la endocitosis, el virus es liberado en los endosomas tempranos, donde 

aproximadamente 40% de las partículas se fusionan dentro de los 10 segundos 

posteriores a la liberación en los endosomas. Más 95% de todos los eventos de 

fusión del CHIKV ocurren dentro de los compartimentos de los endosomas 

tempranos (69). Esto se encuentra en correspondencia con lo evidenciado por otros 

estudios, los cuales muestran que la infección por el CHIKV es dependiente de los 

endosomas tempranos pero no de los endosomas tardíos (70). Sin embargo, en las 

células de mosquito, la infección del CHIKV es dependiente de la integridad de los 

endosomas positivos a Rab5 y Rab7, lo cual es indicativo de la ocurrencia de 

fusión en los endosomas tardíos (71). Una posible explicación a esta discrepancia 

puede ser la existencia de una variabilidad en el pH endosomal entre las células 
(69, 72).  

Los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de fusión de membranas 

se han estudiado bien en los virus Semliki Forest (SFV) y Sindbis (SINV). Dichos 

estudios sugieren que estos mecanismos moleculares son altamente conservados 

entre los Alfavirus (8, 73). Por ejemplo, al igual que el SFV y SINV (74-76), el CHIKV se 

puede fusionar con liposomas libres de receptor, lo cual indica que la fusión es 

independiente de un receptor proteico (69, 72). 
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La desestabilización del heterodímero E2/E1 de los Alfavirus se desencadena una 

vez que el virus se expone a pH ligeramente ácido en los endosomas (8, 77). Las 

histidinas juegan un papel crítico en este proceso (78, 79), y en tal sentido, se han 

identificado una serie de histidinas altamente conservadas dentro de las 

glicoproteínas de la envoltura del CHIKV, que controlan los cambios 

conformacionales dependientes del pH durante la fusión (73). Una vez que las 

interacciones E2/E1 se debilitan, el dominio B de E2 se mueve para dejar 

expuesto el lazo de fusión presente en E1 (8, 60, 80). A partir de ese momento, la 

proteína E1 adopta una forma extendida y el lazo de fusión hidrofóbico se inserta 

en la membrana diana (81-83). Para el caso del SFV, esta interacción se produce a 

pH ácido y dependiente de colesterol (81, 84, 85), donde la presencia de 

esfingomielinas estimula fuertemente la unión de E1 mediante moléculas de 

colesterol (85, 86). Esas interacciones lipídicas son similares para el CHIKV, donde 

la presencia de colesterol y esfingomielina en la membrana diana potencian en 

gran medida la fusión del virus (69, 72). 

Cuando el péptido fusión se inserta en la membrana diana, E2 continúa en 

asociación con las moléculas E1, y luego con la disminución del pH, las moléculas 

de E2 se disocian completamente, permitiendo así, la trimerización de E1 (83, 87). 

Durante esta trimerización es necesario un residuo de histidina altamente 

conservado y localizado en la posición 3 de E1, el cual actúa como un regulador 

de la trimerización inducida por pH ácido (73, 88, 89). El primer paso en la 

trimerización de E1 involucra la formación de un núcleo entre DI y DII, el cual es 

dependiente de pH ácido y de la presencia de colesterol y esfingomielina en la 

membrana diana (81, 85, 90, 91). Luego de la formación y estabilización del núcleo, el 

dominio III se pliega independientemente del pH hacia el núcleo para formar un 

homotrímero tipo horquilla (81, 90). Este proceso permite acercar las dos membranas 

opuestas, para luego fusionarlas. Posteriormente, se forma un poro de fusión que 

libera la nucleocápside, y luego el genoma viral en el citosol de la célula 

hospedera (81, 92). La liberación de la nucleocápside ocurre inmediatamente luego 

de su penetración en el citoplasma (aproximadamente 1 minuto) (93), donde la 
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proteína de la cápside interactúa con el ARN ribosomal 60S para facilitar dicha 

liberación (93-95).  

Luego de la entrada del virus a la célula, el ARN viral de polaridad positiva actúa 

directamente como ARNm, siendo traducido posteriormente a partir de dos ORFs 

para generar la poliproteína no estructural (P1234) y estructural (94). El proceso de 

traducción comienza en el extremo 5´ para generar las proteínas no estructurales, 

donde la poliproteína P1234 es cortada para así obtener la poliproteína P123 y la 

nsP4 (96, 97). La poliproteína P123 y la nsP4 forman un complejo inestable de 

replicación inicial, el cual permite sintetizar ARN de polaridad negativa (51, 98-100). 

Los productos de la poliproteína: nsP1, P23 y nsP4 forman un complejo de 

replicación dentro de las vacuolas citopáticas inducidas por virus, las cuales son 

activas en la síntesis de la cadena de ARN de polaridad negativa y del ARN 

genómico, pero no del ARN subgenómico (100-104). Luego del corte completo en 

nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4, la síntesis de la cadena de ARN de polaridad negativa 

es inactivada y el complejo de replicación se vuelve más estable y cambia hacia la 

síntesis del ARN de polaridad positiva y subgenómico (98, 99).  

El corte de la poliproteína estructural ocurre cotraducionalmente, comenzando con 

el clivaje autoproteolítico de la proteína de la cápside (105-107), donde esta proteína 

queda disponible para asociarse con moléculas de ARN recién sintetizadas ya que 

es capaz de reconocer señales de empaquetamiento presentes en la mitad 5´ del 

genoma. De esta manera, solo el ARN genómico es empaquetado en las 

nucleocápsides (108, 109). 

Durante la síntesis, el precursor de la glicoproteína E2 (PE2) y las glicoproteínas 

E1 interactúan entre sí para formar heterodímeros (110-112), los cuales se 

transportan desde el retículo endoplasmático hacia la superficie celular a través de 

su paso por el complejo de Golgi (113-115). En un estado más tardío del transporte, 

el precursor PE2 es cortado en su dominio luminal por proteasas del hospedero 

tipo furinas para generar las proteínas maduras E2 y E3 (113, 115, 116). Este corte 

induce un cambio conformacional que debilita la interacción E1-E2 (77), lo cual 

prepara al péptido fusión para que se active una vez expuesto a pH ácido (117). Las 
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interacciones entre la proteína de la cápside y el dominio citoplasmático de la 

proteína E2 dirigen el proceso de ensamblaje, donde los heterodímeros E2/E1 

forman una envoltura alrededor la nucleocápside (118-120). Durante la liberación de 

las partículas virales, los viriones adquieren una membrana bicapa derivada de la 

membrana plasmática de las células del hospedero (121-124). 

2.2.3. Proteínas virales 
2.2.3.1. Proteínas no estructurales 
 Proteína no estructural 1 (nsP1) 

La nsP1 es una proteína viral de aproximadamente 60 kDa y tiene dos funciones 

principales durante el proceso replicativo. Su dominio N-terminal contiene motivos 

Metiltransferasa (MTase) que dirigen la reacción de caperuza (125-127). Luego del 

dominio N-terminal existen regiones en tándem que permiten la asociación de la 

proteína nsP1 con las membranas del hospedero, principalmente por la 

palmitoilación (adición de un ácido graso para formar una proteína N-acilada) y por 

una hélice amfipática que actúan como anclaje para dicha unión (128-130). Durante la 

replicación, la proteína nsP1 es responsable por la adición de la caperuza 5´ en el 

ARN genómico y subgenómico luego de la preparación de las moléculas de ARN 

nacientes, debido a la actividad trifosfatasa-positiva de la proteína nsP2 (131). 

También se conoce que la proteína nsP1 es importante para la síntesis de las 

moléculas de ARN de polaridad negativa (132, 133). 

 Proteína no estructural 2 (nsP2) 

La nsP2 es una proteína viral de aproximadamente 90 kDa, la cual tiene funciones 

importantes durante la infección con el CHIKV. En células infectadas esta proteína 

se puede localizar tanto en el citoplasma como en el núcleo, donde actúa en 

múltiples actividades como son la de inducir el cese de la transcripción celular e 

inhibir la respuesta antiviral (134, 135). En el contexto de la replicación viral, nsP2 

muestra tres importantes funciones: actuando como una helicasa, una trifosfatasa 

y una proteasa. Además de estos roles, nsP2 está involucrada íntimamente en la 

supresión de la síntesis macromolecular en el hospedero (135-137). 
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La proteína nsP2 actúa como una helicasa, la cual funciona como una proteína 

motor que utiliza la energía derivada de la hidrólisis de dNTPs 

(desoxirribonucleótidos trifosfato) para desenrollar las estructuras secundarias del 

ARN formadas durante la replicación viral, en sus componente de simple cadena 
(138-140). La actividad helicasa de nsP2 es dependiente de la actividad NTPasa del 

dominio N-terminal (141). Una segunda actividad de nsP2 que específicamente 

participa en la replicación viral es la actividad RTPasa con el dominio N-terminal. 

Dicha actividad es responsable de la eliminación de los C-fosfatos del extremo 5´ 

en las moléculas de ARN nacientes de polaridad positiva, para así obtener un 

difosfato en ese extremo, lo cual permite que el ARN actúe como un sustrato para 

la reacción de caperuza mediada por nsP1 (131). El dominio C-terminal de nsP2 fue 

identificado genéticamente como la proteasa responsable del procesamiento de la 

poliproteína no estructural (132, 142) . Esta función es absolutamente esencial para la 

replicación del virus (143).  

