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RESUMEN

El dengue es hiperendémico en Venezuela, pero tras la introduccion del virus de
Chikungunya (VCHIK) y del Zika (VZIK) en el continente americano se dificulta el
diagnostico diferencial debido a la similitud en el cuadro clinico que ellos
producen. Con el objetivo de identificar la causalidad de los virus del complejo
dengue (VDEN), VCHIK y VZIK en brotes de enfermedad similar a dengue en el
estado de Carabobo, Venezuela, se estudiaron 264 muestras de plasma de
pacientes con diagndstico de cuadro clinico similar a dengue en el periodo
diciembre 2013 - febrero 2016. Mediante protocolo multiple Trioplex rRT-PCR se
determind la presencia del ARN del VZIK, VCHIK y VDEN, mientras que el
serotipo de estos ultimos se identificd por el protocolo de PCR en tiempo real CDC
VDEN1-4. En 181 pacientes (68.6 %) se confirmo la infeccion por al menos un
arbovirus, detectandose segun orden de frecuencia el VCHIK, VDEN y VZIK en
121 (66.9%), 50 (27.6%) y 10 (5.5%) pacientes; respectivamente. Ademas, se
demostro la circulacion simultdnea del VDEN y VCHIK en el afio 2014, no
identificandose coinfecciones de los arbovirus estudiados. Los brotes del VDEN y
VCHIK ocurrieron entre los meses de agosto y diciembre, con picos maximos en
septiembre y octubre. Estos resultados ademas de confirmar la hiperendemicidad
del VDEN en el estado de Carabobo de Venezuela, resaltan la importancia del uso
de protocolos multiples de biologia molecular para el diagnostico etiologico de los
brotes de enfermedad por arbovirus sobre todo en aquellos paises en los que

circulan estacionalmente estos agentes.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato -del inglés- Adenosine TriPhosphate

CDC: Centro para el control de enfermedades de los Estados Unidos -del inglés- Control

Disease Center

CN: Control Negativo

CP: Control Positivo

Ct: Linea umbral -del inglés- Threshold Cycle

FDA: Agencia de alimentos y medicamentos -del inglés - Food and Drug Administration

HSC: Muestra de control humano -del inglés- Human Sample Control

IPK: Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"

LA: Liguido amnidtico

LCR: Liquido cefalorraquideo

LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

NDT: No detectable

NS: Proteina no estructural —del inglés- Non Structural

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud



ORF: Marco abierto de lectura —del inglés- Open Reading Frame

Proteina C: Proteina de capside

Proteina E: Proteina de la envoltura

Proteina M: Proteina de membrana

PHEIC: Emergencia de salud publica de importancia internacional -del inglés- Public

Health Emergency of International Concern

RE: Reticulo endoplasmatico

RP: Gen de la RNasa P

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real -

del inglés- Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

SE: Semana Epidemioldgica

SGB: Sindrome de Guillain-Barré

UTR: Regiones no codificantes —del inglés- Untranslated Regions

VCHK: Virus Chikungunya

VDEN: Virus Dengue

VFA: Virus de la Fiebre Amarilla

VNO: Virus del Nilo Occidental

VZIK: Virus del Zika
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INTRODUCCION



INTRODUCCION

Con el término arbovirus se agrupan a mas de 500 virus transmitidos por
artrépodos de los que, hasta el momento, 150 pueden causar enfermedades al
humano (1). Entre los que mayor impacto tienen en salud humana a nivel mundial
estan los virus del complejo dengue (VDEN), el virus del Zika (VZIK) y el virus
Chikungunya (VCHIK). Los VDEN vy el VZIK pertenecen a la misma familia y
género (Familia: Flaviviridae, género Flavivirus), mientras que el VCHIK pertenece
al género Alfavirus de la familia Togaviridae. La relevancia de estos agentes esta
dada, en el caso del VDEN, por la elevada morbilidad y mortalidad que produce.
Tiene una amplia distribucibn en paises tropicales y subtropicales siendo
responsable de mas de 390 millones de infecciones anuales (2). El VZIK adquirié
importancia a finales del afio 2015 luego de una inusual aparicion de
conglomerados de casos de microcefalia en recién nacidos y de desérdenes
neuroldgicos (Sindrome de Guillain Barré) tras su introduccion en Brasil. Fue por
ello que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré a esta situacion como
una emergencia de salud publica de importancia internacional (PHEIC - del inglés-
Public Health Emergency of International Concern) desde febrero hasta noviembre
del 2016 (3). Finalmente, la infeccién por VCHIK ademés de producir un cuadro
agudo con dolores articulares incapacitantes, puede evolucionar hacia la
cronicidad en pacientes en los que persisten diferentes grados de artritis y

artralgias 36 meses después de haberse resuelto la infeccion aguda (4).

La transmision de estos tres agentes esta relacionada con la disponibilidad de los
mosquitos de la especie Aedes (Aedes aegypti y Aedes albopictus). Ambos tienen

un origen africano, pero se han ido extendiendo hacia regiones tropicales y
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subtropicales. Se plantea que durante los afios ochenta del pasado siglo XX ya
habitaban de manera natural en Estados Unidos, Brasil y en varios paises de
Europa (5). En la actualidad, estan presentes en la mayor parte de los paises del
continente asiatico y en la regién de las Américas. Esto ha garantizado la
circulacion en el nuevo mundo del VDEN desde el siglo XVIII (6), y la introduccion
del VCHIK y el VZIK, en los afios 2013 y 2015, respectivamente (7, 8).

Generalmente, estas arbovirosis suelen ocasionar brotes o epidemias en
poblacidn general con un amplio espectro de manifestaciones clinicas que pueden
ir desde la infeccion asintomatica (VZIK: 80%; VDEN: 50%; VCHIK: 15%) hasta
cuadros severos (9-11). No obstante, aunque algunos autores describen ciertas
particularidades en el cuadro clinico, actualmente se reconoce que es muy dificil
establecer una definicion de caso para cada arbovirus. La mayoria de los
pacientes presenta sintomas y signos similares (12, 13), inclusive éstos pueden
producirse por la infeccion con otros patégenos, con lo que se complica alin mas
el diagnostico diferencial (14-17). De todo lo anterior se deriva la importancia de
contar con métodos diagnosticos sensibles y especificos que permitan identificar
al Arbovirus responsable de las manifestaciones clinicas y con ello de los brotes

que producen en poblacion general.

Histéricamente, el diagnéstico de la infecciobn por arbovirus se ha realizado a
través de herramientas que permiten identificar el virus o sus componentes y otras
que permiten caracterizar la respuesta inmune humoral. Estas dltimas se han
empleado de forma rutinaria en los sistemas de vigilancia por ser mas
econdmicos. Sin embargo, se ha comprobado que los anticuerpos que se generan
tras la infeccion primaria por un Flavivirus, pueden reaccionar de forma cruzada
con los antigenos presentes en los ensayos seroldgicos disefiados para identificar
la infeccion secundaria por otros miembros del mismo género. Lo anterior ha sido
reportado en varias investigaciones donde se evidencia reactividad cruzada entre
varios miembros del género Flavivirus, por ejemplo con los VDEN y VZIK (18, 19),
y con Virus del Nilo Occidental (VNO) y el Virus de la Fiebre Amarilla (VFA) (20,
21). Es vélido resaltar que este fendmeno de reactividad cruzada también se ha

descrito entre los Alfavirus (ejemplo Mayaro y VCHIK) (22, 23).
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Estos hallazgos han puesto al descubierto el grado de complejidad al que nos
enfrentamos cuando se interpretan los resultados de los ensayos serologicos;
creandose un cuello de botella que limita su uso en areas geogréaficas en las que
circulan varios Arbovirus de manera simultanea (24). Asi la comunidad cientifica
internacional ha tenido que desarrollar algoritmos de vigilancia en los que se
utilicen métodos de biologia molecular para identificar de forma réapida y precisa al
arbovirus causante del brote (25). La reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR -del inglés- Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) en tiempo real se ha convertido en el método de eleccion. Para
lograrlo, se han disefiado protocolos de RT-PCR en tiempo real multiples que
permiten detectar a varios agentes en un mismo tubo de reaccion, con lo que,
ademas, se reducen el costo y el tiempo de obtencion de los resultados (25). No
obstante, muchas de estas herramientas aun no han sido evaluadas en los paises
en los que estos arbovirus circulan, como tampoco existe un consenso
internacional sobre el método a utilizar por los laboratorios nacionales que estan a

cargo de su vigilancia.

Diversos factores no modificables de manera inmediata (cambio climatico, efecto
invernadero, disponibilidad del vector, acceso al agua potable, pobreza, etc)
garantizaran la circulacién estacional de arbovirus en el continente americano en
afios venideros. Lo mas preocupante es que estaran creadas todas las
condiciones para que se introduzcan nuevos agentes que de forma continua
evolucionan en diversos ecosistemas (26-28). Por tanto, dependera de cuén
eficientes seamos en la dificil tarea de disminuir la densidad de sus vectores, asi
como de contar con sistemas de vigilancia lo suficientemente robustos que
permitan detectar a tiempo su introduccidn para garantizar su contenciéon oportuna

y la posterior erradicacion.

En este sentido se han tenido que crear por organismos internacionales diferentes
consorcios entre instituciones cientificas de varios paises para unir esfuerzos en la
caracterizacion clinica, virologica y epidemiolégica de la infeccion por Arbovirus
qgue circulan de forma autdctona en regiones tropicales. Ejemplo de ello es el

proyecto internacional IDAMS (IDAMS -siglas del inglés- International Consortium
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on Dengue Risk Assessment, Management and Surveillance) patrocinado por la
union europea. En él participaron paises como Alemania, Viet Nam, Malasia,
Indonesia, Cambodia, El Salvador, Brasil, Venezuela y Cuba. El laboratorio
nacional de referencia (LNR) de arbovirus del Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri (IPK), estuvo a cargo de la identificacion del ARN del VDEN mediante RT-
PCR en tiempo real en muestras clinicas colectadas en dos sitios centinelas del
estado de Carabobo de Venezuela. En ese pais desde el afio 2000 y hasta el
2013 existe una hiperendemicidad del VDEN con circulacion de los cuatros
serotipos, con excepcion de los afios 2002-2003 en los que sélo circularon tres
serotipos (29). Por otra parte, durante el periodo de ejecucién del proyecto, se
introdujo en Venezuela el VCHIK y se daba la alerta sobre la posible introduccion
del VZIKV en el 2016. Esto obligd a que se decidiera explorar ademas de la
circulacion del genotipo del VDEN, la presencia del VCHIK y VZIK en diferentes
brotes que se identificaron durante el periodo 2013-2016 en el estado de
Carabobo, Venezuela.

OBJETIVOS

General

Identificar la causalidad del VDEN, VCHIK y VZIK en brotes de enfermedad similar
a dengue en el area metropolitana del estado de Carabobo, Venezuela, durante el
periodo 2013 al 2016.

Especificos

1. Determinar la presencia del ARN del VDEN, VCHIK y VZIK en muestras de
plasma de pacientes venezolanos en los que se sospechd clinicamente la
infeccion por VDEN.

2. ldentificar el patrén estacional de los arbovirus detectados.

3. Identificar el serotipo del VDEN responsable de los brotes que se produjeron

durante el periodo de estudio.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

DEFINICION E HISTORIA DE ARBOVIRUS

Género Flavivirus

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, esta compuesto por 53
especies de virus que se dividen en tres grupos: los virus de los cuales no se
conoce el vector, los virus transmitidos por garrapatas y los transmitidos por
mosquitos(30). En este Ultimo grupo se encuentran, entre otros, los VDEN, y el
VZIK. El dengue se clasifica como una enfermedad emergente y reemergente
debido a la aparicibn de sus manifestaciones clinicas severas (FHD/SCD), al
incremento del nimero de casos y a la diseminacién de sus cuatro serotipos (31).
El primer reporte de un caso parecido a Dengue fue realizado en la Enciclopedia
Médica China y data de 265—420 AD, la cual lo refiere como “el veneno del agua”
asociado con los insectos voladores (32). Este virus, fue aislado por primera vez
en Hawai en 1944, y se denominé VDEN-1. En el mismo afio se aislé en Nueva
Guinea otra cepa relacionada antigénicamente a la que se denominé VDEN-2
(33). En Manila, 1956 y 1960, se aislaron los serotipos 3 y 4 a partir de muestras
clinicas de pacientes con un cuadro de dengue hemorragico (34). La
reemergencia de la FD tuvo lugar hace mas de veinte afios y desde entonces
tanto el vector que la transmite, como los serotipos del virus, se han expandido

geograficamente provocando un aumento de la actividad epidémica (31).

El descubrimiento del VZIK, también considerado el agente causal de la
enfermedad del zika, fue el resultado de un programa de investigacion patrocinado
por la Fundacion Rockefeller de 1914 a 1970, que estudiaba el vector responsable
del ciclo selvatico del virus de la fiebre amarilla (VFA) en Uganda (35). El primero
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de esos aislamientos se logr6é a partir de muestras clinicas de un mono Rhesus
(1947) centinela en el bosque Zika. ElI segundo aislamiento, se logro
satisfactoriamente a partir de macerados de mosquitos salvajes de la especie
Aedes africanus (1948) (36), y su circulacion en humanos se demostrd6 mediante
estudios seroldgicos en Uganda y Nigeria (35). El VZIK, es un ejemplo de como un
agente infeccioso del que no existian evidencias cientificas sobre su relevancia
clinica en humanos, actualmente se considere un problema de salud a nivel
mundial (37).

