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RESUMEN 

El dengue es hiperendémico en Venezuela, pero tras la introducción del virus de 

Chikungunya (VCHIK) y del Zika (VZIK) en el continente americano se dificulta el 

diagnóstico diferencial debido a la similitud en el cuadro clínico 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 diagnóstico de cuadro clínico similar a dengue en el período 

diciembre 2013 - febrero 2016. Mediante protocolo múltiple Trioplex rRT-PCR se 

determinó la presencia del ARN del VZIK, VCHIK y VDEN, mientras que el 

serotipo de estos últimos se identificó por el protocolo de PCR en tiempo real CDC 

VDEN1-4. En 181 pacientes (68.6 %) se confirmó la infección por al menos un 

arbovirus, detectándose según orden de frecuencia el VCHIK, VDEN y VZIK en 

121 (66.9%), 50 (27.6%) y 10 (5.5%) pacientes; respectivamente. Además, se 

demostró la circulación simultánea del VDEN y VCHIK en el año 2014, no 

identificándose coinfecciones de los arbovirus estudiados. Los brotes del VDEN y 

VCHIK ocurrieron entre los meses de agosto y diciembre, con picos máximos en 

septiembre y octubre. Estos resultados además de confirmar la hiperendemicidad 

del VDEN en el estado de Carabobo de Venezuela, resaltan la importancia del uso 

de protocolos múltiples de biología molecular para el diagnóstico etiológico de los 

brotes de enfermedad por arbovirus sobre todo en aquellos países en los que 

circulan estacionalmente estos agentes. 
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INTRODUCCIÓN 

Con el término arbovirus se agrupan a más de 500 virus transmitidos por 

artrópodos 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 

están los virus del complejo dengue (VDEN), el virus del Zika (VZIK) y el virus 

Chikungunya (VCHIK). Los VDEN y 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 está 

dada, en el caso del VDEN, por la elevada morbilidad y mortalidad que produce. 

Tiene una amplia distribución en países tropicales y subtropicales siendo 

responsable de más de 390 millones de infecciones anuales (2). El VZIK adquirió 

importancia a finales del año 2015 luego de una inusual aparición de 

conglomerados de casos de microcefalia en recién nacidos y de desórdenes 

neurológicos (Síndrome de Guillain Barré) tras su introducción en Brasil. Fue por 

ello que la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró a esta situación como 

una emergencia de salud pública de importancia internacional (PHEIC - del inglés- 

Public Health Emergency of International Concern) desde febrero hasta noviembre 

del 2016 (3). Finalmente, la infección por VCHIK además 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 infección aguda (4).  

La transmisión de estos tres agentes está 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 años ochenta del pasado siglo XX ya 

habitaban de manera natural en Estados Unidos,  Brasil y en varios países de 

Europa (5). En la actualidad, están presentes en la mayor parte de los países del 

continente asiático y en la región de las Américas. Esto ha garantizado la 

circulación en el nuevo mundo del VDEN desde el siglo XVIII (6), y la introducción 

del VCHIK y el VZIK, en los años 2013 y 2015, respectivamente (7, 8).  

Generalmente, estas arbovirosis suelen ocasionar brotes o epidemias en 

población general con un amplio espectro de manifestaciones clínicas que pueden 

ir desde la infección asintomática (VZIK: 80%; VDEN: 50%; VCHIK: 15%) hasta 

cuadros severos (9-11). No obstante, aunque algunos autores describen ciertas 

particularidades en el cuadro clínico, actualmente se reconoce que es muy difícil 

establecer una definición de caso para cada arbovirus. La mayoría de los 

pacientes presenta síntomas y signos similares (12, 13), inclusive éstos pueden 

producirse por la infección con otros patógenos, con lo que se complica aún más 

el diagnóstico diferencial (14-17). De todo lo anterior se deriva la importancia de 

contar con métodos diagnósticos sensibles y específicos que permitan identificar 

al Arbovirus responsable de las manifestaciones clínicas y con ello de los brotes 

que producen en población general.  

Históricamente, el diagnóstico de la infección 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. Éstas últimas se han 

empleado de forma rutinaria en los sistemas de vigilancia por ser más 

económicos. Sin embargo, se ha comprobado que los anticuerpos que se generan 

tras la infección primaria por un Flavivirus, pueden reaccionar de forma cruzada 

con los antígenos presentes en los ensayos serológicos diseñados para identificar 

la infección 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 válido resaltar que este fenómeno 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 serológicos; 

creándose un cuello de botella que limita su uso en áreas geográficas en las que 

circulan varios Arbovirus de manera simultánea (24). Así la comunidad científica 

internacional ha tenido que desarrollar algoritmos de vigilancia en los que se 

utilicen métodos de biología molecular para identificar de forma rápida y precisa al 

arbovirus causante del brote (25). La reacción 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 elección. Para 

lograrlo, se han diseñado protocolos de RT-PCR en tiempo real múltiples que 

permiten detectar a varios agentes en un mismo tubo de reacción, con lo que, 

además, se reducen el costo y el tiempo de obtención de los resultados (25). No 

obstante, muchas de estas herramientas aún no han sido evaluadas en los países 

en los que estos arbovirus circulan, como tampoco existe un consenso 

internacional sobre el método a utilizar por los laboratorios nacionales que están a 

cargo de su vigilancia. 

Diversos factores no modificables de manera inmediata (cambio climático, efecto 

invernadero, disponibilidad del vector, acceso al agua potable, pobreza, etc) 

garantizarán la circulación estacional de arbovirus en el continente americano en 

años venideros. Lo más preocupante es que estarán creadas todas las 

condiciones para que se introduzcan nuevos agentes que de forma continua 

evolucionan en diversos ecosistemas (26-28). Por tanto, dependerá de cuán 

eficientes seamos en la difícil tarea de disminuir la densidad de sus vectores, así 

como de contar con sistemas de vigilancia lo suficientemente robustos que 

permitan detectar a tiempo su introducción para garantizar su contención oportuna 

y la posterior erradicación.  

En este sentido se han tenido que crear por organismos internacionales diferentes 

consorcios entre instituciones científicas de varios países para unir esfuerzos en la 

caracterización clínica, virológica y epidemiológica de la infección por Arbovirus 

que circulan de forma autóctona 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 

unión europea. En él participaron países 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 

Kourí (IPK), estuvo a cargo de la identificación del ARN del VDEN mediante RT-

PCR en tiempo real en muestras clínicas colectadas en dos sitios centinelas del 

estado de Carabobo de Venezuela. En ese país desde el año 2000 y hasta el 

2013 existe una hiperendemicidad del VDEN con circulación de los cuatros 

serotipos, con excepción de los años 2002-2003 en los que sólo circularon tres 

serotipos (29). Por otra parte, durante el período de ejecución del proyecto, se 

introdujo en Venezuela el VCHIK y se daba la alerta sobre la posible introducción 

del VZIKV en el 2016. Esto obligó a que se decidiera explorar además de la 

circulación del genotipo del VDEN, la presencia del VCHIK y VZIK en diferentes 

brotes que se identificaron durante el período 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 área metropolitana del estado de Carabobo, Venezuela, durante el 

período 2013 al 2016. 

Específicos 

1. Determinar la presencia del ARN del VDEN, VCHIK y VZIK en muestras de 

plasma de pacientes venezolanos en los que se sospechó clínicamente la 

infección por VDEN. 

2. Identificar el patrón estacional de los arbovirus detectados. 

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

durante el período de estudio. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

DEFINICIÓN E HISTORIA DE ARBOVIRUS 

Género Flavivirus 

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, está 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 último grupo se encuentran, entre otros, los VDEN, y el 

VZIK. El dengue se clasifica como una enfermedad emergente y reemergente 

debido a la aparición de sus manifestaciones clínicas severas (FHD/SCD), al 

incremento del número de casos y a la diseminación 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 denominó VDEN-1. En el mismo año se aisló en Nueva 

Guinea otra cepa relacionada antigénicamente a la que se denominó VDEN-2 

(33). En Manila, 1956 y 1960, se aislaron los serotipos 3 y 4 a partir de muestras 

clínicas de pacientes con un cuadro de dengue hemorrágico (34). La 

reemergencia de la FD tuvo lugar  hace más de veinte años y desde entonces 

tanto el vector que la transmite, como los serotipos del virus, se han expandido 

geográficamente 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 investigación patrocinado 

por la Fundación Rockefeller de 1914 a 1970, que estudiaba el vector responsable 

del ciclo selvático del virus de la fiebre amarilla (VFA) en Uganda (35). El primero 



 

Página | 6  
 

de esos aislamientos se logró a partir de muestras clínicas de un mono Rhesus 

(1947) centinela en el bosque Zika. El segundo aislamiento, se logró 

satisfactoriamente a partir de macerados de mosquitos salvajes de la especie 

Aedes africanus (1948) (36), y su circulación en humanos se demostró mediante 

estudios serológicos en Uganda y Nigeria (35). El VZIK, es un ejemplo de cómo un 

agente infeccioso del que no existían evidencias científicas sobre su relevancia 

clínica en humanos, actualmente se considere un problema de salud a nivel 

mundial (37). 

Género Alfavirus 

Otro Arbovirus de gran relevancia epidemiológica 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 África (virus O´nyong-nyong), en Suramérica (virus Mayaro) y en la región 

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

humanos (39, 40). El VCHIK esel agente causal de la Fiebre de Chikungunya 

(CHIKF -del inglés-Chikungunya fever), que inicialmente se registró en el este de 

África, y se aisló 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 ocurrió en 1958 en Tailandia (42). 

Desde entonces, se han producido brotes aislados en África y Asia, incluyendo el 

subcontinente Indio (43).  Sin embargo, a partir del 2004 esta enfermedad febril 

aguda se expandió por las Islas del Océano Índico y las Américas (44), 

adquiriendo gran relevancia a nivel mundial.  

CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS ARBOVIRUS 

Género Flavivirus 

De manera general, el genoma de losflavivirus está constituido por ácido 

ribonucleico (ARN) de simple cadena y polaridad positiva, estructurado como un 

ARN mensajero (ARNm). Además, está compuesto aproximadamente por 11 

Kb(45), con un único 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 

poliproteína, que se procesa postraduccionalmente para dar a tres proteínas 

estructurales (cápside (C), premembrana (prM), envoltura (E)), y a siete proteínas 

no estructurales (NS – del inglés- Non structural (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B y NS5))(Figura 1) (47). 