 Proteína no estructural 3 (nsP3) 

Históricamente, la importancia funcional de la proteína nsP3 (de aproximadamente 

60 kDa) ha sido menos clara y sujeta de una examinación extensiva. La nsP3 es 

necesaria para la síntesis del ARN, ya que mutaciones en ella han mostrado 

defectos en la iniciación de la síntesis del ARN de polaridad negativa y 

subgenómico (104, 144, 145) . La proteína nsP3 tiene tres dominios: el macrodominio, 

el dominio único de Alfavirus (AUD) y la región hipervariable. La región N-terminal 

se conserva entre los Alfavirus y contiene al macrodominio (146, 147). El AUD se 

localiza en la porción central de nsP3, el cual es una región que comparte una 

fuerte secuencia de homología entre los Alfavirus. Las manipulaciones genéticas 

realizadas en este dominio han resultado en defectos en la síntesis de ARN de 

polaridad negativa y subgenómico, en el procesamiento de poliproteínas y en la 

neurovirulencia (148-150) , pero el mecanismo de estos efectos aún se desconoce. El 

dominio C-terminal de nsP3 se caracteriza por ser hipervariable, y evidencia una 

conservación pobre entre los Alfavirus en término de longitud y composición de las 

secuencias (151). Análisis mutacionales, incluído estudios de deleciones y 

duplicaciones, han indicado que la región hipervariable es grandemente tolerante 
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a cambios significativos en este dominio en modelos de cultivo de tejido, sin 

embargo, estas mutaciones a menudo resultan en la atenuación de la virulencia en 

ratones (148, 150, 152, 153) . La proteína nsP3 se conoce por ser multifosforilada (154, 155) 

y los diferentes estados de fosforilación hacen que el dominio hipervariable sea 

responsable de la formación de complejos especie específica-virus en las células 

infectadas (156). Lo anterior sugiere que el dominio hipervariable puede ser un 

determinante significativo en la patogénesis mediante su interacción con los 

factores específicos al tipo de célula (157).   

 Proteína no estructural 4 (nsP4) 

Mientras todas las proteínas no estructurales del CHIKV están involucradas en la 

síntesis del ARN viral, la proteína nsP4 (de aproximadamente 70 kDa) es la única 

responsable de las propiedades sintetizadoras del ARN del complejo replicasa 

viral. Dicha proteína contiene el dominio y los motivos del núcleo de la ARN 

polimerasa ARN-dependiente (RdRp). Aproximadamente 100 residuos del N-

terminal son únicos en esta polimerasa, mientras que los 500 residuos restantes 

evidencian la típica estructura de una RdRp con los dominios dedos, palma y 

pulgar (158, 159) . Debido a la presencia de los motivos anteriores y el mapeo de 

mutantes deficientes en la síntesis de ARN, la proteína viral nsP4 se propuso 

como una RdRd (132). Por otra parte, los mutantes truncados en el extremo N-

terminal han demostrado actividad adeniltransferasa terminal, lo cual indica un 

posible papel en la poliadenilación (159). A pesar que la proteína nsP4 es la única 

proteína viral con actividad RpRd, se conoce que la replicacion del CHIKV requiere 

de la suma de las actividades coordinadas entre las proteínas no estructurales 
(157). 

2.2.3.2. Proteínas estructurales 
 Glicoproteína de la envoltura 1 (E1) 

La membrana viral está cubierta por un enrejado proteico altamente organizado de 

trímeros del heterodímero E2/E1 (160, 161), donde E2 media la unión al receptor, 

mientras que E1 es una proteína de fusión de membrana clase II (161, 162). El 

ectodominio de E1 está compuesto de tres dominios: el dominio central I (DI), el 
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dominio II (DII) que contiene el lazo de fusión hidrofóbico, y el dominio III (DIII), el 

cual es un dominio tipo inmunoglobulina que se conecta al dominio 

transmembrana mediante una región tallo de 28 residuos (8, 60, 78, 163). 

Durante la fusión, la proteína E1 se inserta en la membrana diana a través del lazo 

de fusión, lo cual forma un trímero central compuesto de los DI y DII. Además, 

esta proteína se pliega en una conformación tipo horquilla, donde el DIII y la región 

tallo se empaquetan en dirección contraria al trímero central (81). Esta reacción de 

plegamiento mueve al dominio transmembrana y al lazo de fusión hacia el mismo 

lado del trímero, lo cual permite el acercamiento de la membrana diana con la 

viral, para así, comenzar el proceso de fusión de membrana (164, 165). 

Existen numerosos estudios que reflejan el papel de esta glicoproteína viral en la 

respuesta inmune que desencadena el hospedero. Tal es el caso de un estudio 

que demuestra como el CHIKV afecta la regulación del NF-κB (factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) en las 

células sinoviales como parte de una posible estrategia para facilitar la infección 
(166). Además, en otro estudio más reciente se encontró a la proteína E1 en 

estrecha unión con la proteína THBS1, la cual es capaz de bloquear la actividad 

del NF-κB mediante la unión con su receptor (167). También se ha encontrado a 

dicha proteína viral interactuando con varias moléculas capaces de acelerar la 

ubiquitinación y degradación de las subunidades de NF-κB (168). Por lo tanto, estos 

resultados sugieren la posibilidad de que E1 pudiera estar involucrada en la 

regulación de la respuesta inmune del hospedero (169). 

El primer análisis filogenético del CHIKV utilizó secuencias nucleotídicas parciales 

del gen de la glicoproteína E1 de 18 cepas, y el mismo reveló la existencia de dos 

genotipos principales: uno que incluía a aislamientos de África Occidental y otro 

que agrupaba a todos los aislamientos de Asia y del sur y este de África (49). 

 Glicoproteína de la envoltura 2 (E2) 

La glicoproteína E2 es una proteína transmembrana que tiene dos o tres 

carbohidratos unidos a su extremo N-terminal y contiene los epítopes más 



 

15 
 

importantes para los anticuerpos neutralizantes. E2 se organiza en tres dominios 

tipo inmunoglobulina (A, B y C). El dominio A (residuos 1-132) se encuentra en el 

centro y parte superior del heterotrímero, y tiene los sitios de unión al receptor y a 

los anticuerpos neutralizantes. Por otra parte, el dominio B está en la punta de la 

proteína, mientras que el dominio C se ubica hacia la membrana viral, lo cual hace 

que este dominio no sea accesible para los anticuerpos (8, 60). La porción 

intracitoplasmática interactúa con la cápside y tiene un segundo tramo de 

aminoácidos hidrofóbicos y sitios de miristoilación que unen a dicha proteína con 

la superficie interna de la membrana. El dominio B se localiza específicamente en 

la membrana de la parte distal y forma la punta de la proteína E2. Dicho dominio 

se conecta con el dominio A a través de un largo conector barril-β (8). Por otra 

parte, un epítope linear localizado en el extremo N-terminal de E2 (residuos 1-12) 

ha sido descrito como diana en la respuesta temprana de anticuerpos IgG 

neutralizantes en pacientes infectados con CHIKV, ratones y monos (170, 171). Este 

epítope se ubica próximo a un sitio de corte tipo furina y es expuesto 

predominantemente en la superficie del virus formando un tallo (172). 

 Proteína de la cápside (C) 

La proteína de la cápside es multifuncional y juega un papel crucial en el 

ensamblaje de los Alfavirus. Dicha proteína es capaz de autoclivarse antes del 

reconocimiento y unión del ARN genómico (173). Además de su papel principal en 

la formación de la nucleocápside, la proteína de la cápside ha mostrado funciones 

regulatorias y/o inhibitorias en relación a la replicación viral, así como en la 

síntesis de proteínas virales y del hospedero (174, 175). Esta proteína viral se 

organiza en tres regiones separadas (I, II y III) (176), donde el dominio N-terminal no 

conservado tiene un alto grado de cargas positivas implicadas en la unión no 

específica al ARN, mientras que el conservado dominio C-terminal contiene una 

serin-proteasa tipo quimotripsina globular (177). Con relación a lo anterior, un 

estudio reciente realizado por Thomas y colaboradores identificó señales de 

exportación y localización nuclear dentro de la proteína C; sin embargo, su papel 

funcional aún se desconoce (178). 
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 Glicoproteína de la envoltura 3 (E3) 

La E3 es una glicoproteína pequeña rica en cisteínas que sirve como secuencia 

señal para el precursor pE2, el cual contiene a la proteína viral E3 y E2. Además, 

dicha proteína está involucrada en el correcto plegamiento de E2, y es necesaria 

para la heterodimerización de E2 con E1. Como parte del heterodímero precursor 

pE2E1, E3 impide la activación prematura de E1 (8). También esta proteína viral es 

cortada de E2 por una furina en el trans-Golgi, lo cual hace que permanezca 

asociada con la punta del virión bajo condiciones ácidas, y se libera usualmente 

cuando los viriones salen de la superficie celular (179). 