Género Alfavirus

Otro Arbovirus de gran relevancia epidemiolégica es el VCHIK, que pertenece al
género Alfavirus, familia Togaviridae(38).Este virus es uno de los miembros del
complejo antigénico virus SemlikiForest, junto a otros alfavirus que se encuentran
en Africa (virus O’nyong-nyong), en Suramérica (virus Mayaro) y en la region
Australia/Oceania (virus Ross River), los cuales causan artropatia aguda en
humanos (39, 40). El VCHIK esel agente causal de la Fiebre de Chikungunya
(CHIKF -del inglés-Chikungunya fever), que inicialmente se registré en el este de
Africa, y se aisl6 por primera vez luego de la epidemia ocurrida en las costas de
Mawia, Makondo y Rondo (actual Tanzania) durante 1952-1953 (41). Por otra
parte, la primera epidemia ocurrida en Asia ocurrid en 1958 en Tailandia (42).
Desde entonces, se han producido brotes aislados en Africa y Asia, incluyendo el
subcontinente Indio (43). Sin embargo, a partir del 2004 esta enfermedad febril
aguda se expandié por las Islas del Océano indico y las Américas (44),

adquiriendo gran relevancia a nivel mundial.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ARBOVIRUS
Género Flavivirus

De manera general, el genoma de losflavivirus esta constituido por acido
ribonucleico (ARN) de simple cadena y polaridad positiva, estructurado como un
ARN mensajero (ARNm). Ademas, estd compuesto aproximadamente por 11
Kb(45), con un Unico marco de lectura abierto (ORF -del inglés- Open Reading

Frame) flanqueado por regiones no codificantes (UTR -del inglés-
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UnTranslatedRegions) en ambos extremos (46). Este ORF codifica para una gran
poliproteina, que se procesa postraduccionalmente para dar a tres proteinas
estructurales (capside (C), premembrana (prM), envoltura (E)), y a siete proteinas
no estructurales (NS — del inglés- Non structural (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B y NS5))(Figura 1) (47).

T — 3“-UTR

Procesamiento Post-Traduccional

d
:
‘

1 T
Proteinas Estructurales Proteinas No Estructurales

l Seiial Peptidasa ‘ Proteasa NS3 1 Proteasadel Golgi

Figura 1. Representacion esquematica del genomadel VZIK, tomado y modificado
de Rastogi y colaboradores en 2016 (tomado y modificado de Fros JJ y
colaboradores en 2010) (47).

En relacion a la estructura de la particula viral de VZIK, mediante criomicroscopia
electrénica se ha demostrado que esta revela muchas similitudes con el VDEN,
pero también posee algunas diferencias. Los viriones de VZIK son particulas de
aproximadamente 40 nm de didmetro (48), mientras que los de VDEN presentan
aproximadamente 50 nm de didmetro (49). Un andlisis cualitativo realizado por
Ekins y colaboradores en 2016, revel6 que el VZIK presenta las espiculas de la
superficie ligeramente mas elevadas; ademas, la ranura de la glicoproteina de la E
es mas estrecha, mientras que en VDEN el poro de interseccién entre los 5

dimeros es mas grande (50).
Género Alfavirus

El genoma de los Alfavirus, esta compuesto por una sola cadena de ARN de
polaridad positiva con aproximadamente 12 Kb (51). Dicho genoma consiste de

una region no traducible 5'metilada seguida de dos ORFs y de una sefial de
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poliadenilacion en el extremo 3°. El ORF 5  codifica para 4 proteinas no
estructurales (nsP- del inglés- non structuralProtein (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4)),
las cuales estan involucradas en la replicacién viral (52). Por otra parte, el ORF 3’
codifica para una poliproteina que es procesada en proteina de la capside (C), dos
glicoproteinas de la envoltura (E1 y E2) y dos péptidos pequefios (E3 y 6k) (53,
54). Dichas proteinas estructurales son necesarias para la formacion de la cipside
y la envoltura viral (55, 56).

PROTEINAS VIRALES
Género Flavivirus

Las proteinas estructurales C, prM y E, estan ubicadas en la posicion N-terminal
de la poliproteina(57)(Figura 1) y forman la estructura de la particula viral de este
virus. La primera de estas proteinas (C), tiene un peso molecular de
aproximadamente 11 kDa(58) y su composicion le permite interactuar con el ARN
viral, que favorece la formacion de la nucleocapside(59). Dicha proteina presenta
un extremo C-terminal hidrofébico que funciona como péptido sefal para la
translocacion que sufre prM en el reticulo endoplasmatico (RE) (58). La proteina C
madura se pliega formando un dimero compacto, en el cual cada monémero
contiene cuatro a-hélices. La proteina de la C se asocia a la membrana mediante

una region hidrofébica interna (60).

La proteina prM tiene un peso de 26 kDa(58) y luego de procesarse
proteoliticamente libera su extremo N-terminal para dar lugar a la proteina M (8
kDa). Habitualmente prM se puede identificar en viriones inmaduros en el interior
de las células infectadas, en cambio la proteina M generalmente esta presente en
el viribn maduro, en el compartimiento extracelular. La disociacion del
heterodimero de prM y la reorganizacion de la proteina de la E son responsables

de la morfologia que adquiere el virion(61).

La proteina E es el componente mayoritario de la superficie del virion con 500
aminodcidos, en dicha proteina se identifican tres dominios, denominados I, 11 y llI
(62). ElI Dominio Il contiene una secuencia altamente conservada entre los
flavivirus, el péptido interno de fusién (63). En la proteina E radican las principales
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funciones biologicas del viridn tales como reconocimiento del receptor celular,
fusion a la membrana celular y morfogénesis del viribn(64). Una caracteristica
morfolégica distintiva del viribn de VZIK con respecto a otros flavivirus (como
VDEN) es la presencia de un lazo extra en la proteina de la E cerca del sitio de

glicosilacion(65), pero aun se desconoce su funcion.

La primera de las proteinas no estructurales, segun el orden en que estan
ubicadas en el genoma, es la NS1 con aproximadamente 46 kDa (58). Esta
proteina tiene sitios de glicosilacion necesarios para la replicacion viral en las
células de mosquitos y para la neurovirulencia en ratones (66). La forma
intracelular de NS1 juega un papel importante en la replicacion del genoma
localizando los sitios de sintesis del ARN viral. Mientras que la forma extracelular

es altamente antigénica e induce una fuerte respuesta humoral (58).

La NS2 es una proteina hidrofobica relativamente pequefia de aproximadamente
22 kDa (58). La region codificante para NS2 produce dos proteinas independientes
(NS2A y NS2B). La proteina NS2A puede encontrarse atravesando la membrana y
ademas se ha localizado en posibles sitios de replicacion del ARN. La proteina
NS2B estd asociada a la membrana, y es un cofactor requerido para la funcién

serino proteasa de la NS3 (67).

NS3 es una proteina trifuncional de aproximadamente 70 kDa(58), con actividad
proteasa, helicasa y ARN trifosfatasa. Esta proteina se asocia a la membrana a
través de su interaccion con NS2B. La forma serina-proteasa (NS2B-NS3) puede
también regular la activacion de la respuesta de IFN tipo | en células dendriticas
(58, 68). La NS3 es la fuente principal de epitopes de células T (69). La estructura
de la NS3 helicasa del VZIK es similar a la de la ARN helicasa del VDEN, con
algunas variaciones en las conformaciones de los bucles involucrados en la unién
de ATP y ARN. Jain y colaboradores hipotetizan que al igual que en VDEN, el ATP
se une al lado inferior de la hendidura entre los dominios 1 y 2 de la NS3 helicasa,
mientras que el ARN se acomoda en un tinel que separa los dominios 1y 2 del

dominio 3 de dicha proteina (70).
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La proteina NS4 se modifica postraduccionalmente y da lugar a NS4A y NS4B.
NS4A y NS4B son pequeiias proteinas hidrofébicas de aproximadamente 16 kDa
y 27 kDa respectivamente (58). Teniendo en cuenta la distribucion de NS4A y su
interaccion con NS1, se plantea que NS4A pudiera participar en la replicacion del
ARN anclando componentes de la replicasa a la membrana celular (58). NS4B se
localiza en sitios de replicacion del ARN, pero también aparece dispersa en la
membrana citoplasmatica y en el nucleo (71).

NS5 es wuna fosfoproteina multifuncional altamente conservada de
aproximadamente 103 kDa(58) que funciona como ARN polimerasa  ARN
dependiente y también como metiltransferasa(72). La metilacion en la guanina
7 del extremo de la caperuza en esta proteina es esencial para la correcta
replicacion del virus (73). NS3 y NS5 funcionan juntas durante la formacién de la
caperuza del ARN viral (74). Recientemente, Sironi y colaboradores en 2016,
detectaron que en VZIK existe una seleccion positiva sobre las proteinas NS4B y
NS5. Estos autores concluyen que esta seleccion positiva juega un rol importante
en la modulacion de la replicacion viral y contribuye a la evasion de la respuesta

inmune (75).
Género Alfavirus

La membrana viral esta cubierta porun enrejado proteico altamente organizado de
trimeros del heterodimero E2/E1 (76, 77), donde E2 media la unién al receptor,
mientras que E1 es una proteina de fusion de membrana clase Il (77, 78). Existen
numerosos estudios que reflejan el papel de esta glicoproteina viral en la
respuesta inmune que desencadena el hospedero. Tal es el caso de un estudio
gue demuestra como el VCHIK afecta la regulacion del factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB — del inglés-
nuclear factor kappa B) en las células sinoviales como parte de una posible
estrategia para facilitar la infeccion (79). Ademas, en otro estudio mas reciente se
encontré a la proteina E1 en estrecha union con la proteina THBS1, la cual es

capaz de bloquear la actividad del NF-kB mediante la union con su receptor (80).
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Por lo tanto, estos resultados sugieren la posibilidad de que E1 pudiera estar

involucrada en la regulacion de la respuesta inmune del hospedero (81).

La glicoproteina E2 es una proteina transmembrana que se organiza en tres
dominios tipo inmunoglobulina (A, B y C). El dominio A se encuentra en el centro y
parte superior del heterotrimero, y tiene los sitios de union al receptor y a los
anticuerpos neutralizantes. Por otra parte, el dominio B est4 en la punta de la
proteina, mientras que el dominio C se ubica hacia la membrana viral, lo cual hace

gue este dominio no sea accesible para los anticuerpos (54, 82).

La E3 es una glicoproteina pequefia rica en cisteinas que sirve como secuencia
sefial para el precursor pE2, el cual contiene a la proteina viral E3 y E2. Ademas,
dicha proteina esta involucrada en el correcto plegamiento de E2, y es necesaria
para la heterodimerizacion de E2 con E1. Como parte del heterodimero precursor

pE2E1, E3 impide la activacion prematura de E1 (54).

La proteina de la capside es multifuncional y juega un papel crucial en el
ensamblaje de los Alfavirus. Dicha proteina es capaz de autoclivarse antes del
reconocimiento y union del ARN gendémico (83). Ademas de su papel principal en
la formacién de la nucleocapside, la proteina de la cdpside ha mostrado funciones
regulatorias y/o inhibitorias en relaciébn a la replicacion viral, asi como en la
sintesis de proteinas virales y del hospedero (84, 85).La proteina viral 6K sirve
como péptido sefal para E1, y es cortada de E1 y E2 por una peptidasa senal.
Esta proteina es importante para la salida de los viriones a través de la superficie

celular, donde se incorporan cantidades pequefas de la misma en el virus (86).

La nsP1 es una proteina viral de aproximadamente 60 kDa, que presenta en su
dominio N-terminal motivos metiltransferasa que dirigen la reaccién de caperuza
(87-89). Luego del dominio N-terminal existen regiones en tandem que permiten la
asociacion de la proteina nsP1 con las membranas del hospedero (90-92).
Durante la replicacion, la proteina nsP1l es responsable por la adicion de la
caperuza 5" en el ARN gendémico y subgendémico luego de la preparacion de las
moléculas de ARN nacientes, debido a la actividad trifosfatasa-positiva de la

proteina nsP2 (93). También se conoce que la proteina nsP1 es importante para la
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sintesis de las moléculas de ARN de polaridad negativa, las cual sirven para la

sintesis de la nueva progenie viral (94, 95).

La nsP2 es una proteina viral de aproximadamente 90 kDa, la cual tiene funciones
importantes en el cese de la transcripcion celular y en la inhibicion de la respuesta
antiviral (96, 97). En el contexto de la replicacién viral, nsP2 actia como una
helicasa, una trifosfatasa y una proteasa. Ademas de estos roles, nsP2 esti
involucrada intimamente en la supresion de la sintesis macromolecular en el
hospedero (97-99).

Histéricamente, la importancia funcional de la proteina nsP3 (de aproximadamente
60 kDa) ha sido menos estudiada. La proteina nsP3 posee un dominio Unico de
Alfavirus que se localiza en la porcion central de la proteina, y que es una region
muy conservada en este género. Las manipulaciones genéticas realizadas en este
dominio han resultado en defectos en la sintesis de ARN de polaridad negativa y
subgendémico, en el procesamiento de poliproteinas y en la neurovirulencia(100-
102), pero el mecanismo de estos efectos aun se desconoce. Por otra parte, los
analisis mutacionales realizados en la region hipervariable de la nsP3 han
evidenciado que existe una gran tolerancia a cambios significativos en este
dominio en cultivos de tejido (100, 102-104). Ademas, los diferentes estados de
fosforilacion que puede presentar dicha proteina, hacen que el dominio
hipervariable sea responsable de la formacion de complejos célula-virus en las
células infectadas (105-107). Lo anterior sugiere que el dominio hipervariable
puede ser un determinante significativo en la patogénesis mediante su interaccién

con los factores especificos al tipo de célula (108).

Mientras todas las proteinas no estructurales del VCHIK estan involucradas en la
sintesis del ARN viral, la proteina nsP4 (de aproximadamente 70 kDa) es la Unica
responsable de las propiedades sintetizadoras del ARN del complejo replicasa
viral. Dicha proteina contiene el dominio y los motivos del ndcleo de la ARN
polimerasa ARN-dependiente (RpRd). A pesar que la proteina nsP4 es la Unica

proteina viral con actividad RpRd, se conoce que la replicacion del VCHIK requiere
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de la suma de las actividades coordinadas entre las proteinas no estructurales
(108).