 

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

En relación a la estructura de la partícula viral de VZIK, mediante criomicroscopía 

electrónica se ha demostrado que esta revela muchas similitudes con el VDEN, 

pero también posee algunas diferencias. Los viriones de VZIK son partículas de 

aproximadamente 40 nm de diámetro (48), mientras que los de VDEN presentan 

aproximadamente 50 nm de diámetro (49). Un análisis cualitativo realizado por 

Ekins y colaboradores en 2016, reveló que el VZIK presenta las espículas de la 

superficie ligeramente más elevadas; además, la ranura de la glicoproteína de la E 

es más estrecha, mientras que en VDEN el poro de intersección entre los 5 

dímeros es más grande (50). 

Género Alfavirus 

El genoma de los Alfavirus, está compuesto por una sola cadena de ARN de 

polaridad positiva con aproximadamente 12 Kb (51). Dicho genoma consiste de 

una región no traducible 5´metilada seguida de dos ORFs y de una señal de 
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poliadenilación en el extremo 3´. El ORF 5´ codifica para 4 proteínas no 

estructurales (nsP- del inglés- non structuralProtein (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4)), 

las cuales están involucradas en la replicación viral (52). Por otra parte, el ORF 3´ 

codifica para una poliproteína que es procesada en proteína de la cápside (C), dos 

glicoproteínas de la envoltura (E1 y E2) y dos péptidos pequeños (E3 y 6k) (53, 

54). Dichas proteínas estructurales son necesarias para la formación de la cápside 

y la envoltura viral (55, 56).  

PROTEÍNAS VIRALES  

Género Flavivirus 

Las proteínas estructurales C, prM y E, están ubicadas en la posición N-terminal 

de la poliproteína(57)(Figura 1) y forman la estructura de la partícula viral de este 

virus. La primera de estas proteínas (C), tiene un peso molecular de 

aproximadamente 11 kDa(58) y su composición le permite interactuar con el ARN 

viral, que favorece la formación de la nucleocápside(59). Dicha proteína presenta 

un extremo C-terminal  hidrofóbico que funciona como péptido señal para la 

translocación que sufre prM en el retículo endoplasmático (RE) (58). La proteína C 

madura se pliega formando un dímero compacto, en el cual cada monómero 

contiene cuatro α-hélices. La proteína de la C se asocia a la membrana mediante 

una región hidrofóbica interna (60).  

La proteína prM tiene un peso de 26 kDa(58) y luego de procesarse 

proteolíticamente libera su extremo N-terminal para dar lugar a la proteína M (8 

kDa). Habitualmente prM se puede identificar en viriones inmaduros en el interior 

de las células infectadas, en cambio la proteína M generalmente está presente en 

el virión maduro, en el compartimiento extracelular. La disociación del 

heterodímero de prM y la reorganización de la proteína de la E son responsables 

de la morfología que adquiere el virión(61).   

La proteína E es el componente mayoritario de la superficie del virión con 500 

aminoácidos, en dicha proteína se identifican tres dominios, denominados I, II y III 

(62). El Dominio II contiene una secuencia altamente conservada entre los 

flavivirus, el péptido interno de fusión (63). En la proteína E radican las principales 
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funciones biológicas del virión tales como reconocimiento del receptor celular, 

fusión a la membrana celular y morfogénesis del virión(64). Una característica 

morfológica distintiva del virión de VZIK con respecto a otros flavivirus (como 

VDEN) es la presencia de un lazo extra en la proteína de la E cerca del sitio de 

glicosilación(65), pero aún se desconoce su función. 

La primera de las proteínas no estructurales, según el orden en que están 

ubicadas en el genoma, es la NS1 con aproximadamente 46 kDa (58). Esta 

proteína tiene sitios de glicosilación necesarios para la replicación viral en las 

células de mosquitos y para la neurovirulencia en ratones (66). La forma 

intracelular de NS1 juega un papel importante en la replicación del genoma 

localizando los sitios de síntesis del ARN viral. Mientras que la forma extracelular 

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

La NS2 es una proteína hidrofóbica relativamente pequeña de aproximadamente 

22 kDa (58). La región codificante para NS2 produce dos proteínas independientes 

(NS2A y NS2B). La proteína NS2A puede encontrarse atravesando la membrana y 

además se ha localizado en posibles sitios de replicación del ARN. La proteína 

NS2B está asociada a la membrana, y es un cofactor  requerido  para la función 

serino proteasa de la NS3 (67).  

NS3 es una proteína trifuncional de aproximadamente 70 kDa(58), con actividad 

proteasa, helicasa y ARN trifosfatasa. Esta proteína se asocia a la membrana a 

través de su interacción con NS2B. La forma serina-proteasa (NS2B-NS3) puede 

también regular la activación de la respuesta de IFN tipo I en células dendríticas 

(58, 68). La NS3 es la fuente principal de epítopes 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 unión 

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 túnel que separa los dominios 1 y 2 del 

dominio 3 de dicha proteína (70).  
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La proteína NS4 se modifica postraduccionalmente y da lugar a NS4A y NS4B. 

NS4A y NS4B son pequeñas proteínas hidrofóbicas de aproximadamente 16 kDa 

y 27 kDa respectivamente (58). Teniendo en cuenta la distribución de NS4A y su 

interacción con NS1, se plantea que NS4A pudiera participar en la replicación del 

ARN anclando componentes de la replicasa a la membrana celular (58). NS4B se 

localiza en sitios de replicación del ARN, pero también aparece dispersa en la 

membrana citoplasmática y en el núcleo (71).  

NS5 es una fosfoproteína multifuncional altamente conservada de 

aproximadamente 103 kDa(58) que funciona como ARN  polimerasa   ARN   

dependiente   y   también   como metiltransferasa(72). La metilación en la guanina 

7 del extremo de la caperuza en esta proteína es esencial para la correcta 

replicación del virus (73). NS3 y NS5 funcionan juntas durante la  formación de la 

caperuza del ARN viral (74). Recientemente, Sironi y colaboradores en 2016, 

detectaron que en VZIK existe una selección positiva sobre las proteínas NS4B y 

NS5. Estos autores concluyen que esta selección positiva juega un rol importante 

en la modulación de la replicación viral y contribuye a la evasión de la respuesta 

inmune (75). 

Género Alfavirus 

La membrana viral está cubierta porun enrejado proteico altamente organizado de 

trímeros del heterodímero E2/E1 (76, 77), donde E2 media la unión al receptor, 

mientras que E1 es una proteína de fusión de membrana clase II (77, 78). Existen 

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

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

que demuestra como el VCHIK afecta la regulación del factor nuclear potenciador 

de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB – del inglés- 

nuclear factor kappa B) en las células sinoviales como parte de una posible 

estrategia para facilitar la infección (79). Además, en otro estudio más reciente se 

encontró a la proteína E1 en estrecha unión con la proteína THBS1, la cual es 

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

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

La glicoproteína E2 es una proteína 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 heterotrímero, y tiene los sitios de unión al receptor y a los 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

reconocimiento y unión del ARN genómico (83). Además de su papel principal en 

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

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

síntesis de proteínas virales y del hospedero (84, 85).La proteína viral 6K sirve 

como péptido señal para E1, y es cortada de E1 y E2 por una peptidasa señal. 

Esta proteína es importante para la salida de los viriones a través de la superficie 

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

La nsP1 es una proteína viral de aproximadamente 60 kDa, que presenta en su 

dominio N-terminal motivos metiltransferasa que dirigen la reacción de caperuza 

(87-89). Luego del dominio N-terminal existen regiones en tándem que permiten la 

asociación de la proteína nsP1 con las membranas del hospedero (90-92). 

Durante la replicación, la proteína nsP1 es responsable por la adición de la 

caperuza 5´ en el ARN genómico y subgenómico luego de la preparación de las 

moléculas de ARN nacientes, debido a la actividad trifosfatasa-positiva de la 

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

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

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

importantes en el cese de la transcripción celular y en la inhibición de la respuesta 

antiviral (96, 97). En el contexto de la replicación viral, nsP2 actúa como una 

helicasa, una trifosfatasa y una proteasa. Además de estos roles, nsP2 está 

involucrada íntimamente en la supresión de la síntesis macromolecular en el 

hospedero (97-99). 

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

60 kDa) ha sido menos estudiada. La proteína nsP3 posee un dominio único de 

Alfavirus que se localiza en la porción central de la proteína, y que es una región 

muy conservada en este género. Las manipulaciones genéticas realizadas en este 

dominio han resultado en defectos en la síntesis de ARN de polaridad negativa y 

subgenómico, en el procesamiento de poliproteínas y en la neurovirulencia(100-

102), pero el mecanismo de estos efectos aún se desconoce. Por otra parte, los 

análisis mutacionales realizados en la región hipervariable de la nsP3 han 

evidenciado que existe una gran tolerancia a cambios significativos en este 

dominio en cultivos de tejido (100, 102-104). Además, los diferentes estados de 

fosforilación que puede presentar dicha proteína, hacen que el dominio 

hipervariable sea responsable de la formación 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 interacción 

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

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

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

responsable de las propiedades sintetizadoras del ARN del complejo replicasa 

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

polimerasa ARN-dependiente (RpRd). A pesar que la proteína nsP4 es la única 

proteína viral con actividad RpRd, se conoce que la replicación del VCHIK requiere 
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de la suma de las actividades coordinadas entre las proteínas no estructurales 

(108). 

PROPIEDADES FÍSICO QUÍMICAS 

Género Flavivirus 

Los viriones maduros de Flavivirus, tienen un coeficiente de sedimentación que 

varía entre 170 y 210 S y tienen una densidad de aproximadamente 1,19 g/cm3 a 

1,23 g/cm3(58). Los viriones de VDEN y VZIK son estables a pH ligeramente 

alcalino (8.0), pero se inactivan fácilmente a pH ácido, a temperaturas por encima 

de los 40 °C, en presencia de disolventes orgánicos o detergentes, por irradiación 

γ por exposición a la luz ultravioleta (109, 110). Análisis de microscopia electrónica 

de VZIK, infieren  que su inusual estabilidad constituye una explicación alternativa 

a su particular patología (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 incubación a 40°C acelera la pérdida de la 

infectividad viral (110). Similar a como ocurre en VDEN, incrementos en la 

eficiencia de maduración del virión aumentan la estabilidad de VZIK. También, 

mutaciones en residuos de la proteína de la envoltura del VZIK aumentan su 

estabilidad sin afectar la vida media del virión. Es válido señalar que el VZIK 

además puede conservarse durante 6 meses en glicerol al 50% y es susceptible al 

éter anestésico (112).  