 Proteína 6K 

La proteína viral 6K sirve como un péptido señal para E1, y es cortada de E1 y E2 

por una peptidasa señal. Esta proteína es importante para la salida de los viriones 

a través de la superficie celular, donde se incorporan cantidades pequeñas de esta 

proteína en el virus (179).  

2.2.4. Ciclos de transmisión 

Al igual que el virus de la Fiebre Amarilla, el CHIKV emergió a partir de un ciclo 

enzoótico, mantenido entre primates no humanos y mosquitos africanos selváticos 

como el Aedes furcifer, Aedes taylori, Aedes africanus, Aedes luteocephalus y 

Aedes neoafricanus (180). El CHIKV es endémico en países de África Sub-

sahariana, India y el sudeste de Asia. El virus circula en África en un ciclo 

enzoótico entre mosquitos cercanos a viviendas ubicadas en el bosque y primates 

no humanos (26). Los estudios filogenéticos han revelado la existencia de dos 

linajes enzoóticos en África: el linaje Occidental y el ECSA (4). En Asia, donde el 

primer brote se registró en 1958 en Tailandia, el CHIKV se ha mantenido 

históricamente en un ciclo urbano, transmitido a los humanos a través del 

mosquito Aedes aegypti, y en menor extensión, por el Aedes albopictus (28). 

Los seres humanos sirven como principales reservorios del CHIKV durante los 

períodos epidémicos, mientras que en África algunos animales (monos, reodores o 
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aves) constituyen el reservorio viral durante los períodos no epidémicos, y de esta 

manera se mantiene el virus en la naturaleza en ausencia de casos en humanos 
(181, 182). 

2.3. Características generales de los vectores del virus Chikungunya 

Aunque existe un amplio rango de especies de Aedes que pueden transmitir el 

CHIKV en África (180), Asia y el Océano Índico, los principales vectores de este 

virus son el Aedes aegypti y el Aedes albopictus (3). 

El comportamiento y ecología del Aedes aegypti son ideales para la transmisión 

epidémica del CHIKV, ya que las hembras adultas prefieren alimentarse de 

humanos, e incluso en ocasiones pueden hacer varias tomas de sangre durante 

un solo ciclo gonotrófico. También las hembras de Aedes aegypti ovipositan en 

recipientes artificiales y residen dentro de las casas, lo cual hace que tengan 

acceso total a los humanos (183). 

Por otra parte, el mosquito Aedes albopictus tiene una distribución geográfica más 

amplia y puede sobrevivir tanto en ambientes rurales como urbanos. Además tiene 

una vida relativa larga, perdurando de 4 a 8 semanas, y con un rango de vuelo de 

400-600 metros (3). Todas estas cualidades han permitido que Aedes albopictus no 

sólo se convierta en un importante vector para el CHIKV, sino también para otros 

Arbovirus como los virus del dengue (184). 

2.3.1. Replicación viral en el mosquito 

El CHIKV infecta a vertebrados e invertebrados, y por ese motivo, el virus ha 

desarrollado la habilidad para modular diversos ambientes intracelulares y 

diferentes tipos de respuestas antivirales. La persistencia de la infección viral en 

un mosquito Aedes requiere del paso exitoso entre los diversos tejidos, los cuales 

se imponen como barrera para los viriones, y de la modulación de la respuesta 

inmune innata (185, 186).  

Lo primero que ocurre durante el proceso infeccioso es que el mosquito ingiere 

sangre virémica, y luego los virus inician la infección en el intestino medio, el cual 
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es un órgano inmunocompetente que representa la primera y mayor barrera para 

el CHIKV (187). Luego que la replicación viral ocurre en el epitelio del intestino 

medio, los virus pasan a través de la lámina basal del epitelio del intestino, lo cual 

hace que los viriones se propaguen hacia otros tejidos mediante la hemolinfa. 

Dentro de los tejidos susceptibles a la propagación viral se encuentran la tráquea y 

el cuerpo grueso, los cuales constituyen la segunda barrera para el CHIKV y 

donde tiene lugar una amplificación secundaria. 

Posteriormente, el virus infecta las glándulas salivales, constituyendo las mismas 

la tercera barrera para el virus. Una vez que la replicación ha ocurrido en las 

glándulas salivales, el virus se secreta en el conducto salival del mosquito (cuarta 

barrera) para realizar la transmisión horizontal del CHIKV en un vertebrado no 

infectado (187, 188). Este proceso se conoce como período de incubación extrínseco, 

el cual puede variar según las condiciones, como son la cepa de mosquito, la cepa 

viral y la temperatura; no obstante, su rango oscila entre 2 y 6 días, y con altos 

títulos virales en los mosquitos (189, 190).  

2.4. Características genéticas del virus Chikungunya 
2.4.1. Origen evolutivo y genotipos del virus Chikungunya 

Basado en las distribuciones y relaciones filogenéticas entre los Alfavirus CHIKV y 

O´nyong- nyong (ONNV), y en las reconstrucciones más parsimoniosas de sus 

movimientos, se cree que ambos virus evolucionaron de África Sub-Sahariana, 

pero la región exacta aún es ambigua (47). El primer análisis filogenético del CHIKV 

utilizó secuencias nucleotídicas parciales del gen de la glicoproteína E1 de 18 

cepas, y reveló la existencia de dos genotipos principales (49). Estos resultados 

apoyaron la hipótesis de que el CHIKV se originó en África y fue introducido en 

Asia a partir de aislamientos del este de África (28). Posteriores estudios 

filogenéticos realizados a nivel del genoma completo mostraron la existencia de 

tres genotipos: el genotipo Asiático, el Africano Occidental y el ECSA, donde todos 

comparten un ancestro común en África tropical (49, 191, 192). Los genotipos Africano 

Occidental y ECSA circulan como genotipos enzoóticos que involucran a los 

mosquitos Aedes y primates no humanos, mientras que el genotipo Asiático circula 
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a través de una transmisión endémica/epidémica (47, 193). A pesar de estar 

estrechamente relacionados geográficamente los genotipos Africano Occidental y 

el ECSA, no están agrupados en un mismo subgrupo independiente, lo cual indica 

el limitado intercambio genético que existe entre estos dos genotipos de África. 

Por otra parte, los análisis coalescentes bayesianos han estimado que el genotipo 

Asiático y el ECSA divergieron hace 100 años atrás (4). 

El genotipo Africano Occidental agrupa a aislamientos del CHIKV pertenecientes a 

brotes esporádicos y ocasionales en África y Asia a través de ciclos enzoóticos. 

Este genotipo agrupa principalmente a aislados de Senegal de los años 1975, 

1979, 1983 y 1992 (4, 49) . La única excepción es una cepa de Senegal de 1963, la 

cual fue aislada de un murciélago y se agrupa dentro del genotipo ECSA. Esto 

sugiere que los genotipos Africano Occidental y ECSA se pueden solapar 

espacialmente en el ciclo enzoótico, al menos de manera ocasional (4). 

Por otra parte, el genotipo ECSA agrupa a todos los aislados del siglo XX 

correspondientes a África Sub-Sahariana e involucrados en ciclos enzoóticos con 

mosquitos arbóreos, fundamentalmente de Uganda, Zimbabwe y Tanzania. Sin 

embargo, recientemente se identificó por primera vez la presencia de este 

genotipo en mosquitos Aedes aegypti de Brasil, lo cual representa una alerta para 

el resto de la región de las Américas (194).  

El genotipo Asiático se aisló por primera vez en 1958 y se ha relacionado a brotes 

en India y el sudeste de Asia durante la década de 1960. Se ha inferrido 

filogenéticamente que este genotipo se derivó del genotipo ECSA, probablemente 

seguido de su introducción en Asia entre 1879 y 1956 (4). Sin embargo, algunos 

registros históricos sugieren que se introdujo años antes en Asia y América a 

través de los barcos, al igual que lo hipotetizado sobre la introducción del virus de 

la fiebre amarilla y los virus del dengue en las ciudades portuarias durante los 

siglos pasados (195, 196). El genotipo Asiático fue el responsable de una segunda re-

emergencia del CHIKV, ya que luego de varias décadas con pocos reportes de 

brotes o casos en Asia, las cepas de este genotipo causaron una serie de 

epidemias en Malasia (2006) y las Islas del Pacífico (2011- 2015) (197). 
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Posteriormente, el genotipo Asiático se detectó en la isla caribeña de San Martín a 

finales del año 2013 (17), seguido de una epidemia de gran escala con una 

dispersión en 26 islas y 14 países del continente Americano en un año. Desde el 

primer brote del Caribe en 2013, las cepas asiáticas se han mantenido altamente 

conservadas, lo cual es consistente con una fuente de introducción y sin evidencia 

de evolución adaptativa del CHIKV (198). 