PROPIEDADES FiSICO QUIMICAS
Género Flavivirus

Los viriones maduros de Flavivirus, tienen un coeficiente de sedimentacion que
varfa entre 170 y 210 S y tienen una densidad de aproximadamente 1,19 g/cm® a
1,23 g/lcm3(58). Los viriones de VDEN y VZIK son estables a pH ligeramente
alcalino (8.0), pero se inactivan facilmente a pH acido, a temperaturas por encima
de los 40 'C, en presencia de disolventes organicos o detergentes, por irradiacion
Y por exposicion a la luz ultravioleta (109, 110). Analisis de microscopia electrénica
de VZIK, infieren que su inusual estabilidad constituye una explicacién alternativa
a su particular patologia (111). A 37 C la vida media del VZIK es
aproximadamente 2 veces mayor que la vida media de VDEN (11,8 y 5,2 horas
respectivamente). Sin embargo, la incubacién a 40°C acelera la pérdida de la
infectividad viral (110). Similar a como ocurre en VDEN, incrementos en la
eficiencia de maduracion del virion aumentan la estabilidad de VZIK. También,
mutaciones en residuos de la proteina de la envoltura del VZIK aumentan su
estabilidad sin afectar la vida media del virion. Es valido sefalar que el VZIK
ademas puede conservarse durante 6 meses en glicerol al 50% y es susceptible al

éter anestésico (112).
Género Alfavirus

El virion de los Alfavirus se inactiva por desecacion y temperaturas mayores a los
58 ‘C(51, 113). Ademas, es sensible al éter y a varios desinfectantes como la
solucion de hipoclorito de sodio al 1%, glutaraldehido al 2%, formaldehido y etanol
al 70%.
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CICLO REPLICATIVO
Género Flavivirus

Se reconocen dos mecanismos mediante los cuales los flavivirus interactian con
la célula huésped, la interaccion del virus con el receptor celular (mas comudn en
VZIK) y la unién del virus a la célula por formacién de inmunocomplejos (IC) (mas
comun en VDEN) (114). En algunos tipos celulares la entrada del virus se facilita
mediante la union de los complejos virus-anticuerpos formados en respuesta a la
infeccion, con los receptores para la porcion Fc de las moléculas de
inmunoglobulinas (Fcy-R) sobre la superficie de esas células, potenciando la
infectividad dada por el incremento de la entrada del virus a la célula diana(115).
Ocurre la internalizacion de los mismos formandose el endosoma y es en ese
compartimento, probablemente mediado por la proteina E(116), se desencadena
la fusion entre la envoltura viral y la membrana celular de endosoma, liberdndose
la nucleocapside en el citoplasma (58). Aunque son pocos aun los estudios,
algunos autores apoyan la idea de que la union del IC al Fcy-R no es suficiente
para que ocurra la internalizacion de la particula viral, sino que requiere el
receptor especifico del virus (117). La unién de la inmunoglobulina G (IgG) al Fcy-
R propicia el acercamiento del virién infeccioso a la proximidad de su receptor
(118) a través del cual entra. De esta manera, el anticuerpo especifico al virus y el
Fcy-R juntos, actian como correceptores, potenciando la eficiencia de unién del

virus e incrementando el nUmero de células infectadas (119).

En el caso de VZIK, ha sido descrito un receptor de tirosina kinasa, el AXL, como
posible receptor de las células glias, astrocitos y células endoteliales (120). Este
receptor también presenta un rol importante, pues el bloqueo o silenciamiento de
AXL reduce en un 90% la infectividad viral en cultivos de fibroblastos y células
epiteliales alveolares (121). La primera interaccion de estos virus se cree que tiene
lugar con elementos de union de baja afinidad presentes en la superficie celular,
para después ser transferido a un segundo receptor proteico capaz de unir e

internalizar el virus.
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Entre los elementos que interactian con baja afinidad se encuentran una lectina
de tipo C (DC-SIGN), en el caso particular de VDEN también interviene un
homélogo de DC-SIGN, el L-SIGN, y en caso de VZIK actla ademas Tyro3(120).
De ellos el mejor caracterizado es el DC-SIGN, el cual captura inicialmente el virus
en la superficie celular incrementando la concentracion local. La internalizacion del
virion tiene lugar con el auxilio de un receptor de alta afinidad (122). Una vez en la
superficie celular, el viribn penetra en las células por endocitosis dependiente de
clatrina (33), componente esencial en la formacion de la vacuola endocitica. Luego
ocurre un proceso de fusion entre las membranas de dicho compartimento y la
envoltura viral, liberAndose la nucleocapside en el citoplasma(123), lo que facilita
la salida del ARN viral al citosol(124). Una vez que el genoma viral se libera en el
citoplasma, la region 5’ no traducida (5’UTR) conduce al ARN hacia los ribosomas,
donde ocurre la traduccién del Unico ORF (125). La poliproteina resultante es

procesada co y postraduccionalmente para dar lugar a las 10 proteinas virales.

El ensamblaje de la nucleocapside a partir de la proteina C y el ARN, asi como la
adquisicién de la envoltura, ocurren intracelularmente. Las particulas del virién
inmaduro se transportan en vesiculas que salen de la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) y por un mecanismo especifico son translocadas al pre—
Golgi, pasando posteriormente al aparato de Golgi. En las vacuolas de pre y post
Golgi opera un transporte exocitico de glicoproteinas de membrana a la superficie
celular (126).

La liberaciéon del virus puede ocurrir por fusién de la membrana de las vesiculas
exocitica, que contienen al mismo, con la membrana plasmética, o por efecto
citopatico, a través de rupturas puntuales en la membrana que lo separan del

espacio exterior (127).
Género Alfavirus

El ciclo replicativo del VCHIK, que tarda solo 4 horas (51, 113), ocurre en el
citoplasma tanto de las células de vertebrados como en las de insectos (128).
Inicialmente el virus entra en las células susceptibles mediante el proceso de

endocitosis a través de un receptor aun desconocido. Debido a que el ambiente
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endosomal es acido, ocurren cambios conformacionales en la envoltura viral que
permiten la fusion de la membrana viral con la de la célula diana, lo cual posibilita
la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma. Primeramente, el ARN
genomico se traduce en 4 proteinas no estructurales (nsPs), las cuales forman el
complejo de replicacion. Luego, el genoma se sintetizaen una cadena en sentido
negativo, la cual posteriormente se usa como molde para la sintesis del ARN viral
49S y el ARNm subgendmico 26S. Para producir las proteinas estructurales (C-
E2-6K-E1) se requiere que sea traducido el ARNm subgendmico, y luego estas
proteinas se procesan por serinaproteasas. Posterior a este procesamiento, la
capside se libera en el citoplasma, y el resto de las proteinas se modifican
postraduccionalmente en el RE y luego en el aparato de Golgi. Las glicoproteinas
E1l y E2 se asocian como un dimero y se transportanhacia la membrana
citoplasmatica del hospedero. Dichas proteinas se incorporan al final del proceso
replicativo en la superficie del virion, mientras que previamente la capside forma la
nucleocépsideicosaédrica que contiene el ARN gendémico 49S. De esta manera
gueda conformado el viribn maduro, el cual se libera de la célula infectada una vez

gue adquiere una bicapa a partir de la membrana del hospedero (56, 113, 129).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las infecciones por VZIK, VDEN y VCHIK, generalmente transcurren de manera
asintomatica o leve, y presentan cuadros clinicos similares en la fase temprana de
la enfermedad, tales como fiebre, cefalea, artralgia, mialgia, erupcion
maculopapular, dolor retroorbital y linfoadenopatias(130). Debido a las similitudes
en las manifestaciones clinicas en estos tres agentes, el diagndstico clinico de las
mismas es todo un reto, principalmente porque se han propuestos diferentes
algoritmos diagndsticos sin que se haya podido establecer un algoritmo
unico(130).

Se conoce muy poco acerca de la historia natural de la infeccion por VZIK, y la
percepcion inicial como una enfermedad leve ha cambiado por los
descubrimientos continuos de complicaciones neurolégicas graves (tales como el

SGB) e infecciones congénitas. Sin embargo, las infecciones leves son frecuentes
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y se caracterizan por fiebre, mialgia, conjuntivitis, cefalea, edemas y vomitos (131).
Por otro lado, los estudios preliminares para determinar la duracion del periodo de
incubacion del VZIK, se han centrado en investigaciones con personas que
recibieron transfusiones de sangre en la Polinesia Francesa, los cuales fueron
positivos a este virus por la técnica de RT-PCR, y ademas presentaron
manifestaciones clinicas de 3 a 10 dias luego de la transfusion(132). Sin embargo,
un estudio més actual, indico6 un periodo de incubacion de 3 a 14 dias en 197
viajeros sintomaticos con una infeccién reciente por VZIK (133). Estos datos
coinciden con los reportados para el VDEN. En este ultimo, la mayoria de las
infecciones son autolimitadas ya que generalmente los pacientes desarrollan
fiebre alta, erupcion repentina en la piel, mialgia y cefalea. Durante la fase inicial,
no existen diferencias clinicas entre los pacientes que progresan o no hacia un
dengue grave. Aquellos pacientes que evolucionan hacia este cuadro severo de la
enfermedad, manifiestan hemorragias leves e incluso puede verse comprometida
la vida del paciente. La anterior expresién clinica se caracteriza por un comienzo
rapido en la fuga capilar con hemorragia, acompafiada de trombocitopenia y dafio

hepatico, y en algunos casos puede conducir a la muerte(134).

Por otra parte, el periodo de incubacién del VCHIK tiene un rango de 1 a 12 dias,
y generalmente el comienzo de las manifestaciones clinicas es abrupto. Dentro de
los principales sintomas que aparecen durante la infeccibn por este virus, se
encuentran fiebre alta, cefalea, mialgia, y artralgia que afecta principalmente las
articulaciones de los miembros(135).El dolor articular asociado con el VCHIK
puede ser muy intenso, y su duracién puede oscilar desde pocos dias hasta afios,
por lo que puede seguir un curso agudo, subagudo o crénico en dependencia del

tiempo de evolucién(136).

DIAGNOSTICO DE LAS ARBOVIROSIS

El diagnostico clinico diferencial entre VZIK, VDEN y VCHIK es actualmente todo
un reto debido a la gran similitud entre los cuadros clinicos que producen. Por lo
tanto, las pruebas de laboratorio tienen un papel esencial en el diagndstico

etiolégico de estas arbovirosis. La muestra idbnea comun para estos tres agentes
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es el suero, sin embargo es valido resaltar que el diagnostico de VZIK también se
realiza en otro tipo de muestra clinica, como por ejemplo la orina. Debido a que la
deteccion del ARN viral en suero esta limitada a los primeros 5 dias de la
enfermedad (137), la orina es la muestra de eleccién para alargar el tiempo de

deteccidn del VZIK luego de la disminucién de la viremia(138).

De manera general, en pacientes con sintomas clinicos, el suero debe ser
colectado durante los primeros 4 dias luego del comienzo de la enfermedad, para
realizar pruebas que permitan detectar una infeccidon por VZIK, VDEN o
VCHIK(137). Sin embargo, generalmente los anticuerpos IgM persisten por 2-12
semanas luego de una infeccion por arbovirus. Este Ultimo elemento constituye la
base del diagnostico seroldgico, sobre todo en el caso de VDEN y VCHIK (136).
En el caso del VZIK, la duracion de los anticuerpos IgM anti-VZIK adn no se
conoce con exactitud, no obstante, existen algunas evidencias sobre el empleo de
los mismos como una herramienta util en el diagndstico del sindrome de infeccion
congénita por VZIK(139). Sin embargo, la utilizacién de los anticuerpos IgM e 1gG
en el diagnostico de laboratorio presenta un gran reto, ya que la sensibilidad y
especificidad de las pruebas que detectan estos anticuerpos estan muy poco
establecidas. Ademas existe una fuerte reactividad cruzada entre VZIK y VDEN, y
otros flavivirus, lo cual dificulta ain mas la implementacion de pruebas seroldgicas

en el diagndstico de una arbovirosis(140).

Otras pruebas diagnésticas estan encaminadas hacia la deteccion de antigenos
virales, tal es el caso del VDEN, ya que durante la fase aguda, la proteina viral
NS1 puede ser detectada mediante ensayos inmunoenzimaticos(ELISA -del
inglés- EnzymeLinkedimmunoSorbentAssay). Sin embargo, este tipo de prueba
aun no esta disponible para el caso del VZIK(141), lo cual representa un problema,
ya que un resultado negativo en muestras de suero mediante RT-PCR, no
descarta la infeccion por este virus debido a que su viremia es muy corta. Por tales
motivos, existe una necesidad inminente en el desarrollo de pruebas seroldgicas

para detectar la infeccién por VZIK(136).
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Figura 2. Algoritmo para la vigilancia integrada de las arbovirosis (A: Secuencial,
B: Paralelo) (142).

Otra de las pruebas que se utilizan para diagnosticar una infeccion por algin
Arbovirus, es la prueba de neutralizacién por reduccién del nimero de placas
(PRNT, -del inglés-Plaque Reduction Neutralization Test). Dicha prueba mide los
anticuerpos neutralizantes virus-especificos, y es capaz de determinar la causa de
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una infeccion primaria con una alta especificidad. Sin embargo, esta prueba es

muy costosa y laboriosa(137).
Epidemiologia

Algunos Arbovirus que inicialmente circulaban en el Viejo Mundo se han
introducido en la actualidad en el continente Americano(143). El primero de ellos
fue el VFA durante los siglos XVII- XIX, a partir de esclavos provenientes de las
costas del Occidente de Africa(144). Posteriormente, comenzdé la circulacion del
VDEN en la region de las Américas, y actualmente continla su transmisién en
dicha region(145). En el afio 1999, el VNO se introdujo en la ciudad de Nueva
York, y en pocos afos se disperso por todo el continente(146). Por otra parte, el
VCHIK se detecté en la Isla San Martin en 2013, luego de una epidemia en la
Polinesia, y en la actualidad, dicho agente viral ha circulado por la mayoria de los
paises de la regién(8). Una situacion similar ocurrié con el VZIK, ya que el mismo
se introdujo en el continente Americano, especificamente en Brasil, a inicios del
afio 2015(147). Este virus continuo dispersandose por gran parte del continente, y
para finales de 2015 se habia extendido a lo largo de América del Sur,

Centroamérica y el Caribe(148).