Género Alfavirus 

El virión de los Alfavirus se inactiva por desecación y temperaturas mayores a los 

58 °C(51, 113). Además, es sensible al éter y a varios desinfectantes como la 

solución de hipoclorito de sodio al 1%, glutaraldehído al 2%, formaldehído y etanol 

al 70%. 
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CICLO REPLICATIVO 

Género Flavivirus 

Se reconocen dos mecanismos mediante los cuales los flavivirus interactúan con 

la célula huésped, la interacción del virus con el receptor celular (más común en 

VZIK) y la unión del virus a la célula por formación de inmunocomplejos (IC) (más 

común en VDEN) (114). En algunos tipos celulares la entrada del virus se facilita 

mediante la unión de los complejos virus-anticuerpos formados en respuesta a la 

infección, con los receptores para la porción Fc de las moléculas de 

inmunoglobulinas (Fc-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 internalización de los mismos formándose el endosoma y es en ese 

compartimento, probablemente mediado por la proteína E(116), se desencadena 

la fusión entre la envoltura viral y la membrana celular de endosoma, liberándose 

la nucleocápside en el citoplasma (58). Aunque son pocos aún los estudios, 

algunos autores apoyan la idea de que la unión del IC al Fc-R no es suficiente 

para que ocurra la internalización de la  partícula viral, sino que requiere el 

receptor específico del virus (117). La unión de la inmunoglobulina G (IgG) al  Fc-

R propicia  el acercamiento del virión infeccioso a la proximidad de su receptor 

(118) a través del cual entra. De esta manera, el anticuerpo específico al virus y el 

Fc-R juntos, actúan como correceptores, potenciando la eficiencia de unión del 

virus e incrementando el número 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 interacción de estos virus se cree que tiene 

lugar con elementos de unión 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 interactúan con baja afinidad se encuentran una lectina 

de tipo C (DC-SIGN), en el caso particular de VDEN también interviene un 

homólogo de DC-SIGN, el L-SIGN, y en caso de VZIK actúa además Tyro3(120). 

De ellos el mejor caracterizado es el DC-SIGN, el cual captura inicialmente el virus 

en la superficie celular incrementando la concentración local. La internalización del 

virión tiene lugar con el auxilio de un receptor de alta afinidad (122). Una vez en la 

superficie celular, el virión penetra en las células por endocitosis dependiente de 

clatrina (33), componente esencial en la formación de la vacuola endocítica. Luego 

ocurre un proceso de fusión entre las membranas de dicho compartimento y la 

envoltura viral, liberándose la nucleocápside 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 región 5’ no traducida (5’UTR) conduce al ARN hacia los ribosomas, 

donde ocurre la traducción del único ORF (125). La poliproteína resultante es 

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

El ensamblaje de la nucleocápside a partir de la proteína C y el ARN, así como la 

adquisición de la envoltura, ocurren intracelularmente. Las partículas del virión 

inmaduro se transportan en vesículas que salen de la membrana del retículo 

endoplasmático (RE) y por un mecanismo específico son translocadas al pre–

Golgi, pasando posteriormente al aparato de Golgi. En las vacuolas de pre y post 

Golgi opera un transporte exocítico de glicoproteínas de membrana a la superficie 

celular (126).  

La liberación del virus puede ocurrir por fusión de la membrana de las vesículas 

exocítica, que contienen al mismo, con la membrana plasmática, o por efecto 

citopático, 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 aún desconocido. Debido a que el ambiente 
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endosomal es ácido, ocurren cambios conformacionales en la envoltura viral que 

permiten la fusión de la membrana viral con la de la célula diana, lo cual posibilita 

la liberación de la nucleocápside en el citoplasma. Primeramente, el ARN 

genómico se traduce en 4 proteínas no estructurales (nsPs), las cuales forman el 

complejo de replicación. Luego, el genoma se sintetizaen una cadena en sentido 

negativo, la cual posteriormente se usa como molde para la síntesis del ARN viral 

49S y el ARNm subgenómico 26S. Para producir las proteínas estructurales (C-

E2-6K-E1) se requiere que sea traducido el ARNm subgenómico, y luego estas 

proteínas se procesan por serinaproteasas. Posterior a este procesamiento, la 

cápside se libera en el citoplasma, y el resto de las proteínas se modifican 

postraduccionalmente en el RE y luego en el aparato de Golgi. Las glicoproteínas 

E1 y E2 se asocian como un dímero y se transportanhacia la membrana 

citoplasmática del hospedero. Dichas proteínas se incorporan al final del proceso 

replicativo en la superficie del virión, mientras que previamente la cápside forma la 

nucleocápsideicosaédrica que contiene el ARN genómico 49S. De esta manera 

queda conformado el virión maduro, el cual se libera de la célula infectada una vez 

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

MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

Las infecciones por VZIK, VDEN y VCHIK, generalmente transcurren de manera 

asintomática o leve, y presentan cuadros clínicos similares en la fase temprana de 

la enfermedad, tales como fiebre, cefalea, artralgia, mialgia, erupción 

maculopapular, dolor retroorbital y linfoadenopatías(130). Debido a las similitudes 

en las manifestaciones clínicas en estos tres agentes, el diagnóstico clínico de las 

mismas es todo un reto, principalmente porque se han propuestos diferentes 

algoritmos diagnósticos sin que se haya podido establecer un algoritmo 

único(130).    

Se conoce muy poco acerca de la historia natural de la infección por VZIK, y la 

percepción inicial como una enfermedad leve ha cambiado por los 

descubrimientos continuos de complicaciones neurológicas 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 vómitos (131). 

Por otro lado, los estudios preliminares para determinar la duración del período de 

incubación 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 además presentaron 

manifestaciones clínicas de 3 a 10 días luego de la transfusión(132). Sin embargo, 

un estudio más actual, indicó un período de incubación de 3 a 14 días en 197 

viajeros sintomáticos con una infección reciente por VZIK (133). Estos datos 

coinciden con los reportados para el VDEN. En este último, la mayoría de las 

infecciones son autolimitadas ya que generalmente los pacientes desarrollan 

fiebre alta, erupción repentina en la piel, mialgia y cefalea. Durante la fase inicial, 

no existen diferencias clínicas 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 expresión clínica se caracteriza por un comienzo 

rápido en la fuga capilar con hemorragia, acompañada de trombocitopenia y daño 

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

Por otra parte, el período de incubación del VCHIK tiene un rango de 1 a 12 días, 

y generalmente el comienzo de las manifestaciones clínicas es abrupto. Dentro de 

los principales síntomas que aparecen durante la infección 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 duración puede oscilar desde pocos días hasta años, 

por lo que puede seguir un curso agudo, subagudo o crónico en dependencia del 

tiempo de evolución(136). 

DIAGNÓSTICO DE LAS ARBOVIROSIS 

El diagnóstico clínico diferencial entre VZIK, VDEN y VCHIK es actualmente todo 

un reto debido a la gran similitud entre los cuadros clínicos que producen. Por lo 

tanto, las pruebas de laboratorio tienen un papel esencial en el diagnóstico 

etiológico de estas arbovirosis. La muestra idónea común para estos tres agentes 



 

Página | 18  
 

es el suero, sin embargo es válido resaltar que el diagnóstico de VZIK también se 

realiza en otro tipo de muestra clínica, como por ejemplo la orina. Debido a que la 

detección del ARN viral en suero está limitada a los primeros 5 días de la 

enfermedad (137), la orina es la muestra de elección para alargar el tiempo de 

detección del VZIK luego de la disminución de la viremia(138).  

De manera general, en pacientes con síntomas clínicos, el suero debe ser 

colectado durante los primeros 4 días luego del comienzo de la enfermedad, para 

realizar pruebas que permitan detectar una infección por VZIK, VDEN o 

VCHIK(137). Sin embargo, generalmente los anticuerpos IgM persisten por 2-12 

semanas luego de una infección por arbovirus. Este último elemento constituye la 

base del diagnóstico serológico, sobre todo en el caso de VDEN y VCHIK (136). 

En el caso del VZIK, la duración de los anticuerpos IgM anti-VZIK aún no se 

conoce con exactitud, no obstante, existen algunas evidencias sobre el empleo de 

los mismos como una herramienta útil en el diagnóstico del síndrome de infección 

congénita por VZIK(139).  Sin embargo, la utilización de los anticuerpos IgM e IgG 

en el diagnóstico de laboratorio presenta un gran reto, ya que la sensibilidad y 

especificidad de las pruebas que detectan estos anticuerpos están muy poco 

establecidas. Además existe una fuerte reactividad cruzada entre VZIK y VDEN, y 

otros flavivirus, lo cual dificulta aún más la implementación de pruebas serológicas 

en el diagnóstico de una arbovirosis(140). 

Otras pruebas diagnósticas están encaminadas hacia la detección de antígenos 

virales, tal es el caso del VDEN, ya que durante la fase aguda, la proteína viral 

NS1 puede ser detectada mediante ensayos inmunoenzimáticos(ELISA -del 

inglés- EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay). Sin embargo, este tipo de prueba 

aún no está 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 infección por este virus debido a que su viremia es muy corta. Por tales 

motivos, existe una necesidad inminente en el desarrollo de pruebas serológicas 

para detectar la infección 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 infección por algún 

Arbovirus, es la prueba de neutralización por reducción del número de placas 

(PRNT, -del inglés-Plaque Reduction Neutralization Test). Dicha prueba mide los 

anticuerpos neutralizantes virus-específicos, y es capaz de determinar la causa de 
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una infección primaria con una alta especificidad. Sin embargo, esta prueba es 

muy costosa y laboriosa(137). 