2.4.2. Mutaciones adaptativas que permiten una transmisión más eficiente 
por el mosquito Aedes albopictus  

Los análisis de microevolución del genoma del CHIKV durante la epidemia del 

Océano Índico en 2005-2006, identificaron una mutación en la posición 226 de la 

glicoproteína de la envoltura E1 (E1-A226V) en aislados obtenidos durante la 

epidemia (199). Inicialmente, se hipotetizó que la mutación E1-A226V podía influir 

en la infectividad del CHIKV en los vectores (199, 200), debido a que estudios 

anteriores habían identificado que la sustitución de una prolina por una serina en 

la misma posición del gen E1 en el virus Semliki Forest, era la responsable de los 

requerimientos de colesterol en las membranas del hospedero para una eficiente 

replicación viral (201). También se había evidenciado que la presencia de esta 

mutación resultaba en un crecimiento más eficiente del virus Semliki Forest en 

mosquitos Aedes albopictus (202). Además, en esta región el mosquito Aedes 

albopictus fue el único vector importante epidemiológicamente, y en particular la 

mutación A226V, solo estuvo ausente en las cepas aisladas durante la fase inicial 

de la epidemia en la isla La Reunión, ya que apareció en más del 90 % de los 

aislados posteriores a diciembre de 2005 (199). 

Para dar respuesta a esta hipótesis se realizaron varios estudios, donde se 

demostró que la presencia de E1-226V estaba asociada con una potenciación en 

la diseminación del CHIKV y con una carga viral más elevada en Aedes albopictus 
(203). De igual manera se evidenció que esta mutación resultaba en un incremento 

de aproximadamente 40 a 100 veces en la infectividad oral del CHIKV en los 

mosquitos Aedes albopictus, y mediaba más eficientemente la transmisión viral en 

ratones (11, 33, 204, 205). Además, estudios posteriores que emplearon partículas 
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infecciosas del CHIKV (33) e inyección intratorácica en Aedes albopictus (190), 

demostraron que dicha mutación actúa primariamente en el aumento de la 

infectividad oral del virus en las células epiteliales del intestino medio, lo cual 

propicia una transmisión más eficiente (47).  

De manera peculiar, la mutación E1-226V nunca se ha evidenciado en las cepas 

virales que pertenecen al genotipo Asiático, a pesar de su circulación por al menos 

50 años en una región autóctona para el mosquito Aedes albopictus. Además, 

estudios de mutagénesis dirigida han fallado en crear un virus Asiático adaptado 

eficientemente a dicho vector cuando presentan la mutación E1-226V. Lo anterior 

se puede explicar porque dichas cepas presentan una restricción epistática que 

les impide adaptarse de manera eficiente en ese mosquito. Es decir, es necesario 

que las cepas Asiáticas posean la mutación E1-T98A para que la sustitución E1-

226 ejerza su fenotipo en Aedes albopictus (205). 

Por otra parte, estudios genéticos y filogenéticos de cepas del linaje IOL revelaron 

una serie de mutaciones adicionales que involucraban a la glicoproteína E2 y en 

un caso en E3 (10, 33). Cada una de estas sustituciones potencia la infección inicial 

en el intestino medio del mosquito y tiene poco o ningún efecto sobre la infección 

por Aedes aegypti. Además, al menos una combinación de estas mutaciones 

adquiridas independientemente producen una infeccion más eficiente en Aedes 

albopictus en comparación con alguna cepa natural de CHIKV estudiada hasta el 

momento, lo cual sugiere que si estas combinaciones se manifiestan en la 

naturaleza, existirá una evolución adaptativa al vector y una circulación más 

eficiente en regiones donde este vector es abundante (206). 

2.4.3. Mecanismos y fuerzas evolutivas que actúan en el virus Chikungunya 
2.4.3.1. Heterogeneidad poblacional y selección de los genomas más 

adecuados en el virus Chikungunya 

Los Alfavirus como el CHIKV existen como poblaciones heterogéneas de ARN 

viral denominadas mutantes, las cuales se generan a partir de los errores durante 

la replicación ya que la ARN polimerasa ARN-dependiente no posee actividad 

correctora de errores. Dado que el genoma del CHIKV es de aproximadamente 12 
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Kb y existe una frecuencia de mutación de 10-4 mutaciones/sitio/año, cada nuevo 

genoma ARN posee como promedio una mutación (207). La mayoría de los 

genomas mutantes son perjudiciales, por lo que son eliminados a través de la 

selección purificadora negativa. En contraste, la selección positiva de un fenotipo 

adecuado resulta en un incremento en la abundancia de un genotipo en particular. 

Por consiguiente, un balance en la selección dinámica de mutaciones determina el 

tamaño y la diversidad genética de un grupo de mutantes. La diversidad genética 

produce una población menos propensa a las consecuencias negativas de las 

presiones selectivas una vez que se seleccionan ciertos genotipos, y genera una 

población con mayores variantes genéticas, las cuales pueden contener ventajas 

fenotípicas adaptativas, tales como la potenciación de la adaptabilidad. Por 

ejemplo, una variante de alta fidelidad del CHIKV y que presenta una mutación en 

la posición aminoacídica 483 (locus que determina la fidelidad de la ARN 

polimerasa ARN- dependiente) se descubrió experimentalmente luego del 

tratamiento con mutágenos químicos, donde se evidenció que la misma genera un 

30% menos de mutantes en comparación con el virus salvaje y se adapta menos a 

los modelos de ratón y en mosquitos (208, 209). Esta reducida adecuación (del inglés 

fitness) puede ser el resultado de una población con menor cantidad de 

mutaciones, y por lo tanto contiene menos genotipos que pueden resistir las 

presiones evolutivas (selección negativa o cuellos de botella poblacionales). Sin 

embargo, estudios complementarios con variantes de baja fidelidad del CHIKV que 

fueron mutadas en el residuo 483 mostraron más errores que las variantes 

salvajes y eran también atenuadas en células de mosquito y en ratones (210). 

Todos los estudios anteriores indican que el CHIKV mantiene una frecuencia de 

mutación intermedia que impide la disminución de la adecuación resultante de 

poblaciones con muy pocos o demasiados genomas mutantes (206).  

2.4.3.2. Adaptación del virus Chikungunya cuando alterna entre dos 
hospederos diferentes  

La fuerte selección purificadora en Alfavirus que alternan entre mosquitos y 

vertebrados resulta en una variación genética menor en comparación con sus 

tasas mutacionales altas (210-213). El trabajo con otros Alfavirus, como el virus de la 
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Encefalitis Equina del Este, el SINV y el virus de la Encefalitis Equina Venezolana 

muestra que la alternancia entre hospederos impone desafíos contradictorios 

durante la replicación viral, lo cual puede limitar la adaptación de uno de los 

hospederos por costos en su adecuación ya que las adaptaciones son 

antagonistas (214, 215). Cuando uno de los hospederos se elimina artificialmente a 

través de pases seriados, las limitaciones son evidentes porque los virus son más 

adaptables cuando son pasados solamente de manera seriada en un solo 

hospedero. Los pases seriados del CHIKV en células de mosquitos y de 

vertebrados muestran mayores adecuaciones virales cuando ocurren en nuevos 

tipos celulares, y también evidencian una potenciación en el escape a la 

neutralización y en la resistencia a compuestos antivirales. Estos cambios se 

acompañan de un incremento en la diversidad genética. Sin embargo, los pases 

del CHIKV que alternan entre diferentes tipos celulares, limitan la adecuación viral, 

lo cual indica que solo se mantienen las mutaciones beneficiosas o neutrales en 

ambos hospederos (216). 

2.4.3.3. Diversidad intrahospedero y cuellos de botellas en el virus 
Chikungunya 

La habilidad para burlar los cuellos de botellas dentro y entre ambientes dinámicos 

(como el cambio entre vectores y vertebrados) impacta en la evolución del CHIKV 

y es importante en la comprensión de los cambios que ocurren en la dinámica 

poblacional, que en última instancia causan la enfermedad en humanos. Los 

cuellos de botellas que reducen el tamaño poblacional de los Arbovirus influyen en 

la adecuación viral por restricciones en la plasticidad fenotípica, lo cual parece ser 

producto de la diversidad genética (217).  

Como se mencionó anteriormente, para que ocurra una transmisión productiva de 

los Alfavirus, es necesario que los mismos atraviesen satisfactoriamente todas las 

barreras anatómicas que existen en los mosquitos. Es decir, los Alfavirus 

presentes en la sangre ingerida por un mosquito deben infectar el epitelio del 

intestino medio (218). Los impedimentos secundarios para la diseminación viral 

dependen de que el virus fracase en su escape del epitelio del intestino medio, en 
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su infección de las glándulas salivales o en el escape de dichas glándulas hacia la 

saliva para su transmisión en los vertebrados. El número de variantes genéticas 

que atraviesan satisfactoriamente estas barreras durante el escape del intestino 

medio y en la infección de las glándulas salivales es reducido, en comparación con 

el total de variantes existentes en la sangre ingerida. Además, una población viral 

inicial más pequeña en la sangre ingerida, es más propensa a reducir su 

diversidad genética (219), lo cual indica la existencia de un fuerte cuello de botella 

genético que reduce la diversidad, y por consiguiente cambia el tamaño de la 

población viral. Sin embargo, estudios con el CHIKV apoyan la idea de que 

aunque la diversidad poblacional en el intestino medio y en las glándulas salivales 

es reducida en comparación con la sangre ingerida o con la población total en el 

intestino medio respectivamente, es recuperada más allá de cada barrera 

anatómica, permaneciendo la secuencia consenso sin cambios genéticos (210). 