En el caso especifico de Venezuela, las infecciones por VDEN, VZIK y VCHIK han
aumentado en las Ultimas décadas, Las infecciones por VDEN contindan siendo
un importante problema de salud en nifios venezolanos (149), sin embargo, existe
un gran desconocimiento de la enfermedad en la poblacién (150).En 2014, el
VCHIK se introdujo en Venezuela, y se convirti6 rapidamente en una arbovirosis
de gran importancia debido a los casos graves y fatales reportados (151).
Ademas, actualmente segun la Organizacibn Panamericana de la
Salud/Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS), Venezuela constituye el
tercer pais con mayor numero de casos de VZIK en la region de las Américas,
seguido de Brasil y Colombia(152). Dicha situacion se ha complejizado aun mas
debido a la dispersién de este virus en todo el pais(153), junto a la circulacién
conjunta de los VDEN y VCHIK.
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MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DE ESTUDIO Y SELECCION DE LA MUESTRA

Se realizé un estudio observacional descriptivo prospectivo desde octubre de 2013
hasta febrero del 2016 en dos servicios ambulatorios de salud: Canaima y La
Isabelica ubicados en el area metropolitana de la ciudad de Valencia, que es la

capital del estado de Carabobo de Venezuela (Figura 3).

/l\ w
MAR CARIBE

P 0
Pto. Gabelio *

Puerto Cabello

ARAGUA

YARACUY

@

Carlos Arvelo

Los Naranjos'

Valencia

Figura 3. Mapa del estado de Carabobo, Venezuela. Los circulos rojos sefialan la
ubicacion de las dos instituciones de salud que participaron en el estudio:
Izquierda: Ambulatorio Canaima, Derecha: Ambulatorio La Isabelica).
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El estimado de habitantes del estado de Carabobo es de 2 442 823 (18). En ella,
existe un panorama urbano muy variable, pues existen zonas bien disefiadas con
acceso total a servicios publicos pero hay otras areas muy pobres
(asentamientos/arrabales) sin acceso a agua potable ni electricidad. En la costa
norte del distrito del estado de Carabobo esta ubicado el tercer puerto mas
importante de Venezuela (Puerto Cabello), en el que ocurren las principales
actividades de importacidn/exportacion. El clima local muestra una media anual de
temperatura en el rango entre 23 °C y 26 °C, con un acumulado anual de

precipitaciones entre 700 y 1 199 milimetros.
Para la seleccion de los pacientes se siguieron los siguientes criterios:
Criterios de Inclusion

Cualquier paciente que solicitdé servicios de salud ambulatorios en alguna de las

dos clinicas ambulatorias cumpliendo con los siguientes criterios:

* Fiebre o historia de fiebre de menos de 72 horas de evolucion.

+ Sintomas clinicos sugestivos de una posible infecciébn por arbovirus
(ejemplo sospecha de dengue y/o fiebre indiferenciada en un paciente que
reside en un area endémica de arbovirus.

+ Edad mayor de 5 afios.

« Consentimiento informado escrito para participar en el estudio, ya sea por el

paciente o el tutor legal.
Criterios de Exclusién

 Identificacion de signos de focalizacién del Sindrome febril que sugieran un
diagndstico alternativo (ejemplo neumonia, otitis, etc).

* Que el médico de asistencia infiera que el paciente no se presentara para
seguimiento diario (ejemplo problemas de transporte o distancia de la
clinica).

* El paciente fue ingresado en el momento del reclutamiento al proyecto

producto de un dengue grave u otra condicién médica.
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A cada individuo se le colectaron entre tres y cinco mililitros de sangre en EDTA
durante las primeras 72 horas de iniciado el cuadro clinico con el objetivo de
utilizar el plasma para el diagnostico molecular. Un cuestionario clinico
estructurado se completé diariamente para todos los participantes en el estudio.
La ficha de recoleccion de datos (FRD) incluyé una descripcion detallada de
signos y sintomas clinicos, asi como resultados estandares de examenes de
laboratorio. Los pacientes se evaluaron diariamente en las clinicas de los servicios
ambulatorios hasta lograr su completa recuperacion, encontrandose sin fiebre

durante 48 horas, o0 hasta 6 dias después de haber sido incorporados al estudio.

Toda la informacién clinica se documenté y se les realiz6 un hemograma completo
en cada visita. En la ultima visita (4-6 dias de la enfermedad aguda) se tomé una
segunda muestra para perfil bioquimico al mismo tiempo que para realizar la
serologia (en caso que el paciente no regresara a la visita de seguimiento). Se
programo a todos los pacientes una visita de seguimiento entre los dias 10 a 14 de
la enfermedad, es decir, al menos una semana después de la ultima visita en la

gue se colecté una muestra para serologia y un hemograma.
CONSIDERACIONES ETICAS

Durante la presente investigacion se siguieron los estandares internacionales para
la conducta ética en las investigaciones que involucran ensayos con humanos. Se
obtuvo la aprobacién del comité institucional y nacional de ética en investigacion
de Venezuela. Todos los procedimientos empleados en los estudios clinicos y de
laboratorio cumplieron con las leyes nacionales y de la Uniébn Europea con
respecto a las investigaciones con participantes humanos. Se integré desde el
inicio un programa independiente de monitoreo clinico que asegurd el
cumplimiento de los estandares de Buenas Préacticas Clinicas. El equipo de
trabajo describio el proposito del estudio, los procedimientos, posibles riesgos y
beneficios, los derechos y responsabilidades de los participantes y las alternativas
a la inscripcién al estudio. Los pacientes o los padres/responsables fueron
invitados a hacer preguntas que fueron debidamente respondidas por el equipo

local del proyecto. En caso de acceder el paciente o el padre/responsable legal a
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participar en el estudio, se les pidid la firma del documento de consentimiento

informado.

Se explicé a los pacientes y a los médicos de asistencia que los examenes
diagnosticos especificos de arbovirus solo se realizarian al finalizar el estudio en
laboratorios de investigacion incluso fuera de Venezuela. Uno de los objetivos del
proyecto fue evaluar la precision diagndstica en la identificacibn de aquellos
pacientes que progresaran a la forma grave del dengue grave sin introducir el
sesgo en la interpretacion de los examenes de laboratorio por parte de los clinicos.

Sdlo contaron con los examenes de rutina que se realizaron en cada hospital.

Se garantizé la confidencialidad de toda la informacion que se generé en el
estudio. Todos los datos (incluyendo datos clinicos, de laboratorio, y genéticos) se
guardaron en bases de datos protegidas por contrasefias. Los nhombres de los
participantes sélo se documentaron al momento del reclutamiento para permitir su
identificacion en las visitas de seguimiento. Sin embargo, la informacién que
pueda identificar a los pacientes se vinculé Unicamente a los datos o muestras en
una Lista Maestra protegida la que no se compartié fuera del equipo de trabajo y
se acordd que no se transferird ninguna informacion que pueda identificar a los
pacientes entres los sitios clinicos. Todos los formularios de recoleccién de datos y
las muestras se etiquetaron Unicamente con un numero de identificacion del
estudio y se guardaron en un sitio seguro. Solo las personas locales que firmaron
un compromiso de protecciébn de datos tienen acceso a la contrasefia de la

computadora donde se guardan los datos.

Finalmente se reclutaron 1 928 pacientes para participar en el proyecto, pero sélo
en 265 individuos se demostré una infecciébn similar al VDEN por métodos
seroldgicos (IgM/IgG anti virus DENV). Los ensayos seroldgicos se realizaron en
muestras de suero colectadas después del quinto dia de iniciado el cuadro clinico
en los laboratorios de la Universidad de Carabobo de Venezuela. El LNR de
Arbovirus del IPK asumié entre las tareas del proyecto la realizacion del
diagnéstico molecular de la infeccién por arbovirus mediante RT-PCR en tiempo

real.
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En el LNR de Arbovirus del IPK se recibieron 265 muestras de plasma que se

MUESTRAS CLINICAS

transportaron desde Venezuela por via aérea en contenedores que contenian
hielo seco. Todas las muestras se almacenaron entonces a -80 °C hasta ser
procesadas para la purificacion de los acidos nucleicos. Se excluyd del estudio
una muestra de plasma proveniente de un paciente del ambulatorio La Isabelica al
identificarse una inhibicion en el PCR en tiempo real. Por tanto, en el presente
estudio sé6lo se incluira el analisis de los resultados de las 264 muestras de plasma
(Tabla 1). Lamentablemente, no se recibié la informacion clinica de cada paciente
incluido en el proyecto a pesar de que todas las muestras se procesaron y se
enviaron los resultados de los ensayos del PCR en el tiempo acordado. Esto limita
el andlisis pues no se podran realizar asociaciones con todas las variables clinicas

colectadas en los FRD.

Tabla 1. Distribucion de las muestras de plasma segun el afio y el ambulatorio de
salud del estado de Carabobo de Venezuela.

AMBULATORIO LA ISABELICA | AMBULATORIO CANAIMA | TOTAL
2 7 9

2014 81 79 160

2013

2015 56 14 70
2016 25 = 25
Total 164 100 264

EXTRACCION DEL ARN

La purificacion del ARN se realizé a partir de 140 pL de las muestras de plasma
empleando el estuche comercial QlAamp viral RNA (Qiagen, Alemania). Todo el
procedimiento se realiz6 de forma automatizada en extractor QIAcube (Qiagen,
Alemania) utilizando un volumen de elusién final de 60 yL de agua libre de
nucleasas. El ARN purificado se almacend a -20°C hasta su procesamiento por

RT-PCR en tiempo real.
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RT-PCR EN TIEMPO REAL

En el presente estudio se emplearon dos protocolos de RT-PCR en tiempo real
que fueron diseflados y estandarizados por la Divisibon de Enfermedades
Transmitidas por Vectores, subdivision de Dengue en Puerto Rico, de los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC-siglas del inglés- Centers
for Disease Control and Prevention) de Estados Unidos de América (EUA). Ambos
estuches fueron gentilmente donados al LNR de Arbovirus del IPK a través de las
oficinas regionales de la OPS/OMS. Ambos protocolos estan basados en la
metodologia de sondas de hidrélisis o TagMan®, fueron validados por la
administracion de alimentos y medicamentos (FDA -siglas del inglés-Food and
Drug Administration) de EUA, autorizandose para uso en el diagndstico in vitro

(IVD —siglas del inglés- In-vitro Diagnostic Use) en muestras de humanos.

Mediante el protocolo multiple Trioplex rRT-PCR es posible identificar en el mismo
tubo de reaccion la presencia/ausencia del ARN del VDEN, VCHIK y VZIK en
diferentes muestras clinicas. Este ensayo nos permitié identificar el arbovirus
presente en las muestras de plasma. En aquellos casos en los que se detectd el
ARN del VDEN se procedié entonces a identificar el genotipo de los virus del
complejo Dengue (1-4) a través del ensayo multiple de RT-PCR en tiempo real
para DENV-1-4 de los CDC.

Cebadores y sondas

Las secuencias de los cebadores y sondas del protocolo Trioplex rRT-PCR
todavia no se han publicado, pero se conoce que estan dirigidos a secuencias
especificas de los genes de envoltura, la region 5 no codificante y la proteina no
estructural 1 (nSP1 -siglas del inglés- non Structural Protein 1) del VIZK, VDEN y
VCHIK, respectivamente (Tabla 2). Este protocolo multiple permite detectar y
diferenciar de forma cualitativa el ARN de VDEN, VCHIK y VZIK en muestras de

suero, sangre total, liquido cefalorraquideo (LCR) y liquido amni6tico (LA).
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Tabla 2. Cebadores y sondas del protocolo Trioplex RT-PCR en tiempo real del
CDC (CDC; catalogo #KT0166).

Cebadores| Ubicacion del Gen Fluorocromode la
Sonda

VZIK-F

VZIK-R Gen de la envoltura Texas Red
VZIK-P

VDEN-F

VDEN-R1

VDEN-R2

VDEN-P

§’-UTR FAM

VCHK-F
VCHK-R nSP1 VIC
VCHK-P

Ribonucleasa P humana FAM

Cada una de las sondas tiene un marcaje con fluorocromo especifico que emite
fluorescencia a una determinada longitud de onda. Otra caracteristica importante
de este estuche es que se incluye un juego de cebadores y sonda para la
amplificacion de un fragmento del gen de la RNasa P (RP) humana que esta
presente en todas las muestras clinicas. Su deteccién permite descartar la
presencia de inhibidores en las muestras, errores durante el proceso de extraccion
del ARN vy la posible degradacion del ARN por la mala conservacién. Su
amplificacion tiene lugar en un tubo aparte con una mezcla especifica como se

describird mas adelante.

El otro protocolo que se empled en el presente estudio para identificar el genotipo
del VDEN fue el RT-PCR en tiempo real de VDEN-1-4 disefiado por Santiago y
colaboradores (154). Las secuencias de los cebadores y sondas, asi como el
marcaje con fluorocromos especificos de cada una de las sondas que emiten
fluorescencia a diferentes longitudes de onda se describen en la tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores y sondas del protocolo de RT-PCR en tiempo real de VDEN-
1-4 de los CDC.