Epidemiología 

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 África(144). Posteriormente, comenzó la circulación del 

VDEN en la región de las Américas, y actualmente continúa su transmisión en 

dicha región(145). En el año 1999, el VNO se introdujo en la ciudad de Nueva 

York, y en pocos años se dispersó por todo el continente(146). Por otra parte, el 

VCHIK se detectó en la Isla San Martín en 2013, luego de una epidemia en la 

Polinesia, y en la actualidad, dicho agente viral ha circulado por la mayoría de los 

países de la región(8). Una situación similar ocurrió con el VZIK, ya que el mismo 

se introdujo en el continente Americano, específicamente en Brasil, a inicios del 

año 2015(147). Este virus continuo dispersándose por gran parte del continente, y 

para finales de 2015 se había extendido a lo largo de América del Sur, 

Centroamérica y el Caribe(148).  

En el caso específico de Venezuela, las infecciones por VDEN, VZIK y VCHIK han 

aumentado en las últimas décadas, Las infecciones por VDEN continúan siendo 

un importante problema de salud en niños venezolanos (149), sin embargo, existe 

un gran desconocimiento de la enfermedad en la población (150).En 2014, el 

VCHIK se introdujo en Venezuela, y se convirtió rápidamente en una arbovirosis 

de gran importancia debido a los casos graves y fatales reportados (151). 

Además, actualmente según la Organización Panamericana de la 

Salud/Organización Mundial de la Salud (OPS/OMS), Venezuela constituye el 

tercer país con mayor número de casos de VZIK en la región de las Américas, 

seguido de Brasil y Colombia(152). Dicha situación se ha complejizado aún más 

debido a la dispersión de este virus en todo el país(153),  junto a la circulación 

conjunta de los VDEN y VCHIK.   



 

 

 

 

 

CAPÍTULO III 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 



 

Página | 21  
 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

UNIVERSO DE ESTUDIO Y SELECCIÓN DE LA MUESTRA 

Se realizó 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 área metropolitana de la ciudad de Valencia, que es la 

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

 

Figura 3. Mapa del estado de Carabobo, Venezuela. Los círculos rojos señalan la 
ubicación 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 diseñadas con 

acceso total a servicios públicos pero hay otras áreas muy pobres 

(asentamientos/arrabales) sin acceso a agua potable ni electricidad. En la costa 

norte del distrito del estado de Carabobo está ubicado el tercer puerto más 

importante de Venezuela (Puerto Cabello), en el que ocurren las principales 

actividades de importación/exportación. 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 milímetros. 

Para la selección de los pacientes se siguieron los siguientes criterios: 

Criterios de Inclusión  

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

dos clínicas ambulatorias cumpliendo con los siguientes criterios:  

• Fiebre o historia de fiebre de menos de 72 horas de evolución.  

• Síntomas clínicos sugestivos de una posible infección por arbovirus 

(ejemplo sospecha de dengue y/o fiebre indiferenciada en un paciente que 

reside en un área endémica de arbovirus. 

• Edad mayor de 5 años. 

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

paciente o el tutor legal. 

Criterios de Exclusión 

• Identificación de signos de focalización del Síndrome febril que sugieran un 

diagnóstico alternativo (ejemplo neumonía, otitis, etc).  

• Que el médico de asistencia infiera que el paciente no se presentará para 

seguimiento diario (ejemplo problemas de transporte o distancia de la 

clínica).  

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

producto de un dengue grave u otra condición 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 clínico con el objetivo de 

utilizar el plasma para el diagnóstico molecular. Un cuestionario clínico 

estructurado se completó diariamente para todos los participantes en el estudio. 

La ficha de recolección de datos (FRD) incluyó una descripción detallada de 

signos y síntomas clínicos, así como resultados estándares de exámenes de 

laboratorio. Los pacientes se evaluaron diariamente en las clínicas de los servicios 

ambulatorios hasta lograr su completa recuperación, encontrándose sin fiebre 

durante 48 horas, o hasta 6 días después de haber sido incorporados al estudio.  

Toda la información clínica se documentó y se les realizó un hemograma completo 

en cada visita. En la última visita (4-6 días de la enfermedad aguda) se tomó una 

segunda muestra para perfil bioquímico al mismo tiempo que para realizar la 

serología (en caso que el paciente no regresara a la visita de seguimiento). Se 

programó a todos los pacientes una visita de seguimiento entre los días 10 a 14 de 

la enfermedad, es decir, al menos una semana después de la última visita en la 

que se colectó una muestra para serología y un hemograma. 

CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Durante la presente investigación se siguieron los estándares internacionales para 

la conducta ética en las investigaciones que involucran ensayos con humanos. Se 

obtuvo la aprobación del comité institucional y nacional de ética en investigación 

de Venezuela. Todos los procedimientos empleados en los estudios clínicos y de 

laboratorio cumplieron con las leyes nacionales y de la Unión Europea con 

respecto a las investigaciones con participantes humanos. Se integró desde el 

inicio un programa independiente de monitoreo clínico que aseguró el 

cumplimiento de los estándares de Buenas Prácticas Clínicas.  El equipo de 

trabajo describió el propósito del estudio, los procedimientos, posibles riesgos y 

beneficios, los derechos y responsabilidades de los participantes y las alternativas 

a la inscripción 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 pidió la firma del documento de consentimiento 

informado.  

Se explicó a los pacientes y a los médicos de asistencia que los exámenes 

diagnósticos específicos de arbovirus sólo se realizarían al finalizar el estudio en 

laboratorios de investigación incluso fuera de Venezuela. Uno de los objetivos del 

proyecto fue evaluar la precisión diagnóstica en la identificación de aquellos 

pacientes que progresaran a la forma grave del dengue grave sin introducir el 

sesgo en la interpretación de los exámenes de laboratorio por parte de los clínicos. 

Sólo contaron con los exámenes de rutina que se realizaron en cada hospital.  

Se garantizó la confidencialidad de toda la información que se generó en el 

estudio. Todos los datos (incluyendo datos clínicos, de laboratorio, y genéticos) se 

guardaron en bases de datos protegidas por contraseñas. Los nombres de los 

participantes sólo se documentaron al momento del reclutamiento para permitir su 

identificación en las visitas de seguimiento. Sin embargo, la información que 

pueda identificar a los pacientes se vinculó únicamente a los datos o muestras en 

una Lista Maestra protegida la que no se compartió fuera del equipo de trabajo y 

se acordó que no se transferirá ninguna información que pueda identificar a los 

pacientes entres los sitios clínicos. Todos los formularios de recolección de datos y 

las muestras se etiquetaron únicamente con un número de identificación del 

estudio y se guardaron en un sitio seguro. Solo las personas locales que firmaron 

un compromiso de protección de datos tienen acceso a la contraseña de la 

computadora donde se guardan los datos.  

Finalmente se reclutaron 1 928 pacientes para participar en el proyecto, pero sólo 

en 265 individuos se demostró una infección similar al VDEN por métodos 

serológicos (IgM/IgG anti virus DENV). Los ensayos serológicos se realizaron en 

muestras de suero colectadas después del quinto día de iniciado el cuadro clínico 

en los laboratorios de la Universidad de Carabobo de Venezuela. El LNR de 

Arbovirus del IPK asumió entre las tareas del proyecto la realización del 

diagnóstico molecular de la infección por arbovirus mediante RT-PCR en tiempo 

real. 
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MUESTRAS CLÍNICAS 

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

transportaron desde Venezuela por vía aérea en contenedores que contenían 

hielo seco. Todas las muestras se almacenaron entonces a -80 oC hasta ser 

procesadas para la purificación de los ácidos nucleicos. Se excluyó del estudio 

una muestra de plasma proveniente de un paciente del ambulatorio La Isabelica al 

identificarse una inhibición en el PCR en tiempo real. Por tanto, en el presente 

estudio sólo se incluirá el análisis de los resultados de las 264 muestras de plasma 

(Tabla 1). Lamentablemente, no se recibió la información clínica 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 análisis pues no se podrán realizar asociaciones con todas las variables clínicas 

colectadas en los FRD.  

Tabla 1. Distribución de las muestras de plasma según el año y el ambulatorio de 
salud del estado de Carabobo de Venezuela. 

 

EXTRACCIÓN DEL ARN 

La purificación del ARN se realizó a partir de 140 μL de las muestras de plasma 

empleando el estuche comercial QIAamp viral RNA (Qiagen, Alemania). Todo el 

procedimiento se realizó de forma automatizada en extractor QIAcube (Qiagen, 

Alemania) utilizando un volumen de elusión final de 60 μL de agua libre de 

nucleasas. El ARN purificado se almacenó a -20oC 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 diseñados y estandarizados por la División de Enfermedades 

Transmitidas por Vectores, subdivisión de Dengue en Puerto Rico, de los Centros 

para el Control y la Prevención 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 están basados en la 

metodología de sondas de hidrólisis o TaqMan®, fueron validados por la 

administración de alimentos y medicamentos (FDA -siglas del inglés-Food and 

Drug Administration) de EUA, autorizándose para uso en el diagnóstico in vitro 

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

Mediante el protocolo múltiple Trioplex rRT-PCR es posible identificar en el mismo 

tubo de reacción la presencia/ausencia del ARN del VDEN, VCHIK y VZIK en 

diferentes muestras clínicas. Éste ensayo nos permitió identificar el arbovirus 

presente en las muestras de plasma. En aquellos casos en los que se detectó el 

ARN del VDEN se procedió entonces a identificar el genotipo de los virus del 

complejo Dengue (1-4) a través del ensayo múltiple 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 

todavía no se han publicado, pero se conoce que están dirigidos a secuencias 

específicas de los genes de envoltura, la región 5´ no codificante y la proteína no 

estructural 1 (nSP1 -siglas del inglés- non Structural Protein 1) del VIZK, VDEN y 

VCHIK, respectivamente (Tabla 2). Este protocolo múltiple permite detectar y 

diferenciar de forma cualitativa el ARN de VDEN, VCHIK y VZIK en muestras de 

suero, sangre total, líquido cefalorraquídeo (LCR) y líquido amniótico (LA).  
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Tabla 2. Cebadores y sondas del protocolo Trioplex RT-PCR en tiempo real del 
CDC (CDC; catálogo #KT0166).  