Por otra parte, estudios experimentales muestran que la alternancia entre 

diferentes hospederos impone restricciones en los Arbovirus, incluyendo el CHIKV, 

lo cual indica que la transmisión ineficiente probablemente interrumpe el ciclo 

natural del virus. Sin embargo, el grado de extinción natural en vertebrados o 

vectores no ha sido directamente estudiado. No obstante, se piensa que la 

extinción de un linaje individual mosquito-vertebrado-mosquito es debido 

probablemente a que la mayoría de los mosquitos no sobreviven mucho tiempo en 

la naturaleza como para alimentarse más de una vez. Además, el mantenimiento 

de la estabilidad genética consenso en la naturaleza y en presencia de una 

intensa circulación puede ser dado a la extinción de la mayoría de los linajes 

individuales, posiblemente mediante cuellos de botellas en mosquitos individuales. 

Sin embargo, estas extinciones no deben ser demasiado frecuentes, o de lo 

contrario el ciclo del CHIKV sería interrumpido (206). En otro sentido, las 

interrupciones en la transmisión estacional pueden representar otro cuello de 

botella significativo para el CHIKV, especialmente si el virus es introducido en 

climas templados (220), donde la supervivencia y la competencia vectorial pueden 

disminuir en temperaturas más frías (221), sin embargo, este fenómeno es muy 

complejo (222) y no se ha estudiado extensamente.  
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2.5. Epidemiología del virus Chikungunya en las Américas 

En las Américas, los primeros casos autóctonos se describieron a finales de 2013 

en el Caribe, lugar que fue el punto de inicio de una gran epidemia (17, 19, 223). 

Desde diciembre de 2013 hasta agosto de 2014, se registraron cerca de 660 000 

casos en el continente Americano, y la transmisión autóctona se confirmó en 33 

países y territorios americanos, 27 de ellos correspondientes al Caribe. En 

Suramérica, solo se reportó transmisión en Guyana Francesa y Brasil (223). Si bien 

en 2014 la epidemia de CHIKV afectaba principalmente al Caribe, en el año 2015 

el virus se había identificado en 30 países o territorios de América del Sur y 

Centro. En 2015, solamente Colombia reportó 51.3% de los 693 000 casos del 

continente Americano (224), mientras que en 2016 Suramérica registró 89.2% del 

total, detectándose la circulación de CHIKV en 42 países, incluyendo Brasil con 

cerca de 76% de los 347 647 casos sospechosos de la región (225). Por otra parte, 

en 2015- 2016 la distribución de los casos del CHIKV se había movido 

progresivamente hacia áreas selváticas, lo que resultó en un solapamiento 

significativo con las áreas donde existe transmisión selvática del virus Fiebre 

Amarilla (226). Por lo tanto, es posible que las personas que se infectaron con el 

CHIKV en un ciclo urbano a través del mosquito Aedes aegypti, luego fueran 

picadas por mosquitos selváticos primatofílicos en áreas cercanas a los bosques. 

De esta manera, esos mosquitos se pudieron convertir en especies competentes 

para transmitir una cepa viral, la cual posteriormente se pudo amplificar por 

primates no humanos u otros vertebrados de la región de las Américas, 

iniciándose de esta forma un ciclo selvático para el CHIKV como mismo ocurrió en 

el pasado con el virus de la Fiebre Amarilla. Esto se puede deber, en parte, a que 

actualmente los bosque tropicales del continente Americano son más receptivo a 

la transmisión del CHIKV, ya que ha aumentado la expansión y frecuencia de las 

olas epidémicas de este agente en zonas aledañas a la selva (227). 

2.5.1. Epidemiología del virus Chikungunya en Cuba 

En el caso de Cuba, los primeros casos de CHIKV se detectadon a mediado del 

año 2014, donde las condiciones climatológicas favorecieron la circulación viral, ya 
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que los meses de Junio a Noviembre son los meses que comprenden la 

temporada ciclónica en el Caribe, lo cual se ha visto asociado con un incremento 

en la reproducción de los mosquitos Aedes (228). Todos los casos que llegaron al 

Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus con sintomatología de CHIKF, se 

les realizó el diagnóstico molecular mediante la técnica de Reacción en Cadena de 

la Polimerasa en Tiempo Real (del inglés Real Time-PCR), como parte de la 

Vigilancia Virológica que se lleva a cabo en Cuba. 

Todos los casos positivos del año 2014 correspondieron a casos importados, 

principalmente de Venezuela, Jamaica, República Dominicana y de países no 

referidos, aunque también se registraron casos procedentes de Nicaragua, San 

Vicente y las Granadinas, Alemania e Irlanda. Además, la mayoría de los 

pacientes residían en la provincia de La Habana, y en menor cuantía en 

Cienfuegos y Sancti Spiritus, no obstante, las provincias de Artemisa, Camagüey, 

Holguín, Isla de la Juventud, Matanzas, Pinar del Río, Santiago de Cuba, Las 

Tunas y Villa Clara también registraron casos importados de CHIKV (229). Sin 

embargo, dicha circulación viral cesó a finales de 2015 debido a la rápida y 

oportuna acción del Sistema de Salud Cubano.  
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3. Materiales y Métodos 
3.1. Muestras empleadas 

Se estudiaron 53 muestras de suero de las 55 positivas a CHIKV recibidas en el 

año 2014 como parte de la Vigilancia Virológica que realiza el Laboratorio 

Nacional de Referencia de Arbovirus (Instituto de Medicina Tropical ʽʽPedro 

Kouríʼ), las dos muestras faltantes no se incluyeron en este trabajo por no tener el 

volumen necesario para los procesamientos posteriores. Las muestras empleadas 

fueron positivas al CHIKV por la técnica de PCR en tiempo real, y cuyos Ct (del 

inglés Cycle threshold) oscilaban entre el ciclo 17 y 38. Dichas muestras procedían 

de pacientes sospechosos de CHIKF, y se colectaron durante la fase aguda de la 

enfermedad (Tabla 1). 

Tabla 1. Muestras empleadas en la caracterización molecular del CHIKV en Cuba 

durante el año 2014 

No. 
Muestra Procedencia Historial de Viaje 

Fecha de 
colecta 

(año 2014) 

Ct obtenido 
en el PCR 
en tiempo 

real 
62/14 La Habana República Dominicana Julio 32.61 
66/14 Holguín República Dominicana Julio 30.69 

100/14 La Habana San Vicente y Granadina Agosto 22.70 
110/14 Camagüey Jamaica Septiembre 30.02 
111/14 Cienfuegos Venezuela Septiembre 22.11 
112/14 Holguín Venezuela Septiembre 25.38 
114/14 Cienfuegos Venezuela Septiembre 22.61 
115/14 Holguín Venezuela Septiembre 30.80 
120/14 La Habana Venezuela Octubre 27.78 
121/14 Pinar del Río Venezuela Octubre 26.97 
122/14 La Habana Venezuela Octubre 25.67 
131/14 Las Tunas Venezuela Octubre 31.01 
135/14 La Habana No refiere Octubre 29.20 
137/14 La Habana Venezuela Octubre 22.90 
138/14 La Habana Venezuela Octubre 32.27 
139/14 Sancti Spiritus Venezuela Octubre 31.44 
140/14 La Habana Venezuela Octubre 25.69 
141/14 La Habana Alemania Octubre 21.00 
143/14 La Habana Venezuela Octubre 38.86 
144/14 Villa Clara Venezuela Octubre 32.14 
159/14 Sancti Spiritus Venezuela Octubre 25.88 
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169/14 La Habana Venezuela Octubre 34.22 
171/14 Sancti Spiritus Venezuela Noviembre 31.94 
178/14 Cienfuegos Venezuela Noviembre 26.99 
179/14 Camagüey Venezuela Noviembre 29.59 
181/14 Isla de la Juventud Venezuela Octubre 34.31 
183/14 La Habana Venezuela Noviembre 28.56 
187/14 Santiago de Cuba Venezuela Noviembre 33.77 
188/14 La Habana Venezuela Noviembre 27.44 
193/14 La Habana Venezuela Noviembre 31.54 
194/14 La Habana Venezuela Noviembre 21.88 
196/14 La Habana No refiere Noviembre 26.74 
197/14 La Habana Venezuela Noviembre 29.22 
200/14 Sancti Spiritus Venezuela Noviembre 33.97 
206/14 Artemisa Venezuela Noviembre 23.89 
207/14 Las Tunas Venezuela Noviembre 25.31 
209/14 La Habana No refiere Noviembre 35.20 
211/14 Santiago de Cuba Venezuela Noviembre 29.46 
213/14 La Habana Irlanda Noviembre 33.87 
214/14 La Habana Venezuela Noviembre 18.96 
218/14 Matanzas Venezuela Noviembre 36.98 
220/14 La Habana Venezuela Noviembre 26.61 
224/14 Sancti Spiritus No refiere Noviembre 22.73 
225/14 La Habana Venezuela Noviembre 20.02 
229/14 La Habana No refiere Noviembre 21.28 
231/14 Santiago de Cuba Venezuela Diciembre 17.58 
238/14 La Habana No refiere Diciembre 33.42 
239/14 La Habana Venezuela Diciembre 21.89 
242/14 La Habana Nicaragua Diciembre 20.62 
243/14 La Habana Venezuela Diciembre 22.22 
244/14 Matanzas Jamaica Diciembre 32.05 
245/14 Matanzas Jamaica Diciembre 32.03 
247/14 Granma República Dominicana Diciembre 34.13 

 

3.2. Extracción del ARN viral de los sueros seleccionados 

Este procedimiento se efectuó en el extractor automático Qiacube (Qiagen, 

Alemania), donde se utilizaron 140 μL de suero y los reactivos contenidos en el 

estuche comercial QIAamp viral RNA (Qiagen, Alemania), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 
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3.3. Amplificación del gen de la glicoproteína de la envoltura E1   

Se realizó una Transcripción reversa- Reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR, del inglés Reverse Transcription-PCR), en un solo paso de la región del gen 

de la glicoproteína de la envoltura E1, a partir del ARN extraído previamente y 

empleando el estuche comercial Transcriptor One-Step RT-PCR Kit (Roche, 

Alemania). Para su ejecución se preparó para cada muestra una mezcla que 

contenía 25 µL de agua libre de nucleasas, 10 µL de tampón de reacción 5X (Tris 

1.5 mM, MgCl2 1.5 mM y dNTPs 1.5 mM), 2 µL del cebador positivo (10 µM), 2 µL 

del cebador negativo (10 µM) y 1 µL de la mezcla de enzimas. Los cebadores 

utilizados se muestran en la Tabla 2.  