Ubicacion del Fluorocromo de la
Cebadores
Gen Sonda

VDEN-1 F CAAAAGGAAGTCGYGCAATA

VDEN-1 R NS5 CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC FAM
VDEN-1 P CATGTGGYTGGGAGCRCGC

VDEN-2 F CAGGCTATGGCACYGTCACGAT

VDEN-2 R E CCATYTGCAGCARCACCATCTC HEX
VDEN-2 P CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA

VDEN-3 F GGACTRGACACACGCACCCA

VDEN-3 R prmv CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT TEXASRED
VDEN-3 P ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG

VDEN-4 F TTGTCCTAATGATGCTRGTCG

VDEN-4 R prv TCCACCYGAGACTCCTTCCA Cy5
VDEN-4 P TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG

Mezcla de la reaccion de RT-PCR en tiempo real

Para la mezcla de la reaccién de ambos protocolos de RT-PCR en tiempo real se
utilizé la mezcla de enzimas del estuche comercial SuperScript Il Platinum/One-
Step qRT-PCR System, de Invitrogen, EUA. En un area de trabajo limpia utilizando
Cabina de Flujo de Aire horizontal (AIRTECH) se preparé una mezcla de reaccion
de PCR en un volumen final de 15 pL y 20 uL de reaccién para los ensayos
Trioplex rRT-PCR y el RT-PCR de VDEN (1-4), respectivamente (Tabla 4-6). Una
vez concluida la preparacion de la mezcla, éstas se distribuyeron en pocillos de
placas de 96 [Micro Amp Fast Optical 96-well reaction Plate with Barcode (0.1
mL)], de Applied Biosystems (ABI), EUA, que se transportaron protegidas de la luz
ambiental y en refrigeracion hacia el area de amplificacion del LNR de Arbovirus,
del IPK.
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Tabla 4. Reactivos empleados en la mezcla de reaccion del RT-PCR en tiempo
real de VDEN (**SuperScript Il Platinum/One-Step gRT-PCR System, invitrogen).

Agua libre de RNasas 2.2 uL
Solucion Tampon 2X 12,5 uL
VDEN-1F 0,5uL

VDEN-1 R 0,5 UL
VDEN-2 F 0,25 uL
VDEN-2R 0,25 uL

Cebadores

VDEN-3 F 0,5uL

VDEN 3 R 0,5 UL
VDEN-4 F 0,25 uL

VDEN-4R 0,25 uL

VDEN-1 0,45 UL

ERRE VDEN-2 0,45 uL
VDEN-3 0,45 L

VDEN-4 0,45 UL

Mezcla de enzimas ** 0,5 pL
Volumen final 25 uL
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Tabla 5. Reactivos empleados en la mezcla de reaccion del Trioplex rRT-PCR en
tiempo real (*Las sondas ya vienen incorporadas junto a los cebadores;
*SuperScript 1l Platinum/One-Step gRT-PCR System, invitrogen).

Trioplex

Reactivos 'RT-PCR

Agua libre de RNasas 0,5 UL

Solucién Tampon 2X 12,5 uL

VDEN 0,5 L

Cebadores y sondas * VZIK 0,5 L
VCHIK 0,5 puL

Mezcla de enzimas ** 0,5 L
Volumen final 15 gL

Tabla 6. Reactivos empleados en la mezcla de reaccion de la RP PCR en tiempo
real (*Las sondas ya vienen incorporadas junto a los cebadores; *SuperScript IlI

Platinum/One-Step gRT-PCR System, invitrogen).

RP PCR

LIRS (Control Interno)

Agua libre de RNasas 1,5 puL
Solucion Tampon 2X 12,5 uL
Cebadores y sonda * 0,5 uL

0,5 L

Mezcla de enzimas **

Volumen Final 15 pL
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En cada ensayo de RT-PCR que se realizd, se siguieron las recomendaciones

Controles de la RT-PCR en tiempo real

establecidas en las instrucciones para el uso que acompafian a cada uno de los

estuches.
Controles positivos

En el Trioplex rRT-PCR se empled un control positivo (CP) para el VZIK, otro para
VDEN y uno para VCHIK. En el caso del protocolo de RT-PCR del VDEN (1-4), se
emple6 como control positivo una mezcla de antigenos en el que se incluyen
diferentes cepas del VDEN aisladas en Puerto Rico todas inactivadas por calor.
Todos los CP estan incluidos en los estuches de PCR (Tabla 7).

Tabla 7. Controles positivos empleados en los protocolos de PCR en tiempo real
(CP: Control Positivo).

Componentes Volumen de
Rehidratacién

VDEN-1 Humano, Puerto Rico 2006
CP VDEN-2 Humano, Puerto Rico 1998

1,5 mL Liofilizado
VDEN  VDEN-3  Humano, Puerto Rico 2004
VDEN-4 Humano, Puerto Rico 1998

CP VCHIK Humano, Puerto Rico 2013 1,5 mL Liofilizado

CP VZIK Zika PRVABC59 1,5 mL Liofilizado

CP HSC Material de células humanas 2 mL Liofilizado

no infeccioso

Controles negativos

Durante la ejecucion del presente estudio, se incluyé como control negativo (CN)
en cada lote de extraccion automatica un tubo que contenia 140 uL de agua libre
de nucleasas que se siempre se procesaron en las mismas condiciones que las
muestras clinicas. Diez microlitros del producto purificado del CN se sometieron a
amplificacion por PCR para descartar posibles contaminaciones en el proceso de

extraccion.

Asimismo, se incluyé un control libre de ARN molde (NTC: -siglas del inglés- Non

Template Control) por cada lote de mezclas de reaccion de PCR que se
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prepararon (Tabla 3). Este estuvo constituido por 10 pL de agua libre de nucleasas
que se adicionaron en la placa de reaccion en el area de preparacion de las
mezclas. Con este NTC se monitorearon las posibles contaminaciones de los

reactivos en el area de preparacion de las mezclas del PCR.
Control interno

Como control positivo de la reaccion de la RP se incluyé la muestra de control
humano (HSC -del inglés- Human Sample Control). Este control no es mas que
material de células humanas cultivado, inactivado y no infeccioso. EI mismo, se

extrae al mismo tiempo que las muestras clinicas.

Proceso de amplificacion y deteccion

Diez microlitros del ARN previamente purificado de cada una de las muestras
clinicas se afiadieron en paralelo en pocillos especificos que contenian la mezcla
de reaccidén tanto para la deteccion del virus, como para la deteccion del gen de la
RNAsa P. Esto se llevé a cabo en la Cabina de Trabajo UVP (DBA Analytik Jena,
California, Estados Unidos) en el area de amplificacién, utilizando puntas con
barreras libres de nucleasas. Posteriormente, se afiadieron 10 uL del ARN
purificado de los CP, CN y del HSC, asi como un pocillo para el NTC (Fig. 4).
Entonces se procedié a sellar la placa con pelicula adhesiva para evitar la
evaporacion de la mezcla de reaccion y se coloc6 en termociclador ABI 7500
FAST DX de Applied Biosystems®, EUA.
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RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR de
A de VDEN | de VDEN de VDEN de VDEN | de VDEN | de VDEN | de VDEN | de VDEN | de VDEN | de VDEN | de VDEN VDEN (1-4)
(1-8) (1-8) (1-8) (1-3) (1-8) (1-8) (1-4) (1-3) (1-8) (1-4) (1-3)
B
G
D
E
E CP Pool de
Ag VDEN 1-4
G CN
H NTC

Figura 4. Esquema de la placa de reaccion del RT-PCR en tiempo real para
Trioplex rRT-PCR (A) y VDEN (B). Se muestra la distribucion de las muestras
clinicas y los diferentes controles que siempre se incluyeron en cada una de las
corridas que se realizaron en ABI 7500 FAST DX de Applied Biosystems.

Utilizando el programa Sequence Detection Software (Version 1.4.1, IVD) la
mezcla se sometié al siguiente ciclaje en protocolo estandar: Ciclo de reverso
transcripcion a 50°C durante 30 min, inactivacion de la transcriptasa inversa
SuperScript Il y activacion de la Taq Polimerasa a 95°C por 2min, seguidos de 45
ciclos de amplificaciéon que incluyeron un paso de desnaturalizacion a 95°C por 15
segundos y 1 minuto a 60°C. Durante este Ultimo ciclo se establecié la deteccion
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de la fluorescencia en los canales especificos para cada uno de los fluorocromos

gue se emplearon en el marcaje de la sonda.
Analisis e interpretacion de los resultados

Una vez concluida la corrida del RT- PCR en tiempo real, los datos se guardaron y

se analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante del instrumento.
Validacion de la corrida

Antes de emitir el resultado individual de cada una de las muestras analizadas, se
procedié a validar la corrida de cada uno de los ensayos de RT-PCR en tipo real
analizando los resultados de los controles que se incluyeron en los protocolos

ejecutados. Asi se considerd que la corrida era valida si se detectaba:

e Curva de amplificacion en los canales especificos para VDEN (FAM),
VCHIK (VIC) y VZIK (Texas Red) dentro del rango de valor esperado del Ct
para el protocolo de Trioplex rRT-PCR.

e Curva de amplificacién en los canales especificos para VDEN 1 (FAM),
VDENV 2 (HEX), VDEN 3 (Texas Red) y VDEN 4 (Cy5), dentro del rango
de valor esperado del Ct en el pocillo en el que se aplic6 la mezcla de
antigenos del ensayo RT-PCR en tiempo real para DENV-1-4.

e No sefial fluorescente en el pocillo del NTC.

e Curva de amplificacion en el pocillo en el que se afadié el ARN del HSC
utilizando el juego de cebadores y sonda de la prueba del control interno
RP.

En el protocolo del Trioplex el andlisis es obligatorio que se realice de forma
independiente para cada una de las secuencias especificas utilizando el modo
manual para establecer la linea umbral (-del inglés- Threshold Cycle). Esta linea
se ubico en el sitio en el que se inicia la fase exponencial de la curva de
amplificacion y siempre por encima de cualquier sefial de ruido. Las curvas
verdaderamente positivas deben poseer las tres fases que se describe durante la
amplificacion en los ensayos de tiempo real, ellas son: fase exponencial o

logaritmica, fase lineal y fase de meseta. Los resultados generados en las mezclas
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con juegos de cebadores y sonda especificos para cada secuencia diana (VDEN,

VCHIK, VZIK y RP) se interpretaran como positivos si se genera un incremento

exponencial de la fluorescencia que cruza el umbral (Ct siglas del inglés- Cycle
Threshold) antes del ciclo 38 (Tabla 8).

Tabla 8. Tomado y traducido de las instrucciones para el uso del Trioplex Real-
time RT-PCR Assay EDIC 6-04-2017

VZIK|VDEN | VCHIK m INTERPRETACION REPORTE ‘

I + - -
I - i "
- - "
I + + +/-
i - +/-
- i +/-
+ + +/-

Negativo

Indefinido

Positivo para VDEN pero

negativo para VZIK y VCHIK

Positivo para VCHIK pero
negativo para VZIKy VDEN

Positivo para VZIK pero

negativo para VCHIK y VDEN

Positivo para VDEN y VCHIK

pero negativo para VZIK

Positivo para VDEN y VZIK

pero negativo para VCHIK

Positivo para VZIK y VCHIK

pero negativo para VDEN

Positivo para VZIK, VDEN y
VCHIK

No se detecté VDEN, VCHIK o VZIK por RT-PCR en tiemporeal

Muestra en la que no se puede definir ARN a VDEN, VCHIK o
VZIK mediante RT-PCR en tiemporeal.

Puede deberse a que la muestra no es la adecuada.

ARN de VDEN detectado mediante RT-PCR en tiemporeal.
No se detecto ARN de VZIK ni VCHIK mediante RT-PCR en
tiempo real.

ARN de VCHIK detectado mediante RT-PCR en tiempo real.
No se detecté ARN de VZIK ni VDEN mediante RT-PCR en
tiemporeal.

ARN de VZIK detectado mediante RT-PCR en tiemporeal.
No se detecté ARN de VCHIK ni VDEN mediante RT-PCR en
tiemporeal.

ARN de VDEN y VCHIK detectado mediante RT-PCR en tiempo
real.

No se detectd ARN de VZIK mediante RT-PCR en tiempo real.
ARN de VDEN y VZIK detectado mediante RT-PCR en tiempo
real.

No se detecté ARN de VCHIK mediante RT-PCR en tiempo real.
ARN de VZIK y VCHIK detectado mediante RT-PCR en tiempo
real.

No se detectd ARN de VDEN mediante RT-PCR en tiemporeal.
ARN de VZIK, VDEN y VCHIK detectado mediante RT-PCR en

tiemporeal.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se confecciond una base de datos con los resultados del PCR mediante el
paquete estadistico IBM SPSS Statistics version 19 en la que se incluyé el afio y
mes de colecta de la muestra, el ambulatorio de origen (La Isabelica o Canaima),
valor del Ct para el arbovirus especifico, el genotipo de DENV identificado. Se
construyeron tablas de contingencia y se compararon las variables utilizando la
prueba de Chi cuadrado o de Fisher segun correspondiera, se consideraron
significativos los valores de p menores de 0.05. El riesgo se estim6é con un
intervalo de confianza del 95%. Para comparar los valores del Ct entre los
arbovirus identificados se empleé la prueba de ANOVA y en caso de significacion

estadistica se realizd Prueba de Tukey con un nivel de significacion de 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION

La actual emergencia de las enfermedades infecciosas transmitidas por vectores
confirma la mala preparacion de los sistemas de salud a nivel mundial para
predecir, responder y contener de forma rapida las epidemias que estos agentes
causan (136). El VZIK, flavivirus transmitido por un vector, se ha convertido en una
amenaza para la salud humana desde su emergencia fuera de Africa en el 2007
(131). La epidemia que este virus caus6 entre los afios 2013 y 2014 en la
Polinesia Francesa mostr6 que ademas del cuadro autolimitado y benigno, es
capaz de producir complicaciones neurolégicas severas en adultos (SGB) (155).
AUn mas, su reciente introduccion en Brasil le permiti6 expandir el espectro de
patologias que induce, al identificarse complicaciones neurodegenerativas
(ejemplo microcefalia) y otros desordenes genéticos en hijos de madres infectadas
con el VZIK durante la gestacion. Actualmente, las consecuencias de su efecto
teratogénico se agrupan en el Sindrome de infeccién congénita por VZIK que se
actualiza de forma continua con los datos que reportan los paises en los que este

agente ha circulado (25).