 

Cada una de las sondas tiene un marcaje con fluorocromo específico que emite 

fluorescencia a una determinada longitud de onda. Otra característica importante 

de este estuche es que se incluye un juego de cebadores y sonda para la 

amplificación de un fragmento del gen de la RNasa P (RP) humana que está 

presente en todas las muestras clínicas. Su detección permite descartar la 

presencia de inhibidores en las muestras, errores durante el proceso de extracción 

del ARN y la posible degradación del ARN por la mala conservación. Su 

amplificación tiene lugar en un tubo aparte con una mezcla específica como se 

describirá más adelante. 

El otro protocolo que se empleó en el presente estudio para identificar el genotipo 

del VDEN fue el RT-PCR en tiempo real de VDEN-1-4 diseñado por Santiago y 

colaboradores (154). Las secuencias de los cebadores y sondas, así como el 

marcaje con fluorocromos específicos 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.  

 

 

Mezcla de la reacción de RT-PCR en tiempo real 

Para la mezcla de la reacción de ambos protocolos de RT-PCR en tiempo real se 

utilizó la mezcla de enzimas del estuche comercial SuperScript III Platinum/One-

Step qRT-PCR System, de Invitrogen, EUA. En un área de trabajo limpia utilizando 

Cabina de Flujo de Aire horizontal (AIRTECH) se preparó una mezcla de reacción 

de PCR en un volumen final de 15 μL y 20 μL de reacción para los ensayos 

Trioplex rRT-PCR y el RT-PCR de VDEN (1-4), respectivamente (Tabla 4-6). Una 

vez concluida la preparación 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 refrigeración hacia el área de amplificación del LNR de Arbovirus, 

del IPK.  
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Tabla 4. Reactivos empleados en la mezcla de reacción del RT-PCR en tiempo 
real de VDEN (**SuperScript III Platinum/One-Step qRT-PCR System, invitrogen).  
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Tabla 5. Reactivos empleados en la mezcla de reacción del Trioplex rRT-PCR en 
tiempo real (*Las sondas ya vienen incorporadas junto a los cebadores; 
**SuperScript III Platinum/One-Step qRT-PCR System, invitrogen).  

 

Tabla 6. Reactivos empleados en la mezcla de reacción de la RP PCR en tiempo 
real (*Las sondas ya vienen incorporadas junto a los cebadores; **SuperScript III 
Platinum/One-Step qRT-PCR System, invitrogen).  
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Controles de la RT-PCR en tiempo real 

En cada ensayo de RT-PCR que se realizó, se siguieron las recomendaciones 

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

estuches.  

Controles positivos 

En el Trioplex rRT-PCR se empleó 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 

empleó como control positivo una mezcla de antígenos en el que se incluyen 

diferentes cepas del VDEN aisladas en Puerto Rico todas inactivadas por calor. 

Todos los CP están incluidos en los estuches de PCR (Tabla 7).  

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

 

Controles negativos 

Durante la ejecución del presente estudio, se incluyó como control negativo (CN) 

en cada lote de extracción automática un tubo que contenía 140 μL de agua libre 

de nucleasas que se siempre se procesaron en las mismas condiciones que las 

muestras clínicas. Diez microlitros del producto purificado del CN se sometieron a 

amplificación por PCR para descartar posibles contaminaciones en el proceso de 

extracción. 

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

Template Control) por cada lote de mezclas de reacción de PCR que se 
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prepararon (Tabla 3). Éste estuvo constituido por 10 μL de agua libre de nucleasas 

que se adicionaron en la placa de reacción en el área de preparación de las 

mezclas. Con este NTC se monitorearon las posibles contaminaciones de los 

reactivos en el área de preparación de las mezclas del PCR. 

Control interno 

Como control positivo de la reacción de la RP se incluyó la muestra de control 

humano (HSC -del inglés- Human Sample Control). Este control no es más que 

material de células humanas cultivado, inactivado y no infeccioso. El mismo, se 

extrae al mismo tiempo que las muestras clínicas.  

Proceso de amplificación y detección 

Diez microlitros del ARN previamente purificado de cada una de las muestras 

clínicas se añadieron en paralelo en pocillos específicos que contenían la mezcla 

de reacción tanto para la detección del virus, como para la detección del gen de la 

RNAsa P. Esto se llevó a cabo en la Cabina de Trabajo UVP (DBA Analytik Jena, 

California, Estados Unidos) en el área de amplificación, utilizando puntas con 

barreras libres de nucleasas. Posteriormente, se añadieron 10 μL del ARN 

purificado de los CP, CN y del HSC, así como un pocillo para el NTC (Fig. 4). 

Entonces se procedió a sellar la placa con película adhesiva para evitar la 

evaporación de la mezcla de reacción y se colocó en termociclador ABI 7500 

FAST DX de Applied Biosystems®, EUA.  

 

 

 

 

 

 

 



 

Página | 33  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de la placa de reacción del RT-PCR en tiempo real para 
Trioplex rRT-PCR (A) y VDEN (B). Se muestra la distribución de las muestras 
clínicas 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 (Versión 1.4.1, IVD) la 

mezcla se sometió al siguiente ciclaje en protocolo estándar: Ciclo de reverso 

transcripción a 50°C durante 30 min, inactivación de la transcriptasa inversa 

SuperScript III y activación de la Taq Polimerasa a 95°C por 2min, seguidos de 45 

ciclos de amplificación que incluyeron un paso de desnaturalización a 95°C por 15 

segundos y 1 minuto a 60oC. Durante este último ciclo se estableció la detección 
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de la fluorescencia en los canales específicos para cada uno de los fluorocromos 

que se emplearon en el marcaje de la sonda. 

Análisis e interpretación 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. 

Validación de la corrida 

Antes de emitir el resultado individual de cada una de las muestras analizadas, se 

procedió 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. Así se consideró que la corrida era válida si se detectaba: 

 Curva de amplificación en los canales específicos para VDEN (FAM), 

VCHIK (VIC) y VZIK (Texas Red) dentro del rango de valor esperado del Ct 

para el protocolo de Trioplex rRT-PCR.  

 Curva de amplificación en los canales específicos 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 aplicó la mezcla de 

antígenos del ensayo RT-PCR en tiempo real para DENV-1-4.  

 No señal fluorescente en el pocillo del NTC. 

 Curva de amplificación en el pocillo en el que se añadió el ARN del HSC 

utilizando el juego de cebadores y sonda de la prueba del control interno 

RP.  

En el protocolo del Trioplex el análisis es obligatorio que se realice de forma 

independiente para cada una de las secuencias específicas utilizando el modo 

manual para establecer la línea umbral (-del inglés- Threshold Cycle). Ésta línea 

se ubicó en el sitio en el que se inicia la fase exponencial de la curva de 

amplificación y siempre por encima de cualquier señal de ruido. Las curvas 

verdaderamente positivas deben poseer las tres fases que se describe durante la 

amplificación en los ensayos de tiempo real, ellas son: fase exponencial o 

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

VCHIK, VZIK y RP) se interpretarán 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 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se confeccionó una base de datos con los resultados del PCR mediante el 

paquete estadístico IBM SPSS Statistics version 19 en la que se incluyó el año y 

mes de colecta de la muestra, el ambulatorio de origen (La Isabelica o Canaima), 

valor del Ct para el arbovirus específico, el genotipo de DENV identificado. Se 

construyeron tablas de contingencia y se compararon las variables utilizando la 

prueba de Chi cuadrado o de Fisher según correspondiera, se consideraron 

significativos los valores de p menores de 0.05. El riesgo se estimó con un 

intervalo de confianza del 95%. Para comparar los valores del Ct entre los 

arbovirus identificados se empleó la prueba de ANOVA y en caso de significación 

estadística se realizó Prueba de Tukey con un nivel de significación de 0.05. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La actual emergencia de las enfermedades infecciosas transmitidas por vectores 

confirma la mala preparación de los sistemas de salud a nivel mundial para 

predecir, responder y contener de forma rápida 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 África en el 2007 

(131). La epidemia que este virus causó entre los años 2013 y 2014 en la 

Polinesia Francesa mostró que además del cuadro autolimitado y benigno, es 

capaz de producir complicaciones neurológicas severas en adultos (SGB) (155). 

Aún más, su reciente introducción en Brasil le permitió expandir el espectro de 

patologías que induce, al identificarse complicaciones neurodegenerativas 

(ejemplo microcefalia) y otros desordenes genéticos en hijos de madres infectadas 

con el VZIK durante la gestación. Actualmente, las consecuencias de su efecto 

teratogénico se agrupan en el Síndrome de infección congénita por VZIK que se 

actualiza de forma continua con los datos que reportan los países en los que este 

agente ha circulado (25). 

Las dificultades para contener la transmisión del VCHIK y del VDEN en años 

previos, prueban de lo complejo que resulta controlar el vector (Aedes aegypti). Se 

ha observado que la aplicación de bajos volúmenes de insecticidas, el uso de 

larvicidas y la movilización comunitaria tienen una limitada eficacia como únicas 

medidas para controlar la enfermedad producida por arbovirus (156). A esto se 

añade la carencia de sistemas de vigilancia en países en vías de desarrollo que no 

poseen ni la infraestructura, ni el personal capacitado para realizar técnicas de 

avanzada para identificar oportunamente la circulación de los arbovirus. Estas 
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limitaciones reales hicieron que aunque se anticipó en la mayoría de los países del 

continente americano la introducción del VZIK, sólo se desarrollaran 

intervenciones al detectarse los primeros casos sintomáticos (se estima que el 

20% de las infecciones por VZIK son sintomáticas) (157). Esto condujo al retraso 

en la respuesta, una ineficaz contención y en consecuencia una rápida 

diseminación del virus por todo el continente.  