Tabla 2. Cebadores empleados en la RT-PCR de los sueros colectados de casos 

importados de CHIKV en Cuba.  

Cebador Posición del genoma Secuencia (5’→3’) 

 E2 9648F  
 

9648 AGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTC 
E1 11158R 11158 TGACTATGTGGTCCTTCGGAGG 

 

Posteriormente, a dicha mezcla se le adicionaron 10 µL de ARN extraído para un 

volumen final de 50 µL. La reacción se llevó a cabo en el termociclador QCycler II 

(Quanta Biotech, Reino Unido), y comenzó a 50°C durante 30 min (paso de la RT), 

luego se efectuó la desnaturalización inicial a 94°C por 7 min. Para dar inicio a la 

amplificación la PCR se comenzó con 10 ciclos de desnaturalización (94°C por 10 

s), hibridación (66°C por 30 s) y elongación (68°C por 3 min). En la segunda etapa 

de amplificación se realizaron 25 ciclos sucesivos que contaban con 

desnaturalización (94°C por 10 s), hibridación (53°C por 30 s) y elongación a 68°C 

por 3 min (con un incremento de 5 s en cada ciclo). Por último, se efectuó un paso 

de elongación final a 68°C por 7 min. 

Para evidenciar la presencia de los productos del PCR deseados, se realizó una 

electroforesis submarina en gel de agarosa al 1% en tampón TBE 1X (Tris 0.5 M, 

Ácido bórico 0.5 M y EDTA 10 mM), teñido con GelRed. Para ello se aplicaron en 

cada pocillo 5 µL de los productos amplificados y 2 µL de tampón de muestra, y se 
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corrieron en una cámara electroforética (Apelex, Francia), utilizando una fuente 

(Amersham Biosciences, EUA) a 120 V y a 400 A, durante 45 min. Al finalizar, las 

bandas del ADN amplificado se visualizaron mediante un transiluminador de luz 

UV (Hoefer, Alemania), determinando sus tallas por comparación con un marcador 

de peso molecular de ADN (500 pb, Roche, Alemania). 

3.4. Purificación de los productos de la RT- PCR 

Los productos de la RT- PCR se purificaron mediante el empleo del estuche 

comercial Qiaquick PCR purification (Qiagen, Alemania), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para comprobar la efectividad del proceso de 

purificación se volvió a efectuar una electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

utilizando los procedimientos descritos anteriormente. 

3.5. Reacción de secuencia 

Para determinar la secuencia nucleotídica de las muestras amplificadas se empleó 

el estuche comercial CEQ DTCS quickstart kit (Beckman Coulter, EUA).  Este 

estuche incluía una mezcla con la enzima, tampón de reacción, dNTPs y 

dideoxinucleótidos marcados para 96 reacciones de secuencia (Master Mix). Se 

prepararon mezclas de reacción para cada uno de los cebadores de secuencia, 

adicionándose  1 µL de cada cebador (5 pmoles/µL)  (Tabla 3), 3 µL del producto 

de PCR, 8 µL de agua de calidad de Biología molecular y 8 µL de Master Mix, para 

obtener 20 µL de volumen final. Posteriormente, se utilizó el termociclador QCycler 

II (Quanta Biotech, Reino Unido) para realizar 30 ciclos de 96°C por 20 s, 55°C por 

20 s y 60°C por 4 min. 

Tabla 3. Cebadores utilizados para la reacción de secuencia del gen E1 de los 

sueros proveniente de los casos importados de CHIKV en Cuba.  

Cebador Posición del genoma Secuencia (5’→3’) 
E2 9648F 9648 AGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTC 
E110403R 10403 TAAAGGACGCGGAGCTTAGCTG 
E1 10145F 10145 ACAAAACCGTCATCCCGTCTC 
E1 11158R 11158 TGACTATGTGGTCCTTCGGAGG 
E1 10959F 10959 CAGCAAGAAAGGCAAGTGTGC 
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3.6. Purificación de los productos de la reacción de secuencia 

La purificación de los productos de la reacción de secuencia se realizó mediante el 

método de precipitación con etanol. Para ello se preparó un tubo estéril etiquetado 

de 1.5 mL para cada muestra, donde a cada uno se le adicionaron 5 µL de 

solución terminadora (2 µL de Acetato de Sodio 3M + 2 µL EDTA 100mM + 1µL de 

glucógeno 20 mg/mL). La solución anterior se mezcló con los 20 µL resultantes de 

la reacción de secuencia y se adicionaron 60 µL de etanol absoluto. 

Posteriormente, se mezcló y centrifugó a 14 000 rpm a 4°C durante 25 min, 

utilizando una microcentrífuga refrigerada (Eppendorff, Alemania). Luego se 

eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado 2 veces con 200 µL de etanol 

diluido con agua al 70% (v/v), donde en cada lavado se centrifugó inmediatamente 

a 14 000 rpm a 4°C durante 2 min. Después de centrifugar, se retiró con cuidado 

todo el sobrenadante y se dejó secar el precipitado por 2 min. Luego se 

resuspendió el precipitado en 40 µL de formamida. 

Posteriormente las muestras se transfirieron a las placas del secuenciador 

automático de electroforesis capilar GeXP (Beckman Coulter, EUA), el cual 

emplea la metodología de Sanger (230). Las secuencias y los cromatogramas 

correspondientes se procesaron utilizando el programa Sequencher 4.8 (Gene 

Codes Corporation, EUA) que permitió el ensamblaje de las secuencias para 

obtener la secuencia consenso del gen E1 en cada una de las muestras 

estudiadas. 

3.7. Análisis de las secuencias 

Las secuencias de CHIKV obtenidas en este estudio pertenecientes al gen E1 se 

compararon con una amplia selección de secuencias de dicho gen disponibles en 

la base de datos Genbank (231), las cuales se alinearon, utilizando el programa 

Clustal X (232). El alineamiento se editó y analizó con el programa Bioedit (233). 

Dicho alineamiento se introdujo en el programa MEGA 6 (234) para determinar el 

modelo de evolución que mejor se ajustaba a los datos. Una vez seleccionado el 

modelo se procedió a la construcción del árbol filogenético utilizando el método 

estadístico de Máxima Verosimilitud (del inglés, Maximum Likelihood). Para 
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evaluar cuan robustos eran los grupos filogenéticos obtenidos, se realizó un 

análisis de re-muestreo (del inglés, bootstraping), utilizando 1500 réplicas de los 

árboles. Todos estos análisis se efectuaron con el paquete MEGA 6. 

3.8. Consideraciones éticas 

El estudio se realizó según los principios éticos expresados en la Declaración de 

Helsinki y con la aprobación del Comité de Ética del Instituto de Medicina Tropical 

“Pedro Kourí”. En la investigación solo se estudiaron muestras de pacientes 

recibidas a través de la Vigilancia Virológica que realiza el Laboratorio Nacional de 

Referencial de Arbovirus, y la misma no implicó riesgos para los participantes. Los 

investigadores involucrados en el estudio expresaron su compromiso bioético de 

mantener la confidencialidad de los resultados y solo los investigadores a cargo 

tuvieron acceso a las bases de datos confeccionadas.  
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4. Resultados 

De las 53 muestras de suero positivas a CHIKV según la técnica de PCR en 

tiempo real, colectadas en el año 2014, se obtuvo la secuencia del gen de la 

glicoproteína E1 en nueve de ellas (Tabla 4). Como se puede observar, más de 

50% de las secuencias pertenecían a viajeros residentes en la provincia de La 

Habana (5 secuencias), además se puede evidenciar que predominaron los casos 

importados de Venezuela (6 secuencias). 

Tabla 4. Secuencias obtenidas en este estudio correspodientes a los casos 

importados de CHIKV en Cuba durante el año 2014. 