Las dificultades para contener la transmision del VCHIK y del VDEN en afios
previos, prueban de lo complejo que resulta controlar el vector (Aedes aegypti). Se
ha observado que la aplicacion de bajos volimenes de insecticidas, el uso de
larvicidas y la movilizacion comunitaria tienen una limitada eficacia como Unicas
medidas para controlar la enfermedad producida por arbovirus (156). A esto se
afiade la carencia de sistemas de vigilancia en paises en vias de desarrollo que no
poseen ni la infraestructura, ni el personal capacitado para realizar técnicas de

avanzada para identificar oportunamente la circulacién de los arbovirus. Estas
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limitaciones reales hicieron que aunque se anticipo en la mayoria de los paises del
continente americano la introduccién del VZIK, sélo se desarrollaran
intervenciones al detectarse los primeros casos sintomaticos (se estima que el
20% de las infecciones por VZIK son sintomaticas) (157). Esto condujo al retraso
en la respuesta, una ineficaz contencion y en consecuencia una rapida

diseminacion del virus por todo el continente.

En este escenario internacional se enmarca el presente estudio. Venezuela, un
pais con hiperendemicidad del VDEN, fue testigo entre el 2014 y 2016 del patrén
explosivo de las recientes epidemias de los arbovirus reemergentes VCHIK y VZIK
(158). Segun los resultados obtenidos en la presente investigacion, se detecto la
infeccion por al menos un arbovirus en 181 (68.6 %), de los 264 pacientes en los
que se diagnostic6 un cuadro clinico sospechoso de dengue. Mediante el
protocolo multiple Trioplex rRT-PCR se identific6 en orden de frecuencia la
infeccion por VCHIK, VDEN y VZIK en 121 (66.9%), 50 (27.6%) y 10 (5.5%)
pacientes; respectivamente (Tabla 9). Resultados similares se reportaron en
Puerto Maldonado hacia el este de Peru en el afio 2017, donde se identificoO una
mayor frecuencia de infeccion por el VCHIK, seguida por el virus Oropuche
(VORO), VDEN y VZIK en pacientes con sindrome febril agudo, pero en un
periodo de estudio de tan sélo tres meses (159). Por el contrario, recientemente
Sanchez y colaboradores reportaron que en orden de frecuencia se encontré que
el VDEN, VZIK y VCHIK fueron los arbovirus que circularon en la costa norte del
Peru (160).
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Tabla 9. Distribucion de los casos segun los arbovirus identificados

VARIABLES ] %

Total de pacientes 264 100

Casos confirmados de infeccién por VDEN 50 27.6

Casos confirmados de infeccion por VCHIK 121 66.9

Casos confirmados de infeccion por VZIK 10 5.5

Casos donde no se detectd ARN de VDEN, VCHIK o VZIK 83 31.4

Estos hallazgos resaltan la variabilidad de los patrones de circulacién de los
arbovirus, inclusive en un mismo pais. A lo que habria que afiadir el posible efecto
de las diferencias en cuanto al: disefio de la investigacion, los protocolos
diagnésticos que emplean, los criterios de inclusién, el nimero de pacientes
estudiados, el periodo de estudio, entre otros. De cualquier forma, soélo la
identificacion a nivel de pais de los factores que favorecen Ila
introduccién/circulacion de estos agentes permitird establecer mecanismos

sostenibles para el control de sus vectores.

Un resultado importante de la presente investigacion es que en el 31,4 % de los
pacientes en los que se sospechd la infeccion clinica por VDEN no se detect6 el
ARN ni del VDEN, ni VCHIK ni del VZIK (Tabla 9). Mas preocupante aun es que
en el 100% de las muestras estudiadas se descarto la presencia de inhibidores del
PCR al detectarse sefal fluorescente por encima del umbral en el tubo de reaccion
de control interno (RNAsa P positivas). Todos los pacientes estudiados tenian
manifestaciones clinicas que obligaron al médico de asistencia a plantear
etiolégicamente la infeccion por arbovirus. Por tanto, no se puede descartar la
posible infeccién por otros arbovirus que actualmente circulan en el continente
americano (161-164), aunque su diagnéstico no se incluyé entre los objetivos del
presente estudio. Incluso, podria plantearse que la causa de la enfermedad
pudiera estar asociada a la infeccion por un arbovirus no identificado aun, pero
gue esta causando un cuadro similar a dengue en individuos residentes en el

estado de Carabobo, Venezuela (26, 165, 166). Se conoce de la existencia de

Pagina | 39



arbovirus que circulan de forma natural en determinadas zonas geograficas con un

elevado potencial para producir futuras epidemias (167).

Multiples serian las variables que hipotéticamente limitaron la deteccion del
genoma viral en las muestras de plasma estudiadas, entre ellas: la calidad en la
colecta, transportacion y almacenaje de las muestras (168), la dinamica de
replicacion con cifras de carga viral muy bajas (por ejemplo VZIK) (169, 170), la
variabilidad de la respuesta inmune individual (171), la sensibilidad analitica del
ensayo de Trioplex (168), entre otros. A pesar de la indiscutible sensibilidad y
especificidad de los ensayos de PCR, sus limitaciones como herramienta
diagndstica hacen que en los sistemas de vigilancia no sea necesario confirmar la
infeccion en el 100% de los pacientes que cumplen con la definicion de caso. Su
principal utilidad radica en identificar el virus que a través de la picadura de un

mosquito esta causando un brote en una poblacion especifica.

Entonces, consideramos oportuno exponer una de las limitaciones del analisis del
presente estudio que deriva del desconocimiento de los datos clinicos y
epidemioldgicos, asi como de los resultados de los ensayos serologicos que se
realizaron a los pacientes estudiados. Estos habrian permitido caracterizar de
forma integral a cada paciente, comparando el patron serolégico con los
resultados del PCR. Sélo de esta forma se podria descartar la infeccion por los
arbovirus estudiados en los pacientes con clinica sugestiva de su infeccién. Esta
es una informacion muy importante a tener en cuenta cuando se interpretan los
resultados de las pruebas diagnésticas, a las que siempre habria que integrar el
analisis clinico, epidemioldgico y entomoldgico. De lo contrario se podrian llegar a
conclusiones erradas y con ello a la toma de decisiones no idoneas que limitaran

el control eficiente del vector.

En el grafico 1 se muestra el nimero de casos en los que se confirmo la infeccion
por Arbovirus segun el afio en el que se detectaron por los servicios ambulatorios
de salud. ElI VDEN fue el Arbovirus que circuldé en el estado de Carabobo con
mayor frecuencia, detectandose casos en el 2013, 2014 y 2015. Sin embargo, solo

se confirm6 la infeccibn por VCHIK y VZIK en los afios 2014 y 2016,
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respectivamente; hallazgos que coinciden con el momento en que se reporto la

introduccién de estos agentes por las autoridades de salud de Venezuela (172).
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Gréfico 1. Distribucion del nUmero de casos en los que se confirmé la infeccidon
por VDEN, VCHIK y VZIK mediante protocolo multiple Trioplex rRT-PCR segun el
afio de colecta en muestras de plasma de pacientes venezolanos en los que se
sospecho la infeccion por VDEN en el estado de Carabobo, Venezuela (2013-
2016).

El dengue es una de las enfermedades olvidadas (NTDs -siglas del inglés-
Neglected Tropical Diseases) de mayor importancia en Venezuela, observandose
un incremento en su incidencia, magnitud y frecuencia de los brotes durante los
ultimos afios. El incremento anual en su incidencia es de aproximadamente 9.5%,
entre 1991 y 2016. Ha aumentado diez veces el promedio de casos entre los
inicios de los 90 (39.5 casos x 100 000 habitantes) y el periodo 2010-2016 (368
casos x 100 000 habitantes). A nivel de pais se ha observado un promedio de
incidencia del dengue de 157 casos por 100 000 habitantes (rango 13 - 438) en los
Gltimos 26 afios. AlUn mas, a partir del 2007 se han producido seis epidemias
(2007, 2009-2010, 2013, 2014, 2015) con una intensificacion en la frecuencia y la
magnitud de los brotes en comparacion con los cuatro afios epidémicos en los 16
afios anteriores al 2007 (1995, 1997-1998, 2001). Segun reportes de autores de
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Venezuela, la mayoria de estos afios epidémicos coincidieron con el evento de "El
Nifio" (173).

Hasta el momento, la mayor epidemia de dengue que se ha registrado en
Venezuela ocurrié en el 2010 en la que se identificaron 125 000 casos, de ellos 10
300 (8.6%) evolucionaron hacia la forma severa del dengue. Durante ese afio
Venezuela fue el tercero del listado de paises de América que mayor nimero de
casos de dengue reportd y el segundo lugar en el nimero de casos de dengue
severo. Entre las medidas para el control del dengue que se ejecutan en ese pais
se incluyen algunas estrategias para reducir el vector. Sin embargo, en los ultimos
afos éstas no se han aplicado de forma regular o incluso hay lugares en los que
no se realizan (27).

En Venezuela, como en el resto de los paises de américa y del mundo, el control
de la infeccidn por virus dengue y su vector ha demostrado ser un reto debido al
incremento en la densidad poblacional, el deterioro de las condiciones de vida, la
inestabilidad en el suministro del agua potable y el deterioro en los servicios de
salud (174). Venezuela ha experimentado un incremento en la incidencia del
dengue asociada posiblemente con la crisis en el sector de la salud, por recortes
en el presupuesto en ese sector, asi como una escasez en medicinas debido a
limitaciones econdmicas y técnicas, segun han reportado cientificos locales (9, 21,
175, 176). A pesar de las medidas de control que se han ejecutado en Venezuela,
la transmision del dengue es persistente con un promedio de 40 000 casos

anuales en afios no epidémicos (177).

Si se analiza la distribucién del dengue entre paises de América del sur
encontramos que en el 2009 tuvo lugar un brote en el area metropolitana de
Buenos Aires, Argentina. Durante este evento epidemioldgico se sospeché que el
54.5 % de los 227 casos confirmados de dengue fueron casos importados desde
la Republica de Bolivia y de algunas provincias del norte de Argentina. El resto
fueron clasificados como casos autéctonos (178). En ese mismo afio, el ministerio
de salud de Argentina declar6 a OPS alrededor de 26 000 infecciones y seis

muertes. No obstante, aunque sélo se confirmaron 744 casos y se reportaron sélo

Pagina | 42



cinco muertes, se estima que el namero real de infecciones duplicé las cifras
reportadas de forma oficial (179). En Chile, ocurrié un brote en las islas de Pascua
en el 2002, en el que se identificaron 636 casos de dengue, pero ninguno
evoluciono a la forma hemorragica. El caso indice que posiblemente dio origen a
ese brote se sospecha que haya sido un viajero que regresé de Brasil o Tahiti
(180). En Paraguay, ocurrié un brote en el 2006 en el que se confirmaron 1 884
casos de dengue y por primera vez en ese pais se identificaron 55 casos que
evolucionaron a la forma hemorragica (11). Todos estos datos sefalan el
problema real de salud que los virus del complejo dengue producen en varios
paises del continente americano, en los que se ha establecido su circulacién y con

lo que se garantiza su expansion a otros paises de la regién y del mundo.

En diciembre 2013 se detectd por primera vez la transmision autdoctona del VCHIK
en la Regién de las Américas. Desde entonces y hasta la semana epidemiolégica
(SE) 20 del 2014, se identifico la transmision autoctona VCHIK en seis estados
miembros y nueve territorios en la subregion del Caribe; Anguila, Antigua y
Barbuda, Dominica, Guadalupe, Guayana Francesa, Haiti, Islas Virgenes
Britanicas, Martinica, Republica Dominicana, Saint Kitts y Nevis, San Bartolomé,
San Martin (Parte francesa), San Vicente y las Granadinas, Santa Lucia y Sint
Maarten (Parte holandesa) (28). Se identificd la transmission vertical del VCHIK
entre el 27.7% y el 48.29% de las madres sintomaticas en la region de las

ameéricas (181).

Segun los reportes de las autoridades del Ministerio de Salud de Venezuela a la
oficina regional de la OPS, se identificaron durante el 2014, 34 642 casos
sospechosos de VCHIK, de los que solo se confirmaron 2 303 (28). En varios
paises de Europa se reportd la presencia de casos importados de VCHIK
provenientes de Venezuela (182-184) y mediante analisis filogenético se demostro
que el VCHIK que circulé en el estado de Aragua en el 2014 pertenecié al
genotipo asiatico (grupo del Caribe) (185). Inclusive, se identificaron algunos

casos con desenlace fatal y/o formas severas de la infeccion por VCHIK (151).
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En Venezuela, el primer caso autdctono del VZIK se registré a finales de
noviembre del 2015, cuando al mismo tiempo se observaba un incremento
sostenido de casos de dengue desde agosto de ese mismo afio (172), segln se
corroboré en los resultados de la presente investigacion. Por tanto, los pacientes
incluidos en la presente investigacion en los que se detectd el ARN del VZIK
constituyen los primeros casos confirmados de infeccidén por VZIK en el estado de
Carabobo de Venezuela. Hasta enero de 2018 las autoridades de salud de
Venezuela reportaron a la OPS 2 413 casos confirmados de infeccion por VZIK,
933 de SGB y ningun caso de microcefalia (156, 157). Es importante destacar que,
segun el reporte de la OPS del 25 de agosto del 2017, no se ha confirmado la
transmision autdctona vectorial del VZIK en ningln nuevo pais o territorio de las
Américas desde la semana epidemiologica (SE) 44 de 2016; por lo que se
mantiene en 48 el nUmero de paises y territorios de las Américas que confirmaron

la transmision autdctona vectorial de este agente (110).