En este escenario internacional se enmarca el presente estudio. Venezuela, un 

país con hiperendemicidad del VDEN, fue testigo entre el 2014 y 2016 del patrón 

explosivo de las recientes epidemias de los arbovirus reemergentes VCHIK y VZIK 

(158). Según los resultados obtenidos en la presente investigación, se detectó la 

infección por al menos un arbovirus en 181 (68.6 %), de los 264 pacientes en los 

que se diagnosticó un cuadro clínico sospechoso de dengue. Mediante el 

protocolo múltiple Trioplex rRT-PCR se identificó en orden de frecuencia la 

infección 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 Perú en el año 2017, donde se identificó una 

mayor frecuencia de infección por el VCHIK, seguida por el virus Oropuche 

(VORO), VDEN y VZIK en pacientes con síndrome febril agudo, pero en un 

período de estudio de tan sólo tres meses (159). Por el contrario, recientemente 

Sánchez y colaboradores reportaron que en orden de frecuencia se encontró que 

el VDEN, VZIK y VCHIK fueron los arbovirus que circularon en la costa norte del 

Perú (160).  
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Tabla 9. Distribución de los casos según los arbovirus identificados 

 

Estos hallazgos resaltan la variabilidad de los patrones de circulación de los 

arbovirus, inclusive en un mismo país. A lo que habría que añadir el posible efecto 

de las diferencias en cuanto al: diseño de la investigación, los protocolos 

diagnósticos que emplean, los criterios de inclusión, el número de pacientes 

estudiados, el período de estudio, entre otros.  De cualquier forma, sólo la 

identificación a nivel de país de los factores que favorecen la 

introducción/circulación de estos agentes permitirá establecer mecanismos 

sostenibles para el control de sus vectores. 

Un resultado importante de la presente investigación es que en el 31,4 % de los 

pacientes en los que se sospechó la infección clínica por VDEN no se detectó el 

ARN ni del VDEN, ni VCHIK ni del VZIK (Tabla 9). Más preocupante aún es que 

en el 100% de las muestras estudiadas se descartó la presencia de inhibidores del 

PCR al detectarse señal fluorescente por encima del umbral en el tubo de reacción 

de control interno (RNAsa P positivas). Todos los pacientes estudiados tenían 

manifestaciones clínicas que obligaron al médico de asistencia a plantear 

etiológicamente la infección por arbovirus. Por tanto, no se puede descartar la 

posible infección por otros arbovirus que actualmente circulan en el continente 

americano (161-164), aunque su diagnóstico no se incluyó entre los objetivos del 

presente estudio. Incluso, podría plantearse que la causa de la enfermedad 

pudiera estar asociada a la infección por un arbovirus no identificado aún, pero 

que está causando un cuadro similar a dengue en individuos residentes en el 

estado de Carabobo, Venezuela (26, 165, 166). Se conoce de la existencia de 
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arbovirus que circulan de forma natural en determinadas zonas geográficas con un 

elevado potencial para producir futuras epidemias (167).  

Múltiples serían las variables que hipotéticamente limitaron la detección del 

genoma viral en las muestras de plasma estudiadas, entre ellas: la calidad en la 

colecta, transportación y almacenaje de las muestras (168), la dinámica de 

replicación con cifras de carga viral muy bajas (por ejemplo VZIK) (169, 170), la 

variabilidad de la respuesta inmune individual (171), la sensibilidad analítica del 

ensayo de Trioplex (168), entre otros. A pesar de la indiscutible sensibilidad y 

especificidad de los ensayos de PCR, sus limitaciones como herramienta 

diagnóstica hacen que en los sistemas de vigilancia no sea necesario confirmar la 

infección en el 100% de los pacientes que cumplen con la definición de caso. Su 

principal utilidad radica en identificar el virus que a través de la picadura de un 

mosquito está causando un brote en una población específica.  

Entonces, consideramos oportuno exponer una de las limitaciones del análisis del 

presente estudio que deriva del desconocimiento de los datos clínicos y 

epidemiológicos, así como de los resultados de los ensayos serológicos que se 

realizaron a los pacientes estudiados. Éstos habrían permitido caracterizar de 

forma integral a cada paciente, comparando el patrón serológico con los 

resultados del PCR. Sólo de esta forma se podría descartar la infección por los 

arbovirus estudiados en los pacientes con clínica sugestiva de su infección. Esta 

es una información muy importante a tener en cuenta cuando se interpretan los 

resultados de las pruebas diagnósticas, a las que siempre habría que integrar el 

análisis clínico, epidemiológico y entomológico. De lo contrario se podrían llegar a 

conclusiones erradas y con ello a la toma de decisiones no idóneas que limitarán 

el control eficiente del vector. 

En el gráfico 1 se muestra el número de casos en los que se confirmó la infección 

por Arbovirus según el año en el que se detectaron por los servicios ambulatorios 

de salud. El VDEN fue el Arbovirus que circuló en el estado de Carabobo con 

mayor frecuencia, detectándose casos en el 2013, 2014 y 2015. Sin embargo, sólo 

se confirmó la infección por VCHIK y VZIK en los años 2014 y 2016, 
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respectivamente; hallazgos que coinciden con el momento en que se reportó la 

introducción de estos agentes por las autoridades de salud de Venezuela (172).  

 

Gráfico 1. Distribución del número de casos en los que se confirmó la infección 
por VDEN, VCHIK y VZIK mediante protocolo múltiple Trioplex rRT-PCR según el 
año de colecta en muestras de plasma de pacientes venezolanos en los que se 
sospechó la infección 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, observándose 

un incremento en su incidencia, magnitud y frecuencia de los brotes durante los 

últimos años. 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 período 2010-2016 (368 

casos x 100 000 habitantes). A nivel de país se ha observado un promedio de 

incidencia del dengue de 157 casos por 100 000 habitantes (rango 13 - 438) en los 

últimos 26 años. Aún más, a partir del 2007 se han producido seis epidemias 

(2007, 2009-2010, 2013, 2014, 2015) con una intensificación en la frecuencia y la 

magnitud de los brotes en comparación con los cuatro años epidémicos en los 16 

años anteriores al 2007 (1995, 1997-1998, 2001). Según reportes de autores de 
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Venezuela, la mayoría de estos años epidémicos coincidieron con el evento de "El 

Niño" (173).  

Hasta el momento, la mayor epidemia de dengue que se ha registrado en 

Venezuela ocurrió 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 año 

Venezuela fue el tercero del listado de países de América que mayor número de 

casos de dengue reportó y el segundo lugar en el número de casos de dengue 

severo. Entre las medidas para el control del dengue que se ejecutan en ese país 

se incluyen algunas estrategias para reducir el vector. Sin embargo, en los últimos 

años 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 países de américa y del mundo, el control 

de la infección 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, así como una escasez en medicinas debido a 

limitaciones económicas y técnicas, según han reportado científicos locales (9, 21, 

175, 176). A pesar de las medidas de control que se han ejecutado en Venezuela, 

la transmisión del dengue es persistente con un promedio de 40 000 casos 

anuales en años no epidémicos (177). 

Si se analiza la distribución del dengue entre países de América del sur 

encontramos que en el 2009 tuvo lugar un brote en el área metropolitana de 

Buenos Aires, Argentina. Durante este evento epidemiológico se sospechó que el 

54.5 % de los 227 casos confirmados de dengue fueron casos importados desde 

la República de Bolivia y de algunas provincias del norte de Argentina. El resto 

fueron clasificados como casos autóctonos (178). En ese mismo año, el ministerio 

de salud de Argentina declaró a OPS alrededor de 26 000 infecciones y seis 

muertes. No obstante, aunque sólo se confirmaron 744 casos y se reportaron sólo 
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cinco muertes, se estima que el número real de infecciones duplicó las cifras 

reportadas de forma oficial (179). En Chile, ocurrió un brote en las islas de Pascua 

en el 2002, en el que se identificaron 636 casos de dengue, pero ninguno 

evolucionó a la forma hemorrágica. El caso índice que posiblemente dio origen a 

ese brote se sospecha que haya sido un viajero que regresó de Brasil o Tahití 

(180). En Paraguay, ocurrió un brote en el 2006 en el que se confirmaron 1 884 

casos de dengue y por primera vez en ese país se identificaron 55 casos que 

evolucionaron a la forma hemorrágica (11). Todos estos datos señalan el 

problema real de salud que los virus del complejo dengue producen en varios 

países del continente americano, en los que se ha establecido su circulación y con 

lo que se garantiza su expansión a otros países de la región y del mundo. 

En diciembre 2013 se detectó por primera vez la transmisión autóctona del VCHIK 

en la Región de las Américas. Desde entonces y hasta la semana epidemiológica 

(SE) 20 del 2014, se identificó la transmisión autóctona VCHIK en seis estados 

miembros y nueve territorios en la subregión del Caribe; Anguila, Antigua y 

Barbuda, Dominica, Guadalupe, Guayana Francesa, Haití, Islas Vírgenes 

Británicas, Martinica, República Dominicana, Saint Kitts y Nevis, San Bartolomé, 

San Martín (Parte francesa), San Vicente y las Granadinas, Santa Lucia y Sint 

Maarten (Parte holandesa) (28). Se identificó la transmission vertical del VCHIK 

entre el 27.7% y el 48.29% de las madres sintomáticas en la región de las 

américas (181).  

Según 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 sólo se confirmaron 2 303 (28). En varios 

países de Europa se reportó la presencia de casos importados de VCHIK 

provenientes de Venezuela (182-184) y mediante análisis filogenético se demostró 

que el VCHIK que circuló en el estado de Aragua en el 2014 perteneció al 

genotipo asiático (grupo del Caribe) (185). Inclusive, se identificaron algunos 

casos con desenlace fatal y/o formas severas de la infección por VCHIK (151).  
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En Venezuela, el primer caso autóctono del VZIK se registró a finales de 

noviembre del 2015, cuando al mismo tiempo se observaba un incremento 

sostenido de casos de dengue desde agosto de ese mismo año (172), según se 

corroboró en los resultados de la presente investigación. Por tanto, los pacientes 

incluidos en la presente investigación en los que se detectó el ARN del VZIK 

constituyen los primeros casos confirmados de infección 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 infección por VZIK, 

933 de SGB y ningún caso de microcefalia (156, 157). Es importante destacar que, 

según el reporte de la OPS del 25 de agosto del 2017, no se ha confirmado la 

transmisión autóctona vectorial del VZIK en ningún nuevo país o territorio de las 

Américas desde la semana epidemiológica (SE) 44 de 2016; por lo que se 

mantiene en 48 el número de países y territorios de las Américas que confirmaron 

la transmisión autóctona vectorial de este agente (110). 

En Colombia se identificaron puntos calientes de transmisión del VZIK en la 

frontera con Venezuela, con implicaciones para su diseminación internacional 

(186). En China se demostró la introducción en múltiples ocasiones del VZIK a 

partir de viajeros que regresaban de Venezuela, en los que se identificó el 

genotipo asiático como el genotipo infectante (187-189). También se logró el 

aislamiento del VZIK (VEN/2016) a partir de las muestras de esos pacientes. 