No. Muestra Procedencia Historial de Viaje Fecha de colecta 
62/14 La Habana República Dominicana Julio 2014 

110/14 Camagüey Jamaica Septiembre 2014 
112/14 Holguín Venezuela Septiembre 2014 
120/14 La Habana Venezuela Octubre 2014 
137/14 La Habana Venezuela Octubre 2014 
139/14 Sancti Spiritus Venezuela Octubre 2014 
171/14 Sancti Spiritus Venezuela Noviembre 2014 
214/14 La Habana Venezuela Noviembre 2014 
242/14 La Habana Nicaragua Diciembre 2014 

 

 

4.1 Análisis filogenético de las secuencias de CHIKV obtenidas 

La evaluación del alineamiento de las secuencias obtenidas en este estudio con 

secuencias de todos los genotipos de CHIKV mediante el programa MEGA 6, 

sugirió que el modelo de evolución que mejor se ajustaba a los datos es el Kimura 

2 parámetros + distribución gamma. El árbol filogenético de Máxima Verosimilitud 

construido según este modelo (Figura 1) muestra que todas las secuencias de 

CHIKV de este estudio se agrupan dentro del genotipo Asiático, responsable de 

las epidemias y brotes ocurridos en las Américas desde su introducción en el año 

2013 y como parte del ciclo urbano de este virus (235).  
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Figura 1. Árbol filogenético del CHIKV construido a partir del método de Máxima 
Verosimilitud (modelo Kimura 2 parámetros + distribución gamma) con 51 
secuencias representativas de cada genotipo. Se muestran los valores de soporte 
estadístico de los nodos con valores superiores a 70%. Las secuencias 
correspondientes al genotipo Asiático se encuentran ampliadas en el recuadro rojo 
y las secuencias obtenidas se distinguen con círculos rojos.  
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El árbol filogenético evidencia una estrecha relación genética entre las secuencias 

de este estudio y las correspondientes a la región de las Américas, principalmente 

con Nicaragua, México, Martinica y Brasil. Es necesario resaltar que en el 

momento en que se construyó dicho árbol filogenético, en la base de datos 

GenBank no estaban disponibles secuencias procedentes de Venezuela, país que 

estuvo ampliamente representado en las secuencias obtenidas en este trabajo. 

Este aspecto, unido al corto tiempo de circulación de CHIKV en las Américas que 

impide la acumulación de mutaciones específicas que permitan diferenciar mejor 

las secuencias desde el punto de vista genético, tuvo un impacto en la filogenia 

obtenida. De esta forma, no fue posible dilucidar el origen evolutivo más probable 

en cada caso. No obstante, dentro del genotipo Asiático se evidenció la existencia 

de un subgrupo monofilético Americano, lo que sugiere una única introducción en 

las Américas que debió ocurrir en el Caribe alrededor de 2013, seguida de una 

expansión rápida con una circulación sostenida en diferentes áreas de la región 

cuya población era completamente susceptible. 

 

4.2 Mutaciones en la región E1 del CHIKV con impacto en la epidemiología 
de la CHIKF 

Aunque las secuencias de este estudio confirman que la circulación del CHIKV en 

Cuba correspondía al genotipo Asiático, el cual es transmitido principalmente por 

el mosquito Aedes aegypti (47), se buscaron las mutaciones que han sido 

asociadas con una mejor adaptación del virus en el mosquito Aedes albopictus, ya 

que en Cuba habitan de forma natural ambos vectores. Adicionalmente, era 

relevante la información publicada por otros autores sobre la competencia de 

Aedes albopictus colectados en las Américas para la transmisión del CHIKV 

perteneciente al genotipo Asiático (236, 237).  

Con este fin, se analizaron las secuencias aminoacídicas de CHIKV 

pertenecientes a este estudio tomando como referencia la secuencia obtenida 

durante la epidemia ocurrida en la Isla francesa de La Reunión en el año 2005. 

Dicho análisis estaba dirigido a identificar los motivos presentes en las posiciones 
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98 y 226 de la glicoproteína de la envoltura E1 relacionados con la adaptación al 

vector (Figura 2). 

 

 
 

 

Figura 2. Mutaciones en la región E1 98 y 226 del CHIKV observadas en las 

secuencias de este estudio en comparación con una secuencia perteneciente al 

linaje IOL y representativa de la epidemia ocurrida en la isla La Reunión, 2005.  

A- Alanina, T- Treonina y V- Valina  
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Como se puede observar en la figura anterior, todas las secuencias estudiadas 

presentaron una treonina en la posición 98 del gen de la glicoproteína E1, a 

diferencia de la cepa de referencia perteneciente al linaje IOL, la cual presentó una 

alanina. De igual manera, en la posición 226 se evidenció que todas las 

secuencias de este trabajo presentaban una alanina, mientras que la cepa de 

referencia una valina, lo cual es consistente con lo reportado en la literatura en 

relación a dicha sustitución en cepas del genotipo Asiático. 

Por otra parte, se consideró de relevancia el análisis de las secuencias obtenidas 

en este estudio en comparación con la cepa de referencia antes mecionada en 

relación al cambio aminoacídico K211E, descrito en el dominio II de la 

glicoproteína E1, como una mutación conservada dentro del genotipo Asiático y 

reconocida por su importante influencia en la epidemiología de la CHIKF (Figura 

3). 

 

 

 

Figura 3. Mutaciones en la región E1- 211 del CHIKV observadas en las 

secuencias estudiadas en comparación con una secuencia perteneciente al linaje 

IOL y representativa de la epidemia ocurrida en la isla La Reunión, 2005.  

K- Lisina y E- Ácido glutámico 
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En la Figura 3, se puede evidenciar como todas las secuencias estudiadas 

presentaron un ácido glutámico en la posición 211 de la glicoproteína E1, mientras 

que la cepa de referencia tiene una lisina. De esta forma, se demuestra que las 

secuencias de este estudio no presentan el cambio drástico en la superficie 

electrostática de E1 que implica la presencia de un aminoácido cargado 

positivamente (lisina), en una posición que habitualmente existe un aminoácido 

cargado negativamente (ácido glutámico). 
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5. Discusión 

La caracterización molecular de los casos importados de CHIKV en Cuba arrojó un 

total de 9 secuencias cubanas, lo cual representó un 16.98% de los sueros 

utilizados en este estudio. Este bajo número de secuencias obtenidas estuvo dado 

principalmente por el fundamento de las técnicas empleadas, ya que el PCR en 

tiempo real es capaz de detectar pequeños fragmentos de ácidos nucleicos 

(aproximadamente 120 pb), mientras que para la secuenciación nucleotídica de la 

región E1 fue necesario contar con fragmentos mayores a los 1510 pb. Por lo 

tanto, para la caracterización molecular del CHIKV se requiere de ácidos nucleicos 

poco degradados, no así para el PCR en tiempo real. Además, la sensibilidad de 

este último es mayor en comparación con el PCR a punto final empleado para 

amplificar la región de interés con vistas a la secuenciación nucleotídica. 

De igual forma, nuestros resultados evidencian el valor del PCR en tiempo real 

para la selección de muestras útiles para secuenciación nucleotídica. Si se 

analizan los valores de Ct (ciclo de amplificación donde la muestra emite suficiente 

fluorescencia para ser detectada como positiva) de las muestras estudiadas (Tabla 

1), podemos concluir que las positivas por PCR en tiempo real con Ct>32 no son 

útiles para la amplificación del gen E1, por presentar una carga viral insuficiente. 

Por el contrario, se obtuvieron resultados satisfactorios en muestras con valores 

de Ct en el rango de 17 a 32. Resultados similares se evidenciaron durante la 

amplificación de los virus del dengue provenientes de pequeños brotes ocurridos 

en el estado de Aragua, Venezuela, durante el 2006-2007 (238). En dicho estudio se 

secuenciaron a nivel del genoma viral completo 21 muestras, las cuales habían 

sido positivas por PCR en tiempo real (en un rango de 12.880 a 8 UFC/mL); sin 

embargo, 10 muestras con menos de 4 UFC/mL resultaron inútiles para la 

amplificación de los virus del dengue, debido a la existencia de bajas cargas 

virales en dichas muestras.   

No obstante, hubo un grupo de muestras con valores de Ct en el rango adecuado, 

en las que no se logró la amplificación del gen E1. Consideramos como posibles 

causas: problemas de conservación y/o manipulación de las mismas, ya que 
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estuvieron almacenadas hasta el momento del estudio en condiciones no idóneas 

de temperatura o sufrieron varios procesos de congelación/descongelación, lo que 

sin duda atenta contra la calidad del ARN viral y por consiguiente, tiene un impacto 

negativo en la amplificación de fragmentos largos con una concentración de ADN 

suficiente para la reacción de secuencia.  

Por otra parte, la obtención de un gran número de secuencias pertenecientes a la 

provincia de La Habana, fue un resultado esperado ya que 27 sueros de las 55 

muestras positivas recibidas en 2014 pertenecieron a dicha provincia. Esto se 

debe a que la mayoría de las muestras recibidas se enviaron desde el Hospital del 

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” como parte de la Vigilancia de 

Fronteras que se realiza en Cuba ante una emergencia sanitaria y por tanto no 

tuvieron afectaciones durante la transportación, como ocurre con las muestras 

remitidas desde provincias distantes. De igual manera se puede apreciar en la 

Tabla 3, seis secuencias de un total de nueve correspondían a casos importados 

de Venezuela, lo cual también era esperado, ya que 37 de los sueros positivos 

procesados pertenecían a casos importados de ese país. 