En Colombia se identificaron puntos calientes de transmision del VZIK en la
frontera con Venezuela, con implicaciones para su diseminacion internacional
(186). En China se demostré la introduccion en mdultiples ocasiones del VZIK a
partir de viajeros que regresaban de Venezuela, en los que se identificd el
genotipo asiatico como el genotipo infectante (187-189). También se logr6 el
aislamiento del VZIK (VEN/2016) a partir de las muestras de esos pacientes.
Dicha cepa se utilizd6 por ese colectivo de autores de China para evaluar la
neurovirulencia en modelo murino comparandola con la cepa de Cambodia/2010.
De esa forma encontraron que la cepa VEN/2016 produjo un dafio cerebral méas
severo, lo que podria explicar en cierta medida por qué la variante del VZIK que
circula en el continente americano es mas neurovirulenta (190). En el estado de La
Florida, se reportdo un caso de Sindrome de Infeccion congénita por VZIK con
lesiones en la retina de un recién nacido de seis dias, producto de una madre en
la que existian antecedentes clinicos de infeccion por VZIK en la semana 12 de
gestacién cuando adn residia en Venezuela (191). Las principales manifestaciones
oculares del Sindrome de Infeccién Congénita por VZIK también fueron descritas

por autores venezolanos (192).

Pagina | 44



[

En Espafa, se demostro la persistencia por 93 dias del VZIK en el semen de un
viajero que resulté infectado en Venezuela (193). Uno de los pocos casos en los
que se logré demostrar la transmision postnatal del VZIK a través de la lactancia
materna se realiz6 en una pareja madre-hijo residentes en Venezuela, en los que
se logré secuenciar el genoma completo de este agente (194). No obstante, estos
hallazgos no son suficientes para sugerir la interrupcion de la lactancia materna en
los paises con transmision del VZIK. Todos los hallazgos previos constituyen
evidencias cientificas del impacto negativo de la infeccion por el VZIK en el estado
de salud de individuos residentes en Venezuela. Inclusive, la amenaza real de su
introduccién en poblaciones susceptibles en las que existe el vector competente

que podria favorecer su circulacion autéctona en humanos.

Al analizar la distribucion de los casos teniendo en cuenta el ambulatorio en el que
fueron atendidos los pacientes no se encontraron diferencias significativas entre
ambas areas del estado de Carabobo (Tabla 10). Todas las muestras que
resultaron positivas a VZIK se colectaron en el ambulatorio de La Isabelica, pero
en esta etapa no se recibieron muestras del ambulatorio de Canaima, por lo que
no se puede inferir que este flavivirus no estuviese circulando en esa éarea del

estado de Carabobo.

Tabla 10. Distribucion del niumero de casos segun el ambulatorio de salud en el
gue se colectaron las muestras de plasma en el estado de Carabobo, Venezuela
(2013-2016) (NDT: no detectable).

- Ambulatorio Isabelica Ambulatorio Canaima
Ao de

LIEHEN VDEN  VCHIK - VZIK NDT  VDEN VCHIK  VZIK NDT

2 0 0 0 5 0 0 2

1 64 0 16 4 57 0 18
28 0 0 28 10 0 0 4

- 0 10 15 - - - -
31 64 10 59 19 57 - 24
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Como los VDEN, VCHIK y el VZIK se transmiten primariamente por mosquitos Ae.
Aegypti, podria asumirse que éstos seguirdn el mismo patron de circulacion
regional en la Américas. Aunque esta hipdtesis se puede sustentar a escala
regional se desconoce como este patron de transmision pudiera diferir entre las
grandes urbanizaciones. La tendencia del VDEN es de mostrar una gran
heterogeneidad entre ciudades, con algunas urbanizaciones en las que se detecta
mayor seroprevalencia y transmision que otras. Los movimientos humanos y sus
patrones de agregacion pueden influir en la exposicidén, conduciendo a una mayor

interaccién humano-mosquito, con rapida propagacion de los arbovirus.

En el presente estudio se comprobd una identificacién significativa (p=0.0000) en
el nimero de casos positivos al VDEN los afios 2013 y 2015. No obstante, se
documenté que durante el 2014 concomitaron en ese pais las epidemias de
VCHIK con la circulacion simultdnea del VDEN. Autores en Venezuela, han
reportado que la epidemia de VCHIK en el 2014 y del VZIK (2015-2016) han sido
eventos epidemiolégicos importantes que han afectado a un gran numero de
personas en ese pais (195). Estos hallazgos resaltan la importancia del
diagnéstico etioldgico de los brotes de enfermedad por arbovirus. La cocirculaciéon
de ambos agentes (VDEN y VCHIK), condujo a errores en el diagndstico clinico,
pues el personal de salud en Venezuela no estaba preparado para identificar la
enfermedad que este alfavirus del viejo mundo causaba después de su
introduccién en el continente americano (173). Lo mismo sucedid tras la
introduccién del VZIK, pues los pacientes que cumplieron los criterios de inclusiéon
y a los que se les colectaron muestras en el 2016, se les hizo el diagndstico clinico
de dengue. Por tanto, estos resultados muestran que, aunque en ciertos pacientes
pudieran identificarse algunas caracteristicas clinicas especificas de la infeccién
que estos virus producen, en la mayoria las manifestaciones clinicas se solapan
(172). Esto sucede sobre todo en los estadios iniciales de la enfermedad, en los

gue el solo analisis clinico no permite identificar el agente etiolégico especifico.

En este sentido, cuando el VCHIK se introdujo en la américas se describia la
infeccion como una enfermedad febril autolimitada, benigna con predominio de la

sintomatologia articular (196, 197). Entonces, solo el abordaje integral de los
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brotes producidos por arbovirus utilizando sistemas de vigilancia robustos que
permitan identificar oportunamente €l o los agentes que circulan nos permitira en
primer lugar, tomar las medidas para disminuir la densidad del vector y
posteriormente establecer el seguimiento correcto segun grupos de riesgos
especificos (por ejemplo gestantes y pacientes con enfermedades cronicas). Pero
mas importante aun, es que los resultados obtenidos en la presente investigacion
apuntan a que la circulacion de un arbovirus en un area especifica no excluye la
posible circulacién de otros agentes (VDEN/VCHIK) transmitidos por el mismo
vector. Entonces, éstos son hallazgos que se deberan tener en cuenta en el
momento de establecer algoritmos diagnésticos para la futura vigilancia de

arbovirus.

Es importante resaltar que en ninguna de las muestras de plasma evaluadas en la
presente investigacion se identific la coinfeccion por mas de un arbovirus a pesar
de haberse utilizado un protocolo multiple de PCR en tiempo real (VDEN, VCHIK y
VZIK) (Tabla 10). No obstante, las condiciones para que éstas se produjeran
estaban creadas pues en el estado de Carabobo circularon de manera simultanea
el VDEN y el VCHIK en el 2014. Este resultado contrasta con algunos hallazgos
de autores que han reportado casos puntuales de infeccion por varios Arbovirus
en humanos (172). Entre las coinfecciones que se han descrito se encuentran:
malaria, VDEN y VCHIK en Nigeria (198); VDEN-4 y VCHIK en Angola (199); VZIK
y VDEN en Nueva Caledonia (200) y en Haiti (201). Aun mas, Carrillo y
colaboradores, detectaron la cocirculacion de VDEN, VCHIK y VZIK, asi como la
coinfecciéon (3/157 con VDEN/VCHIK/VZIK) en pacientes febriles residentes en la
frontera de Colombia con Venezuela (202). No obstante, en este Ultimo estudio se
utilizaron métodos seroldgicos y tres protocolos de PCR en punto final que no
tienen una validacion clinica. Por tanto, no se puede establecer comparaciones
entre los resultados obtenidos por ellos y los que se muestran en la presente
investigacion. Aca se utilizd un protocolo mdultiple de PCR en tiempo real
completamente diferente con otra plataforma, cuyo desempefio analitico y clinico
ha sido evaluado y aprobado por la FDA para uso en el diagndstico in vitro de

muestras de humanos (IVD-siglas del inglés- in vitro diagnosis) (168).
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Con vistas a identificar el patrén estacional de los arbovirus que se estudiaron en
la presente investigacion se decidié comparar el niumero de casos confirmados
segun los diferentes meses del afio. Asi se encontr6 que los VDEN y el VCHIK
causaron brotes en el estado de Carabobo principalmente entre los meses de
agosto y diciembre, con picos maximos en septiembre y octubre (Grafico 2). Sin
embargo, a partir de los resultados de la presente investigacibn no se puede
describir el patrén estacional del VZIK. Esto guarda relacion con que solo se
incluyeron 25 pacientes enrolados durante los meses de enero y febrero del 2016,
periodo en el que tuvo lugar el pico epidémico del VZIK en Venezuela. Mas aun,
cuando se conoce que continuaron confirmandose casos de infeccion por VZIK
durante todo el 2016 (203)
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Gréfico 2. Distribucién del nimero de casos de infeccion por VDEN, VCHIK y
VZIK detectados mediante protocolo multiple Trioplex rRT-PCR segun el mes en el
gue se colectd la muestra de plasma de pacientes venezolanos con sospecha de
infeccion por VDEN en el estado de Carabobo, Venezuela (2013-2016).

Es importante resaltar que Venezuela esta bajo la influencia de un fenémeno
atmosférico que se denomina zona de convergencia intertropical que afecta de
forma drastica el patrén de precipitaciones anuales. De esta forma en Venezuela

se identifica un periodo seco entre los meses de noviembre hasta abril y otro
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lluvioso desde mayo hasta octubre (204). Se ha planteado que el dengue en
Venezuela muestra un patron estacional que coincide con el periodo de
precipitaciones con un pico entre los meses de agosto y noviembre, lo que
coincide con los hallazgos del presente estudio. La incidencia de dengue que se
ha registrado en el estado de Carabobo en los ultimos 26 afios es de 88 casos por
100 000 habitantes, por lo que constituye uno de los estados de Venezuela que ha
registrado el mayor numero de casos de dengue (177).

Se ha hipotetizado que el dengue pudiera seguir un patrén estacional (a corto
plazo) e interanual (a largo plazo) (205, 206). Desde el punto de vista estacional,
la incidencia de la enfermedad se caracteriza por ciclos regulares anuales. Los
factores ambientales que mayor repercusion tienen en estas variaciones son los
cambios en las precipitaciones y las temperaturas, que afectan la ecologia del
mosquito Aedes y por tanto al virus. En este sentido, ambas variables influyen en:
a) la tasa de reproduccion y de mortalidad del mosquito, b) la frecuencia de
alimentacion de la hembra del mosquito Aedes y c) el periodo extrinseco de
replicacion viral que es el que determina la forma y el grado de exposicién del
hombre a la infeccién (207, 208).

Por otra parte, a escala interanual, en algunos escenarios epidemiologicos se
observan ciclos de la enfermedad con pocos afios de intervalo, siendo estas
epidemias periodicas muy dificiles de describir (209, 210). En algunos estudios
esos brotes periédicos se han asociado con variaciones climatolégicas
interanuales a escala global, tales como el fendmeno de El Nifio (ENSO -siglas
del inglés- El Nifio Southern Oscillation) (211), pues ENSO determina cambios
periodicos en las variables climatoldgicas a nivel local. Otros factores intrinsecos
gue se han explorado para explicar la ocurrencia de estas epidemias periddicas
son la inmunidad y susceptibilidad del hospedero (212). Finalmente, una
aproximacion mas atinada para justificar los ciclos epidémicos interanuales seria
combinar ambos mecanismos intrinsecos y extrinsecos (213). En algunos estudios
se han identificado oscilaciones en la incidencia del dengue en dos ciclos a

intervalos de 3-4 afios y otro de 1 afio, los que han dominado la dinAmica de la
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enfermedad. Sin embargo, estos ciclos han sido transitorios y con variaciones en

Su potencia.

En Venezuela, algunos autores han identificado que en regiones hiperendémicas
existe un ciclo a largo plazo (interanual) y otro a corto plazo (estacional) en la
incidencia del dengue. El ciclo interanual se ha asociado de forma significativa con
ENSO, por lo que se ha sugerido que los eventos de "El Nifio" han sido
responsables, en parte, de los brotes periddicos de dengue en el norte de
Venezuela. EI mecanismo que se ha propuesto para asociar este efecto de ENSO
es mediante temperaturas mas calidas con escasas precipitaciones. Los ciclos
interanuales mas fuertes y significativos con picos de intervalo entre 3-4 afios en
frecuencia han sido mas marcados en el estado de Carabobo después del 2006-

2007, lo que coincide con el mayor brote de dengue en ese periodo.

En Venezuela, los sitios de cria potenciales relacionados con la vivienda (llantas
usadas, basureros) constituyen un riesgo para la transmision del dengue durante
la etapa de lluvia. AUn mas, la ausencia del servicio de agua potable ha provocado
un comportamiento cada vez mas frecuente que obliga a los humanos a
almacenar agua dentro y fuera de los domicilios (214), fundamentalmente en las
etapas de sequia (215). En consecuencia, es en las areas con deficiencias en los
servicios publicos o durante los afios de sequia (e.g "El Nifio") en las que sucede

una transmisién perenne del dengue.

Por el contrario, en Ecuador se ha identificado que el mayor numero de casos de
dengue aparecen en localidades pobres que tienen acceso a servicio de agua en
el interior de las viviendas (comunidades bien establecidas con infraestructura de
urbanizacién) (216). Estos hallazgos contradictorios se explican por la costumbre
de los individuos a almacenar agua en contenedores en el patio como fuentes
secundarias de agua, que se utilizan s6lo cuando se les interrumpe el servicio.
Estos contenedores no se cubren y por tanto constituyen el sitio ideal para que
habiten las larvas del A. aegypti durante la etapa de lluvias. En contraste, en
aquellas comunidades de Ecuador en las que no hay servicio de agua en el

domicilio el almacenaje se realiza en contenedores que constituyen fuentes
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primarias de abasto. Esto conlleva a que se llenen y vacien continuamente, lo que

previene que se desarrollen las larvas y con ello los mosquitos adultos.