Dicha cepa se utilizó por ese colectivo de autores de China para evaluar la 

neurovirulencia en modelo murino comparándola con la cepa de Cambodia/2010. 

De esa forma encontraron que la cepa VEN/2016 produjo un daño cerebral más 

severo, lo que podría explicar en cierta medida por qué la variante del VZIK que 

circula en el continente americano es más neurovirulenta (190). En el estado de La 

Florida, se reportó un caso de Síndrome de Infección congénita por VZIK con 

lesiones en la retina de un recién nacido de seis días, producto de una madre en 

la que existían antecedentes clínicos de infección por VZIK en la semana 12 de 

gestación cuando aún residía en Venezuela (191). Las principales manifestaciones 

oculares del Síndrome de Infección Congénita por VZIK también fueron descritas 

por autores venezolanos (192). 
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En España, se demostró la persistencia por 93 días del VZIK en el semen de un 

viajero que resultó infectado en Venezuela (193). Uno de los pocos casos en los 

que se logró demostrar la transmisión postnatal del VZIK a través de la lactancia 

materna se realizó en una pareja madre-hijo residentes en Venezuela, en los que 

se logró secuenciar el genoma completo de este agente (194). No obstante, estos 

hallazgos no son suficientes para sugerir la interrupción de la lactancia materna en 

los países con transmisión del VZIK. Todos los hallazgos previos constituyen 

evidencias científicas del impacto negativo de la infección por el VZIK en el estado 

de salud de individuos residentes en Venezuela. Inclusive, la amenaza real de su 

introducción en poblaciones susceptibles en las que existe el vector competente 

que podría favorecer su circulación autóctona en humanos.  

Al analizar la distribución de los casos teniendo en cuenta el ambulatorio en el que 

fueron atendidos los pacientes no se encontraron diferencias significativas entre 

ambas áreas 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 área del 

estado de Carabobo. 

Tabla 10. Distribución del número de casos según el ambulatorio de salud en el 
que se colectaron las muestras de plasma en el estado de Carabobo, Venezuela 
(2013-2016) (NDT: no detectable). 
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Como los VDEN, VCHIK y el VZIK se transmiten primariamente por mosquitos Ae. 

Aegypti, podría asumirse que éstos seguirán el mismo patrón de circulación 

regional en la Américas. Aunque esta hipótesis se puede sustentar a escala 

regional se desconoce cómo este patrón de transmisión 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 transmisión que otras. Los movimientos humanos y sus 

patrones de agregación pueden influir en la exposición, conduciendo a una mayor 

interacción humano-mosquito, con rápida propagación de los arbovirus. 

En el presente estudio se comprobó una identificación significativa (p=0.0000) en 

el número de casos positivos al VDEN los años 2013 y 2015. No obstante, se 

documentó que durante el 2014 concomitaron en ese país las epidemias de 

VCHIK con la circulación simultánea del VDEN. Autores en Venezuela, han 

reportado que la epidemia de VCHIK en el 2014 y del VZIK (2015-2016) han sido 

eventos epidemiológicos importantes que han afectado a un gran número de 

personas en ese país (195). Estos hallazgos resaltan la importancia del 

diagnóstico etiológico de los brotes de enfermedad por arbovirus. La cocirculación 

de ambos agentes (VDEN y VCHIK), condujo a errores en el diagnóstico clínico, 

pues el personal de salud en Venezuela no estaba preparado para identificar la 

enfermedad que este alfavirus del viejo mundo causaba después de su 

introducción en el continente americano (173). Lo mismo sucedió tras la 

introducción del VZIK, pues los pacientes que cumplieron los criterios de inclusión 

y a los que se les colectaron muestras en el 2016, se les hizo el diagnóstico clínico 

de dengue. Por tanto, estos resultados muestran que, aunque en ciertos pacientes 

pudieran identificarse algunas características clínicas específicas de la infección 

que estos virus producen, en la mayoría las manifestaciones clínicas se solapan 

(172). Esto sucede sobre todo en los estadios iniciales de la enfermedad, en los 

que el solo análisis clínico no permite identificar el agente etiológico específico.  

En este sentido, cuando el VCHIK se introdujo en la américas se describía la 

infección como una enfermedad febril autolimitada, benigna con predominio de la 

sintomatología articular (196, 197). Entonces, sólo el abordaje integral de los 
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brotes producidos por arbovirus utilizando sistemas de vigilancia robustos que 

permitan identificar oportunamente él o los agentes que circulan nos permitirá en 

primer lugar, tomar las medidas para disminuir la densidad del vector y 

posteriormente establecer el seguimiento correcto según grupos de riesgos 

específicos (por ejemplo gestantes y pacientes con enfermedades crónicas). Pero 

más importante aún, es que los resultados obtenidos en la presente investigación 

apuntan a que la circulación de un arbovirus en un área específica no excluye la 

posible circulación de otros agentes (VDEN/VCHIK) transmitidos por el mismo 

vector. Entonces, éstos son hallazgos que se deberán tener en cuenta en el 

momento de establecer algoritmos diagnósticos para la futura vigilancia de 

arbovirus. 

Es importante resaltar que en ninguna de las muestras de plasma evaluadas en la 

presente investigación se identificó la coinfección por más de un arbovirus a pesar 

de haberse utilizado un protocolo múltiple 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 simultánea 

el VDEN y el VCHIK en el 2014. Este resultado contrasta con algunos  hallazgos 

de autores que han reportado casos puntuales de infección 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 Haití (201). Aún más, Carrillo y 

colaboradores, detectaron la cocirculación de VDEN, VCHIK y VZIK, así como la 

coinfección (3/157 con VDEN/VCHIK/VZIK) en pacientes febriles residentes en la 

frontera de Colombia con Venezuela (202). No obstante, en este último estudio se 

utilizaron métodos serológicos y tres protocolos de PCR en punto final que no 

tienen una validación clínica. Por tanto, no se puede establecer comparaciones 

entre los resultados obtenidos por ellos y los que se muestran en la presente 

investigación. Acá se utilizó un protocolo múltiple de PCR en tiempo real 

completamente diferente con otra plataforma, cuyo desempeño analítico y clínico 

ha sido evaluado y aprobado por la FDA para uso en el diagnóstico in vitro de 

muestras de humanos (IVD-siglas del inglés- in vitro diagnosis) (168).  
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Con vistas a identificar el patrón estacional de los arbovirus que se estudiaron en 

la presente investigación se decidió comparar el número de casos confirmados 

según los diferentes meses del año. Así se encontró que los VDEN y el VCHIK 

causaron brotes en el estado de Carabobo principalmente entre los meses de 

agosto y diciembre, con picos máximos en septiembre y octubre (Gráfico 2). Sin 

embargo, a partir de los resultados de la presente investigación no se puede 

describir el patrón estacional del VZIK. Esto guarda relación con que sólo se 

incluyeron 25 pacientes enrolados durante los meses de enero y febrero del 2016, 

período en el que tuvo lugar el pico epidémico del VZIK en Venezuela. Más aún, 

cuando se conoce que continuaron confirmándose casos de infección por VZIK 

durante todo el 2016 (203) 

.  

Gráfico 2. Distribución del número de casos de infección por VDEN, VCHIK y 
VZIK detectados mediante protocolo múltiple Trioplex rRT-PCR según el mes en el 
que se colectó la muestra de plasma de pacientes venezolanos con sospecha de 
infección por VDEN en el estado de Carabobo, Venezuela (2013-2016).  

Es importante resaltar que Venezuela está bajo la influencia de un fenómeno 

atmosférico que se denomina zona de convergencia intertropical que afecta de 

forma drástica el patrón de precipitaciones anuales. De esta forma en Venezuela 

se identifica un período 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 patrón estacional que coincide con el período 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 últimos 26 años es de 88 casos por 

100 000 habitantes, por lo que constituye uno de los estados de Venezuela que ha 

registrado el mayor número de casos de dengue (177).  

Se ha hipotetizado que el dengue pudiera seguir un patrón 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 repercusión tienen en estas variaciones son los 

cambios en las precipitaciones y las temperaturas, que afectan la ecología del 

mosquito Aedes y por tanto al virus. En este sentido, ambas variables influyen en: 

a) la tasa de reproducción y de mortalidad del mosquito, b) la frecuencia de 

alimentación de la hembra del mosquito Aedes y c) el período extrínseco de 

replicación viral que es el que determina la forma y el grado de exposición del 

hombre a la infección (207, 208).  

Por otra parte, a escala interanual, en algunos escenarios epidemiológicos se 

observan ciclos de la enfermedad con pocos años de intervalo, siendo estas 

epidemias periódicas muy difíciles de describir (209, 210). En algunos estudios 

esos brotes periódicos se han asociado con variaciones climatológicas 

interanuales a escala global, tales como el fenómeno de El Niño (ENSO –siglas 

del inglés- El Niño Southern Oscillation) (211), pues ENSO determina cambios 

periódicos en las variables climátológicas a nivel local. Otros factores intrínsecos 

que se han explorado para explicar la ocurrencia de estas epidemias periódicas 

son la inmunidad y susceptibilidad del hospedero (212). Finalmente, una 

aproximación más atinada para justificar los ciclos epidémicos interanuales sería 

combinar ambos mecanismos intrínsecos y extrínsecos (213). En algunos estudios 

se han identificado oscilaciones en la incidencia del dengue en dos ciclos a 

intervalos de 3-4 años y otro de 1 año, los que han dominado la dinámica 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 Niño" han sido 

responsables, en parte, de los brotes periódicos de dengue en el norte de 

Venezuela. El mecanismo que se ha propuesto para asociar este efecto de ENSO 

es mediante temperaturas más cálidas con escasas precipitaciones. Los ciclos 

interanuales más fuertes y significativos con picos de intervalo entre 3-4 años en 

frecuencia han sido más marcados en el estado de Carabobo después del 2006-

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

En Venezuela, los sitios de cría potenciales relacionados con la vivienda (llantas 

usadas, basureros) constituyen un riesgo para la transmisión del dengue durante 

la etapa de lluvia. Aún más, la ausencia del servicio de agua potable ha provocado 

un comportamiento cada vez más frecuente que obliga a los humanos a 

almacenar agua dentro y fuera de los domicilios (214), fundamentalmente en las 

etapas de sequía (215). En consecuencia, es en las áreas con deficiencias en los 

servicios públicos o durante los años de sequía (e.g "El Niño") en las que sucede 

una transmisión perenne del dengue.  