A pesar del bajo número de secuencias obtenidas, el presente estudio permitió 

tener un panorama de los virus introducidos en Cuba en el año 2014 y demostrar 

la estrecha relación genética que existe entre las secuencias de virus circulantes 

en diferentes países de las Américas. Este hecho, se explica por la introducción 

reciente del virus en nuestra región, donde existe un amplio intercambio que 

potencia la dispersión del virus a través de los viajeros, así como el movimiento de 

aeronaves y embarcaciones con mosquitos infectados hacia países que 

originalmente no presentaban circulación de este agente viral (239).  

Desde el punto de vista epidemiológico, es relevante no solo confirmar la 

circulación del virus. Se impone la realización de una vigilancia molecular que 

permita determinar los genotipos circulantes en cada región o país, lo que puede 

tener un gran impacto en las medidas a tomar para su control. 

Se ha documentado que la circulación de cepas del genotipo Asiático puede 

impactar fuertemente en la efectividad de un posible candidato vacunal, 
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principalmente si el mismo se desarrolla con cepas de otros genotipos. Lo anterior 

se evidenció por un grupo de investigadores que estudiaron dos epidemias 

independientes ocurridas en Malasia en los años 2006 y 2008-2010, con cepas del 

genotipo Asiático y ECSA, respectivamente. En dicho estudio, se observó que los 

sueros inmunes al genotipo Asiático y ECSA, neutralizaban más eficazmente a 

cepas del genotipo ECSA en comparación con las del genotipo Asiático, de 

manera que, los anticuerpos neutralizantes independientemente del genotipo del 

virus infectante (genotipo Asiático o ECSA) reconocen preferencialmente los 

epítopes presentados por los virus del genotipo ECSA (240). Por lo tanto, esto 

impone un reto en la aplicación de un candidato vacunal, sobre todo en la región 

de las Américas, ya que hay que tener en cuenta que la circulación de cepas del 

genotipo Asiático serán menos neutralizadas por los anticuerpos generados por el 

candidato si el mismo corresponde a un genotipo diferente, y por consiguiente la 

vacuna sería menos efectiva. 

Debido a que en Cuba habitan de forma natural los dos vectores del CHIKV, es 

decir Aedes aegypti y Aedes albopictus, se buscaron mutaciones que han estado 

relacionadas con una transmisión más eficiente en alguno de estos mosquitos 

(Figura 2). Dentro de las mutaciones estudiadas, se encuentran las ubicadas en 

las posiciones 98 y 226 de la glicoproteína de la envoltura E1. 

El aminoácido ubicado en la posición 226 de E1 es muy importante para el SFV, 

SINV y CHIKV, ya que el mismo es sensible al pH y a los lípidos (11, 201, 241, 242). 

Este residuo se encuentra en el dominio central DII en estrecha proximidad con el 

lazo de fusión (78). Los cambios aminoacídicos presentes en la posición 226 se han 

asociado con la capacidad de transmisión del CHIKV por sus principales vectores, 

donde la existencia del aminoácido valina (V) permitió una replicación viral más 

eficiente en la glándula salival del mosquito Aedes albopictus durante la epidemia 

ocurrida en las Islas del Océano Índico en el año 2005 (11). Además, estudios 

posteriores demostraron que las cepas que poseen en esta posición una valina, en 

vez de una alanina, son más dependientes del colesterol y requieren un pH más 

bajo para la infección viral (11, 243) y la fusión (33, 69, 244). Por lo tanto, esta mutación 

sirvió para establecer un nuevo linaje dentro del genotipo ECSA, donde todas las 



 

42 
 

secuencias que lo integra poseen dicha mutación, y por lo tanto, son capaces de 

transmitirse más eficientemente a través del mosquito Aedes albopictus como 

vector principal. 

Como se puede observar en la Figura 2, las secuencias estudiadas no poseen una 

valina en esa posición (al igual que el resto de las secuencias del genotipo 

Asiático) ya que presentan una alanina, por lo que, las cepas obtenidas se podrían 

replicar en el Aedes albopictus pero no de manera eficiente. Lo anterior se explica 

porque aunque las cepas Asiáticas posean esta mutación, es decir una valina en 

la posición 226, existe un residuo (E1- 98) que ejerce una fuerte interacción 

epistática negativa que bloquea la habilidad de dichas cepas para adaptarse 

eficientemente al mosquito Aedes albopictus mediante la sustitución E1- A226V 
(205). Por lo tanto, las cepas cubanas al poseer una treonina en la posición E1- 98, 

ejercen dicha interacción epistática negativa, de manera que aunque ambos 

vectores se encuentran en nuestro país y en el Caribe, el mosquito Aedes aegypti 

continúa siendo el principal responsable de la transmisión del CHIKV en nuestra 

región (245).  

Otra de las sustituciones estudiadas en este trabajo fue la presente en la posición 

aminoacídica 211 de E1 (Figura 3), ya que la misma juega un papel importante en 

la eficacia de la neutralización contra el CHIKV. La presencia de una lisina en 

dicha posición, se relaciona con un aumento en la unión a los anticuerpos y en 

una neutralización más eficiente. Por lo tanto, las secuencias obtenidas en este 

estudio al poseer un aminoacídico diferente (ácido glutámico, E) presentan una 

ventaja selectiva para la diseminación viral y para el escape a la acción de los 

anticuerpos neutralizantes generados durante una infección (246). 

Con relación a lo anterior, Henss y colaboradores en 2016 encontraron dos 

nuevas mutaciones relacionadas con la modulación de la infectividad y transmisión 

viral por especies Aedes, y dentro de estas mutaciones se encontraba el cambio 

aminoacídico E1- K211E. En este estudio se evidenció que los dobles mutantes 

que contenían las mutaciones E1- K211E y E2- V264A (en la glicoproteína E2) 

tenían una notable adecuación viral en el mosquito Aedes aegypti, lo cual indicaba 
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un incremento significativo en la infectividad viral (13 veces), en la diseminación 

(15 veces) y en la transmisión (62 veces) en comparación con los mutantes que no 

poseían dichas mutaciones (247).  

A pesar de que en el presente estudio solo se secuenció la región del gen E1, las 

evidencias relacionadas con mutaciones en gen E2, se deben tomar en 

consideración en investigaciones futuras, así como en la estrategia aplicada a la 

vigilancia molecular. De modo que se pueda detectar tempranamente la 

circulación de cepas virales con este tipo de mutaciones adaptativas que pudieran 

favorecer una eficiente transmisión a través del mosquito Aedes aegypti, lo cual 

podría contribuir a la ocurrencia de grandes epidemias de CHIKV. Ademas, todos 

los hallazgos filogenéticos obtenidos en este estudio no solo son válidos para el 

contexto epidemiológico cubano, sino que son un reflejo de lo que pudo ocurrir en 

otros países de la región como Venezuela, Jamaica, República Dominicana y 

Nicaragua, ya los virus estudiados en este trabajo provenían de viajeros infectados 

en esos países.   

La caracterización molecular de los virus circulantes es sin dudas una herramienta 

de gran valor, que permite alertar al Sistema Nacional de Salud en cuanto a 

circulación de cepas con un alto potencial epidémico. Los resultados de este tipo 

de estudio deben tenerse en cuenta para el diseño de campañas efectivas para el 

control del vector de manera que pueda cortarse la trasmisión en un tiempo breve 

y puedan evitarse epidemias de gran magnitud. En el contexto actual, la 

circulación viral de CHIKV cesó a finales de 2015 en nuestro país debido a la 

rápida y oportuna acción del Sistema Nacional de Salud.  
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6. Conclusiones 

• Se demostró el valor de los resultados del PCR en tiempo real para la 

selección de muestras de suero útiles para la caracterización molecular de 

CHIKV mediante secuenciación nucleotídica. 

 

• El análisis filogenético realizado permitió demostrar que las cepas de 

CHIKV introducidas en Cuba durante el año 2014, se agrupaban dentro del 

genotipo Asiático, detectado por primera vez en las Américas durante el 

año 2013. 

 
• La filogenia mostró la presencia de un grupo monofilético que incluye las 

secuencias del estudio y otras pertenecientes a países del Caribe, 

Centroamérica y América del Sur, lo cual es indicativo de la dispersión de 

un virus con origen filogenético común y no debido a múltiples 

introducciones en las Américas.  

 

• La caracterización molecular de las cepas de CHIKV introducidas en Cuba 

permitió verificar la presencia de mutaciones en la glicoproteína de la 

envoltura E1, que sugieren una transmisión preferencial a través del 

mosquito Aedes aegypti y un posible mecanismo de escape a la acción de 

los anticuerpos neutralizantes. 
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7. Recomendaciones 

• Extender los estudios de caracterización molecular utilizando los sueros 

positivos a CHIKV colectados durante el año 2015. 

 

• Implementar un sistema que permita realizar la secuenciación nucleotídica 

de cepas de CHIKV a nivel de genoma completo, con el fin de identificar 

marcadores moleculares asociados a una mayor adecuación viral con 

impacto en la epidemiología de la enfermedad. 
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9. Anexos 

Anexo 1. Genética y estructura del CHIKV. 

 