Entonces, de todo lo anterior se comprende la complejidad de las interacciones
entre factores virales, del medio ambiente y del hospedero que determinan la
transmision de los arbovirus en nuestras comunidades. Pero lo mas importante, es
que a nivel local éstas pueden comportarse de una forma diferente. Por tanto, si
se pretende reducir la transmision de los arbovirus durante los periodos
epidémicos e interepidémicos habria que focalizar las medidas de control en
aguellas zonas de alto riesgo a nivel de vecindarios o barrios mas que las
intervenciones realizadas al azar. Seria oportuno entonces generar mapas de
riesgo que permita identificar los "puntos calientes" (areas de elevada transmision)
en dichas localidades para focalizar en ellos las acciones y hacia ellos destinar los

recursos necesarios para detener su circulacion.

En la tabla 10 se muestra la distribucion de los serotipos del VDEN segun el afio
en el que se identificé la infeccidn mediante el protocolo de PCR-TR para VDEN-1-
4 de los CDC. Asi se detectd una mayor frecuencia de infeccion por VDEN-2
(62%), seguida por VDEN-3 (14%), y en igual frecuencia VDEN-4 (12%) y VDEN-1
(12%). Se identifico la circulacion autéctona del VDEN-2 en el estado de Carabobo
durante los tres afios en los que se ejecutd la vigilancia centinela del presente
estudio, lo que podria relacionarse con una mejor adaptacion de este virus al
vector en esta zona geografica. Por el contrario, no se identifico la circulacion de
VDEN-1, 3y 4 durante el 2014, lo que pudiera guardar relacion con la introduccion
del VCHIK que fue el responsable de una gran epidemia en Venezuela en ese

mismo afno.
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Tabla 10. Distribucion de los serotipos del VDEN que se detectaron mediante el
protocolo de PCR-TR para VDEN-1-4 de los CDC en muestras de plasma
colectadas en el estado de Carabobo, Venezuela (2013-2016).

Ano de Serotipos de VDEN

o) -me- | VDEN-1 VDEN-2 VDEN-3 VDEN-4

2013 2 1 1 3
2014 - 5 0 0
2015 4 25 6 3
Total 6 31 7 6

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con hallazgos de
otros autores (217, 218), que resaltan la hiperendemicidad de los VDEN en
Venezuela. En 1964 ocurrieron los primeros brotes de dengue que se hayan
registrado en ese pais. Estos se atribuyeron a la reintroduccion de serotipos no
circulantes de VDEN lo que coincidi6 con el incremento en la densidad y
diseminacién de Aedes aegypti por todo el pais (219, 220). Sin embargo, a partir
del 2000 los cuatro serotipos del complejo dengue cocirculan en Venezuela (221).
No obstante, el mayor pico epidémico se registré en el 2001 y aunque se relacioné
con la introduccion del serotipo 3 del VDEN, éste evento también coincidioé con el
evento de "La Nifia" (efecto opuesto a "El Nifio" con temperaturas mas frias y
anomalias en las precipitaciones) (222). Aun mas, después del afio 2000, al
menos tres grandes epidemias tuvieron lugar en Venezuela en las que
cocircularon todos los serotipos del VDEN en el mismo periodo. En
investigaciones futuras, habria que explorar las posibles interacciones entre las
variables climatolégicas, caracteristicas del vector, los marcadores virales y los
factores del hospedero que favorecen la circulacion de los diferentes virus del

complejo dengue en Venezuela.
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Para analizar el comportamiento y distribucion de la infeccion por los diferentes
serotipos del VDEN en el continente americano habria que revisar diferentes
estudios que se han realizado en el cono sur como por ejemplo Argentina (178,
179, 223), Chile (180) y Paraguay (11) en los que se ha reportado la circulacion de
los serotipos 1 y 3 de los virus del complejo dengue. No obstante, existen
evidencias de identificacion de los cuatro serotipos en esa region (224). Mediante
andlisis filogenéticos realizados recientemente en Ecuador, se demostr6 que
existe un ancestro comun entre los VDEN 1, 2 y 4 identificados en ese pais con
los aislados en Venezuela y Colombia, indicando la presencia de un flujo de
intercambio de virus entre dichos paises (225). Por su parte en la region del
Caribe se han reportado estudios en Cuba (19), Republica Dominicana (226, 227)
y Puerto Rico (228, 229) en los que se ha identificado la circulaciéon de los cuatro
serotipos del VDEN en el 2002, 2007 y 2010.

El VDEN-1 fue responsable de la enfermedad en nifios y adultos jévenes en el
2007 y circuld junto con VDEN-4 entre el 2003 y 2004 en la region del Caribe. Por
su parte, el VDEN-2 ha sido el que ha circulado de forma persistente al
confirmarse casos de infeccion por este virus todos los afios en la region del
Caribe (230), lo que coincide con los resultados de la presente investigacion. En
Puerto Rico, este serotipo ha circulado de manera continua durante 25 afios. No
obstante, desde 1999 hasta el 2003 fue uno de los periodos en los que hubo una
baja circulacién del VDEN-2. Por su parte, el VDEN-3 emergiéo en 1998 tras 21
afos de ausencia, seguido por un periodo de rapida expansién que se asocio con
una disminucién gradual del resto de los serotipos por un periodo de siete afios,
antes de disminuir su circulacion a niveles no detectables en el 2008 (231). Los
factores que ocasionaron la expansion y el colapso en la circulacion del VDEN-3
se han atribuido a una gran diversidad genética de este virus junto con la

existencia de un elevado nimero de individuos susceptibles (230).

De forma general, la cocirculacién de los cuatro serotipos del VDEN también se ha
reportado en paises como Guatemala, Nicaragua, México, Martinica, Guadalupe,
Colombia, Guyana Francesa, Peru, Brasil y Argentina. Sin embargo, se conoce

gue muchos paises no reportan a la OPS las cifras reales de todos los casos de
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dengue que se producen anualmente en sus paises (29, 174, 230). Esto
obstaculiza la evaluacion real del impacto de esta enfermedad en la region,
limitando incluso su contencién, vigilancia y por tanto los efectos que la
introduccidon de estos agentes tiene en poblacidn que poseen imunidad previa a
otros serotipos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

*La causa mas frecuente de enfermedad similar a dengue en el estado de
Carabobo de Venezuela fue el VCHIK, seguido en orden de frecuencia por el
VDEN y VZIKV.

*Los virus del complejo dengue y el VCHIK poseen un patron de circulacion
estacional durante el periodo de agosto a diciembre, con picos maximos en el

namero de casos durante los meses de septiembre y octubre.

» Aunque se comprueba que en Venezuela circulan los cuatro serotipos del
complejo dengue, el VDEN-2 es el responsable del mayor numero de los casos

que se reportan anualmente.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

= |dentificar el genotipo infectante de los arbovirus detectados en las muestras de

plasma incluidas en el presente estudio.

= Solicitar la informacion clinica, virolégica y epidemioldgica que se colecté como
parte del proyecto IDAMS con vistas a esclarecer algunas de las interrogantes que

surgieron como parte del analisis de los datos.
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ANEXO1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Menores de Edad *

IDAMS

"International Consortium on Dengue Risk Assessment,
Management and Surveillance”

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Instituciones Participantes Venezuela: Universidad de Carabobo.

Instituciones Participantes Cuba: Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri".

Este documento puede tener algunas palabras que quizas usted no conozca o
comprenda. Porfavor si tiene alguna duda, no dude en preguntar al personal del
estudio, nosotros con gusto explicaremos a usted todas las inquietudes que tenga, con el
fin que su hijo (a) pueda participar libremente eneste estudio.Si desea antes de decidir
sisuhijo (a) vaaparticipar, conversar con sufamilia 0 amigos, puede llevarse una copia
de este documento en blanco a su casa. Una vez que usted haya decidido que su hijo (a)
va a hacer parte de este proyecto,se le pedira firmar una copia de este documento.Se le
entregaran copias de todos los documentos que usted firmara.

El médico Dr. / Dra. me ha informado verbal y con
documento escrito acerca del estudio en el que puede participar mi hijo (a). Me explicd
que el virus del dengue (VDEN) se transmite por la picadura de mosquitos de la especie
Aedes, pero que ademas pudiesen estar circulando en el pais otros virus transmitidos
por artropodos. Se me explicdé que en esta investigacion se evaluara el grado de
excrecion del VDEN, u otros arbovirus circulantes, en el suero y su patréon estacional.
También se identificara el serotipo del VDEN responsable de los brotes que se
produjeron durante el periodo de estudio. Me ha argumentado debidamente la
importancia de la participacion de mi hijo (a) en el estudio que pretende identificar la
causalidad del VDEN, VCHIK y VZIK en brotes de enfermedad similar a dengue en el
area metropolitana del estado de Carabobo.

Me ha dado la oportunidad de reflexionar sobre mi decisidon. Entiendo la informacion
gue se me ha proporcionado.

Por la presente otorgo voluntariamente mi consentimiento para que mi hijo (a) participe
en el International Consortium on Dengue Risk Assessment, Management and
Surveillance. Se me entregara hoy una copia de este documento firmado para que la
conserve.

En el dia de hoy, se le realizard una extraccion de diez mililitros de sangre a mi hijo (a).
Comprendo y conozco los riesgos




ANEXO1

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Menores de Edad

Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento sin dar explicacién, sin
que esto perjudique el derecho a la asistencia médica que mi hijo (a) pueda necesitar
en el futuro.

Comprendo los beneficios, las incomodidades y los riesgos del estudio. Tengo derecho a
ser notificado de los resultados de los estudios complementarios que se le realizaran a
mi hijo (a). Si tengo cualquier preocupacion puedo contactar al médico en cualquier
momento.

Accedo a que los datos personales de mi hijo (a) y de su enfermedad junto con las
muestras clinicas se utilicen en el estudio y que los resultados de la investigacion se
publiquen sin que se revele la identidad de mi hijo (a).

Declaracion sobre el registro y la transmision de la informacion médica y
sobre la inspeccion del informe médico:

Otorgo mi consentimiento para que la informacidn médica de mi hijo (a) se pueda
registrar confidencialmente en ambas instituciones participantes (Universidad de
Carabobo e IPK). Ambas instituciones pueden compartir con la comunidad cientifica
internacional los datos solamente en una forma andnima en la cual no sea posible
identificar a mi hijo (a).

Nombre y Apellidos del Nifio C.lI Fecha
Nombre y Apellidos del Padre o Tutor Legal Firma Fecha
Nombre y Apellidos del Médico Firma Fecha
Nombre y Apellidos del Testigo Firma Fecha

Nombre y Apellidos del Testigo Firma Fecha



ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Mayores de Edad

IDAMS

"International Consortium on Dengue Risk Assessment,
Management and Surveillance"

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Instituciones Participantes Venezuela: Universidad de Carabobo.

Instituciones Participantes Cuba: Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri".

Este documento puede tener algunas palabras que quizas usted no
conozca o comprenda. Porfavor si tiene alguna duda, no dude en
preguntar al personal del estudio, nosotros con gusto explicaremos a
usted todas las inquietudes que tenga, con elfin que usted pueda
participar libremente en este estudio. Si desea antes de decidir
participar, conversar con su familia 0 amigos, puede llevarse una copia
de este documento en blanco a su casa. Una vez que usted haya decidido
hacer parte de este proyecto,se le pedira firmar una copia de este
documento.Se le entregaran copias de todos los documentos que usted
firmara.

El médico Dr. / Dra. me ha informado verbal y
con documento escrito acerca del estudio en el que puedo participar. Me explico
que el virus del dengue (VDEN) se transmite por la picadura de mosquitos de la
especie Aedes, pero que ademas pudiesen estar circulando en el pais otros virus
transmitidos por artropodos. Se me explicd que en esta investigacion se evaluara
el grado de excrecidon del VDEN, u otros arbovirus circulantes, en el suero y su
patron estacional. También se identificara el serotipo del VDEN responsable de los
brotes que se produjeron durante el periodo de estudio. Me ha argumentado
debidamente la importancia de mi participacion en el estudio que pretende
identificar la causalidad del VDEN, VCHIK y VZIK en brotes de enfermedad similar
a dengue en el area metropolitana del estado de Carabobo.

Me ha dado la oportunidad de reflexionar sobre mi decision. Entiendo la
informacion que se me ha proporcionado.

Por la presente otorgo voluntariamente mi consentimiento para participar en el
International Consortium on Dengue Risk Assessment, Management and
Surveillance. Se me entregara hoy una copia de este documento firmado para que
la conserve.




ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Mayores de Edad

En el dia de hoy, se me realizara una extraccién de diez mililitros de sangre.
Comprendo y conozco los riesgos

Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento sin dar explicacion,
sin que esto perjudique el derecho a la asistencia médica que pueda necesitar en
el futuro.

Comprendo los beneficios, las incomodidades y los riesgos del estudio. Tengo
derecho a ser notificado de los resultados de los estudios complementarios que se
realizaran. Si tengo cualquier preocupacion puedo contactar al médico en cualquier
momento.

Accedo a que mis datos personales y de mi enfermedad junto con las muestras
clinicas se utilicen en el estudio y que los resultados de la investigacion se
publiquen sin que se revele mi identidad.

Declaracidn sobre el registro y la transmision de la informacion médica y sobre la
inspeccion del informe médico:

Otorgo mi consentimiento para que la informacion médica se pueda registrar
confidencialmente en ambas instituciones participantes (Universidad de Carabobo
e IPK). Ambas instituciones pueden compartir con la comunidad cientifica
internacional los datos solamente en una forma anénima en la cual no sea posible
identificarme.

Nombre y Apellidos Firma Fecha
Nombre y Apellidos del Médico Firma Fecha
Nombre y Apellidos del testigo Firma Fecha

Nombre y Apellidos del testigo Firma Fecha
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