Por el contrario, en Ecuador se ha identificado que el mayor número 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 

urbanización) (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 sólo cuando se les interrumpe el servicio. 

Éstos 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 vacíen 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 

transmisión de los arbovirus en nuestras comunidades. Pero lo más importante, es 

que a nivel local éstas pueden comportarse de una forma diferente. Por tanto, si 

se pretende reducir la transmisión de los arbovirus durante los períodos 

epidémicos e interepidémicos habría que focalizar las medidas de control en 

aquellas zonas de alto riesgo a nivel de vecindarios o barrios más que las 

intervenciones realizadas al azar. Sería oportuno entonces generar mapas de 

riesgo que permita identificar los "puntos calientes" (áreas de elevada transmisión) 

en dichas localidades para focalizar en ellos las acciones y hacia ellos destinar los 

recursos necesarios para detener su circulación.  

En la tabla 10 se muestra la distribución de los serotipos del VDEN según el año 

en el que se identificó la infección mediante el protocolo de PCR-TR para VDEN-1-

4 de los CDC. Así se detectó una mayor frecuencia de infección por VDEN-2 

(62%), seguida por VDEN-3 (14%), y en igual frecuencia VDEN-4 (12%) y VDEN-1 

(12%). Se identificó la circulación autóctona del VDEN-2 en el estado de Carabobo 

durante los tres años en los que se ejecutó la vigilancia centinela del presente 

estudio, lo que podría relacionarse con una mejor adaptación de este virus al 

vector en esta zona geográfica. Por el contrario, no se identificó la circulación de 

VDEN-1, 3 y 4 durante el 2014, lo que pudiera guardar relación con la introducción 

del VCHIK que fue el responsable de una gran epidemia en Venezuela en ese 

mismo año. 
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Tabla 10. Distribución 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). 

 

 

Los resultados obtenidos en la presente investigación 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 país. Éstos se atribuyeron a la reintroducción de serotipos no 

circulantes de VDEN lo que coincidió con el incremento en la densidad y 

diseminación de Aedes aegypti por todo el país (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 registró en el 2001 y aunque se relacionó 

con la introducción del serotipo 3 del VDEN, éste evento también coincidió con el 

evento de "La Niña" (efecto opuesto a "El Niño" con temperaturas más frías y 

anomalías en las precipitaciones) (222). Aún más, después del año 2000, al 

menos tres grandes epidemias tuvieron lugar en Venezuela en las que 

cocircularon todos los serotipos del VDEN en el mismo período. En 

investigaciones futuras, habría que explorar las posibles interacciones entre las 

variables climatológicas, características del vector, los marcadores virales y los 

factores del hospedero que favorecen la circulación de los diferentes virus del 

complejo dengue en Venezuela.   
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Para analizar el comportamiento y distribución de la infección por los diferentes 

serotipos del VDEN en el continente americano habría 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 circulación de 

los serotipos 1 y 3 de los virus del complejo dengue. No obstante, existen 

evidencias de identificación de los cuatro serotipos en esa región (224). Mediante 

análisis filogenéticos realizados recientemente en Ecuador, se demostró que 

existe un ancestro común entre los VDEN 1, 2 y 4 identificados en ese país con 

los aislados en Venezuela y Colombia, indicando la presencia de un flujo de 

intercambio de virus entre dichos países (225). Por su parte en la región del 

Caribe se han reportado estudios en Cuba (19), República Dominicana (226, 227) 

y Puerto Rico (228, 229) en los que se ha identificado la circulación de los cuatro 

serotipos del VDEN en el 2002, 2007 y 2010.  

El VDEN-1 fue responsable de la enfermedad en niños y adultos jóvenes en el 

2007 y circuló junto con VDEN-4 entre el 2003 y 2004 en la región del Caribe. Por 

su parte, el VDEN-2 ha sido el que ha circulado de forma persistente al 

confirmarse casos de infección por este virus todos los años en la región del 

Caribe (230), lo que coincide con los resultados de la presente investigación. En 

Puerto Rico, este serotipo ha circulado de manera continua durante 25 años. No 

obstante, desde 1999 hasta el 2003 fue uno de los períodos en los que hubo una 

baja circulación del VDEN-2. Por su parte, el VDEN-3 emergió en 1998 tras 21 

años de ausencia, seguido por un período de rápida expansión que se asoció con 

una disminución gradual del resto de los serotipos por un período de siete años, 

antes de disminuir su circulación a niveles no detectables en el 2008 (231). Los 

factores que ocasionaron la expansión y el colapso en la circulación del VDEN-3 

se han atribuido a una gran diversidad genética de este virus junto con la 

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

De forma general, la cocirculación de los cuatro serotipos del VDEN también se ha 

reportado en países como Guatemala, Nicaragua, México, Martinica, Guadalupe, 

Colombia, Guyana Francesa, Perú, Brasil y Argentina. Sin embargo, se conoce 

que muchos países no reportan a la OPS las cifras reales de todos los casos de 
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dengue que se producen anualmente en sus países (29, 174, 230). Esto 

obstaculiza la evaluación real del impacto de esta enfermedad en la región, 

limitando incluso su contención, vigilancia y por tanto los efectos que la 

introducción de estos agentes tiene en población que poseen imunidad previa a 

otros serotipos. 
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CONCLUSIONES 

 La causa más 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 patrón de circulación 

estacional durante el período de agosto a diciembre, con picos máximos en el 

número 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 número de los casos 

que se reportan anualmente.   
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RECOMENDACIONES 

 Identificar el genotipo infectante de los arbovirus detectados en las muestras de 

plasma incluidas en el presente estudio. 

 Solicitar la información clínica, virológica y epidemiológica que se colectó como 

parte del proyecto IDAMS con vistas a esclarecer algunas de las interrogantes que 

surgieron como parte del análisis de los datos.  
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ANEXO 1 
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 Kourí".  

 
 
 

Este documento puede tener algunas palabras que quizás usted no conozca o 
comprenda. Por favor 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 en este estudio. Si desea antes de decidir 
si su hijo (a) va a participar, conversar con su familia o 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 pedirá firmar una copia de este documento. Se le 

entregarán copias de todos los documentos que usted firmará. 

 
 
 
El médico Dr. / Dra. _____________________________ me ha informado verbal y con 
documento escrito acerca del estudio en el que puede participar mi hijo (a). Me explicó 
que el virus del dengue (VDEN) se transmite por la picadura de mosquitos de la especie 
Aedes, pero que además pudiesen estar circulando en el país otros virus transmitidos 
por artrópodos.  Se me explicó que en esta investigación se evaluará el grado de 
excreción del VDEN, u otros arbovirus circulantes, en el suero y su patrón estacional. 

También se identificará el serotipo del VDEN responsable de los brotes que se 

produjeron durante el período de estudio. Me ha argumentado debidamente la 
importancia de la participación 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 

área metropolitana del estado de Carabobo. 

Me ha dado la oportunidad de reflexionar sobre mi decisión. Entiendo la información 
que 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 entregará hoy una copia de este documento firmado para que la 

conserve.  
En el día de hoy, se le realizará una extracción de diez mililitros de sangre a mi hijo (a). 
Comprendo y conozco los riesgos  



ANEXO 1 
CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Menores de Edad 
 

 

Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento sin dar explicación, 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 realizarán a 
mi hijo (a). Si tengo cualquier preocupación 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 clínicas se utilicen en el estudio y que los resultados de la investigación se 
publiquen sin que se revele la identidad de mi hijo (a).  
 

Declaración sobre el registro y la transmisión de la información médica y 
sobre la inspección del informe médico: 

Otorgo mi consentimiento para que la información 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 científica 
internacional los datos solamente en una forma anónima en la cual no sea posible 
identificar a mi hijo (a).  
 
_______________________________________ 
 Nombre y Apellidos del Niño 

_______________ 
C.I 

__________ 
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 Kourí".  

 
 
 

Este documento puede tener algunas palabras que quizás usted no 
conozca o comprenda. Por favor 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 usted pueda 
participar libremente en este estudio. Si desea antes de decidir 

participar, conversar con su familia o 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 pedirá firmar una copia de este 
documento. Se le entregarán copias de todos los documentos que usted 

firmará. 

 
 
 
El médico Dr. / Dra. _____________________________ me ha informado verbal y 
con documento escrito acerca del estudio en el que puedo participar. Me explicó 
que el virus del dengue (VDEN) se transmite por la picadura de mosquitos de la 
especie Aedes, pero que además pudiesen estar circulando en el país otros virus 
transmitidos por artrópodos.  Se me explicó que en esta investigación se evaluará 
el grado de excreción del VDEN, u otros arbovirus circulantes, en el suero y su 
patrón estacional. También se identificará el serotipo del VDEN responsable de los 

brotes que se produjeron durante el período de estudio. Me ha argumentado 
debidamente la importancia de mi participación en el estudio que pretende 
identificar la causalidad del VDEN, VCHIK y VZIK en brotes de enfermedad similar 

a dengue en el área metropolitana del estado de Carabobo. 
Me ha dado la oportunidad de reflexionar sobre mi decisión. Entiendo la 
información 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 entregará hoy una copia de este documento firmado para que 

la conserve.  



ANEXO 2 
CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Mayores de Edad 
 

 

En el día de hoy, se me realizará una extracción de diez mililitros de sangre. 
Comprendo y conozco los riesgos  
Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento sin dar explicación, 
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 
realizarán. Si tengo cualquier preocupación puedo contactar al médico en cualquier 
momento.  
Accedo a que mis datos personales y de mi enfermedad junto con las muestras 
clínicas se utilicen en el estudio y que los resultados de la investigación se 
publiquen sin que se revele mi identidad.  
 
Declaración sobre el registro y la transmisión de la información médica y sobre la 
inspección del informe médico: 
Otorgo mi consentimiento para que la información médica se pueda registrar 
confidencialmente en ambas instituciones participantes (Universidad de Carabobo 
e IPK). Ambas instituciones pueden compartir con la comunidad científica 
internacional los datos solamente en una forma anónima 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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